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Resumen

Titulo: Desarrollo y validacion de métodos analiticos para la cuantificacion de antifingicos

triazdlicos en muestras bioldgicas: aplicaciones preclinicas y clinicas.

Introduccion.

El tratamiento de las micosis sistémicas es uno de los principales retos a dia de hoy en el
manejo de la patologia infecciosa. En los ultimos afos el arsenal terapéutico antiflngico para el
tratamiento de la infeccion fungica invasora ha experimentado una importante mejora. La
aparicion y comercializacion de nuevas moléculas con mayor actividad y menos toxicidad han
modificado el tratamiento y el prondstico de la infeccion fangica.

A pesar de ello, esta patologia continta siendo un problema médico de gran importancia debido
a la elevada mortalidad/morbilidad asociada en algunos grupos de pacientes inmunodeprimidos
y, en menor medida, en individuos inmunocompetentes. Son varios los factores que condicionan
la evolucion de los pacientes con estas infecciones como son el estado inmunoldgico, las
caracteristicas del patégeno (principalmente la susceptibilidad a los antifingicos), el tiempo
trascurrido desde el establecimiento de la infeccidon hasta el diagnéstico, asi como un uso
efectivo y seguro del farmaco.

Los triazoles sistémicos forman parte de este arsenal terapéutico. Los antifdngicos del grupo de
los triazoles se han convertido en farmacos de primera linea para el tratamiento y profilaxis de
muchas micosis sistémicas. Este grupo muestra importantes peculiaridades farmacocinéticas y
en consecuencia una misma dosis administrada a diferentes pacientes puede dar como resultado
concentraciones muy distintas, tanto plasmaticas como tisulares, lo que hace que estos agentes
sean firmes candidatos a la monitorizacién terapéutica.

La individualizacion de la terapia mediante la determinacion de las concentraciones sanguineas
(monitorizacién) implica una mejora de la respuesta al tratamiento, una prevencion de las
reacciones adversas, un mejor manejo de las interacciones medicamentosas y en consecuencia
un ahorro en costes derivados de tratamientos y dosificaciones inadecuados. El objetivo de la
monitorizacion es, por tanto, aumentar la probabilidad de éxito terapéutico minimizando la
toxicidad.

Los estudios farmacocinéticos/farmacodinamicos en las diferentes poblaciones de pacientes
tratan de definir la relacion entre la dosis administrada y el éxito o fracaso de una terapia, con el
objetivo de definir un pardmetro farmacocinético/farmacodinamico que ayude a predecir el

éxito terapéutico.
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Sintesis

El trabajo de tesis que aqui se desarrolla persigue implementar métodos analiticos validos
basados en cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y en métodos microbiol6gicos
(bioensayos) para la cuantificacion de concentraciones sanguineas de antifungicos azélicos
(itraconazol, voriconazol y posaconazol). Estos métodos se han desarrollado y validado para su
aplicacién en monitorizacion de pacientes tratados, asi como para el estudio de la relacion
exposicion-respuesta en modelos animales de infeccidn, tanto invertebrados como murino.
Como ventajas generales de todos los métodos cromatograficos desarrollados destacar que son
métodos rapidos, fiables, reproducibles, mas exactos y precisos que los métodos
microbiolégicos y facilitan la toma de decisiones que impliqguen cambios posolégicos
inmediatos; requieren pequefios volimenes de muestra, lo que favorece la evaluacion de estos
farmacos en pacientes pediatricos y finalmente, permiten el uso rutinario en la préctica clinica,
ya que han sido validados en el rango de concentraciones que permite realizar una
monitorizacion eficaz. A su vez sirven como métodos de referencia para realizacion de estudios
farmacocinéticos. En cuanto a las ventajas metodoldgicas relativas a las técnicas
cromatogréficas se pueden enumerar las siguientes; la fase movil no necesita de aditivos
adicionales (soluciones tampdn) el uso de un compuesto de caracteristicas quimicas similares
como control de extraccion (ravuconazol) asegura un comportamiento cromatografico similar al
de los compuestos evaluados. Asi mismo el método de extraccién usado en los tres métodos
cromatogréaficos desarrollados, asegura un porcentaje de recuperacion de los tres antifungicos
mayor del 90%. Adicionalmente, el detector de arreglo de fotodiodos (PDA) proporciona
espectros ultravioleta caracteristicos que verifican la identidad y homogeneidad de los picos
detectados, especificos de cada compuesto analizado.

Los métodos microbioldgicos desarrollados y validados para voriconazol y posaconazol,
resultaron ser precisos, exactos y rapidos, con un tiempo de respuesta no mayor de 24-48 horas.
Para la validacion de un método microbiol6gico, ademas de evaluar precision y exactitud, es
imprescindible realizar una validacién cruzada con un método de referencia, para verificar que
no exista variabilidad metodol6gica en ningin parametro. La validacion cruzada realizada con
muestras clinicas de pacientes tratados con uno u otro farmaco establecié una correlacion valida
entre el bioensayo y el método cromatografico de referencia, y por tanto la validez de los
métodos para la monitorizacion de voriconazol y posaconazol en el laboratorio clinico. Los
bioensayos evaluados y validados demuestran ser fiables, precisos y baratos para monitorizar
azoles en laboratorios clinicos de hospitales o laboratorios sin acceso a instrumentos
cromatogréaficos.

Se han evaluado también aspectos farmacocinéticos de posaconazol y voriconazol en dos

modelos animales de aspergilosis invasora; un modelo murino (rata wistar inmunodeprimida) y
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un modelo alternativo de invertebrado (Galleria mellonella) con el objetivo de establecer
relaciones exposicion-respuesta. Se han utilizado cepas sensibles y cepas resistentes de
Aspergillus fumigatus para evaluar la validez de los modelos en el establecimiento de tales
relaciones.

El modelo invertebrado de Galleria mellonella ha mostrado ser un modelo valido para estudios
de virulencia y actividad antimicrobiana y corrobora que la patogenicidad de cepas de A.
fumigatus con diferentes grados de resistencia a azoles no se ve afectada por la adquisicién de
un determinado mecanismo de resistencia. Tampoco se ve afectada la capacidad de crecimiento.
Se observé que el perfil de exposicién de posaconazol y voriconazol, expresado mediante el
AUC,.,4, fue comparable a los descritos en otros modelos.

En el modelo de rata en el que se utilizd posaconazol como profilaxis, se observé que la
exposicion al farmaco era similar en los dos grupos de animales, tanto en el grupo de los
infectados por la cepa resistente como los infectados por la cepa sensible. Los resultados de este
experimento, confirmaron la eficacia de un régimen de profilaxis a dosis superior a la estandar
con una cepa de A. fumigatus susceptible, mientras que con la cepa resistente, la dosis
administrada no mostré eficacia alguna y no se frend la progresion de la infeccion. De igual
manera, se demostrd la utilidad de dos marcadores como son la carga fungica y el indice de
galactomanano para hacer el seguimiento de la progresién de la infeccion fangica y la
monitorizacion de la eficacia de la profilaxis.

En cuanto a los pardmetros farmacocinéticos y la distribucién observados en el modelo de
infeccion por A. fumigatus, con la administracion de posaconazol como tratamiento, se observé
que un aumento de la exposicién (expresada como la concentracion en sangre) en funcion del
aumento de la dosis. Resultados similares observados tanto en humanos como en ratones,
permiten establecer la validez de este modelo como una herramienta adecuada para determinar
la exposicidn real al farmaco.

Fue evaluada la disposicion y penetracion en pulmon, fundamental para entender la eficacia del
farmaco. Se observé que posaconazol distribuye muy bien a pulmones, donde la cantidad
cuantificada es superior a la de suero. Las concentraciones encontradas en pulmoén aumentaban
en funcién de la dosis administrada, mayor concentracion a mayor dosis. EI aumento con la
dosis mas alta era menos evidente, lo que sugiere un equilibrio entre la concentracion en suero y
la concentracién en pulmén (saturacion en el lugar de infeccidn). Se producia acumulacién de
posaconazol en el pulmén de manera clara.

Respecto al estudio en pacientes tratados con voriconazol, el primer punto a destacar es la
variabilidad de concentraciones séricas de voriconazol observadas en la poblacion en estudio.
Tampoco se puede afirmar que una vez alcanzados niveles terapéuticos, estos se mantienen
dentro del rango terapéutico en posteriores determinaciones. Se observé una alta proporcion de

muestras en los que los niveles cuantificados fueron subterapéuticos y las principales causas
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relacionadas de esta variabilidad son, en el caso de la via oral, el incumplimiento asi como la
pobre absorcion del farmaco, estado funcional del higado o comedicaciones. La monitorizacion
de las concentraciones entre dosificaciones puede ser, en casos concretos y determinados, una
solucion para poder dar explicacion a la presencia de estos niveles subterapéuticos, establecer
una cinética individual para una dosificacion a medida, predecir la cinética del farmaco y guiar
el ajuste de dosis de una manera adecuada. Las asociaciones obtenidas en este estudio entre
niveles valle y respuesta, proporcionan mas datos a los ya existentes para apoyar la utilidad de
la monitorizacion de voriconazol. La ausencia de respuesta fue mas frecuente en los pacientes

en los que los niveles valle estaban por debajo de 1ug/mL de manera persistente.

Conclusiones

1.- Los métodos analiticos han sido desarrollados y validados siguiendo los parametros exigidos
en las guias para la validacion de métodos bioanaliticos de la Food and Drug Administration
(FDA) y la European Medicines Agency (EMA).

2.- Los métodos desarrollados y validados cumplen con los criterios de precision y exactitud, asi
como con el resto de parametros exigidos en los procesos de validacion de métodos

bioanaliticos, con lo que los métodos presentados son fiables y reproducibles.

3.- La determinacion de los niveles de voriconazol, posaconazol e itraconazol, muestran que las
concentraciones sericas de los tres farmacos en los diferentes pacientes y en las diferentes
muestras obtenidas de cada uno de ellos son muy variables, lo que unido a las caracteristicas
farmacocinéticas complejas expuestas en la revision incluida en la introduccién, justifican la

monitorizacion de las concentraciones séricas de los tres farmacos.

4.- En los modelos animales estudiados se establece una buena correlacion in vivo-in vitro para
ambos antifangicos y definen un pardmetro PK/PD similar a los ya expuestos en publicaciones
previas, lo que permite establecer la validez de los modelos animales para la determinacion de

relaciones exposicion-respuesta con antiflngicos.

5.- La evaluacion de la utilidad de la monitorizacion de voriconazol en pacientes en tratamiento
presentada en esta tesis, muestra conclusiones interesantes que son corroboradas por

publicaciones tanto previas como posteriores.
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Abstract

Introduction

Invasive fungal infections are currently one of the most important issues in infectious diseases.
In recent years, therapeutic arsenal has been increased and development of broad spectrum
drugs with higher activity and lower toxicity has improved the management and prognosis of

invasive fungal diseases.

This infectious disease is still a very major clinical problem due to its high mortality and
morbility rates. It is almost always associated to inmunocompromissed patients and, in lower
frequency, to inmunocompetent patients. Evolution and prognosis of fungal infections are
associated to other factors as inmunological status, pathogen features, time between the set up

of infection and diagnosis and a rational use of the antifungal drugs.

They kill the fungal cell due to the growth inhibition of the fungus cell wall. Triazole agents are
first line agents in treatment and prophylaxis of systemic fungal infections. Due to their especial
pharmacokinetic features, therapeutic drug monitoring (TDM) can be recommended in order to
ensure blood and tissue concentrations. TDM implies an improvement in response to treatment,
decreased in frequency of adverse events and drud-drug interactions. Therefore, there is a save
in costs” treatments and in adverse events. The final target of TDM is the optimisation of the

antifungal therapy.

Pharmacokinetic/pharmacodinamic studies are essential to define pharmacokinetic parameters
to optimize and follow up the efficacy of the antifungal treatment. These studies should be done
in different populations  (healthy and patients populations) in order to define the best
pharmacokinetic parameter which defines the exposure to the drug and helps the clinician to

manage the infection in a better manner.

Synthesis
The main objective of this thesis was to develop, validate and implement High Performance

Ligquid Cromatography (HPLC) and microbiological methods for quantifying blood
concentrations of voriconazole, itraconazole and posaconazole. These methods were developed
and validated to perform TDM in treated patients, as well as to establish exposure- response
relationships in animal models (Galleria mellonella and wistar rats).

Two different methodologies for quantification of triazole agents, HPLC and bioassay, are
compared and described. Both methods offer interesting advantages. HPLC has been
demonstrated as a more accurate, precise and faster methodology, being a useful tool for

therapeutic drug monitoring and pharmacokinetic studies. HPLC method offers superior
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precision and accuracy compared to the microbiological methods. Additional advantages such
as a simple sample pretreatment procedure, the use of ravuconazole as ES (with similar
chemical profile to ensure a comparable chromatographic behaviour) or the use of a simple
mobile phase without buffers or additives make this a valuable method for triazole agents
quantification. However, such facilities might not be available in all clinical microbiology
laboratories whereas bioassay facilities are almost certainly available. The proposed bioassays
have been shown to be a simple, inexpensive and reliable method for triazole quantification.
The data demonstrate sufficient accuracy and precision in spite of the intrinsic variability
described for this methodology. However, it is worth noting that bioassays have important
limitations; first, bioassay quantifies the antifungal activity, but fails to identify the drug or its
active metabolites. In addition, total inhibition zones can be modified by concomitant antifungal
drugs, and therefore they might not represent correctly the serum antifungal concentration.

The G. mellonella model of invasive aspergillosis appears to be a useful tool for studying
pathogenicity, especially because there are clear correlations with findings from mammals.
Conserved aspects of the innate immune response to microbial infection in insects and
mammals may explain this correlation. As result of data presented here, the model is capable of
showing either no virulence (heat-killed conidia) or equal virulence, as shown in wild-type and
mutant strains. Our results suggest that acquisition of these particular azole-resistance
mechanisms in A. fumigatus does not appear to have any impact in terms of virulence. The
results also highlight the fact that insects may provide valuable early insights into virulence and
pathogenicity and, in particular, may contribute to the generation of hypotheses that can be
further tested in refined experiments in mammalian models.

The G. mellonella model of invasive aspergillosis was also useful to evaluate the role of
pharmacokinectic parameters to corroborate the lack of in vitro—in vivo correlations. In this
regard, a wild-type strain and five A. fumigatus cyp51A mutated strains showing different azole
susceptibility profiles were used to investigate the in vivo efficacy of voriconazole and
posaconazole. Administration of both azoles improved the survival of larvae infected with
susceptible strains. However, those larvae infected with resistant strains did not respond to
treatment. The phenotype observed in vitro was found to correlate with the efficacy observed in
vivo. Moreover, using this in vivo model, the pharmacodynamic target predicting therapeutic
success (AUC, ,#/MIC) was in the same range as previously described, allowing the use of the
G. mellonella model to predict the azole susceptibility profile of A. fumigatus strains.

The rat model objective was to collect pharmacokinetic (PK) information related to blood and
tissue distribution of posaconazole in a particular animal model of invasive pulmonary
aspergillosis. Pharmacokinetic parameters described in lung samples were systematically higher
than those described in serum. After multiple-dose administration of posaconazole a significant

accumulation of the drug was evident in lung tissue. Pharmacokinetic behavior of posaconazole
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in this particular experimental model reflected human exposures, concluding that it might be a
valid tool to evaluate posaconazole exposure-response relationship. The rat model of invasive
pulmonary aspergillosis was also performed to explore the utility of galactomannan enzyme
inmunoasssay (GM) and quantitative real time PCR (RT-PCR) to evaluate the association
between response and exposure after a high dose of prophylactic posaconazole. Two different
strains of Aspergillus fumigatus, differing on in vitro posaconazole susceptibility were used.
Results demonstrated similar posaconazole exposure for all treated animals; however response
to posaconazole was relied on in vitro susceptibility of infecting strain. After prophylaxis
galactomannan index and fungal burden decreased only in those animals infected with the most
susceptible strain. This model demonstrated that both biomarkers may be useful tools for
predicting efficacy of antifungal compounds in prophylaxis when the exposure to the antifungal
agent is the same in both groups of animals.

As regards, the results from monitored patients, it was found a high inter- and intra-patient
variability in the patients treated with triazole agents. Regarding the study in patients treated
with voriconazole, the first point to note is the variability in serum voriconazole concentrations
observed in the study population. It cannot be said that once therapeutic levels are reached,
these levels are going to be maintained within the therapeutic range in subsequent
determinations. In a high proportion of samples subtherapeutic levels were quantified .The main
causes for this variability are related to oral administration, failure and poor drug absorption or
comedications. The associations observed in this study between trough levels and response,
provide more data to support the usefulness of therapeutic drug monitoring of voriconazole. The
lack of response was more frequent in patients in whom trough levels were below 1 pg / mL

persistently.

Conclusions

1.- Biosassay and HPLC were developed and validated according to the parameters required by
the guidelines for validation of bioanalytical methods of the Food and Drug Administration
(FDA) and European Medicines Agency (EMA).

2. The developed and validated methods meet the criteria for precision and accuracy, as well as
other parameters required in the process of validation of bioanalytical methods. The methods are

reliable and reproducible.

3. Levels of voriconazole, posaconazole and itraconazole, show that serum concentrations in
different patients and different samples are highly variable. This high variability and the
complex pharmacokinetic behavior make TDM essential to optimize the use of these antifungal

drugs.
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4. In both animal models, In vivo behavior correlates well with in vitro. PK / PD parameters
calculated are similar to those already mentioned in previous publications in different animal
models, allowing establish the validity of both animal models for determining pharmacokinetic
parameters and the transfer of acquired knowledge to humans.

5. Usefulness of TDM in patients receiving voriconazole shows interesting conclusions. These
conclusions are corroborated by the literature.
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1.- Introducciodn




1.1.- La enfermedad fluingica invasora. Concepto vy epidemiologia.

La incidencia de la enfermedad fangica invasora (EFI) ha aumentado significativamente a lo
largo de las ultimas dos décadas, principalmente debido al aumento de pacientes
inmunodeprimidos. Estos pacientes, con un sistema inmunoldgico deprimido en mayor o menor
grado, son mas susceptibles de contraer este tipo de enfermedades infecciosas (Bitar, Lortholary
et al., 2014). Las de mayor frecuencia en nuestro medio son las EFI oportunistas, entre las
cuales podemos encontrar las infecciones causadas por Candida spp, Aspergillus spp,
Cryptococcus neoformans y Pneumocystis jiroveci. Las EFI endémicas, menos frecuentes, estan
asociadas a areas geograficas concretas del continente americano y Africa. Estas EFI endémicas
estan causadas por Histoplasma capsulatum, Coccidioides inmitis, Blastomyces dermatidis y
Paracoccidioides brasiliensis (Jehangir, Tadepalli et al., 2015).

Estudios recientes, como el publicado en Francia, muestran una incidencia de EFI cercana a
los 5.9 /100000 casos por afio y una tasa de mortalidad del 27.6%, aumentando en ciertos
grupos de pacientes (hematol6gicos). Las entidades clinicas mas frecuentes fueron candidemia,
aspergilosis invasora, neumonia por Pneumocystis jirovecii, cryptococosis y mucormicosis
(Bitar, Lortholary et al., 2014).

Los factores condicionantes del desarrollo y evolucién de una EFI influyen en cada uno de los
tres vértices del triangulo que compone la infeccién fungica: 1) factores relacionados con el
huésped; 2) factores que dependen del hongo y 3) factores que dependen del tratamiento

antiflngico especifico como se exponen en la siguiente figura 1.

Huésped:
Defectos inmunitarios.
Factores biol6gicos y condiciones subyacentes.
Tratamiento de la patologia de base.
EFI previa

EFI:

Prevalencia.
Epidemiologia.
Estrategia diagnostica.
EFI previa

Tratamiento antifngico: Hongo:

Profilaxis previas. Género y especie.
Espectro de actividad Resistencia adquirida.
Factores de virulencia
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Figura 1: Factores de cada variable relacionada con la infeccion fungica.

Los pacientes con mayor riesgo de adquirir una EFI en nuestro medio son aquellos pacientes
inmunodeprimidos a consecuencia de un tratamiento quimioterapico para tratar una patologia
neoplasica, aquellos que reciben trasplante de células madre hematopoyéticas (TPH) o bien los
trasplantados de 6rgano sélido (TOS) y aquellos ingresados en unidades de cuidados intensivos
(Peman and Salavert, 2012a). En la tabla 1 se exponen los factores condicionantes y las
paoblaciones de riesgo para desarrollar las principales EFI.

Candidiasis invasora/Candidemia.
Factores de riesgo generales:
. Gravedad de la enfermedad aguda.
Edad: <1 afio, >65 afios.
Comorbilidades.
Cirugia gastrointestinal previa.
Larga estancia en UCI.
Dispositivos invasivos.
Transfusiones maltiples.
Nutricién parenteral.
Catéter vesical.
e  Ventilacion mecénica.
Condicionantes individuales o poblacién de mayor riesgo:
. Uso prolongado de catéter venoso central.
Antibioterapia de amplio espectro.
Colonizacioén previa por Candida spp.
Insuficiencia renal y/o hemodialisis.
Neutropenia.
Inmunosupresion.
Patologia gastrointestinal.
Politraumatismo y/o gran quemado.
e Neonato prematuro.
Aspergilosis invasora.
Factores de riesgo:
. Neutropenia.
Déficits de funcion fagocitaria.
Alteracion de la inmunidad celular.
Uso de inmunosupresores.
Exposicién ambiental.
. Rotura de barreras mucocutaneas.
Pablacién de mayor riesgo.
e Neutropénico.
Pacientes con EICH e inmunosupresion.
Receptor de 6rgano sélido.
VIH-SIDA con CD4 <100 células/pl.
Enfermedad granulomatosa cronica.
Uso de terapias biolégicas: anti-CD52, anti-TNF-a
Paciente critico no hematoldgico.
Enfermedad hepatica avanzada.
. Post cirugia mayor y compleja.
Tabla 1: Factores condicionantes y poblaciones de riesgo de desarrollo de EFIl. Alo-TPH: transplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos; EICH: enfermedad de injerto contra huésped; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; LMA: leucemia
mieloide aguda; SMD: sindrome mielodisplasico. *Factores de riesgo independientes en estudios especificamente disefiados. Tabla
adaptada de J. Peman y Cols (Peman, Canton et al., 2011)

Las infecciones por Candida spp.se han convertido en una de las principales causas de sepsis en
hospitales con incidencia en constante crecimiento en los Gltimos 20 afios (Figura 2). Candida
spp. hoy ocupan el cuarto lugar entre las especies que con mayor frecuencia causan infecciones
del torrente sanguineo en muchos paises (EFI mas comun). Candida albicans es aun la principal
causa de candidemia en los estudios basados en la poblacién en todo el mundo, pero su

frecuencia relativa estd disminuyendo, mientras que la frecuencia de otras especies estd
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aumentando. En Espafa la distribucion general de las especies que causan candidemia se
muestra en la figura 3. El uso de fluconazol como agente profilactico, ha provocado un cambio
epidemioldgico hacia especies y cepas de Candida con sensibilidad disminuida a los azoles
(Kullberg, Verweij et al., 2011). Actualmente la candidemia esta asociadas a una tasa global de
mortalidad que oscila entre el 12% y el 31% y no depende de las poblaciones de pacientes
estudiados (Puig-Asensio, Padilla et al., 2014)..

140
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Figura 2: evolucion de los episodios de candidemia en un hospital de la Comunidad de Madrid (Espafia), del afio 1985 al afio 2007
(Bouza and Munoz, 2008).

C. krusei
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Figura 3. Adaptacion de los datos presentados por Guinea y cols.(Guinea, Zaragoza et al., 2014) en un estudio de vigilancia
epidemioldgica de la candidemia.

La aspergilosis invasiva es la segunda de las EFI en orden de frecuencia, Una neutropenia
prolongada es el principal factor de riesgo asociado. Los pacientes con leucemia mieloide
aguda (LMA) y aquellos sometidos a transplante alogénico de progenitores hematopoyéticos
(TPH), con periodos de neutropenia prolongados, estan en mayor riesgo pudiendo alcanzar tasas
de aspergilosis cercanas al 25% (Oren and Paul, 2014). Sin embargo, la incidencia de
aspergilosis invasiva es muy dependiente tanto de la epidemiologia local como de la calidad del

control aéreo en unidades hemato-oncoldgicas.

En los dltimos afios, otros hongos filamentosos han incrementando su proporcion de
infecciones en poblaciones de pacientes con determinados factores de riesgo, como hongos de
los géneros Fusarium spp., Scedosporium spp. y zigomicetos. Estas infecciones fungicas se
caracterizan por su elevado indice de mortalidad, que oscila entre el 40 y el 90% (Alastruey-
Izquierdo, Mellado et al., 2013).

Mas del 90% de las infecciones causadas por Aspergillus spp., estan causadas por Aspergillus
fumigatus y el resto por especies como A. flavus, A. terreus, A. niger y especies recientemente
descritas como patdgenos humanos como son A. calidoustus o A. lentulus (Peman and Salavert,
2012b). En recientes estudios se ha comprobado que el porcentaje de las infecciones debidas a
A. fumigatus ha disminuido hasta valores del 70%, aumentando otras especies como son A.
flavus, A. niger o A. terreus (Steinbach, Marr et al., 2012). En el estudio FILPOP publicado en
2013, el género mas frecuente fue Aspergillus spp. (86.3%) seguido por Scedosporium spp.
(4.7%), Mucorales (2.5%), Penicillium spp (2.2%) y Fusarium spp (Alastruey-lzquierdo,
Mellado et al., 2013). La correcta identificacion a nivel de especie es esencial debido a los
diferentes perfiles de sensibilidad que las diferentes especies muestran dentro del mismo

género.

El conocimiento de la epidemiologia local y el perfil de sensibilidad de las diferentes especies
condicionan la instauracion de un tratamiento en un paciente en el que no haya habido un
aislamiento microbioldgico. Hay que tener en cuenta la epidemiologia real del entorno, los
factores clinicos que afectan al paciente, la unidad donde se encuentra hospitalizado, el centro

en el que esté ingresado y el pais.

El aumento de los casos de EFI causada por cepas con sensibilidad disminuida a antifingicos
es una situacién que aparece con relativa frecuencia y complica en gran medida el manejo del

paciente. La resistencia en Aspergillus spp. puede ser primaria, sin la previa exposicion al
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antifngico, o secundaria, tras una exposicion inicial que lleva asociada una alteracion de la
expresion génica. La resistencia a azoles a principios del siglo XXI era de aproximadamente el
2%, pero en paises de nuestro entorno ha ido aumentando progresivamente. Un ejemplo es el
caso de los Paises Bajos, donde ha pasado del 2% en el afio 2000 a aproximadamente el 10% en
el afio 2010. En cambio en otros Paises como Espafia 0 Austria encontramos porcentajes del 2%
y el 0% respectivamente. En Estados Unidos, la aparicion de cepas con resistencia a azoles es
aislada, no llegando al 1% (Mayr and Lass-Florl, 2011).

1.2.- Tratamiento de la EFI.

1.2.1.- Antifngicos: Mecanismo de accion y espectro de actividad.

El manejo de la EFI constituye un reto importante en patologia infecciosa. En los Gltimos afios
el arsenal terapéutico antifingico disponible ha experimentado una importante mejora. El
desarrollo y comercializacion de nuevas moléculas con mayor actividad y menor toxicidad han

modificado el tratamiento y el pronoéstico de la infeccién flngica.

La era de la terapia antifingica sistémica comenz6 con la introduccién de la anfotericina B
deoxicolato en el afio 1958. Anfotericina B ha sido el tratamiento de eleccién durante cuarenta
afios para el tratamiento de infecciones graves causadas por hongos. Como consecuencia de su
elevada nefrotoxicidad, se desarrollaron nuevas moléculas y formulaciones con menor toxicidad

y espectro de accién comparable.

Casp,
2001
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Figura 4: Cronologia de la introduccion de los farmacos antifingicos sistémicos. Adaptacién de Lewis y cols. Anf B:anfotericina B;
Gris: Griseofulvina; Flucit: flucitosina; Mic: Miconazol; Ket: ketoconazol; Fluc: fluconazol; Itrac: itraconazol; Anf B Lip:
anfotericina B lipidicas; Casp: caspofungina; Voric: voriconazol; Anid: anidulafungina; Micf: micafungina; Pos: posaconazol
(Lewis, 2011).

Hasta principios de los afios 90, con la introduccién de Fluconazol, estas limitaciones no fueron
superadas. Este es un antifingico con excelente biodisponibilidad por via oral, una
farmacocinética lineal con buena distribucion en tejidos, incluyendo liquido cefalorraquideo y
humor vitreo. Fluconazol mostré una gran eficacia en el tratamiento de la candidiasis
orofaringea en pacientes con SIDA. Fluconazol no es activo frente a hongos filamentosos
oportunistas y una tiene menor actividad frente a Candida glabrata y Candida krusei. En 1992
se comercializ6 itraconazol, un compuesto del grupo de los triazoles con actividad frente a
especies de Aspergillus pero con limitaciones farmacocinéticas (absorcion erratica y efectos
adversos gastrointestinales), que limitaban su uso en pacientes oncolégicos con mucositis,

vomitos o nduseas (Lewis, 2011).

La actividad de 5-fluorocitosina se limita exclusivamente a hongos levaduriformes. Muestran
resistencia ciertas especies de Candida y de Cryptococcus, asi como Trichosporon. Si se utiliza
en monoterapia genera resistencia secundaria con facilidad (Cuenca-Estrella, Diaz-Guerra et al.,
2001; Cuenca-Estrella, Gomez-Lopez et al., 2006).

La introduccion de voriconazol (2002) y posaconazol (2006) cambié el manejo de las
infecciones fldngicas en individuos inmunodeprimidos. Voriconazol se ha mostrado mas
efectivo en el tratamiento de aspergilosis invasora que anfotericina B (Herbrecht, Denning et al.,
2002; Walsh, Anaissie et al., 2008), resultando util en el tratamiento de la fusariosis (Perfect,
Marr et al., 2003). Posaconazol ha aportado un espectro ampliado respecto a voriconazol,
teniendo actividad ademéas frente a mucorales (Cuenca-Estrella, Gomez-Lopez et al., 2006;
Lewis, 2011; van Burik, Hare et al., 2006) y siendo alternativa para el tratamiento de las
aspergilosis refractarias a los tratamientos estdndar (Walsh, Raad et al., 2007). Estos dos
antifungicos tienen inconvenientes relacionados con sus propiedades farmacocinéticas.
Voriconazol posee una farmacocinética no lineal, consecuencia del metabolismo saturable a
través del sistema enzimatico del citocromo P450, que implica cambios impredecibles en la
exposicion y gran variabilidad tanto inter como intraindividual e interacciones farmacoldgicas.
Posaconazol posee una farmacocinética lineal, resultando concentraciones sanguineas
proporcionales a las dosis administradas, pero tiene problemas de absorcion. Es impredecible en
pacientes con patologia gastrica como pérdida de apetito, nauseas, diarrea, disfuncidn
gastrointestinal debida a quimioterapia anticancerigena y pacientes en tratamiento con farmacos
gue modifican el pH gastrico (Alffenaar, van et al., 2009; Krishna, Moton et al., 2009). Los
triazoles que estan actualmente en desarrollo como isavuconazol, ya aprobado por la Food and

Drug Administration (FDA) norteamericana, parecen tener un espectro de actividad similar a
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voriconazol y posaconazol, pero con menos variabilidad farmacocinética e interacciones
farmacoldgicas (Girmenia, 2009; McCormack, 2015).

A principios del siglo XXI surge un nuevo grupo de antifngicos, las equinocandinas. Se trata
de compuestos de naturaleza lipopeptidica con actividad antiflngica. Su diana es la pared
fungica, poseen pocos efectos secundarios y tienen una farmacocinética muy poco variable y
predecible. Por el contrario, no tiene actividad frente a ciertos hongos oportunistas, como
Cryptococcus spp., Y hongos filamentosos menos comunes como son Fusarium spp,
Scedosporium spp. y mucorales.

El espectro de actividad de los antifingicos es muy variable entre las diferentes familias y los
diferentes antifingicos. En la figura 5 se representa de forma esquematica el espectro de
actividad de los principales antifungicos.

Polyene Triazoles Echinocandins Other
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Figura 5: Espectro de actividad de los agentes antifungicos (Lewis, 2011).

Mecanismos de accion.

Los hongos son metabdlicamente similares a las células de mamiferos y tienen pocas dianas
especificas propias. Los antifingicos sistémicos se pueden agrupar en funcién del lugar de

accion en la célula fangica, como se muestra en la figura 5.
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Funcién de membrana
anfotericina B
Sintesis de ergosterol
3 P e N fluconazol
\/‘ itraconazol
voriconazol
naftifina
terbinafina

Sintesis de la pared celular  Sintesis de acido

caspofungina nucleico
5-fluorocitosina
Figura 6: sitios de accion y mecanismos de los antifingicos de uso sistémico

(http://es.slideshare.net/OswaldoAngeles/antimicoticos-15781749).

Los triazoles actian en la ruta de la sintesis del ergosterol, inhibiendo la lanosterol-14a-
desmetilasa, localizada en el reticulo endoplasmatico provocando la acumulacion de esteroles
140- metilados toxicos. Evitan el crecimiento de la membrana celular y provocan la muerte de
la célula fungica. Anfotericina B es el otro antifingico que actla en la membrana celular de la
célula fangica. Se une directamente al ergosterol, formando complejos que se intercalan en la
membrana celular que dan como resultado la formacién de poros y la salida del contenido
intracelular (Lewis, 2011). Asi mismo, recientemente se ha demostrado que anfotericina B
induce la formacion de especies reactivas de oxigeno que contribuyen a su accion fungicida

(Mesa-Arango, Trevijano-Contador et al., 2014).

Las equinocandinas (micafungina, caspofungina y anidulafungina) son la Unica clase de
antifungicos sistémicos que actlan a nivel de la pared flngica mediante la inhibicidn
competitiva de la sintesis de los polimeros de B-1,3-D-glucano. La pared de la célula se hace
mas susceptible a la lisis osmética, hecho especialmente evidente en las células de crecimiento
rapido (Lewis, 2011). Esto hace que las equinocandinas actden como fungicidas frente especies

de Candida , y sean fungistaticos frente Aspergillus spp. (Denning, 2002).

Por altimo, 5-Fluorocitosina actia mediante la inhibicion de la timidilato sintetasa, causando

errores en la codificacion del ARN (Lewis, 2011).
Toxicidad y efectos secundarios.

Los triazoles presentan una amplia gama de efectos secundarios. Ademas de los efectos
secundarios inespecificos como cefaleas, mialgias y sintomas gastrointestinales inespecificos,
hay efectos secundarios especificos. Todos los triazoles son potencialmente hepatotoxicos y
voriconazol tiene efectos dermatoldgicos como rash, fototoxicidad y puede provocar cancer de
células escamosas. Posee efectos tOxicos sobre la vision y el sistema nervioso central.

Itraconazol y posaconazol tienen efectos secundarios gastrointestinales (Herbrecht, Denning et
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al., 2002; Ruiz-Camps and Cuenca-Estrella, 2009).Tanto anfotericina B como 5- flucitosina,
pueden causar supresion de la médula 6sea. Anfotericina B ha demostrado una importante
toxicidad renal (Lewis, 2011). Las equinocandinas son los antifingicos que mejor perfil de
seguridad tienen, con escasos efectos adversos relacionados con la administracion mediante

infusion intravenosa (Ruiz-Camps and Cuenca-Estrella, 2009).

1.2.2 Principales Indicaciones clinicas.

El desarrollo de nuevas moléculas antifingicas de mayor potencia y propiedades cinéticas mas
favorables es un hecho muy positivo en nuestros dias. Se dispone de nuevos farmacos y la
realizacion de estudios amplios y contrastados ha permitido obtener nuevas evidencias para

elaborar guias de tratamiento y avanzar en el manejo de la EFI.

Estas nuevas estrategias (regimenes de profilaxis y tratamientos anticipados) persiguen evitar
la aparicion de una EFI e instaurar el tratamiento mas adecuado en el menor tiempo posible.
Ademas, la individualizacion de la terapia antifingica constituye un valor afiadido para poder
controlar con eficacia aquellos factores que influyen en la evolucion de los pacientes como son
las interacciones farmacoldgicas, comorbilidades, inmunosupresién, tipo de infeccién, tipo de

patdgeno, etc...(Lewis, 2011).

Las principales indicaciones clinicas se muestran en la tabla 5:

Antifungico Indicacion Terapia

\Voriconazol Aspergilosis invasiva; Aspergilosis cronica Primera linea;  Alternativa

Tratamiento candididasis invasora en nifios hematolégicos Primera linea

Tratamiento candidemia adultos no neutropénicos Alternativa

Itraconazol Profilaxis aspergilosis invasiva Alternativa

Tratamiento candididasis invasora en nifios hematoldgicos Alternativa

Micosis endémicas Primera linea
Tratamiento aspergilosis crénica Alternativa
Posaconazol Profilaxis aspergilosis invasiva Primera linea

Tratamiento candididasis invasora en nifios hematolégicos Alternativa

Zigomicosis Terapia de rescate

Fluconazol Tratamiento Candidemia, profilaxis Candidiasis invasora Primera linea
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Anfotericina B

5-fluorocitosina

Caspofungina

Micafungina

Anidulafungina

Tratamiento candidiasis invasora

Tratamiento candididasis invasora en nifios hematolégicos

Aspergilosis invasiva

Candidiasis invasiva

Neutropenia febril

Profilaxis secundaria

Mucormicosis y criptococosis grave del Sistema Nervioso

Central

Meningitis criptococécica en combinacion con Anfotericina
B

Tratamiento candidemia adultos no neutropénicos

Tratamiento candidiasis orofaringea y esofagica

Neutropenia febril

Aspergilosis refractaria

Profilaxis aspergilosis invasiva

Tratamiento candidemia adultos no neutropénicos

Candidiasis sistémica en neutropénicos

Profilaxis candidiasis invasora y orofaringea

Tratamiento candidemia adultos no neutropénicos

Candidemia orofaringea

Alternativa

Primera linea

Alternativa

Primera linea y alternativa

Primera linea

Primera linea

Alternativa y Primera linea.

Primera linea

Primera linea

Primera linea

Alternativa

Tratamiento de rescate

Alternativa

Primera linea

Alternativa

Alternativa

Primera linea

Alternativa

Tabla 2: indicaciones de los diferentes antifingicos sistémicos tomadas de diferentes guias, publicaciones y recomendaciones de
sociedades cientificas (Andes, Pascual et al., 2009; Blyth, Gilroy et al., 2014; Cornely, Bassetti et al., 2012;Fortin, Carratala et al.,
2011; Hope, Castagnola et al., 2012; Lortholary, Petrikkos et al., 2012; Ruiz-Camps and Cuenca-Estrella, 2009; Ullmann, Akova et
al., 2012; Walsh, Anaissie et al., 2008).
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1.3.- Farmacologia clinica. Conceptos generales.

1.3.1.- Concepto.

Farmacologia se define como la ciencia que estudia los farmacos. Cuando la Farmacologia se
dirige al estudio del comportamiento y utilizacion de los farmacos en el hombre sano y enfermo,
se denomina Farmacologia Clinica, teniendo como objeto de estudio el uso de los farmacos en
la poblacién general, en subgrupos especificos y en pacientes concretos.

La farmacologia clinica estudia la accion de los farmacos sobre el organismo humano y la
influencia de éste sobre las propiedades farmacodinamicas y farmacocinéticas de éstos.
También se ocupa de que la utilizacion de los farmacos sea 6ptima, aumentando su eficacia y

disminuyendo los riesgos asociados a su uso.

Estos objetivos se pueden alcanzar mediante la aplicacién de metodologias y actividades como
la individualizacion del tratamiento farmacol6gico (monitorizacion), programas de
farmacovigilancia, realizacion de ensayos clinicos, estudios de utilizacién de medicamentos e
informacion sobre los farmacos, asi como el desarrollo y elaboracion de estudios

farmacocinéticos.

La farmacocinética a su vez, estudia todos los procesos y los factores que pueden influir en los
diferentes procesos del L.A.D.M.E. (Liberacién, Absorcidn, Distribucién, Metabolismo y
Excrecion). EI conocimiento y control de estos procesos favorece el disefio de la posologia mas
adecuada en pacientes concretos. Para ello es necesario el conocimiento de los parametros
cinéticos en distintos tipos de pacientes, y por ello, en los Gltimos afios ha ganado relevancia la
farmacocinética poblacional, que se encarga del estudio de la variabilidad intra e interindividual
de los pardmetros farmacocinéticos basicos y la influencia sobre los mismos de diversas
variables, como son las condiciones fisiopatoldgicas y clinicas en poblaciones definidas de

pacientes.

Otra de las funciones de la farmacocinética corresponde al control y ajuste de las dosis, con el
objetivo de individualizar la terapia y adaptarlas a las condiciones de cada paciente. Hay otras
funciones no tan conocidas, pero que no por ello menos importantes, como son la deteccion
diagnostica (casos de incumplimiento, problemas de biodisponibilidad, errores de medicacion,
interacciones, efectos farmacogenéticos, etc...), consulta y asesoramiento en caso de
intoxicaciones medicamentosas asi como el analisis retrospectivo de errores terapéuticos o
tratamientos inadecuados. La individualizacion de la dosis es un factor importante que no se
puede ignorar, ya que las consecuencias pueden ser intoxicaciones o fracasos terapéuticos

innecesarios.
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1.3.2.- Monitorizacion.

La respuesta terapéutica varia de unos pacientes a otros en funcion de las caracteristicas del
farmaco, de la forma farmacéutica en que se administre, de las caracteristicas del paciente y su
enfermedad y de las interacciones con otros farmacos que se administren simultaneamente. El
conjunto de estos factores hacen que las dosis estandar puedan ser ineficaces en unos pacientes
y toxicas en otros. La finalidad es individualizar el tratamiento farmacoldgico, adaptandolo a las
necesidades de cada paciente.

Se considera que para gque la monitorizacién de un farmaco sea Util en la practica clinica deben
cumplirse los requisitos expuestos en la tabla 3.
Si no hay proporcionalidad entre dosis y nivel sanguineo, y exista relacion entre nivel sanguineo

y efecto, mas Util resultara la determinacion de los niveles en el control del tratamiento.

1.- Que sea necesaria. Farmacos con las siguientes caracteristicas:
indice terapéutico pequefio.
Dificil valoracién clinica de la eficacia.
Dificil valoracién clinica de la toxicidad.
Asegurar eficacia y prevenir toxicidad.
Control de cumplimiento.
Ajustes de dosis complejos.

2.- Que esté justificada
Variabilidad dosis-nivel.
Cinética dosis dependiente.
Intervalo éptimo establecido.
Método analitico asequible y fiable.
Conocimiento de la farmacocinética y farmacodinamia.
Util en la préctica clinica.

3.- Que se use correctamente:
Extraccion de la muestra correcta.
Resultado fiable.
Interpretacion desde el punto de vista farmacodinamico y farmacocinético.
El nivel sérico como una ayuda y no una guia de tratamiento.

Tabla 3: requisitos para la monitorizacion de niveles séricos (Adaptada de Calvo M.V.
http://www.sefh.es/bibliotecavirtual/fhtomol/cap212.pdf.Farmacia hospitalaria; Capitulo 2.12.
Farmacocinética humana).

Se utilizaran criterios clinicos cuando se pueden valorar facilmente los efectos terapéuticos o
toxicos de los farmacos. Cuando esto no es posible, se monitorizan constantes vitales (como la
presién arterial) o parametros bioguimicos. Cuando no es posible emplear estos criterios
anteriores, puede considerarse la ineficacia como resistencia y decidir asociar otros fArmacos, y
la toxicidad como intolerancia y decidir por lo tanto sustituir el farmaco por otro en lugar de
ajustar la dosis. En estos casos puede emplearse la determinacion de niveles sanguineos de
farmacos para individualizar el tratamiento, siempre que la eficacia y la toxicidad estén

relacionadas con dichos niveles.

37




El principio de la monitorizacion de niveles sanguineos de farmacos se basa en que el efecto
farmacolégico depende de las concentraciones que estos alcancen en su lugar de accion
(exposicion). Esta evaluacion de niveles no esté justificada para todos los farmacos y para todos
los pacientes y circunstancias. El objetivo final es la individualizacion de la dosis para obtener
el maximo efecto terapéutico en el menor tiempo posible y con el menor riesgo de toxicidad
para el paciente. Con la monitorizacién se pretende adecuar la pauta posoldgica a través de las
concentraciones sanguineas del farmaco. Las aportaciones mas recientes aplicables a esta
estrategia han sido la caracterizacion de la farmacocinética de poblaciones, definicion de
concentraciones diana para algunos farmacos y los ensayos clinicos randomizados y controlados

por las concentraciones de farmaco.

La monitorizacién de niveles sanguineos consta de dos etapas: determinacion de las

concentraciones e interpretacion de las mismas.

Recomendaciones para consequir la maxima utilidad de la monitorizacion.

Tiempo de muestreo: En la determinacion de las concentraciones es importante el tiempo de
muestreo. La seleccién apropiada de estos tiempos es importante, ya que una inadecuada
estrategia de muestreo puede conllevar pautas de dosificacion incorrectas, dando lugar a

ausencia de eficacia o la aparicion de efectos toxicos.

Para que las muestras tengan utilidad desde el punto de vista farmacocinético, deben ser

obtenidas de acuerdo a los siguientes criterios:

1. Una vez alcanzado el equilibrio de distribucién del farmaco entre sangre y el resto de
fluidos, 6rganos y tejidos. Solo cuando se alcanza este equilibrio, las concentraciones
sanguineas pueden constituir un indice valido de las concentraciones en el lugar de accién.
Las concentraciones deben fluctuar lo menos posible entre un valor maximo y un minimo.
El tiempo requerido para alcanzar este equilibrio depende de la velocidad de eliminacién del
farmaco (Ke), o vida media de eliminacién del farmaco (ty,). En general se considera

alcanzado el estado estacionario de un fArmaco una vez transcurridas entre tres y cinco ty,.

2. El tiempo de muestreo. El tiempo de determinacion viene condicionado por la via de
administracion del farmaco Yy tipo de farmaco. Por via oral las concentraciones mas Utiles
vienen dadas por las concentraciones valle, antes de la siguiente administracién. Por
perfusién endovenosa las muestras pueden ser obtenidas a cualquier tiempo. Y por via
endovenosa tipo bolus y perfusiones intermitentes, interesan concentraciones maximas o

minimas, dependiendo del farmaco monitorizado.

3. Cuando por razones clinicas hay una necesidad de analisis.

38




Para la seleccion de los tiempos de muestreo se deben considerar, ademas de los anteriormente
expuestos, las caracteristicas cinéticas del farmaco, la via de administracion y la forma de
dosificacion utilizada, asi como el tipo de pacientes y el objetivo que persigue la
monitorizacion. Es fundamental para una correcta interpretacion del resultado el conocimiento
exacto y preciso del momento en el que se han tomado las muestras en relacién con la
administracion de la ultima dosis de farmaco, asi como conocer el Rango Terapéutico, definido
como el intervalo de concentraciones plasmaticas que estan comprendidas entre la minimo que
produce el efecto terapéutico (Concentracion Minima Eficaz) y la maxima que se puede
alcanzar sin que aparezca toxicidad grave (Concentracién Minima Toxica). La representacion

grafica del rango terapéutico se muestra en la figura 7.

NIVELES PLASMATICOS de FARMACOS
Administracion UNICA

Cpl [ug/mL]
Cpl Minima
Téxica 7|7
Cpl Minima
Efectiva N e e
0 1 2 3 4 5 Tiempo [h]

Figura 7: Representacion grafica de rango terapéutico.

Por debajo de este intervalo es frecuente la ineficacia del tratamiento, y por encima hay mas
probabilidad de que aparezcan efectos téxicos. Como existen factores que alteran la relacién
entre nivel sanguineo y efecto terapéutico, el nivel sanguineo no debe ser una guia prioritaria del
tratamiento, sino una ayuda mas supeditada siempre a la respuesta clinica observada en el

paciente.

Tipo de muestra

La concentracion efectiva del farmaco es aquella que llega al lugar de accion y esta disponible
para proporcionar un efecto. Por consenso se establece que, ante la dificultad de obtener
muestras bioldgicas apropiadas (liquidos internos, tejido...), la concentracion sanguinea (suero,

plasma, a partir de sangre venosa) constituye un fiel reflejo de la cantidad de farmaco que
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alcanza el lugar de accion en el estado estacionario. Se cuantifican las concentraciones totales
de farmaco, siendo esta concentracion la suma de las fracciones de farmaco libre y unido a
proteinas. La fraccion libre es un porcentaje constante del total, de esta manera, la concentracion
total es orientativa de los efectos farmacoldgicos esperados. La determinacion de la
concentracion total es mas simple y aunque existen técnicas analiticas, como la ultrafiltracion y
la didlisis, que permiten la cuantificacion de la concentracion unida a proteinas plasmaticas de
un farmaco, éstas son técnicas mas complejas, costosas, y sujetas a mayor posibilidad de error.
La utilidad de esta determinacion estd muy limitada a situaciones muy concretas y no es

superior a la determinacion de farmaco total en suero.

Puede ser conveniente el uso de otros fluidos cuando el fA&rmaco se une a proteinas plasmaticas
en un alto porcentaje, y por diferentes causas esta proporcion puede estar alterada. Por ejemplo,
el uso de saliva se ha descrito como conveniente, sencillo y Gtil para antibiéticos (Kiang and
Ensom, 2015). Calculando la proporcién de farmaco presente en saliva respecto al farmaco
presente en sangre, siempre que sea constante, puede dar una aproximacion fiable de las

concentraciones plasmaticas y/o séricas.

La determinacién de concentraciones de farmacos en orina resulta Util cuando el farmaco es
eliminado de manera inalterada por la orina, y lo hace en una manera proporcional y constante a
las concentraciones presentes en suero y/o plasma. Siguiendo el planteamiento de la obtencion
de muestras no invasivas, pueden usarse como fluidos para estudios farmacocinéticos el sudor,
las lagrimas y la leche, con la dificultad de establecer previamente la proporcion en la que se
eliminan y su correlacion con las concentraciones plasmaticas y/o séricas, la obtencidn y

preparacion de la muestra y las dificultades asociadas a estos procedimientos.

Disponibilidad de técnicas analiticas fiables

Hay que tener en cuenta, como anteriormente se ha comentado, la relacién coste-beneficio. Si
las concentraciones se determinan de una manera incorrecta (por inadecuada obtencion de las
muestras o por el uso de una técnica analitica poco fiable), o bien no se adopta la actitud
terapéutica adecuada (por interpretacion incorrecta de los resultados), los pacientes no se
beneficiarian de la informacién proporcionada por la monitorizacion. Solo se deben monitorizar
niveles séricos cuando se puede garantizar un uso adecuado, una técnica fiable y una

interpretacion correcta.

Principales indicaciones vy utilidad de la monitorizacién de farmacos:

El objetivo final de la monitorizacion es la optimizacion de la terapia. Alcanzar este objetivo no

solo depende del farmaco utilizado, también del paciente y su situacién clinica.
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Las alteraciones farmacocinéticas y farmacodindmicas dependientes de la edad son importantes
en los extremos de la vida. La politerapia presenta un elevado riesgo de interacciones, que se
pueden detectar y controlar mediante la monitorizacion. Los pacientes en los que se recomienda

la monitorizacién se muestran en la tabla 4.

1.- Pacientes pediatricos y geriatricos.

2.- Pacientes sometidos a politerapia.
3.-Riesgo alto de incumplimiento (Tuberculosis, SIDA, Transplantes, asma).
4.- Respuestas anémalas a dosis habituales.
5.-Factores patoldgicos (Insuf. renal, hepatica, cardiaca...)

6.- Infradosificacion con consecuencias graves (criticos, oncoldgicos, neonatos)

Tabla 4: poblaciones en las que esta recomendado la monitorizacién de niveles séricos.

Una vez justificada la monitorizacion en un determinado paciente, por su situacion clinica y/o
las caracteristicas del tratamiento administrado, es importante conocer cémo interpretar los

resultados obtenidos para que puedan aplicarse con eficacia.

La correcta utilizacion de la monitorizacion debe seguir lo mas fielmente posible el siguiente

esquema:
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Figura 8: esquema para la correcta utilizacion de la monitorizacion.

El rango terapéutico, necesario para evaluar la eficacia de un farmaco, no debe ser una guia
Unica. Por ello es necesario integrar todos los datos recopilados del paciente, la experiencia y la
respuesta farmacoldgica real. Para poder optimizar la dosificacién se necesitan datos de
sensibilidad del paciente, respuesta clinica, concentraciones obtenidas y perfil farmacocinético
individual. Actualmente se prefiere esta opcion a los métodos mas tradicionales de mantener las
concentraciones dentro del margen terapéutico sin considerar la respuesta individual del
paciente.

Interpretacion farmacocinética y modelos farmacocinéticos
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Para la interpretacion del comportamiento farmacocinético de un compuesto en un modelo
vivo, y estimar un rango terapéutico util, hay que simplificar el complejo sistema biolégico del
organismo y los procesos que el farmaco puede experimentar en él. El modelo farmacocinético
permite caracterizar el comportamiento basico del farmaco en cuanto a distribucion y
eliminacion, y caracterizar la exposicion mediante ecuaciones que describen la evolucion de las
concentraciones en funcion del tiempo. Con estas ecuaciones se calculan pardmetros

farmacocinéticos en el individuo, y en funcién de estos se estima su rango terapéutico.

Dado que el nimero de muestras que se obtienen de cada paciente es limitado, es necesario
recurrir a modelos no compartimentales y bicompartimentales. EI modelo no compartimental
considera el organismo como un sistema homogéneo. Los calculos que permiten determinar los
pardmetros que describen el perfil cinético del farmaco son relativamente simples, y permiten
realizar predicciones adecuadas tanto de concentraciones como de dosificaciones. Este modelo

es el mas frecuentemente utilizado en estudios cinéticos aplicados.

Para farmacos con una distribucién mas amplia y lenta a tejidos, es preferible usar un modelo
bicompartimental. Este modelo realiza mejores predicciones para farmacos con una marcada
fase de distribucion. Para ello son necesarios gran cantidad de datos y complejos disefios

experimentales. .

En la actualidad la disponibilidad de programas informaticos especializados, que contemplan
diferentes modelos farmacocinéticos, han contribuido a avanzar en el establecimiento de
parametros individuales y rangos terapéuticos de utilidad. En el caso de los triazoles de uso
sistémico, objeto de esta tesis, los rangos terapéuticos descritos se detallan en la publicacion

incluida en esta introduccion (Cendejas, Cuenca-Estrella et al. 2014).
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1.4.-Técnicas para la monitorizacion de niveles séricos y plasmaticos de farmacos.

1.4.1.- Introduccién.
Para que la monitorizacién sea Util y el método analitico sea exitoso, el desarrollo de la
metodologia debe seguir dos pasos basicos:

e Debe responder al problema analitico que se plantea. Qué farmaco se necesita analizar y
qué caracteristicas quimicas presenta, asi como rango de concentraciones que haya que

determinar (las concentraciones maximas y minimas).

e En qué tipo de muestras se aplicara: Tipo de fluido biolégico en el que es necesario
evaluar concentracion del antifingico. Sera la matriz analitica a analizar. Se analizara
también la estabilidad de las muestras, el tiempo de muestreo y condiciones de
extraccion de la muestra. Debe aplicarse un proceso de validacion correcto, que asegure
su validez en las muestras a analizar. La validacion del método incluye exactitud,
precision, especificidad, limite de deteccién y de cuantificacién, rango de linealidad y

reproducibilidad.

Las metodologias mas habitualmente desarrolladas y aplicadas a la monitorizacion de
antifungicos en particular son técnicas cromatograficas. En su mayoria son técnicas de
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC) acoplada a diferentes tipos de detectores como
son ultravioleta, de fluorescencia o de arreglo de diodos. Aungue de manera menos habitual
debido a los costes del aparataje, la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
(LC-MS) es otra de las técnicas de eleccion en la monitorizacién. Adicionalmente, en la
monitorizacion de antibidticos y de antifungicos, se han empleado métodos bioldgicos o
bioensayos, en ellos se mide la actividad biolégica de un compuesto activo en una matriz
bioldgica determinada. Los métodos cromatograficos (HPLC, LC-MS) son los mas
comunmente utilizados ya que proporcionan una gran sensibilidad, alta especificidad, rapidez
de analisis y de respuesta. Permiten cuantificar los diferentes compuestos de forma
independiente, asi como sus metabolitos en los casos en los que su determinacién pueda tener
utilidad clinica. Como desventajas hay que destacar que son necesarios grandes equipos, en
algunos casos costosos (especialmente los equipos LC-MS) y de dificil adquisicién por
aquellos laboratorios con recursos limitados, siendo mas propios de centros de referencia y de
investigacion. Esto hace que el tiempo de respuesta pueda ser demasiado largo vy los

resultados no tengan la utilidad clinica esperada.

Los métodos microbioldgicos tienen la ventaja de que son mas baratos que los anteriores, de
implantacion mas sencilla en laboratorios de microbiologia pequefios con menos recursos

econdémicos y que permiten emitir un resultado en 24-48 horas. Como desventajas, son métodos
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menos sensibles, precisos y exactos que los cromatogréficos, pueden dar lugar a resultados
confusos cuando el paciente esté sometido a terapia combinada, y debe realizarse una validacion
cruzada con métodos cromatograficos. Hay que recordar que estos métodos no detectan el
farmaco, sino que miden su actividad bioldgica, por lo que cualquier compuesto presente en el
suero evaluado que tenga la misma actividad que el compuesto a evaluar puede dar lugar a

resultados equivocos.

En esta tesis se exponen el desarrollo, la validacion y la aplicabilidad de métodos HPLC con
deteccion ultravioleta (HPLC-UV) mediante un detector de arreglo de fotodiodos (PDA), asi
como la validacién de métodos microbioldgicos (bioensayos) y su aplicabilidad a la

monitorizacion de compuestos antifungicos perteneciente a la familia de los triazoles sistémicos.

1.4.2.- Métodos cromatograficos.

Se basa en la separacion de los componentes de una mezcla en funcién de las caracteristicas
fisico quimicas (solubilidad, tamafio, fuerza idnica, polaridad, afinidad, etc....) de un compuesto
que se reparte entre dos fases inmiscibles, una fija estacionaria y una movil. Las interacciones
quimicas que se establecen entre la fase movil y la muestra, y entre la fase estacionaria y la
muestra, determinan el grado de migracion y separacién de los compuestos contenidos en una

mezcla.

La identificacion de los compuestos se realiza mediante un sistema de deteccion que mida
diferentes propiedades fisicoquimicas de las moléculas en cuestion. Las posibilidades de
deteccién son numerosas, siempre condicionadas por las propiedades fisicoquimicas del
compuesto: capacidad de absorcién de luz UV, fluorescencia, conductividad, relacion

masa/carga, etc.

Para la cuantificacion de un farmaco, previamente es necesario calcular la curva de calibracion
correspondiente. Para ello se evaltan soluciones del compuesto de concentracién conocida y se
analiza la sefal correspondiente a cada una de ellas. Se obtiene una representacion grafica de la
sefial del detector en funcién del tiempo de andlisis denominado cromatograma, en el que se
observan picos cuyas areas o alturas se relacionan con la concentracion del compuesto en la
mezcla. Esos picos son proporcionales a las concentraciones de analito lo que hace que haya una
relacién entre concentracion y area/altura permitiendo el calculo de rectas de calibracion. Se
establece la ecuacién que mejor ajuste los datos concentracion-area/altura, y proporcione

valores de R? proximos a 1. Un ejemplo de cromatograma se representa en la figura 9.
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Figura 9: cromatograma de una muestra de suero con OH-itraconazol, ravuconazol, itraconazol, posaconazol y
voriconazol.Elcromatograma fue obtenido con un detector UV de arreglo de fotodiodos.

Tipos de cromatografia usados en monitorizacion de azoles.

Una de las variantes cromatograficas mas atil en quimica clinica es la cromatografia liquida en
fase reversa. La fase estacionaria es una matriz de silice empaquetada que lleva unida una
cadena alquilica de n- carbonos (C-8, cadena octil; C-18, cadena octadecil). En este caso la fase
mas hidrofébica es la estacionaria, luego los compuestos que eluirdn primero seran aquellos que
sean mas polares, quedando retenidos los compuesto més lipdfilos, que interaccionaran con la

fase estacionaria.
1.4.3.- Métodos microbioldgicos.

Son métodos basados en la medicion de la actividad de un compuesto bioldgicamente activo
sobre un organismo vivo. En el caso de compuestos antimicrobianos, el fundamento de la
técnica se basa en la capacidad de la inhibicién del crecimiento de un microorganismo,

causado por el compuesto que se quiere evaluar.

Variables de un bioensayo:

e Analito. Dependiendo del compuesto que se quiera determinar, se seleccionara un
microorganismo que sea susceptible a la actividad bioldgica del compuesto a analizar.
Este microorganismo es también llamado microorganismo revelador, y determina la

actividad bioldgica del compuesto.

47




Medio de crecimiento del microorganismo revelador. EI medio de crecimiento debera
tener unas caracteristicas que favorezcan el crecimiento de este microorganismo, asi
como una porosidad adecuada para la difusion del compuesto a analizar a través de él.
Es un medio solido (agar) con los nutrientes necesarios para el desarrollo y crecimiento
del microorganismo (Figura 10). También influye en la elecciéon del medio la matriz

biolégica del ensayo, ya que la difusion puede variar en funcion de la densidad del

medio.

Figura 10: medio de crecimiento para bioensayo, compuesto por agar (izquierda) y suplementos nutricionales

(derecha).

Relacion entre actividad bioldgica y concentracion del antimicrobiano. ElI compuesto
debe difundir de manera homogénea, creando una zona de inhibicién del crecimiento
del microorganismo que sea facilmente medible. Lo ideal es la medicién del didmetro
de los halos de inhibicion formados (figura 2). Este didmetro de inhibicion se
relacionara con la concentracion del compuesto antimicrobiano en la matriz inoculada.
Realizando una serie de patrones estandar, se establece la ecuacién que mejor ajuste de
los datos concentracién/diametros de inhibicién proporcione (R® préximo a 1) para
proceder a calcular las concentraciones en matrices problema donde la concentracién de
analito es desconocida.
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Figura 11: Bioensayo revelado donde se muestran los halos de inhibicion de crecimiento a diferentes concentraciones
de analito.

e Validacion del bioensayo acorde a los parametros de validacidn que se especifican mas

adelante en la introduccion de esta tesis.

Figura 12: placa de bioensayo, microorganismo revelador y medidor de halos.
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Como ventajas fundamentales estos métodos son mas baratos que los cromatograficos y de
implantacion méas sencilla en laboratorios de microbiologia pequefios con menos recursos
econdémicos. Asi mismo son ensayos flexibles, pudiendo variar tanto medios de crecimiento
como microorganismos reveladores en funcién de las necesidades y de los analitos a determinar.
Como desventajas se pueden enumerar gue son métodos menos sensibles, precisos y exactos
que los cromatograficos, pueden dar lugar a resultados confusos cuando el paciente esté
sometido a terapia antimicrobiana combinada o esté medicado con otros farmacos con actividad
antimicrobiana, y debe realizarse una validacion cruzada con métodos cromatograficos, que son
por lo general los métodos de referencia. Hay que recordar que estos métodos no detectan el
antimicrobiano, sino que miden su actividad bioldgica, por lo que cualquier compuesto presente

en el suero evaluado que tenga actividad antimicrobiana puede dar lugar a resultados equivocos.
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1.5.-Validacién de métodos bioanaliticos.

Hay guias elaboradas por organismos internacionales, Food and Drug Administration
norteamericana y European Medicines Agency europea, que establecen los pardmetros
necesarios en un proceso de validacion para métodos bioanaliticos. Son de obligado
cumplimiento para aquellos métodos que vayan a ser comercializados o para los desarrollados
en la industria farmacéutica. Para la metodologia desarrollada en los laboratorios de
investigacion y analisis clinico, son recomendaciones para establecer la validez de los métodos
analiticos a desarrollar y la fiabilidad de los resultados emitidos. En este trabajo de tesis se han

seguido las especificaciones y rangos de validez de los parametros especificados en estas guias.

La validacion de un método bioanalitico incluye los procedimientos que demuestran que un
método particular para la cuantificacion de un determinado analito en una determinada matriz

bioldgica (suero, sangre, plasma, orina), es reproducible y fiable para el uso que se le da.

Hay que hacer una validacion de los métodos bioanaliticos en casos como la adaptacion de un
método publicado a otro laboratorio, cuando se realizan cambios en métodos previamente
validados, durante el desarrollo de nuevos medicamentos en los que el método sufre
modificaciones en funcién de las fases que se dan en el desarrollo del farmaco, etc. Los
diferentes niveles de validacion demuestran la validez de la aplicabilidad del método.

Se definen diferentes tipos de validacion:

1. Validacion completa: es el establecimiento de todos los pardmetros de validacion

aplicados al andlisis de las muestras para cada método bioanalitico y para cada analito.

a. Es importante cuando se desarrolla e implanta un método bioanalitico por

primera vez.
b. También es importante en la caracterizacion de un nuevo farmaco.

c. Se debe realizar una validacion completa de un ensayo previamente validado

cuando se afiaden metabolitos que deben ser cuantificados.

2. Validacién parcial. Es la modificacién de un método bioanalitico validado que no
necesita una validacion completa. Esta validacion puede estar en el rango de una
pequefia determinacion de exactitud intra ensayo hasta una validacion casi completa del
método. Los cambios mas habituales que estdn dentro de esta categoria son los

siguientes:

a. Transferencias de métodos entre laboratorios y analistas.
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b. Cambio en la metodologia de analisis, como puede ser el cambio de sistema de
deteccion.
c. Cambio de matriz dentro de la misma especie (por ejemplo cuando se cambia
de evaluar plasma humano a evaluar orina humana).
d. Cambio en los métodos de procesamiento de las muestras.
e. Cambio de especie dentro de la misma matriz (por ejemplo cuando se cambia
plasma de rata por plasma de ratén).
f. Cambio relevante en los rangos de concentraciones.
g. Cambios en los instrumentos o en el software de procesamiento de los
resultados.
h. Cuando se tiene un volumen limitado de muestra (por ejemplo en estudios
pediatricos).
i. Matrices raras (por ejemplo liquido cefalorraquideo)
j. Variacion en la sensibilidad de un analito en presencia de medicaciones
concomitantes.
k. Variacion en la sensibilidad de un analito en presencia de metabolitos
especificos.
Validacion cruzada. Es una comparacion de los parametros de validacién cuando dos o
mas métodos bioanaliticos se usan para generar datos dentro de un mismo estudio o en
estudios diferentes. La validacién cruzada debe realizarse, por ejemplo, cuando un
mismo estudio es llevado a cabo en méas de un laboratorio de manera simultanea. La
validacion debe realizarse con estandares incluidos en el tipo de matriz bioldgica, y
cada laboratorio donde se lleve a cabo el estudio debe evaluar estas muestras para
establecer la fiabilidad interlaboratorio. También esta validacion se debe realizar
cuando se van a generar en un estudio datos mediante dos técnicas analiticas diferentes
(LC-MS-MS vs. ELISA).

El proceso por el cual se desarrolla y valida un método bioanalitico debe seguir los siguientes

pasos secuenciales.

a)
b)

c)

Preparacion de los estandares de referencia.
Desarrollo del método bioanalitico y establecimiento del procedimiento del ensayo.
Aplicacién del método validado al analisis rutinario del compuesto, asi como de los

criterios de aceptacion para la validacion de los resultados de los sets de muestras.

Preparacion de estandares de referencia.

El anlisis de compuestos y de sus metabolitos en una matriz bioldgica es llevado a cabo usando

muestras a las que se les afiade estandares de calibracion (EC) y usando muestras controles de
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calidad (CC) de concentracion definida. El estdndar de calibracién se usard en el
establecimiento de los parametros de validacion del método, mientras que los controles de
calidad se usaran para comprobar la validez del método a lo largo del tiempo en el que esté en
uso.

La pureza del EC puede afectar a los datos que se obtienen en el estudio. Por lo tanto, se debe
usar un estandar de referencia de identidad y pureza conocida para la preparacion de soluciones
de concentracién conocida. Siempre que sea posible, el compuesto de referencia debe ser
idéntico al analito. Si no fuera posible, se puede usar una forma quimica de pureza conocida

(bien sea una sal, una base, un &cido o un éster) del mismo analito.
Estos estandares pueden ser de tres tipos:

- Estandares de referencia certificados.
- Estandares de referencia suministrados por una fuente comercial fiable.
- Productos de pureza documentada suministrados por un laboratorio analitico o

alguna otra corporacién no comercial.

Estos estandares, sea la procedencia cual sea, deben estar identificados siempre con un nimero
de lote, fecha de caducidad, certificados de analisis, y un control externo o interno de identidad

y pureza del compuesto.

Desarrollo del método y establecimiento del procedimiento.

Validacién completa de un método bioanalitico

Una validacién completa requiere evaluar selectividad exactitud, precision, selectividad,

sensibilidad, reproducibilidad y estabilidad. Los pasos incluyen la determinacion de:

1) Selectividad y sobrecarga.

2) Exactitud, precision y recuperacion

3) Curva de calibracién.

4) Sensibilidad

5) Reproducibilidad

6) Estabilidad del analito.
Selectividad. Es la capacidad del método analitico de diferenciar y cuantificar el analito, asi
como el control interno (CI) en presencia de otros componentes enddgenos de la matriz
bioldgica y otros componentes de las muestras. La selectividad debe ser evaluada con al menos

seis fuentes de la matriz bioldgica adecuadas. Las fuentes seleccionadas no deben contener ni el
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analito ni el CI que se vayan a evaluar en el método. Se acepta la ausencia de interferencias
cuando la respuesta es menor del 20% del limite inferior de cuantificacion del analito (LIC).

No solo es necesario evaluar las interferencias enddgenas de la matriz, sino que también hay que
evaluar las posibles interferencias que se puedan producir por la degradacion de productos
durante la preparacion de la muestra. También es necesaria la evaluacion de interferencias que
puedan producir medicaciones que estén administrandose de manera simultanea en la poblacion

en la que vaya a ser analizado ese compuesto.

Si el método que se desarrolla pretende cuantificar mas de un analito al mismo tiempo, debe
demostrarse la ausencia de interferencias que reduzcan la fiabilidad del método en cada uno de

los puntos donde se detecta cada analito.

Sobrecarga. Comprobacion de que el método puede analizar altas concentraciones de analito en
una determinacion sin afectar a posteriores determinaciones. Debe ser identificada y minimizada
durante el desarrollo del método. Se realiza inyectando muestras blanco (matriz biolégica sin
analito) después de la concentracion mas alta del estandar de calibracion que se esta usando. Si
aparece sobrecarga y esta no puede evitarse, se deben tomar medidas especificas durante la
validacién, como puede ser la inclusién de muestras blanco después de la inyeccion de muestras

con una alta concentracion de analito antes del analisis de la siguiente muestra.

Exactitud. Describe la proximidad del valor calculado al valor real o nominal del analito
(expresado en porcentaje de Error Relativo). La exactitud debe de ser evaluada con controles de
calidad (CC). Para su determinacion deben hacerse analisis repetitivos que cubran el rango

descrito en la curva de calibracién y que incluira al menos las siguientes concentraciones:

- El Limite inferior de cuantificacién (LIC). Es la cantidad minima de analito en una
muestra que puede ser cuantificada fiablemente con una precision y una exactitud
aceptables. Este LIC debe ser adaptado a las concentraciones esperadas y al objetivo
del estudio.

- Una concentracion tres veces superior al LIC (CC bajo).

- Una concentracion que esté en la mitad de la curva de calibracién (CC medio).

- Y una concentracion que esté en la parte final de las concentraciones que abarca la
curva de calibracién (CC alto).

La exactitud debe de ser evaluada tanto en un set de muestras simple (exactitud en un dia),
como en set de muestras en diferentes dias (exactitud entre dias). Esta Gltima es el indicativo de

la exactitud del método a lo largo del tiempo.

- Exactitud en un dia: al menos deben evaluarse cinco muestras por concentracién. El

error relativo medio debe ser del 15% o menor respecto de las concentraciones
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nominales para los CC, excepto para el LIC, donde la desviacion puede llegar a ser de
hasta el 20%.

- Exactitud entre dias: al menos se deber realizar cinco determinaciones por

concentracion y por set de muestras de los CC. Al menos se deben evaluar tres set de
muestras en dos dias diferentes El error relativo medio debe ser del 15% o menor
respecto de las concentraciones nominales para los CC, excepto para el LIC, donde la
desviacion puede llegar a ser de hasta el 20%.

Precision. Describe la cercania de las medidas individuales que se hacen en el andlisis de un
analito. Se expresa con el coeficiente de variacion. La precision se debe demostrar para el LIC,
el CC bajo, el CC medio y el CC alto.

- Precision en un dia: la precision media debe ser del 15% o menor respecto de las

concentraciones nominales para los CC, excepto para el LIC, donde la desviacion puede

llegar a ser de hasta el 20%.

- Exactitud entre dias: la exactitud media debe ser del 15% o menor respecto de las

concentraciones nominales para los CC, excepto para el LIC, donde la desviacion puede

llegar a ser de hasta el 20%.

Recuperacion. Es la respuesta de un detector obtenida cuando se evalla una concentracion de
analito que ha sido extraida de una matriz bioldgica comparada con la respuesta del detector
obtenida de la evaluacion de la concentracion de un estandar sin extraer. Se evalla la capacidad
del método de extraccidon. No es necesario que la recuperacion tenga valores del 100%, pero si
debe ser consistente, precisa y reproducible. Estos experimentos se deben realizar a tres

concentraciones, baja, media y alta.

Curva de calibracion. Se debe conocer la respuesta del instrumento respecto al analito, y esta
respuesta debe ser evaluada en un rango de concentraciones adecuado (como por ejemplo el
rango de concentraciones que se prevee encontrar en las muestras a avaluar). Las
concentraciones de los EC deben estar preparadas en la misma matriz biolégica de las muestras

gue pretendan estudiarse.

El rango de concentraciones que se incluird en una curva de calibracion, queda definido por el
LIC, que es el EC de concentracién mas baja, y el limite superior de cuantificacién (LSC), que
es el EC de concentracion mas elevada. Este rango de concentraciones siempre debe de estar

justificado y basado en informacion cientifica fiable.
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Una curva de calibracion consiste en una muestra blanco (muestra de la matriz procesada sin
CI), una muestra cero (muestra de la matriz procesada con CI) y de seis a ocho muestras de la
matriz con el analito que incluya el rango de concentraciones esperado. Las muestras blanco y
cero no deber ser tomadas en consideracion para el calculo de los parametros de la curva de

calibracion.

Al menos se deben realizar tres curvas de calibracion. Una vez calculada la curva de
calibracién, se debe analizar la exactitud de los EC en esa misma curva de calibraciéon. Los

valores calculados para cada EC deben cumplir los criterios que se detallan a continuacion:

e Los valores de cada EC no deben desviarse mas del +15% del valor nominal (concentracion
tedrica que contiene el EC), a excepcion del LIC, para el que se permite una desviacion del

+20% de su valor nominal.

e Al menos el 75% de los calibradores de un minimo de seis deben de cumplir estos criterios.
En caso de que no lo cumplan, este EC debe ser descartado y la curva de calibracion
recalculada, incluyendo los analisis de regresion que se hayan efectuado. Se recomienda que

las curvas de calibracion se evalten con EC preparados lo mas recientemente posible.

e Para el calculo de la curva de calibracion, se debe aplicar el modelo mas simple que
describa adecuadamente la relacion concentracion-respuesta. EI modelo mas simple suele
ser el de regresion lineal. EI uso de modelos y ecuaciones complejas de regresion debe de

estar justificado.

LIC. Para que un EC sea aceptado como LIC, debe cumplir las siguientes condiciones: la
respuesta del analito en el LIC tiene que ser al menos cinco veces superior comparado con la
respuesta de la muestra blanco. La respuesta del analito (pico cromatografico), debe ser

identificable, discreta y reproducible con una precision del 20% y una exactitud del 80-120%.

Sensibilidad. La sensibilidad es definida como la concentracion de analito mas baja que puede
ser medida con precision y exactitud aceptable. Es también conocida como Limite inferior de

cuantificacion (LIC)

Reproducibilidad La reproducibilidad del método se define por la realizacion de mediciones
repetidas de controles de calidad y muestras. Se determina también la reproducibilidad de la
reinyeccion de muestras para determinar si una serie de andlisis pueden repetirse en el caso de

que existan fallos del instrumento durante el analisis de muestras.

Estabilidad del analito. La evaluacién de la estabilidad debe de realizarse para asegurar que los

procedimientos realizados durante el procesamiento de la muestra, el andlisis y el almacenaje,
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no afectan a la concentracion del analito. La estabilidad de un analito en un fluido bioldgico es
funcion de las condiciones de almacenaje, la matriz y el recipiente que se utiliza tanto en el
procesado como en el almacenaje. La estabilidad del analito es particular de una matriz y de un
recipiente de almacenaje, y no puede ser extrapolada a otros recipientes y matrices bioldgicas.

Las condiciones que se usen para el estudio de estabilidad deben reflejar las condiciones que se
encontraran durante el manejo y el analisis de las muestras. Todas las determinaciones que se
realicen deben ser de sets de muestras preparadas desde soluciones stock recientemente
preparadas del analito. Las soluciones stock del analito deben de ser preparadas en el solvente y

la matriz adecuada y a concentraciones conocidas.

Estabilidad congelacion-descongelacion. Se debe determinar la estabilidad del analito
después de tres ciclos de congelacidon-descongelacion. Al menos tres alicuotas de
concentraciones bajas y altas. Se deben congelar las soluciones a la temperatura de almacenaje
durante 24 horas, para posteriormente descongelarlas a temperatura ambiente. Una vez
descongeladas completamente, deben congelarse de nuevo durante al menos otras 12-24 horas
bajo las mismas condiciones. El ciclo debe repetirse al menos durante dos veces mas y las
muestras seran analizadas al final del tercer ciclo. Si un analito es inestable a la temperatura de

almacenaje evaluada, debe hacerse la evaluacion de la estabilidad a -70°C.

Estabilidad a corto plazo. Las muestras deben descongelarse a temperatura ambiente y
mantenidas a esta temperatura durante 4-24 horas para después ser analizadas. Este tiempo
dependera del tiempo que se tengan las muestras del estudio a temperatura ambiente antes de

evaluarlas.

Estabilidad a largo plazo. El tiempo durante el cual se evaluara esta estabilidad debe
exceder el tiempo que pasa desde el primer muestreo que se prepara y la Ultima muestra
analizada. Se almacenaran tres alicuotas de las concentraciones que se evallen. Los voliumenes
deben de ser lo suficientemente grandes como para permitir el analisis en tres ocasiones
diferentes. Las concentraciones que se obtienen deben compararse con las concentraciones

obtenidas el primer dia de la evaluacion a largo plazo.

Estabilidad de la solucién stock. La estabilidad de las soluciones stock y del control
interno debe documentarse cuando estas soluciones se congelan durante el periodo de
validacion. Después de que el tiempo de almacenaje se haya completado, debe compararse el
resultado de la sefial del instrumento con la sefial del instrumento para esas muestras antes de

proceder a la congelacion de estas soluciones stock.

Estabilidad post-preparativa. Debe ser evaluada la estabilidad de las muestras

procesadas. Esta se realizard dejando dentro del aparato de cromatografia las muestras
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procesadas durante 24 y 96 horas, para posteriormente proceder a evaluar la sefial del

instrumento. Esta sefial debe de ser comparada con la de las muestras evaluadas a tiempo cero.

La evaluacion de la estabilidad y de los tipos de estabilidad que deben aplicarse a cada método

analitico y a cada analito, deben adaptarse a las condiciones en las que se van a almacenar
evaluar las muestras para las que se vaya a aplicar el método desarrollado y validado. L

y
as

temperaturas también variaran en funcién de las temperaturas a las que las muestras vayan a ser

almacenadas y procesadas.
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1.6.- Revision de la literatura en relacion a la utilidad clinica de la monitorizacion
de farmacos antifungicos azolicos sistémicos.

Articulo Original: “Indicaciones clinicas de la monitorizacidén de azoles de uso sistémico.

Hacia la optimizacién del tratamiento de la infeccidén flngica”.

Revista Espafiola de Quimioterapia. 2014 Mar;27(1):1-16.

Objetivos:

1.- Evaluacion del papel de la monitorizacion clinica de los antifingicos que estan actualmente

disponibles en la préctica clinica, con una dedicacion exclusiva a los compuestas azolicos.

2.- Elaborar un compendio de toda la metodologia publicada hasta el momento de la elaboracién

de la revision, incluyendo métodos cromatograficos y métodos bioldgicos.

3.- Resumir las indicaciones mas recientes acerca de la monitorizacién de azoles

Conclusiones:

1.- La posibilidad de monitorizar concentraciones sanguineas de los antifingicos ha supuesto
un valor afiadido en el manejo de los pacientes con infeccién fangica invasora. En la actualidad

es una herramienta terapéutica complementaria en el tratamiento de estos pacientes.

2.- Los resultados publicados de diferentes estudios con itraconazol, posaconazol y voriconazol
hacen que su monitorizacion rutinaria deba ser tenida en cuenta, y en el caso de voriconazol

obligatoria como herramienta de manejo en pacientes en tratamiento o profilaxis.

3.- En cuanto a itraconazol y posaconazol, la monitorizacién de concentraciones valle es
recomendable, siendo también la monitorizacion de la absorcién una actitud terapéutica valida

para asegurar la biodisponibilidad de ambos farmacos.
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RESUMEN

La monitorizacion de farmacos se ha consolidado en los
ultimos afios como una herramienta util, y en algunos casos
esencial, en el manejo de las enfermedades infecciosas. En las
infecciones fungicas, la posibilidad de monitorizar las concen-
traciones sanguineas de los antifungicos ha supuesto un valor
anadido en el manejo de esta patologia infecciosa. Las espe-
ciales caracteristicas farmacocinéticas de estos farmacos y de
sus formulaciones dificultan el correcto empleo que asegure
su eficacia y minimice su toxicidad. La monitorizacion de las
concentraciones plasmaticas puede mejorar la utilizacion de
estos agentes antiinfecciosos, asi como facilitar el manejo de
las interacciones medicamentosas, la patologia y los efectos
adversos teniendo como consecuencia un ahorro en costes de-
rivados de tratamientos y dosificaciones inadecuadas. En esta
revision se evalua el papel de la monitorizacion clinica de los
antifungicos que estan actualmente disponibles en la practica
clinica, con una dedicacion casi exclusiva a los compuestas
azolicos.

Palabras clave: concentraciones plasmaticas; Voriconazol; Itraconazol; Po-
saconazol

(linical indications for therapeutic drug
monitoring of antifungal agents. In the way for
optimizing the treatment of fungal infection

SUMMARY

Therapeutic drug monitoring as a tool in the management
of infectious diseases has been introduced in therapy with
anti-infective agents for years. Nowadays, it has taken impor-
tance in the management of fungal diseases due to the appea-

rance of new antifungal drugs such as new-generation azoles.
These azoles have pharmacokinetic characteristics that hinder
a proper use to ensure efficacy and minimize toxicity. Moni-
toring of serum concentrations may help in the better use of
these anti-infective agents, as well as in a better management
of drug interactions, infectious disease and adverse effects.
It has resulted in saving costs of treatment and in avoiding
inadequate dosages. This review will attempt to clarify the
role of the antifungal agents Therapeutic Drug Monitoring,
highlighting the role of azole compounds.

Keywords: serum concentrations; Voriconazole; Posaconazole; Itraconazole
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INTRODUCCION

La individualizacion de la terapia mediante la determina-
cion de las concentraciones plasmaticas (monitorizacion) im-
plica la mejora de la respuesta al tratamiento, la prevencion de
las reacciones adversas, el mejor manejo de las interacciones
medicamentosas y en consecuencia un ahorro en costes deri-
vados de tratamientos y dosificaciones inadecuados. El objeti-
vo de la monitorizacion es, por tanto, aumentar la probabilidad
de exito terapéutico minimizando la toxicidad.

Los estudios farmacocinéticos/farmacodindmicos en las
diferentes poblaciones de pacientes tratan de definir la rela-
cion entre la dosis administrada y el éxito o fracaso de una
terapia, con el objetivo de definir un parametro sencillo que
ayude a predecir el pronostico terapéutico.

En términos generales, las principales indicaciones para
la monitorizacion de un farmaco se describen a continuacion:
relaciones dosis-respuesta y dosis-toxicidad clinicamente rele-
vantes; manejo de farmacos con un estrecho margen terapéu-
tico; prediccion de interacciones farmacologicas; manejo de
infecciones en lugares con acceso complejo para el farmaco;
administracion a poblaciones con caracteristicas especiales
como por ejemplo son nifios o neonatos; control del grado de
cumplimiento de la medicacion; necesidad de cambio de dosi-
ficacion o de via de administracion; fallo terapéutico yfo pro-
nostico desfavorable de la enfermedad.

En los ultimos afios, se ha producido un importante au-
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mento del numero de farmacos disponibles para el tratamien-
to de infeccion fungica con la aprobacion y comercializacion
de nuevas moléculas. A pesar de ello, esta patologia continda
siendo un problema meédico de gran importancia debido a la
elevada mortalidad/morbilidad asociada en algunos grupos de
pacientes inmunodeprimidos y, en menor medida, en indivi-
duos inmunocompetentes'. Son varios los factores que con-
dicionan la evolucion de los pacientes con estas infecciones
como son el estado inmunologico, las caracteristicas del pa-
togeno (principalmente la susceptibilidad a los antifingicos),
el tiempo trascurrido desde el establecimiento de la infec-
cion hasta el diagnostico, asi como el uso efectivo y seguro
del farmaco. Los antifingicos del grupo de los triazoles se han
convertido en farmacos de primera linea para el tratamiento y
profilaxis de muchas micosis sistémicas. Este grupo muestra las
siguientes peculiaridades farmacocinéticas:

1) relacion no lineal entre la dosis administrada vy la con-
centracion detectada en sangre, como ocurre en los casos par-
ticulares de voriconazol e itraconazol®.

2) irregularidades en la absorcion, interacciones con ali-
mentos, asi como saturacion de los mecanismos de absorcion,
en especial itraconazol y posaconazol*®,

3) importantes interacciones farmacoldgicas con otras
medicaciones concomitantes, sobre todo en los casos de itra-
conazol, variconazol, fluconazol y en menor medida posaco-
nazol.

Estas peculiaridades farmacocineticas hacen que estos
agentes sean firmes candidatos a la monitorizacion terapéu-
tica.

Por el contrario, los datos farmacocinéticos poblacionales
disponibles para polienos y equinocandinas demuestran rela-
ciones dosis exposicion predecibles, y en el caso particular de
anfotericina B, la eficacia clinica y la toxicidad parecen estar
relacionadas con la formulacion utilizada, con la patologia
de base de la poblacion estudiada y con el agente patogeno
causante de la infeccion, y en menor medida con las concen-
traciones plasmaticas. Respecto a las equinocandinas, no hay
datos suficientes actualmente que otorguen un papel funda-
mental a su monitorizacion’. Por lo tanto, ambos grupos de
antifungicos no cumplen con los criterios que justifiquen su
monitorizacion.

De manera general para los azoles, la concentracion en el
valle una vez alcanzado el estado estacionario, definida como
aquella gue se obtiene en el momento justo antes de la ad-
ministracion de la siguiente dosis, se ha establecido como la
concentracion guia para la toma de decisiones. Esta concen-
tracion proporciona informacion no solo relativa al proceso de
eliminacion, sino también acerca de los procesos de absorcion
y distribucion, y por ello contribuye de manera significativa
a estimar el area bajo la curva (ABC) relacionada con la res-
puesta terapéutica'. En diversos estudios esta relacion ha sido
cuantificada mediante complejos modelos farmacocinéticos/
farmacodinamicos y software especificos que ayudan a pre-
decir la respuesta en funcion del valor de ciertos pardmetros®®.

El objetivo de esta revision es recopilar los datos reciente-
mente publicados acerca de la monitorizacion de antifungicos,
en especial de antifungicos azolicos, presentar estudios que
describan relaciones entre las concentraciones sericas, toxici-
dad v eficacia, revisar las tecnologias y metodologias descritas
en la literatura para la monitorizacion de esta familia de anti-
flngicos, asi como la aplicabilidad clinica.

FUENTES

Se procedi¢ a realizar una busqueda en Pubmed intro-
duciendo las palabras "voriconazole”, “itraconazole”, "posa-
conazole”, "echinocandins”, "amphotericin B" "fluconazole”,
“antifungal drug monitoring"®, “therapeutic drug monitoring”,
“chromatographic methods” and antifingal serum levels. Asi
mismo también se combinaron estas palabras para ampliar y
mejorar las caracteristicas de la busqueda. Se incluyeron como
criterios de busqueda revisiones, articulos originales y estudios
clinicos.

METODOS DISPONIBLES PARA MONITORIZACION
DE AZOLES. VENTAJAS E INCONVENIENTES

Se han descrito gran variedad de métodos para la monito-
rizacion de azoles en muestras bioldgicas humanas, siendo las
muestras de suero y plasma las preferentes para realizar estas
determinaciones. La mayoria de estos métodos son cromato-
graficos (cromatografia liquida de alta eficacia o HPLC, con
pequefas diferencias relacionadas con el sistema de deteccion,
ultravioleta-visible (UV), espectrometria de masas (MS) o fluo-
rescencia) o bien microbioldgicos (también descritos en la lite-
ratura como bioensayos). Los mas frecuentes en la literatura
son los métodos HPLC/UVy LC/MS, con una serie de ventajas
y de inconvenientes que son expuestos a continuacion.

Metodos cromatograficos: son los mas comunmente
utilizados ya que proporcionan alta sensibilidad y especifici-
dad, rapidez de andlisis y tiempo de respuesta {una muestra
puede evaluarse en horas desde su recepcion en el laborato-
rio). Permiten cuantificar los diferentes compuestos asi como
sus metabolitos en aquellos casos en los que su determinacion
pueda tener utilidad clinica. Como desventajas destacar que
requieren de equipos de elevado coste (especialmente los
equipos LC/MS) y de dificil adquisicion por aquellos laborato-
rios con recursos limitados, siendo mas propios de centros de
referencia y de investigacion. Esto hace que el tiempo de res-
puesta, considerado desde el momento en el que se decide la
manitorizacion hasta que se recibe un resultado desde el cen-
tro de referencia, pueda ser demasiado largo v los resultados
no tengan la utilidad clinica esperada.

Métodos microbiolégicos: son métodos de implantacion
sencilla y precio asequible especialmente para aquellos labo-
ratorios de microbiologia con menos recursos economicos. Sin
embargo son métodos menas sensibles, precisos y exactos que
los cromatograficos, pueden dar lugar a resultados confusos
cuando el paciente estad sometido a terapia antifungica com-
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Tabla 1 Resumen de la metodologia disponible descrita y referida en la literatura para fluconazol,
itraconazol, voriconazol y posaconazol.
Referencias
Métodos Ventajas Desventajas Huconazol Itraconazol Voriconazol ~ Posaconazol
HPLC Equipos caros, mantenimiento y per- 10-18 14,19-32 e HBE

Cromatogrificos Métodos de referencia, alta sen-  sonal especializado. Tiempo de res- 41-44

sibilidad, especificidad, rapidez puesta condicionado a |a recepcion
(HPLC, LC/MS-MS) [CMS €0 ¢l analisis (3-5 horas). y centralizacion de las muestras en 13, 45-48 45,49 50-53 45 50 54-57

centros de referencia.

[t Mas baratos. Emision en 24 ho-  Menaos sensible, resultados confusos

ras del resultado (tiempo mini- en terapia combinada, necesidad de 58-60 61-65 40, 66, 67 68, 69

(bioensayos) mo de lectura e incubacion).

validacion cruzada.

binada, y debe realizarse una validacion cruzada con métodos
cromatograficos para asegurar su validez. Hay que recordar
que estos métodos no detectan el antifingico, sino que miden
su actividad biologica, por lo que cualquier compuesto presen-
te en la muestra bioldgica evaluada que tenga actividad anti-
fungica puede dar lugar a resultados equivocos.

En la tabla 1 se exponen las metodologias, sus ventajas e
inconvenientes, asi como un resumen de los metodos publica-
dos para cada antifungico hasta la fecha.

FLUCONAZOL

Fluconazol pertenece al grupo de los antifungicos triazoli-
cos y debido a su perfil de sequridad y amplio espectro de ac-
tividad es uno de los azoles mas utilizados, aunque solo es ac-
tivo frente a levaduras™. Estd disponible tanto en formulacion
intravenosa como en formulaciones orales, tiene una excelente
biodisponibilidad, baja unién a proteinas plasmaticas (11-12%)
y una amplia distribucion en tejidos. La concentracion maxima
(Cmax) y el ABC no se ven influenciados por su administracion
junto con alimentos y el estado estacionario se alcanza entre
los dias 5y 10 tras la administracion. Se elimina en un 80% por
la orina de forma inalterada, mientras que aproximadamen-
te el 11% lo hace en forma de metabolitos. Ademas, muestra
una farmacocinética lineal cuando se administran dosis com-
prendidas entre 50 y 800 mg/dia’'’?, que puede alterarse en
situaciones de disfuncion renal, detectdndose en estos casos
una relacion inversamente proporcional entre aclaramiento de
creatinina y tiempo de vida media del farmaco.

Se ha definido una relacion lineal entre la dosis y el ABC,
tanto en humanos como en modelos animales, de manera que
el ABC es facilmente predecible segun la dosis de fluconazol
administrada’™. En estudios de candidiasis tratadas con fluco-
nazol, el parametro farmacocinético que mejor se ha relacio-
nado con respuesta terapéutica es el cociente entre ABC vy la

CMI (concentracion minima inhibitoria)’™. Esta relacion se ha
estimado en valores comprendidos entre 25 y 100 para la
obtencion de resultados clinicos favorables, por lo que cono-
ciendo la CMI del microorganismo responsable de la infeccion
podia establecerse |la dosis mas adecuada para la eficacia tera-
péutica. Se propuso un valor de 25 para este cociente si se usa
la metodologia CLSI para la determinacién de la CMI™, o un
valor de al menos 100 si se usa la metodologia EUCASTS.

Fluconazol es bien tolerado a dosis altas y las reacciones
adversas como alteraciones de la funcion hepatica, nauseas,
vomitos, eritema multiforme y convulsiones, se observan en
pacientes tratados con estas dosis, aunque no se ha estable-
cido una relacion directa entre estas y la probabilidad de to-
xicidad.

La monitorizacion esta indicada solo en ciertos grupos co-
mo pacientes pediatricos, con disfuncion renal y/o en didlisis,
grandes quemados y pacientes con infecciones en lugares de
dificil acceso para el farmaco como pueden ser las infeccio-
nes del sistema nervioso central o infecciones oculares. Es una
herramienta complementaria que puede ayudar en el manejo
de estos pacientes y podria contribuir a una mejora de la res-
puesta. La monitorizacidn rutinaria no es necesaria debido a
su farmacocinética favorable y al amplio indice terapéutico’.
En cualquier caso, pocos trabajos permiten establecer valores
guia con suficientes evidencias. Se recomienda alcanzar con-
centraciones efectivas de fluconazol en la practica clinica de
7-8 mg/L para infecciones por Candida y de 15-20 mg/L para
infecciones graves'’. Estas concentraciones no se alcanzan fa-
cilmente en pacientes quemados por sus especiales caracteris-
ticas hemodinamicas y, por lo tanto, la monitorizacion en estos
casos seria Util cuando el tiempo de tratamiento sea prolon-
gado para mantener la eficacia clinica, ya que se espera gran
variabilidad en los niveles plasmaticos de estos pacientes™.

Por ultimo, los métodos analiticos descritos tienen una
exactitud y precision aceptables (tabla 1).
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Tabla 2 Principales interacciones farmacologicas de itraconazol, voriconazol y posaconazol. Recomendaciones.
Farmaco Farmacos que reducen los niveles de Farmacos que Farmacos que aumentan sus niveles Farmacos que aumentan sus niveles
antiflingico interaccionan con plasmaticos cuando se coadministran conel  plasmaticos cuando se coadministran
voriconazole pero no antiflngico con el antifiingico, por lo que
requieren ajuste de deberian monitorizarse o ajustarse
dosis la dosis.
ltraconazol Rifampicina, rifabutina; feniotoina, AZT (zidovudina) y Ritonavir, indinavir, claritromicina y Inhibidores de proteasa HIV
carbamazepina, fenobarbital; fluvastatina.imipramina, ~ eritromicina. tal como ritonavir, indinavir,
isoniazida. Antidcidos como el propanolol, diazepam, Terfenadina, astemizol, mizolastina, saquinavir.alcaloides de la vinca,
hidroxido de aluminio, fosfato indometacina, cisaprida, triazolam, midazolam oral, busulfan, docetaxel y trimetrexato.
de aluminio, calcio, magaldrato, tolbutamida, dofetilida, nisoldipina, quinidina, pimozida, Bloqueantes de los canales de calcio
carbonato de magnesio, hidroxido sulfametazina, inhibidores de HME-CoA reductasa como dihidropiridinas y verapamil.
de magnesio, trisilicato de magnesio, etinilestradiol y metabalizados 2 raves 2e CYP2AS come Inmunosupresores como ciclosporina,
bicarbonato sodico. Omeprazol, noretisterona simvastatina y lovastatina. tacrolimus, sirolimus.Atorvastatina,
lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol. : ciertos glucocorticoides como
Cimetidina, famotidina, nizatidina, e budesonida, dexametasona,
ranitidina, roxatidina. Darunavir, fluticasona, y metilprednisolona.
didanosina, efavirenz, etravirina, Digoxina (via inhibicion de
nevirapina. glucoproteina P}, carbamacepina,
Rifampicina, rifabutina, fenitoina, buspirone, alfentanilo, alprazolam,
carbamazepina, fenobarbital e brotizolam, midazolam IV, rifabutin,
e metilprednisolona, dexametasona,
ebastina, reboxetina, cilostazol,
disopiramida, eletriptan, fentanilo,
halofantrina, repaglinida
Voriconazol  Rifabutina, rifampicina, rifapentina, Cimetidina, ranitidina,  Delavirdina, etravirina, fosamprenavir, Alfenanilo, fentanilo, oxicodona,
carbamacepina, fenitoina, amprenavir,  eritromicina y nelfinavir, nevirapina, saquinavir, tripanavir, ciclosporina, metadona, tacrolimus,
darunavir, delavirdina, efavirenz, azitromicina. anticonceptivos orales como etinil estradiol warfarina, anticoagulantes
nevirapina, ritonavir (bajas dosis), e inhibidores de la bomba de protones como  orales cumarinicos, estatinas
tripanavir, alfuzosina, barbituratos ¢l omeprazal, benzodiacepinas, blogueantes de los
en general rifampicina, ritonavir Sirolimus, Terfenadina, astemizol, cisaprida, canales de calcio metabolizados por el
(altas dosis), hierba de San Juan, pimozida, quinidina, alcaloides del CYP3A4. Sulfonilureas, alcaloides de
carbamazepina, barbitiricos de larga cornezuelo del centeno. la vinea y efavirenz,
vida media, rifabutina.
Posaconazol  Rifampicina, rifabutina, Terfenadina, astemizol, cisaprida, pimozida,  Tacrolimus, sirolimus,

carbamazepina, fenitoina, efavirenz,
fenobarbital, primidona. Antagonistas
H2 e inhibidores de la bomba de
protones como la cometidina,
ranitidina... o como el omeprazol,
lansoprazal, pantoprazol
Rifampicina, rifabutina,
carbamazepina, fenitoina, efavirenz,
fenobarbital, primidona.

halofantrina y quinidina, alcaloides del
cornezuelo del centeno, simvastatina,
lovastatina , atorvastatina, alcaloides de
|a vinca.

atazanavir y midazolam, alcaloides
de la vinca. Rifabutin, ciclosporina,
Inhibidores de la proteasa del VIH
(azatanavir y ritonavir). Midazolam y
otras benzodiacepinas metabolizadas
por CYP3A. Bloqueantes de los
canales de calcio metabolizados a
traves del CYP3A4 (por ejemplo
diltiazem, verapamilo, nifedipino,
nisoldipino). Digoxina. Sulfonilureas

Resaltados en negrita aquellos farmacos cuya administracion simultanea con el azol correspondiente esta contraindicada
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Tabla 3 Recomendaciones monitorizacion niveles plasmaticos de antiflingicos.
Indicaciones Tiempo monitorizacion tras inicio  CC plasmatica en el valle orientativa  CC plasmatica en el valle orientativa
de |a terapia (dias) para eficacia para toxicidad

[traconazol Falta de respuesta. 4-7 dias Si es para profilaxis, recomendadas  No hay datos que definan una
Alteraciones gastrointestinales.  2-4 horas  después de CC> de 0,5 mgfL oon.antracifJn valle orientativa para
Comedicaciones (inductores del administracion  del  firmaco Para tratamiento CC entre 1 y 2 toxicidad
Cit P450). (Documentacion de la absorcion  mgfL.

Administracion  simultanea de cuando e MiniStan g caso de istoplasmosis  sc
i formulaciones  orales recomiendan CC> de 1 mg/L
: Itraconazol).

Posaconazol Falta de respuesta. Fl estado estacionario tarda en Tanto en profilaxis como en MNo hay datos que definan una
Comedicaciones, incuyendo  alcanzarse de 7-10 dias. tratamiento, niveles mayores de 0,7  concentracion valle orientativa para
antagonistas H2 e inhibidores de mglL toxicidad
|a bomba de protones. En IH refractaria con respuesta
Mucosistis y otro tipo de deficiente se recomiendan niveles
alteraciones gastrointestinales. mayores 13 mg/L

Voriconazol Falta de respuesta a la terapia. Fl estado estacionario se alcanza  Tratamiento CC> de 1 mgfL CC< de 6 mglL.

S con 2 los 5-7 dias de tratamiento,

: o Pudiendo reduci 3-4 con | .

farmacos coadministrados IeN0 TECUEISE 2 S5 SN2 6 1o aparicion de los primeros  Con la aparician de los

simultineamente. administracion de una dosis de . i ) . }
carga. ensayos  prospectivos  podria  primeros ensayos prospectivos podria

Camhio'de adminiﬂmcién de via reevalua‘rse este nivel y quedar |opluame este nivel vy quedar

oral avia IV o viceversa. establecido > 1,5-2 mg/L. establecido < 4,5-5,5 mg/L

Insuficiencia hepatica.

Administracion en pacientes en

edad pediatrica.

ITRACONAZOL cositis asociada a quimioterapia, la absorcion se ve modificada

ltraconazol es un triazol de amplio espectro antifungi-
co’™ que ha demostrado eficacia en la profilaxis y en el trata-
miento de la aspergilosis aguda y cronica y en la aspergilosis
broncopulmonar alérgica. Esta indicado en el tratamiento de
infecciones localizadas en piel y ufas, infecciones por hongos
dematidceos y micosis endémicas (coccidioidomicosis, histo-
plasmosis, blastomycosis y sporotrichosis)'. Disponible en for-
mulaciones orales (solucion y capsulas) y solucidn intravenosa,
los estudios farmacocinéticos demuestran gran variabilidad in-
terindividual en la biodisponibilidad de este azol, generalmente
relacionada con una absorcion erratica. La solucion oral, en la
que itraconazol se formula unido a moléculas del oligosacarido
ciclodextrina, ha demostrado una mayor biodisponibilidad au-
mentando el ABC en un tercio si se compara con la biodisponi-

bilidad de la presentacion en capsulas®™ .

La administracion de itraconazol junto con una comida
completa o un refresco de cola favorece la absorcion, sin em-
bargo, ésta se ve comprometida cuando se administra jun-
to a farmacos antagonistas H, e inhibidores de la bomba de
protones (como por ejemplo el omeprazol). En pacientes que
sufren de aclorhidria (pacientes VIH) y en situaciones de mu-
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resultando la variabilidad de las concentraciones plasmaticas
mayor en pacientes con patologias que la observada en volun-
tarios sanos™ #-87,

ltraconazol es metabolizado a traves del complejo en-
zimatico del citocromo P450 y en particular de la isoenzima
CYP3A4 tanto en el tracto gastrointestinal como en el higa-
do, dando lugar a diferentes metabolitos de los que hidroxi
itraconazol es el mayoritario, demostrando poseer actividad
antiflingica comparable a itraconazol®. El complejo enzimati-
co del citocromo P450 es una via metabolica muy activa que
transforma y metaboliza itraconazol, asi como otros muchos
farmacos, lo cual explica el gran nimero de interacciones far-
macologicas que pueden ocurrir en el curso del tratamiento
con este antifingico (tabla 2)%.

Hay varios estudios publicados que refieren las relaciones
dosis administrada-respuesta terapéutica y dosis-toxicidad,
tanto en tratamiento como en profilaxis con itraconazol. En
profilaxis, itraconazol ha demostrado ser eficaz en el control de
la infeccion fungica. Asi, en una cohorte de 121 pacientes en
régimen de profilaxis con itraconazol (400-600 mg/dia en cap-
sulas), se observo que en el grupo control (sin profilaxis), habia
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Tabla 4 Resumen de los trabajos mas significativos referidos en la literatura sobre eficacia y toxicidad de
voriconazol.
Autores (afio) Disefio del estudio Poblacion estudiada Relacion concentracion Limites superior e inferior ~ Otras aportaciones

plasmatica eficacia
-toxicidad

sugeridos

Trifilio et al. 2005

Smith et al. 2006

Trifilio et al. 2007

Pascual et al. 2008

Ueda et al. 2009

Miyakis et al. 2009

Myrianthefs et al. 2009

Trifilio et al. 2009

Park et al. 2012

Pascual et al. 2012

Retrospectivo

Retrospectivo

Retrospectivo

Prospectivo
en el grupo de
monitorizados

Retrospectivo

Retrospectivo

Prospectivo y
observacional

Retrospectivo

Prospectivo,
randomizado y
controlado

Prospectivo

25 pacientes con transplante
alogénico de progenitores de
células hematopoyéticas

28 pacientes monitorizados en
tratamiento con VRC

87 pacientes con
enfermedades hematoldgicas

52 pacientes con micosis
invasivas segun criterios
EORTC

34 enfermos hematologicos
en tratamiento con VRC

25 pacientes con infeccion
flngica invasora probada o
probable

18 pacientes ingresados en
unidad de cuidados intensivos

64 pacientes con transplante
alogénico de progenitores de
células hematopoyéticas

110 pacientes en tratamiento
con voriconazol debido a IFI

55 pacientes en tratamiento
con voriconazol

No se establece relacion ni
en toxicidad ni en eficacia

Si, en eficaciay en
progresion de la
enfermedad

No se establece relacion ni
en toxicidad ni en eficacia

Si, tanto en eficacia como
en toxicidad

Si, tanto en eficacia como
en toxicidad

Si en eficacia y en
progresion de la
enfermedad

No s establece relacion ni
en toxicidad ni en eficacia

No se establece relacion ni
en toxicidad ni en eficacia

Si, tanto en eficacia como
en toxicidad

Si, en eficaciay en
toxicidad

No hay establecimiento de
niveles aptimos

Si. Se establece un limite
inferior de 2,05 mg/L

No hay establecimiento de
niveles dptimos

Limite inferior: 1 mg]L ;
limite superior 5,5 mg/L

Limite inferior: 2 mg]L ;
limite superior 6 mg/L

Si. Se establece un limite
inferior de 2,2 mgfL

No hay establecimiento de
niveles aptimos. Se toma
como referencia los de
Pascual et al

No hay establecimiento de
niveles aptimos

Se toma el rango de
1-5,5mg/L para la toma
de decisiones en la
modificacion de la dosis
Con sus datos rango entre
2y 55mg/L

Establecimiento de rango

terapéutico entre 1,5y 4,5
mg/L mediante analisis de
regresion multivariante

Relacion entre
concentraciones altas de
VRC y niveles elevados de
AST y fosfatasa alcalina.

No otras aportaciones de
interes.

No hay prediccion de
niveles proporcionales a
las dosis administradas.

Toxicidad hepatica
independiente de las
concentraciones.

No otras aportaciones de
interes

Pacientes con
concentraciones bajas
en las diferentes
determinaciones, peor
pronostico

Asociacion en un 37%

de los pacientes entre
niveles suboptimos y
administracion IV. Dosis
habituales inadecuadas en
este tipo de pacientes.

Estudio con muestras
pareadas, donde se puede
observar la variabilidad
de los niveles para cada
paciente

La monitorizacidn de
voriconazol reduce la
discontinuacion de
tratamiento, asi como
la incidencia de efectos
adversos y mejora la
respuesta en IFl

Uso de la monitorizacion
para un mejor ajuste

de dosis para asegurar
eficacia y minimizar

la probabilidad de
neurotoxicidad.
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mayor incidencia de IFl que el grupo en profilaxis (8,8% vs. 0,9%,
P=0,005)%. En una cohorte de pacientes neutropénicos, Glasma-
cher et al. demostraron un mayor riesgo de infeccion de brecha
en los casos en los que las concentraciones de itraconazol no su-
peraban el valor de 0,50 mg/L®". De igual manera, en referencia
a pacientes en tratamiento, algunos estudios han determinado
que el fallo terapéutico podria predecirse si las concentraciones
de itraconazol no alcanzan valores de 1 mg/L*.

En general, y atendiendo a los datos recogidos en recien-
tes revisiones, se han establecido concentraciones minimas te-
rapeuticas orientativas que sugieren niveles valle eficaces ma-
yores de 0,50 mg/L para profilaxis y entre 1,00 y 2,00 mg/L pa-
ra predecir el éxito en tratamiento™®. En el caso particular de
histoplasmosis, las guias de tratamiento recomiendan alcanzar
una concentracion de itraconazol en el estado estacionario de
al menos 1 mg/L®. En conclusion, a falta de estudios clinicos
mas concluyentes que aporten mayor numero de evidencias, se
establecen los valores guias orientativos para eficacia en tra-
tamiento y en profilaxis que son expuestos a continuacion en
la tabla 3.

La monitorizacion de concentraciones plasmaticas de
itraconazol esta recomendada para la toma de decisiones que
impliquen una optimizacion de la dosis en determinadas situa-
ciones como son la falta de respuesta clinica, alteraciones gas-
trointestinales, comedicaciones con inductores del Citocromo
P450 y administracion concomitante de antidcidos. La reco-
mendacion para el inicio de la monitorizacion es comenzar a
los 4-7 dias tras la instauracion de la terapia, y la toma de
muestras debe realizarse en el valle’. También es recomendable
con las formulaciones orales, documentar la absorcion solici-
tando una toma de muestra adicional a las 2-4 horas después
de la administracion del farmaco®.

En cuanto a su metabolito mayoritario, hidroxi itracona-
zol, no hay en la literatura datos concluyentes sobre su va-
lor en la practica clinica. Hay estudios que cuantifican ambos
compuestos , como los recogidos en la revision de Buchkowsky
et al., pero en ningun caso se ha establecido hasta el momen-
to una clara relacion entre concentraciones de itraconazol
e hidroxi itraconazol y eficacia de una manera conjunta en
tratamiento y profilaxis®™. Asi mismo, la relacion media de las
concentraciones plasmaticas de hidroxi itraconazol respecto a
itraconazol en una cohorte de 56 pacientes (104 muestras) fue
de 1,99. Es decir, el metabolito activo se encuentra de manera
general en concentraciones superiores a itraconazol®.

Los metodos desarrollados y publicados varian en cuanto
a metodologia, HPLC/UV, LC/MS o microbioldgicos (ver tabla
1). Mencion especial requieren los métodos microbiolégicos
en lo relativo a su utilidad para cuantificar itraconazol. Se
ha demostrado que las concentraciones evaluadas mediante
bioensayo son 2 y 3 veces superiores a las obtenidas por me-
todos cromatograficos. Esto es debido a que en el bioensayo se
evalla la actividad bioldgica total tanto del compuesto como
de su metabolito activo, hecho que debe ser tenido en cuenta
a la hora de aplicar esta metodologia a la monitorizacion de
itraconazol®!.62 6465,
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En conclusion, se han establecido relaciones entre con-
centraciones y eficacia/ toxicidad, pero serian necesarios mas
estudios donde se valoraran concentraciones y eficacia clinica,
asi como efectos secundarios (que por lo general son transito-
rios y poco importantes, coma nauseas, vomitos, diarrea y mo-
lestias gastrointestinales) de la combinacion de concentracio-
nes plasmaticas de itraconazol y de su metabolito activo. Tam-
bién deberian efectuarse estudios prospectivos en indicaciones
y poblaciones concretas. Hasta que se realicen estos estudios y
se clarifique la importancia de la monitorizacion, es recomen-
dable realizarla para asegurar la eficacia del tratamiento y de
la profilaxis, asi como para confirmar la correcta absorcion de
las formulaciones orales.

POSACONAZOL

Posaconazol es un triazol de nueva generacion relaciona-
do quimica y estructuralmente con itraconazol y ketoconazol
que ha demostrado gran actividad in vitro®. Es el azol mas re-
cientemente aprobado tanto para profilaxis como para terapia
de rescate en pacientes con IFl refractaria a los tratamientos
de primera eleccién y en pacientes con zigomicosis” . Esta
disponible actualmente solo en suspension oral y posee una
farmacocinética que es lineal hasta dosis de 400 mg cada 12
horas, aunque la administracion de una dosis unica de 600-
800 mg diarios produce una saturacion de los mecanismos de
absorcion y niveles plasmaticos menores que los que se alcan-
zan tras la administracion de dosis fraccionadas. Recientemen-
te, los primeros ensayos clinicos con tabletas via oral han sido
publicados por Krishna et al. En ellos se observa que la absor-
cion de posaconazol es mejor si se administra en esta forma
farmaceutica que si se administra en solucion oral, no siendo
necesario administrar el posaconazol con alimentos grasos. Asi
mismo, la variabilidad en los niveles sanguineos de posacona-
zol de los pacientes tratados es menor que con la solucion oral.
Los resultados de ambos estudios apoyan la administracion de

una Unica dosis diaria si se utiliza esta forma farmacéuticas'".

Dividir la dosis total diaria de posaconazol mejora la ab-
sorcion vy, por lo tanto, aumenta los niveles plasmaticos de
farmaco''® Sin embargo, la absorcién y biodisponibilidad
pueden verse afectadas por la presencia de alimentos, espe-
cialmente aquellos de elevado contenido en grasas'®™!%. La ad-
ministracion de suplementos alimenticios aumenta la cantidad
de posaconazol absorbida, variando en funcion de la cantidad
y el tipo de suplemento administrado®. Asi mismo, las bebidas
de cola aumentan significativamente su biodisponibilidad, ya
que disminuyen el pH y favorecen la absorcion del principio
activo®'®. Se ha comprobado que el aumento de exposicion
puede ser debido a una mejor solubilidad de posaconazol en
este tipo de bebidas y a un aumento del tiempo de perma-
nencia gastrico'®. Recientemente se ha publicado un estudio
retrospectivo que aporta mas evidencias sobre la influencia de
desordenes gastrointestinales y toma de alimentos en la bio-
disponibilidad de posaconazol'™.

Por el contrario, la absorcion puede reducirse si se ad-
ministra junto a antiacidos, en presencia de mucositis y otras
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alteraciones gastrointestinales'®®. Para compensar la disminu-
cion de concentraciones observadas en pacientes con estas pa-
tologias, se recomienda aumentar la dosis y fraccionarla® 1,

Desde el punto de vista farmacocinético, posaconazol tie-
ne un gran volumen de distribucidn, lo cual le confiere una
buena penetracion en tejidos, ademas de tener una tasa de
union a proteinas plasmaticas mayor del 95%. Es metabolizado
por el higado, mayoritariamente por el sistema de UDP-glucu-
ronido y en menor proporcion por la via de oxidacion mediada
por enzimas del complejo citocromo P450, lo que reduce las
interacciones farmacoldgicas respecto a voriconazol e itraco-
nazol (ver tabla 2). La administracion simultanea con omepra-
zol reduce la Cmax alcanzada y el ABC en un 50 y 30% res-
pectivamente. Farmacos como la metoclopramida disminuyen
el ABC del orden del 2000” y el estado estacionario se alcanza
a los 7-10 dias de haber comenzado la administracion del far-
maco'™.

En cuanto a la relacion exposicionfefecto terapéutico los
datos encontrados en la literatura son aun limitados, pero han
permitido establecer algunas relaciones interesantes. En el
estudio mas significativo, de Andes et al., se describio el pa-
rametro ABC/CMI como predictor de la eficacia clinica en un
modelo murino de infeccién por Candida albicans. Se estable-
cio un valor de 16,9 para el cociente ABC/CMI como mejor
predictor de eficacia, resultado que coincide con el observado
para otros triazoles'®. Asi mismo, en lo que respecta a cepas
resistentes de Aspergillus spp, en un estudio con mutantes de
Aspergillus fumigatus resistentes in vitro a posaconazol en un
modelo experimental de aspergilosis, se establecio igualmente
el ABC/CMI como parametro predictor de eficacia. A la vista
de estos resultados dosis elevadas de posaconazol podrian re-
sultar clinicamente utiles para el tratamiento de micosis cau-
sadas por cepas con sensibilidad disminuida', aunque con Ia
forma farmaceutica disponible y las posologias recomendadas
actualmente, este indice es imposible de alcanzar.

Por otro lado, en pacientes en tratamiento, un estudio re-
trospectivo que evaluaba la prevalencia de bajas concentracio-
nes de posaconazol en 54 pacientes, 18 con infeccion fiingica
y 36 en profilaxis, demostrd como las alteraciones gastroin-
testinales (diarrea o mucositis) influian en las concentraciones
sanguineas de manera negativa. En el grupo de profilaxis, solo
dos pacientes manifestaron IFl posible, y en ambos los nive-
les plasmaticos de posaconazol fueron inferiores a 0,50 mg/L
(0,31 y 0,19 mg/L respectivamente)'"". En otro estudio retros-
pectivo que incluyd 27 pacientes hematologicos en profilaxis
con posaconazol, se observé que los niveles mas bajos corres-
pondieron a aquellos pacientes que recibieron pantoprazol de
manera simultanea, constatando la necesidad de monitorizar
concentraciones de posaconazol cuando se administren ambas
medicaciones de manera concomitante''”.

Los datos que aportan estos trabajos permiten establecer
unos valores para la concentracion sanguinea de posaconazol
orientativos para eficacia en profilaxis y tratamiento. En profi-
laxis las primeras recomendaciones proponian superar valores
de 0,5 mg/L, aunque Jang et al. observan infecciones fungi-

cas de brecha en pacientes que presentan concentraciones
plasmaticas entre 0,5-0,7 mg/L'". Dolton et al. concluyen en
un estudio publicado recientemente que niveles bajos de po-
saconazol estdn asociados a infecciones fungicas de brecha'™.
En IH refractarias, Walsh et al., sugieren unos niveles mayores
de 0,7 mg/L, debiendo aumentar a mas de 1.250 mg/L si la res-
puesta se muestra deficiente®. En el documento de informa-
cién de la FDA, se establecen unos niveles de 0,70 mg/L como
limite inferior para que la terapia con posaconazol pueda ser
efectiva'’®. Las recomendaciones en cuanto a niveles plasmati-
cos de posaconazol quedan como se expone en la tabla 3.

En pacientes pediatricos, aungue de momento no esta in-
dicado, hay estudios que relacionan concentraciones de posa-
conazol y eficacia. Krisna et al., en una cohorte de pacientes
transplantados hemapoyéticos con enfermedad injerto contra
huésped en los que posaconazol se utilizo como profilaxis, ob-
servaron que las concentraciones plasmaticas obtenidas eran
comparables a las obtenidas en pacientes adultos. Posaconazol
también mostrd buena tolerancia y seguridad en estos pacien-
tes, por lo tanto se espera que los resultados clinicos sean simi-
lares en pacientes pediatricos que en adultos con infecciones
flngicas refractarias a tratamiento''®. Actualmente no estén
establecidas posologias ni indicaciones en pacientes pediatri-
cos debido a la ausencia de estudios, aunque recientemente
Welzen et al. han desarrollado un algoritmo basado en el peso
corporal, en el que una dosificacion de posaconazol dos veces
diarias conlleva una exposicion eficaz y segura en nifios can
enfermedad granulomatosa cronica'".

La toma de muestras para la monitorizacion debe realizar-
se idealmente en el valle una vez alcanzado el estado estacio-
nario tras una semana de tratamiento. Estudios recientes han
demostrado como una concentracion mayor de 0,35 mg/L un
dia despues de la primera dosis se relaciona con niveles acep-
tables en la primera semana (estado estacionario) ', Posterior-
mente, se evaluaron las concentraciones en el segundo dia de
tratamiento con posaconazol cuatro horas después de la admi-
nistracion de la dosis, con la intencion de predecir las concen-
traciones en el estado estacionario en el dia siete. Los resulta-
dos fueron prometedores, siete de los 16 (43%) pacientes que
en el sequndo dia de tratamiento mostraron concentraciones
inferiores a 0,35 mg/L, no lograron alcanzar concentraciones
mayores de 0,70 mg/L en la primera semana. Por el contrario,
el 57% (9/16) de los pacientes con concentraciones superio-
res a 0,35 mg/L en el segundo dia de tratamiento superaron el
valor de 0,70 mg/L tras la primera semana''®. A pesar de estos
datos, deben realizarse mas estudios que demuestren la validez
clinica de esta prediccion, ya que la cohorte de pacientes estu-
diados fue poco numerosa.

En pacientes criticos, en los que es muy importante el
ajuste de dosis para optimizar el tratamiento tan rapido como
sea posible, podria ser aceptable obtener varias muestras de
una manera frecuente a intervalos regulares en la primera se-
mana de tratamiento'"®.

La metodologia disponible para la cuantificacion de po-
saconazol en muestras de suero y plasma humano es amplia vy
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muy variable como se muestra en la tabla 1. Todos estos me-
todos tienen una precision y exactitud aceptables para llevar a
cabo la monitorizacion de este compuesto.

En conclusion, la monitorizacion de posaconazol es una
herramienta util en el manejo clinico de pacientes en trata-
miento o profilaxis, pero son necesarios estudios prospectivos
que ayuden a definir el tiempo y el nimero de muestras opti-
mo para la monitorizacion, que puedan ayudar a redefinir las
concentraciones diana, y que establezcan objetivos de monito-
rizacion especificos para determinadas poblaciones de pacien-
tes y escenarios clinicos. Asi mismo, la monitorizacion es util si
se quiere documentar si el proceso de absorcion se ve afectado
por patologias del paciente o medicaciones concomitantes.

VORICONAZOL

Variconazol es un compuesto triazélico con un amplio es-
pectro antifungico®, considerado agente de primera linea en
el tratamiento de la aspergilosis invasora'® ™', Su uso esta
igualmente indicado en el tratamiento de otras infecciones
fungicas de gran relevancia como candidiasis invasora, fusa-
riosis y scedosporiosis'?Z,

Esta disponible tanto en formulaciones orales como en
formulacion intravenosa y se caracteriza por un metabolismo
hepatico saturable' '?*_ La biodisponibilidad de la formulacion
oral en ayunas es del 90%, alcanzandose la Cmax dos horas
después de su administracion. La presencia de alimentos dis-
minuye su biodisponibilidad aproximadamente en un 22% vy
retrasa la absorcion, por lo que no se recomienda su adminis-
tracion junto a las comidas. Desde el punto de vista farmacoci-
nético destaca su buena penetracion en tejidos, especialmente
sistema nervioso central, humor acuoso y humor vitreo. Se ha
estimado un volumen de distribucion de 4,6 L/Kg y una tasa de
union a proteinas plasmaticas del 58%. El estado estacionario
se alcanza a los 5-7 dias de tratamiento, aunque este tiempo
puede reducirse con la administracion de una dosis de carga'”.

El metabolismo hepatico saturable hace que voriconazol
tenga una farmacocinética no lineal, por lo que las concen-
traciones sanguineas detectadas no son proporcionales a las
dosis administradas. Este metabolismo se produce a través
del complejo de enzimas hepéaticas Citocromo P450 (CYP450)
y mas concretamente a través de las isoenzimas CYP2C19,
CYP3A4 y CYP2C9. La evidencia actual apunta al CYP2C19
como la enzima mas importante involucrada en este proce-
so metabdlico'?® debido a su gran afinidad por la molécula
de voriconazol generando diferentes metabolitos sin activi-
dad antifingica' como voriconazol N-oxido (UK 125,265) e
hydroximetil-voriconazol. Se ha descrito que el gen que codi-
fica la isoenzima CYP2C19 es altamente polimarfico por lo que
existe gran variabilidad poblacional que afecta a la expresion
o0 actividad de la enzima. Asi segun la capacidad de la enzima
CYP2C19 de metabolizar su sustrato se han clasificado los si-
guientes fenotipos: metabolizadores lentos (Poor Metabolizers,
PM, portadores de un gen deleccionado o defectivo que se tra-
duce en una proteina con funcién disminuida), metabolizado-
res rapidos (Extensive Metabolizers, EM, portadores de genes
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funcionales y por tanto con una enzima con actividad normal,)
y metabolizadores ultrarrapidos (Ultrafast Metabolizares, UM,
que presentan alteraciones geneticas que conducen a aumen-
tos de expresion y en consecuencia de la actividad enzimatica
correspondiente). Aquellos pacientes con fenotipo metaboliza-
dor lento pueden mostrar concentraciones de voriconazol muy
superiores comparadas con los que muestran un fenotipo me-
tabolizador rapido o ultrarrapido. En consecuencia, cada vez
mas datos reportan que la condicion de ser portador de una
determinada variante genética del isoenzima CYP2C19 puede
implicar en el paciente tratado con voriconazol (sustrato de la
enzima) una exposicion al firmaco y sus metabolitos diferen-
te, constituyendo esta una informacion Gtil para el manejo del
paciente en tratamiento, aunque la dosificacion de voriconazol
no debe estar basada solamente en este polimorfismo genéti-
CO]EB,

Otros factores como la edad, el sexo, la insuficiencia hepa-
tica, la administracion de medicaciones concomitantes y cam-
bios de terapia de una via de administracion a otra pueden
influir en la exposicion a voriconazol en el paciente tratado’.
la edad y el sexo son factores que no justifican ajustes de
dosis, aunque algunos trabajos muestran como los pacientes
de mayor edad y los varones presentaron Cmax mas elevadas’.
Algo que contrasta con lo observado en la poblacion pedia-
trica, en la que las concentraciones sanguineas detectadas se
mastraron proporcionales a las dosis administradas. Este tipo
de poblacion tiene una mayor capacidad de eliminacion del
farmaco por kilogramo de peso corporal, y en consecuencia las
dosis necesarias para tratarles deben de ser mayores si se com-
paran con las dosis que reciben los adultos'® 120,

Su uso debe ser evaluado con sumo cuidado en situacio-
nes de insuficiencia hepatica vy, en aguellos pacientes en los
que se decida tratar, la monitorizacion y la vigilancia de la
funcion hepatica deben ser llevadas a cabo para prevenir po-
sibles reacciones adversas y de toxicidad. Otro de los factores
fundamentales que influyen de manera importante en las con-
centraciones plasmaticas de voriconazol es la administracion
de medicaciones concomitantes que usan la misma ruta de
metabolizacion, ya que actuan como sustratos de las mismas
enzimas metabdlicas (tabla 2). La gran cantidad de posibles in-
teracciones farmacoldgicas justifica la necesidad de monitori-
zar concentraciones sanguineas.

Cuando en el curso de un tratamiento se da el cambio de
la administracion intravenosa a la administracion oral se pro-
duce, de manera general, una disminucion en los niveles san-
guineos, especialmente evidente en pacientes con sobrepeso/
obesidad'®®, que justifica la necesidad de monitorizar y mo-
dificar la dosis para mantener las concentraciones dentro del
rango terapéutico. Pascual et al,, en un estudio prospectivo re-
cientemente publicado, recomiendan incrementar la dosis oral.
Las simulaciones poblacionales realizadas con dosis mayores
por via oral (300-400 mg via oral dos veces al dia vs. 200-300
mg via intravenosa dos veces al dia), muestran que las proba-
bilidades de alcanzar niveles terapéuticos (=1,5 mg/L) fueron
similares (68-78% para el régimen oral y del 70-80% para el
régimen intravenoso). Del mismo modo la probabilidad de su-
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perar valores mayores de 4,5 mg/L fue igualmente comparable
para las dos formulaciones (19-29% para el régimen oral y del
18-37% para el régimen intravenoso) ™',

Se ha descrito que la administracion de voriconazol pro-
duce autoinduccion del metabolismo en pacientes pediatricos
(activacion de la capacidad metabélica del higado), dando co-
mo resultado un mayor aclaramiento'” y, en consecuencia, la
disminucidn de los niveles plasmaticos.

Los efectos adversos estan en su mayoria relacionados con
concentraciones elevadas del antifungico. Los efectos neuro-
logicos asociados a altas concentraciones en liquido cefalo-
rraquideo vy tejido cerebral varian desde simples alteraciones
visuales hasta encefalopatia, insomnio, agitacion, neuropatia
periférica, falta de atencion y ansiedad. Se ha observado un
aumento del riesgo de alteraciones visuales cuando las con-
centraciones plasmaticas son mayores de 3 mg/L. Estos efectos
adversos aparecen en la primera semana de tratamiento, redu-
ciéndose la probabilidad de aparicion en la sequnda y disminu-
yendo progresivamente en sucesivas semanas'?. La encefalo-
patia se ha descrito en pacientes con concentraciones plasma-
ticas mayores de 5,5 mg/L* *?y el desarrollo de alucinaciones
se ha observado cuando los niveles de voriconazol superan el
valor de 5 mg/L*%. A concentraciones mayores de 4,5 mg/L, los
efectos adversos neurolagicos se dan con mas frecuencia que a
concentraciones por debajo de 4,5 mg/L"™".

Voriconazol es potencialmente hepatotdxico y varios son
los estudios que ponen de manifiesto el dafio hepatico en di-
ferentes cohortes de pacientes. Estos estudios muestran toxi-
cidad hepatica (aumento de aminotransferasa, AST, y fosfatasa
alcalina, PA) cuando las concentraciones sanguineas superaron
valores de 6 mg/L* '*3 3 En un estudio reciente realizado por
Tan et al. se demostro que niveles plasmaticos mayores de 4
mg/L aumentaban las probabilidades de disfuncion hepatica
de manera considerable. Por tanto en pacientes con proble-
mas hepaticos de base, la recomendacidn es no sobrepasar esta
concentracion'. Estas reacciones adversas son reversibles con
la interrupcion del tratamiento™®. Hay que afadir los efectos
cutaneo-dermatologicos en pacientes con tratamiento de lar-
ga duracion, como rash, eritema facial, queilitis y carcinoma de
piel de células escamosas, como complicacion de la fotosensi-
bilidad derivada de la administracion de voriconazol y se debe
evitar la exposicion directa a la luz solar durante el tratamien-
to'™¥7-1%% Otros efectos adversos menos comunes son los efectos
cardiacos, ya que altas dosis de voriconazol pueden producir
arritmias y prolongacion del intervalo QT

Todas estas reacciones adversas encontradas en los estu-
dios realizados, asi como los resultados obtenidos que relacio-
nan concentracion y eficacia en diferentes cohortes de pacien-
tes han contribuido a establecer un rango terapeutico orien-
tativo. Asi, Pascual et al. observaron que la falta de respuesta
al tratamiento se asociaba con concentraciones de voriconazol
inferiores a 1 mg/L, mientras que la probabilidad de aparicion
de efectos adversos aumentaba en pacientes con concentra-
ciones plasmaticas por encima de 5 mg/L. En este trabajo se
establece una rango terapeutico guia para la monitorizacion

de voriconazol entre 1y 5,5 mg/L*®, que actualmente esta en
vigor en las recomendaciones de las guias de tratamiento. Sin
embargo, Smith et al. y Miyakis et al. proponen alcanzar con-
centraciones superiores a 2,05-2,20 mg/L para obtener una
respuesta favorable'! ¥, Ueda et al. establecieron un intervalo
terapéutico entre 2 y 6 mg/L, reduciendo el limite superior de
este intervalo a 4 mg/L en el caso de pacientes con enferme-
dad hepatica previa'®.

En el primer ensayo controlado randomizado que evalua
el efecto de la monitorizacion de voriconazol en su eficacia
y seguridad, se selecciond el rango terapéutico de Pascual et
al. (1-5,5 mg/L) como referencia a la hora de tomar decisio-
nes en cuanto a modificaciones de dosis y discontinuacion de
tratamiento. Con la monitorizacion de las concentraciones
plasmaticas de voriconazol se redujo la discontinuacion de
tratamiento debida a efectos adversos y mejord la respuesta
al tratamiento en IFl. Asi mismo, el rango terapéutico calcula-
do con los datos de este ensayo, dejaria éste entre valores de
2-55 mg/L. Mas recientemente se ha publicado otro ensayo
prospectivo, en el que el rango terapéutico'™ para voricona-
zol se establece mediante un analisis logistico multivariante.
Con los datos de este estudio el rango terapéutico quedaria
definido entre 1,5-4,5 mg/L. Con concentraciones mayores de
1,5 mg/L habria mas del 85% de probabilidad de respuesta y
con concentraciones menores de 4,5 mgfL la probabilidad de
aparicion de efectos neurotéxicos seria inferior al 159", Por
lo tanto, el rango terapéutico podria ser modificado proxima-
mente a la vista de los resultados de estos primeros estudios
prospectivos vy las conclusiones que de ellos pudieran extraer
los comités de expertos.

En profilaxis, en un estudio reciente en trasplantados de
pulmon donde se analizan 93 pacientes, los autores concluyen
que las concentraciones diana para profilaxis serian diferentes
entre las distintas poblaciones en estudio™. Para corroborar
esta afirmacion harian falta mas estudios clinicos.

Todos los estudios anteriormente descritos exponen la
gran variabilidad tanto interindividual como intraindividual
en las concentraciones plasmaticas de voriconazol, asi co-
mo la incapacidad de predecir estas en funcion de las dosis
administradas a cada paciente. Trifilio at al. observaron una
gran variabilidad intra e interpaciente en las concentraciones
plasmaticas detectadas, asi como la falta de relacion entre las
dosis administradas y los niveles obtenidos'™ 5 Un resumen
de los estudios mas destacados referidos en la literatura sobre
voriconazol, toxicidad y eficacia se presenta en la tabla 4, asi
como las recomendaciones para la monitorizacion, que quedan
expuestas en la tabla 3.

En lo que respecta a la poblacion pediatrica hay menos es-
tudios publicados que para |a poblacidn adulta. En 2010, en un
estudio con 5 pacientes pediatricos monitorizados, se observo
que los niveles de voriconazol obtenidos no se correlacionaban
con la dosis administrada recomendandose la monitorizacion
en este grupo de pacientes'. Neely et al. analizaron los resul-
tados obtenidos de una serie de 46 pacientes pediatricos esta-
bleciendo una relacion entre la mejoria y las concentraciones
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plasmaticas, asi como la dosificacion necesaria para alcanzar
niveles mayores de 1 mg/L Mediante simulaciones farmacoci-
néticas, predijeron una dosis de 7 mg/kg en el caso de que la
administracion fuera intravenosa, o bien una dosis oral de 200
mg dos veces al dia para alcanzar la concentracion de 1 mg/L
en la mayoria de los pacientes'6. Briiggemann et al. en un es-
tudio en el que incluye pacientes pediatricos refuerza la nece-
sidad de monitorizar voriconazol desde el inicio de la terapia
especialmente en este grupo'”. Shima et al. observaron que los
pacientes menares de 3 afios de edad requerian dosis mayores
en comparacion con aquellos mayores de 3 afios, habiendo una
mayor variabilidad de niveles después del ajuste de dosis en los
primeros. Las dosis ptimas que debian ser administradas eran
de 17 mgfkg en los pacientes <3 afiosy 8 mg/kg en los pacien-
tes >3 afios'®. En otro estudio, en pacientes menores de doce
afos, para alcanzar niveles plasmaticos adecuados la dosis de
voriconazol debe ser de 7 mg/kg. La mayor variabilidad en los
menores de tres afios es debida a un mayor efecto de primer
paso hepatico y a un mayor flujo sanguineo hepatico, por lo
que el aclaramiento del farmaco es mayor. Esto afecta tam-
bién a la dosis a administrar, que debe ser, por lo tanto, mayor
en los menores de tres afios'”®. Todas estas afirmaciones deben
ser evaluadas mas adelante en mas ensayos clinicos, ya que se
trata de un estudio retrospectivo que incluyd pocos pacientes.

No existen demasiadas evidencias que relacionen expo-
sicion de voriconazol y efecto en infecciones producidas por
cepas con sensibilidad disminuida. Mavridou et al. muestran la
necesidad de incrementar la exposicion de forma significativa
para obtener cierto grado de respuesta en un modelo experi-
mental murino de aspergilosis con cepas resistentes o con sus-
ceptibilidad reducida a los azoles'.

En cuanto a la frecuencia de toma de muestra y analisis
para la monitorizacidn, una vez alcanzado el estado esta-
cionario, una muestra a la semana parece suficiente tenien-
do que aumentar esta frecuencia si se introducen o reti-
ran medicaciones que interaccionen con voriconazol o bien
cambian las condiciones fisiologicas del paciente. El mo-
mento ideal de la toma de muestra seria en el valle, el cual
contribuye de manera significativa a estimar el area bajo
la curva [ABC), parametro farmacocinético que se ha re-
lacionado con respuesta terapéutica’. Sin embargo existen
datos que ponen en entredicho estas afirmaciones. Hope et
al. establecieron que los siguientes puntos serian relevan-
tes en el manejo clinico de un paciente en tratamiento con
voriconazol: 1) una unica concentracion valle no seria de
utilidad vy es dificil de interpretar en pacientes en los cuales
las concentraciones séricas son mayores que la Km [(cons-
tante de Michaelis del sustrato), ya que habra acumulacién
del farmaco y podria aumentar el riesgo de desarrollar to-
xicidad. 2) no hay un intervalo concreto para la toma de
muestra, aunque una buena aproximacion seria al final del
segundo dia y otra vez después de una semana de trata-
miento. 3) diferenciacion entre la toma de muestras para
la optimizacion de la terapia y la toma de muestras para
establecer la farmacocinética en un paciente concreto. Para
llegar a recomendaciones definitivas, hacen falta mas estu-

dios que definan tanto la frecuencia como el inicio dptimo
de la monitorizacion de voriconazol.

Se han descrito numerosos metodos basados en HPLC, en
LC-MS asi como métodos microbioldgicos (ver tabla 2). Res-
pecto a estos ultimos, hay que tener en cuenta que en los ul-
timos afos hay una mayor tendencia a la terapia combinada
con voriconazol, por lo que estos métodos pueden perder utili-
dad a la hora de utilizarlos para la monitorizacion'>.

En conclusion, la monitorizacion de voriconazol es, a dia
de hoy, una herramienta fundamental para asegurar el uso
eficaz y seqguro. Aunque ya han sido publicados los primeros
estudios prospectivos, harian falta mas donde se incluya la
determinacion de niveles séricos como una herramienta habi-
tual en el manejo de las infecciones fungicas invasoras, que
ayudaran a modificar o mantener rango terapéutico, asi como
ver qué ventajas adicionales puede aportar la monitorizacion.
Hay suficientes estudios para afirmar que la monitorizacion
de voriconazol es una herramienta esencial en el manejo de
pacientes en tratamiento o profilaxis.

CONCLUSIONES

En el tratamiento de la infeccidn fingica, la posibilidad de
monitorizar concentraciones sanguineas de los antifingicos
ha supuesto un valor afiadido en el manejo de los pacientes
con esta patologia. La monitorizacion de los azoles es actual-
mente una herramienta complementaria en el tratamiento de
pacientes con infeccion fungica invasora. Exceptuando fluco-
nazol, cuyas caracteristicas farmacodinamicas favorables ha-
cen que la monitorizacion no sea necesaria en la gran mayoria
de los pacientes, los resultados publicados de diferentes estu-
dios con itraconazol, posaconazol y voriconazol hacen que su
monitorizacion rutinaria deba ser tenida en cuenta, y en el
caso de voriconazol obligatoria como herramienta de manejo
en pacientes en tratamiento o profilaxis

En cuanto a itraconazol y posaconazol, la monitorizacion
de concentraciones valle es recomendable, siendo también la
monitorizacion de la absorcion una actitud terapéutica valida
para asegurar la biodisponibilidad de ambos farmacos.

Por el contrario, no se dispone de datos ni estudios pros-
pectivos que relacionen las concentraciones séricas con efica-
cia y toxicidad en el uso de anfotericina B y equinocandinas, vy
los datos poblacionales farmacocinéticos disponibles demues-
tran relaciones dosis exposicion predecibles para estos anti-
fungicos. Por lo tanto la monitorizacion de estas dos familias
de antifingicos no esta recomendada hasta este momento
como herramienta para el manejo del paciente tratado con es-
tos farmacos.
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2.1.- Planteamiento.

Los triazoles de uso sistémico disponibles actualmente para el uso clinico son fluconazol,
itraconazol, voriconazol y posaconazol. Asi mismo, actualmente esta en fase de desarrollo y
estudio isavuconazol. Estos farmacos utilizados para el tratamiento de la enfermedad flngica
invasora (EFI), junto a la familia de las equinocandinas, han revolucionado tanto el tratamiento
como la evolucion de los pacientes con este tipo de patologias. Pero al contrario que en el caso
de las equinocandinas, que han demostrado tener un perfil farmacocinético estable y no
presentan variabilidad farmacocinética intraindividual y tampoco interpoblacional (Gautier-
Veyret, Fonrose et al., 2015; Saini, Seki et al., 2014), los azoles presentan ciertas peculiaridades
que explican que su farmacocinética varie de unos individuos a otros (Hope, Billaud et al.,
2008).

La monitorizacion de farmacos tiene por objetivo maximizar la probabilidad de éxito
terapéutico, minimizando la probabilidad de toxicidad. Las recomendaciones especificas para la
monitorizacion varian en funcién del farmaco a monitorizar y el contexto clinico en el que se

produzca la administracion de este.

En la actualidad, disponemos de recomendaciones de expertos y distintas sociedades médicas
que apoyan la necesidad de realizar una monitorizacion Cada dia hay mayores evidencias de que
la monitorizacion de azoles ayuda al ajuste de la dosis efectiva, previene la administracion de
dosis relacionadas con toxicidad y permite una adecuada vigilancia de la biodisponibilidad,
especialmente en aquellos farmacos que se administran por via oral (Andes, Pascual et al.,
2009).

El desarrollo y validacion de técnicas analiticas reproducibles y fiables permiten monitorizar la
exposicion de antifangicos en el paciente tratado y constituyen una herramienta complementaria
que facilita el manejo del paciente con EFI, asegurando un uso eficaz y seguro de los
antifungicos triazolicos sistémicos (Dolton, Ray et al., 2012; Hope, Billaud et al., 2008; Kintzel,
Rollins et al., 1995; Park, Kim et al., 2012; Pascual, Calandra et al., 2008; Ashbee, Barnes et al.,
2014; Bruggemann and Aarnoutse, 2015; Lewis, 2011).

2.2.- Objetivo.

De acuerdo con las necesidades actuales en el manejo de la EFI, el objetivo de esta tesis fue

implementar métodos analiticos validos basados en la cromatografia liquida de alta eficacia
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(HPLC) y en métodos microbioldgicos (bioensayos) para la cuantificacion de concentraciones
sanguineas de antifngicos azolicos (itraconazol, voriconazol y posaconazol). Se desarrollaron y
validaron para su aplicacion en monitorizacion de pacientes tratados, asi como para el estudio

de la relacion exposicién-respuesta en modelos animales de infeccion.

2.3.- Desarrollo del objetivo.

El desarrollo de los métodos analiticos y su validacion se realiz6 de manera secuencial:

e Desarrollo y validacion de un método cromatografico y microbiolégico (HPLC-UV)

para la deteccién y la cuantificacion de voriconazol en muestras de suero humano.

e Desarrollo y validaciéon de un método cromatografico, mediante cromatografia liquida
de alta eficacia acoplada a un detector de fotodiodos (HPLC-UV) para la deteccion y
cuantificacion de itraconazol y su metabolito activo hidroxiitraconazol en muestras de

suero humano.

e Desarrollo y validacion de un método cromatografico (HPLC-UV) y microbiol6gico

para la deteccién y la cuantificacion de posaconazol en muestras de suero humano.

e Desarrollo y validacion de un método (HPLC-UV) aplicable a estudios exposicion-

respuesta con posaconazol en un modelo murino de aspergilosis invasiva

e Validacion de un modelo alternativo de aspergilosis en invertebrado ( larvas de Galleria

mellonella) para estudios de virulencia.

e Estudio de la correlacién in vivo-in vitro con azoles en el modelo de aspergilosis en

invertebrado (modelo Galleria mellonella).

e Estudios farmacodinamicos en pacientes monitorizados en tratamiento con voriconazol.
Establecimiento de relaciones dosis- eficacia, y recopilacion de datos clinicos que

ayuden a aclarar el papel de la monitorizacién en el manejo de la EFI.
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3.- Desarrollo




3.1.-Fase preanalitica: desarrollo y validacion de métodos bioanaliticos

para la cuantificacion de antiflngicos azolicos sistémicos.
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Articulo original: “Development and validation of a fast HPLC/photodiode array

detection method for the measurement of voriconazole in human serum samples. A

reference laboratory experience”.

Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica. 2013 Jan;31(1):23-8.  doi:
10.1016/j.eimc.2012.03.003. Epub 2012 Jul 8.

Objetivos:

1.-Desarrollo de un método rapido y sencillo mediante cromatografia liquida de alta eficacia

para la cuantificacion de voriconazol en muestras de suero humano.

2.-Validacion del método descrito siguiendo las recomendaciones de las guias internacionales

para validacion de métodos bioanaliticos.

3.-Andlisis de una manera descriptiva los resultados obtenidos de la evaluacion de 141 muestras

de suero humano pertenecientes a pacientes tratados con voriconazol.

Conclusiones:

1.-Es un método répido, simple y valido para cuantificar voriconazol en muestras de suero
humano.

2.-Cumple los criterios de validacion de métodos bioanaliticos de las guias internacionales
(FDA, EMEA). La precision y la exactitud son aceptables, y el rango de concentraciones
evaluadas cubre el rango terapéutico propuesto para voriconazol tanto en tratamiento como en
profilaxis.

3.- Se observo una gran variabilidad tanto intra como interpaciente en las concentraciones de

voriconazol, lo cual corrobora la necesidad de monitorizacion de este antifngico.

4.-Este método es aplicable a la monitorizacion terapéutica de voriconazol en el laboratorio
clinico de manera rutinaria. Debido a la rapidez del andlisis y su simplicidad, este método
puede ofrecer al clinico una herramienta para la individualizacion de la dosis y su ajuste de

manera rapida y eficaz.
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ABSTRACT

The aim of this study was the development and validation of a fast and simple high performance liquid
chromatography method for measuring voriconazole in human serum using ravuconazole as an external
standard. The experience of the reference laboratory in therapeutic drug monitoring of voriconazole
is also reported. This method is based on the precipitation of proteins in human serum and detection
by HPLC/UV. Chromatographic separation is achieved using an isocratic solvent delivery with detection
at 255nm and a run time of 7 min. The assay was validated according to international guidelines and
was also applied to the analysis of 141 trough serum samples from patients treated with voriconazole.
All validation parameters met the criteria set out in FDA guidelines for bioanalytical methods. A high
interpatient and intrapatient variability was observed in clinical samples. This method is accurate enough
to perform therapeutic drug monitoring in patients receiving voriconazole treatment.

© 2012 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.

Palabras clave:

Voriconazol

Monitorizacion

Cromatografia liquida de alta eficacia
Ravuconazol

Desarrollo y validacion de un método rapido por HPLC/PDA parala
cuantificacion de voriconazol en muestras de suero humano. Experiencia de un
laboratorio de referencia

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue el desarrollo y validacion de un método rapido y sencillo mediante cro-
matografia liquida de alta eficacia para la cuantificacidn de voriconazol en muestras de suero de origen
humano usando ravuconazol como estandar de extraccion. Ademas se detalla la experiencia de un centro
de referencia en la monitorizacion de voriconazol. El método esta basado en la precipitacion de proteinas
con acetonitrilo para su posterior procesamiento en un aparato de HPLC/UV. La separacidn cromatografica
se llevo a cabo usando flujo isocratico con longitud de onda de deteccién a 255 nm y un tiempo de andlisis
de 7 minutos. En ensayo se validé de acuerdo con las guias internacionales y se aplico al andlisis de 141
muestras de pacientes tratados. Todos los parametros de validacion cumplian los criterios de la Guia de
la FDA para la validacion de métodos bioanaliticos. Se observo una gran variabilidad intra e interpaciente
en las muestras clinicas evaluadas. El método es suficientemente preciso y exacto para la monitorizacon
de pacientes en tratamiento con voriconazol.

© 2012 Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

Introduction

in both intravenous and oral formulations*=> with an activity that
is influenced by both genetic (CYP polymorphisms) and clinical

Voriconazole (VRC) is a triazole with broad-spectrum antifun-
gal activity, currently considered to be the first-line agent for the
treatment of invasive aspergillosis!-. This compound is available

* Corresponding author.
E-mail address: aliciagl@isciii.es (A. Gémez-Ldpez).

0213-005X/$ — see front matter © 2012 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.
doi:10.1016/j.eimc.2012.03.003

conditions (i.e. hepatic failure, concomitant medications, etc.). This
metabolic pathway makes it prone to interactions with a large
number of drugs.

In light of this pharmacodynamic and pharmacokinetic vari-
ability, many studies have attempted to correlate blood levels of
the compound with the clinical response. Most of the published
data has shown substantial inter- and intra-individual variability

83



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22776376

Articulo original: “HPLC/UV_ or bioassay: two valid methods for posaconazole

quantification in human serum samples™'.

Clinical Microbiology and Infection. 2012 Dec;18(12):1229-35. doi: 10.1111/j.1469-
0691.2011.03732.x. Epub 2011 Dec 22.

Objetivos:

1.-Desarrollo de un método rapido y sencillo mediante cromatografia liquida de alta eficacia

para la cuantificacion de posaconazol en muestras de suero humano.

2.-Desarrollo de un método rapido y sencillo mediante bioensayo para la cuantificacion de

posaconazol en muestras de suero humano

3.- Validacion del método desarrollado mediante siguiendo las recomendaciones de las guias

internacionales para validacion de métodos bioanaliticos.

4.- Validacion cruzada de ambos métodos con muestras clinicas, tomando el método

cromatografico como método de referencia.
Conclusiones:

1.-Son dos métodos rapidos, simples y véalidos para cuantificar posaconazol en muestras de

suero humano.

2.-Cumple los criterios de validacion de métodos bioanaliticos de las guias internacionales
(FDA, EMEA). La precision y la exactitud son aceptables, y el rango de concentraciones
evaluadas en ambos métodos cubre las concentraciones diana propuestas para posaconazol tanto

en tratamiento como en profilaxis.

3.- Los resultados de la validacion cruzada muestran muy buena correlacion, resultando validos
para realizar el seguimiento de las concentraciones sanguineas en pacientes tratados con

posaconazol.

4.-Ambos métodos son aplicables a la monitorizacion terapéutica de posaconazol en el
laboratorio clinico de manera rutinaria. EI bioensayo ofrece una alternativa valida y fiable a los
métodos cromatograficos en aquellos laboratorios clinicos que no puedan optar a la adquisicion

de instrumentacion para el analisis cromatografico.
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Abstract

In this paper we report on the development and validation of two different methods for posaconazole quantification from serum sam-
ples, HPLC/UV and bicassay. Both methods have been validated according to international guidelines and were also applied to the analy-
sis of 61 trough serum samples from treated patients. A good correlation between both methods was observed. The HPLC method,
more laborious and expensive, was demonstrated to be more accurate, precise and faster (analytical range 0.125-16 pg/mL, accuracy
between —2.48 and 3.70% and precision between 2.77 and 5.93%, with an analytical run time of || min), making it a valuable tool for
reference laboratories that centralize high numbers of samples. The microbiological method, however, is simple and offers sufficient
precision and accuracy (analytical range 0.125-16 ug/mL, accuracy between —8.10 and 3.77% and a precision between 4.52 and 10.07%),

to be used to monitor posaconazole. It may be a valid alternative to chromatographic methods in clinical laboratories without special-

ized facilities.
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Introduction

Posaconazole is a new triazole with broad-spectrum antifun-
gal activity against Candida, Aspergillus and Fusarium species,
as well as against zygomycetes [|]. It has proven effective as
a curative treatment of invasive fungal infections, mostly inva-
sive aspergillosis and refractory mucosal candidiasis, and for
antifungal prophylaxis in patients with graft-versus-host dis-
ease, as well as in patients with prolonged neutropenia in
acute leukaemia [2-5]. Posaconazole is a highly lipophylic
weak base structurally related to itraconazole. It belongs to
class Il compounds, indicating that it is well absorbed but dis-
solves slowly in water (high permeability/low solubility) [6].
Similar to other triazoles, marked interpatient variability
(between-patient variability in blood concentration after
receiving the same dose), for both healthy volunteers and
patient populations has been described. Several factors can

impact posaconazole disposition: first, the only available for-
mulation is an oral suspension that shows a great variability
of absorption. Prandial state and meal composition (specifi-
cally fat), gastric pH or mucosal integrity impact significantly
on posaconazole absorption [7]. Moreover, dose frequency
has been proven to influence posaconazole disposition [8].
With regard to the pharmacodynamic endpoints associated
with optimal treatment, certain evidence has suggested a
relationship between exposure and efficacy for this com-
pound [9]. Hence, the concept of posaconazole therapeutic
drug monitoring should be explored at length in future clini-
cal studies.

To perform therapeutic drug monitoring, several quantifi-
cation methods of posaconazole in serum by HPLC and by
liquid chromatography—tandem mass spectrometry methods
have been described in the literature [10-14]. As far as we
know, only one microbiological method (bioassay) has been
described for posaconazole monitoring [15]. It offers several
practical advantages, such as simplicity and low costs, and is
therefore a valid alternative to chromatographic methods in
clinical laboratories without specialized equipment.

We aim to report on the development and validation of a
rapid HPLC/UV for posaconazole detection method with

@2011 The Authors
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ravuconazole as the extraction standard (ES) from human
serum. The chromatographic method was validated according
to international guidelines in terms of stability, specificity, lin-
earity, precision and accuracy for serum matrix [16,17].
Additionally a bicassay for posaconazole quantification was
also described and validated. Our experience with both ana-
lytical methods to measure serum concentrations of posaco-
nazole in patients under treatment or receiving prophylaxis
is reported.

Materials and Methods

Chemicals, instruments and chromatographic conditions
Stock solutions of posaconazole (Merck & Co., Inc., Rahway,
NJ, USA) and the ES, ravuconazole (Brystol Myers Squibb
Company, Madrid, Spain) were prepared on dimethyl sulfox-
ide (DMSO; Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) from authenticated
analytical reference powder. Human commercial serum from
human male AB Plasma, supplied by Sigma-Aldrich, was used
as a matrix for solution preparation. Other antifungal drugs
used were Amphotericin B (Sigma-Aldrich), flucytosine
(Sigma-Aldrich), fluconazole, (Pfizer S.A., Madrid, Spain),
itraconazole (Sigma-Aldrich), hydroxy-itraconazole (Janssen
Pharmaceutica, Madrid, Spain), voriconazole (Pfizer S.A.),
caspofungin (Merck & Co., Inc.), micafungin (Astellas Pharma,
Inc., Tokyo, Japan) and anidulafungin (Pfizer S.A).
Chromatographic and detection conditions are described
in Table |. The mobile phase consisted of a filtered and
degassed mix of acetonitrile : ultrapure water (60 : 40, v/v).

Preparation of solutions

Two separate stock solutions of posaconazole were prepared
for calibration standards (CS) and quality controls (QC),
respectively, by dissolving 3.2 mg posaconazole in 2 mlL
DMSO for each solution yielding concentrations of 1.6 mg/mL.

TABLE |. Chromatographic and instrumental conditions

Instrumental parameters Conditions

Elution mode Isocratic (60 : 40 acetonitrile:water)
Flow rate 0.8 mUmin

Volume of injection 50 ul

Wave length detection 262 nm

Column Sunfire CI8 5 um 4.6 » 150 mm
Guard column Sunfire CI8 5 um 4.6 x 20 mm
Temperature of the column 25°C

Temperature of the auto sampler 25°C

Pressure of the system 1200-1500 Psi

Quantitative detection methodology Peak area

Qualitative detection methodology Time retention; UV Spectrum

Calibration mode Calibration curve

Concentration units Jig/ml

Analytes time retention Posaconazole 6.50 + 0.1 min
Ravuconazole 9.95 + 0.1 min

Run time Il min

@201 | The Authors

One solution was used to prepare eight CS at final con-
centrations of 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8 and 16 ug/mL by
spiking adequate amounts of the posaconazole stock solution
into drug-free human serum. In the same manner, an addi-
tional five QC samples were prepared using the second
stock solution of posaconazole to obtain final concentrations
0.25, 0.5, 1, 4 and 8 ug/mL. A standard stock solution of ES
was prepared at 200 ug/mL in DMSO. For the bioassay pro-
cedure, ES was not added when QC or CS solutions were

prepared.

Chromatographic assay

The CS and QC sample solutions were processed as follows:
Ice-cold acetonitrile in a volume of 150 ul was added in
| : | proportion. This solution also included a volume of ES
to result in a final concentration of 2 ug/mL. The resulting
mixture was then shaken for 30s on a Vortex Shaker at
maximum speed followed by centrifugation at 13 800 g at
25°C for 15 min. Fifty microlitres of the supernatant was

then injected into the chromatographic system and analysed.

Bioassay

The biological activity of posaconazole in serum samples was
also measured by a diffusion assay. One hundred and fifty mil-
lilitres of medium containing 6.7 g/L yeast nitrogen base
(YNB, Difco Becton Dickinson), 10 g/L glucose (Sigma-
Aldrich, Madrid, Spain), 5.9 g/L trisodium citrate and 14 g/L
agar were prepared aseptically in two volumes (15 mL of fil-
tered broth medium and I35 mL of autoclaved agar solution).
A susceptible strain of Candida kefyr (ATCC 28838, posaco-
nazole MIC 0.015 ug/mL) was used as a test organism. For
the assay, -5 CFU of the subcultured yeast were tipped and
suspended in 3.0 mL sterile water. The turbidity of the sus-
pension was adjusted to a McFarland standard of 0.5 (530 nm,
1% 10° to 5 x 10° CFU/mL). One hundred and thirty-five milli-
litres of agar solution, 15 mL broth medium and 1.5 mL inocu-
lum (final ionoculum size 10* CFU/mL) were then mixed at a
temperature of 50°C, poured into 250 x 250-mm square
plates (NIRCO Diagnostico e Investigacion, Madrid, Spain) and
allowed to solidify on a level surface at room temperature for
4560 min. Thereafter, 37-mm diameter wells were bored
aseptically with the help of a sterile cork borer in a well-spaced
pattern. Fifty microlitres of each standard, control or sample
were pipetted in triplicate into individual wells of the plate. No
protein precipitation pre-treatment was performed. The plates
were incubated for 24 h at 37°C.

The assay was repeated over 4 days for QC, 2 days for CS
and once for clinical samples. Zones of inhibition were mea-
sured to the nearest 0. mm using a metric calliper microme-
ter (Fowler, Ultra-cal Il. Sylvac, Bevilard, Switzerland).

Clinical Microbiology and Infection ©2011 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, CMI, 18, 1 229-1235
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Validation procedures

HPLC assay. The HPLC method was assayed for linearity,
precision and accuracy, recovery rate, selectivity and stability.
Linearity was assessed by linear regression (best fit obtained
when plotting peak areas measured by HPLC against posaco-
nazole concentration in the range of 0.125-16.0 ug/mL).
Experiments were performed in quadruplicate on two non-
consecutive days. In addition, intra-day and inter-day preci-
sion and accuracy (expressed as coefficient of variation
(CV%) and relative error (RE%), respectively) were evaluated
by triplicate processing and analysis of five QC samples
(0.25, 0.5, 1, 4 and 8 ug/mL) on five non-consecutive days.
Criteria for acceptability of data included accuracy (RE%)
within +15% deviation from the nominal values and precision
within £15% of CV%, except for the lower limit of quantifi-
cation (LLOQ), for which data should not exceed 20% of
CV% [16,17].

Recovery experiments (extraction efficiency) were per-
formed by comparing results of extracted samples (0.5, 2
and 4 ug/mL, n = 3) with the unextracted standards that rep-
resent 100% recovery.

Selectivity was investigated for potential interference by
endogenous substances by using six independent batches of
human serum samples. Selectivity was indicated by the
absence of any endogenous interference peaks at posaconaz-
ole and ES retention times.

The specificity was evaluated with respect to all the regis-
tered antifungal agents listed above and some antibacterial
drugs (amoxicillin/clavulanic acid, imipenem, ciprofloxacin,
gentamicin and ceftazidime) commonly used in patients trea-
ted with posaconazole. Specificity was indicated by the
absence of interference peaks at the same retention times of
posaconazole.

Quality controls were also tested for stability of posaco-
nazole under a variety of storage and handling conditions: (i)
three freeze—thaw cycles (three freeze (—20°C)-thaw (room
temperature) cycles), (ii) short-term storage (freeze for 24 h
at —20°C and then thaw for 4 h at room temperature), (iii)
long-term storage (freeze for | month at —20°C and then
thaw for 4 h at room temperature), (iv) bench-top stability
(storage at room temperature for 24 h and 90 h, and then
processed), and (v) stock solution stability (evaluation of
stock solution in DMSO tested at the beginning of the
experiments and then after being stored at -20°C for
2 months, which is the estimated time for this validation pro-
cedure). All stability tests in serum matrix were performed
using low (0.5 pg/mL), medium (2 pg/mL) and high (4.0 ug/
mL) QC concentrations, and analysed in triplicate. Addition-
ally, our laboratory participates in the international quality

control programme of antifungal drugs of the Association for

Quality Assessment in Therapeutic Drug Monitoring and
Clinical Toxicology (KKGT) [18].

Bioassay. The bioassay was also tested for linearity, precision
and accuracy. Different experiments that included eight CS,
five QC, both in triplicate, and a blank matrix control were
performed for the procedure validation.

Intra-day and inter-day precision and accuracy of the analyt-
ical method were evaluated by triplicate processing and analy-
sis of five QC samples (0.25, 0.5, |, 4 and 8 ug/mL), on three
non-consecutive days. Criteria for acceptability of data were
the same as previously described for HPLC methodology.

Measurements of posaconazole in clinical samples

Sixty-one serum samples from patients who received posaco-
nazole oral suspension for different indications were evalu-
ated. A sample volume of 300 uL was used for sample
preparation and concentration measurement, 150 ul was
used for HPLC evaluation and the remaining 150 uL for the
microbiological method.

Clinical samples were processed as described above for
each methodology. Hospital patients signed the informed
consent form, which authorized researchers to perform
therapeutic drug monitoring of posaconazole and analysis

thereof.

Concordance between HPLC and bioassay
The agreement between posaconazole levels measured by
HPLC and bioassay was evaluated by using the intra-class
correlation coefficient (ICC, PASW Stamstics 18, PAWS Sta-
tistics, Madrid, Spain), which was expressed to a maximum
value of | and with a 95% CI. The ICC is a reverse measure-
ment of the variability of the counting values. It can reach a
maximum value of | if there is a perfect correlation and a
minimum value of —1 if there is a complete absence of cor-
relation. The ICC is a scale analysis and provides the highest
statistical power for correlation studies. A p value of <0.0l
was considered to be statistically significant

Results were also compared by the least-squares linear
regression using standard techniques (Eviews statistics pro-
gram, Quantitative Micro Software). For these calculations,
HPLC was considered the reference method.

Results

High performance liquid chromatography

Posaconazole was correctly separated and detected following
the chromatographic conditions described above, posaconaz-
ole eluted at 6.50 + 0.2 min and ES at 9.95 + 0.2 min. A linear

@2011 The Authors
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relationship (y (peak area) = 79174x (posaconazole concen-
tration)) was found over a range of drug concentrations
tested (7 = 0.9994). The LLOQ of posaconazole was deter-
mined to be 0.125 ug/mL. The limit of detection was found
to be 0.06 ug/mL. The within-days and between-days preci-
sion for QC samples was <I15%. The method also showed an
accuracy within 15% (20% for LLOQ), as is described in
Table 2. Absence of carryover was detected after injection
of the highest QC samples (16 ug/mL). In conclusion, CV%
and RE% data obtained for posaconazole were within accept-
able limits stated for bioanalytical method validation by the
Food and Drug Administration and European Medicines
Agency [16,17].

The mean recovery from human serum was in the range
91.63-104.69% for posaconazole. The mean recovery of the
ES was 102.11%. Posaconazole-free serum samples did not
show any interference with posaconazole signal. Interactions
between most antifungal and antibacterial drugs tested,
matrix components and posaconazole were not observed. It
is worth noting that hydroxy-itraconazole showed a reten-
tion time close to that of posaconazole (6.30 + 0.1 min vs.
6.50 £ 0.2 min).

Results of stability conditions are listed in Table 3. Data
show that posaconazole was stable under most of the condi-
tions tested. The only factor slightly affecting posaconazole
quantification was the storage of samples at room tempera-
ture (between 20.5 and 36.2% disagreement between peak
areas). For this reason, the freezing of serum samples or
processing them within 24 h of receipt is recommended.

Quality control programme results

Regarding results from the 2010 quality control programme
for posaconazole, three out of four (75%) samples analysed
passed the requirements defined by the programme regula-
tions. These results were inside the 80-120% acceptable

range for the theoretical value (median 95%, range 90—
100%), providing an additional external validation of the
method.

Bioassay

Standard curve was logarithmic in the range of 0.125-16 ug/mlL
(Fig. 1). The LLOQ and limit of detection were 0.125 ug/mL.
Inter-day and intra-day values for accuracy and precision were
below —8.10, 10.07% and 7.88, 5.47% respectively (Table 2).

Concordance between HPLC and bioassay results

Results from clinical samples ranged from 0.00 to 1.517 ug/
mL by bioassay and from 0.00 to 1.916 ug/mL using HPLC
methodology. Data below LLOQ were coded as 0.00 ug/mL.
Overall, the correlation between results was good with an
ICC value of 0.915 (0.86-0.95, p <0.01). Results of linear
regression analysis were also acceptable as described below:
Bioassay = 0.742(HPLC) + 0.026; R* = 0.871, with a coeffi-
cient of correlation = 0.931; n = 61 runs (Fig. 2).

Discussion

We describe and compare two different methodologies,
HPLC and a bioassay, for posaconazole quantification from
clinical samples. Both methods offer interesting advantages.
HPLC has been described as a more accurate, precise and fas-
ter methodology, being a useful tool for therapeutic drug
monitoring and pharmacokinetic studies [19]. We found in
our study that the HPLC method offers superior precision
and accuracy compared with the microbiological method
(Table 2). Additional advantages such as a simple sample pre-
treatment procedure (single-step protein precipitation with
acetonitrile [13]), the use of ravuconazole as ES (with similar

chemical profile to ensure a comparable chromatographic

TABLE 2. Within-day and between-day precision (calculated as coefficient of variation, CV) and accuracy (expressed as per -

cent of the relative error, RE) for HPLC and bioassay methodologies

HPLC Bioassay
C nom C (ug/mL) Mean * SD CVi RE% * SD C (ug/imL) Mean * SD Cvi RE% * SD
Within-day variabilicy n = 6 Within-day variabilicy n = 6
0.25 0265 + 0.005 199 6,08 + 1.09 0.244 +0.012 5.06 —211 £ 496
05 0537 + 0007 145 746 £ 059 0.539 + 0.003 0.74 788 + 0.80
I 1000 + 0,025 090 —3.05 + 256 1.070 +0.031 2.90 703 +£13.11
4 3879 £ 0023 0sl —3.01 + 1.56 4.12 £0.226 5.47 324 + 5.65
8 7722 + 0087 1.13 —346 £ 211 744 +0.208 2.80 —697 + 2.60
Between-day variabilicy n = 18 Between-day variabiliy n = 12
0.25 0250 + 0014 593 0.18 +2.57 0.248 + 0.011 4.582 —041 + 450
05 0518+ 0015 25 3.70 +243 051 +0.035 6.82 265 + 7.00
I 1012 +0021 211 1.26 + 2.02 1.03 + 0.084 8.14 377 £ 845
4 3964 £ 0.102 259 —0.88 +243 3.90 +0.390 10.07 230 +9.84
8 7801 + 0094 2T —248 + 257 7.35 + 0432 5.88 —8.10 + 541

CV% = standard deviation/mean of measured values »100; RE% = [(mean measured eoncentration — neminal concentration)inominal eoneentration] »100.
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TABLE 3. Stability of posaconazole solutions after a variety

of storage and handling conditions

Pealk area | Peak area 2
posaconazole posaconazole % posaconazole
average average average
Freeze-thaw stabilicy
05 43736 39410 90.10
2 151 284 150 871 99.72
4 309 095 289 473 93.65
Short-term stability
05 43736 38439 87.88
2 151 284 145 499 96.17
4 309 095 303 908 9832
Long-term stabilicy
05 43736 41731 95.41
2 151 284 151 100 99.87
4 309 095 302 557 97.88
24h 90 h 24 h 90 h
Post-preparative stability
05 43736 34767 27903 79.49 63.79
2 151 284 139 309 93987 92.08 62.12
4 309 095 300 142 177472 97.10 57.41
Stock solution stability
05 40 830 47718 116.86
2 157 453 185 252 117.65
4 315019 360 745 114.51

Peak area |: Peak area detected at the beginning of the experiment. Peak area
2: peak area at the end of the experiment % posaconazole average. For each
experimental condition posaconazole peak areas were compared with those
obtained at the beginning of the study and percentage of concordance was eval-
uated (maximum concordance 100%). Freeze—thaw stability (three freeze-thaw
cycles). Short-term storage (freeze for 24 h at —=20°C and then thaw for 4 h at
room temperature), long-term storage (freeze for | month at —20°C and then
thaw for 4 h at room temperature); bench top stability (storage at room tem-
perature for 24 h and 90 h, and then processed), and stock solution stabilicy
(evaluation of stock solution in dimethyl sulfoxide tested at the beginning of the
experiments and then after being stored at —20°C for 2 months (estimated time
for this validation procedure).

behaviour) or the use of a simple mobile phase without buf-
fers or additives [I1,13,20,21] make this a valuable method
for posaconazole quantification. However, such facilities might
not be available in all clinical microbiology laboratories
whereas bioassay facilities are almost certainly available. The
proposed bioassay has been shown to be a simple, inexpen-
sive and reliable method for posaconazole quantification. Our

data demonstrate sufficient accuracy and precision in spite of

Bioassay calibration curve
¥=>5.1714Ln(x) + 22.607

R?=10.9087

Diameter (mm)
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FIG. |. Posaconazole bioassay linearity and calibration curve.
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FIG. 2. Scatter plot of posaconazole (PSZ) serum concentrations
(ug/mL) measured by HPLC and bioassay. Linear regression: Bioas-
say = 0.7425 (HPLC) + 0.026; R* = 0.871, with a coefficient of cor-

relation = 0.931; n = 61 runs.

the intrinsic variability described for this methodology (natural
antifungal serum activity [22,23] or the inhibition zones mea-
surement bias). However, it is worth noting that bioassay has
important limitations; first, bioassay quantifies the antifungal
activity, but fails to identify the drug or its active metabolites.
In addition, total inhibition zones can be modified by concomi-
@ant antifungal drugs, and therefore they might not represent
correctly the serum antifungal concentration. In this study, we
found that results are comparable using these two different
methodologies (ICC value 0.915). Linear regression analysis
also shows a good correlation value between bioassay and
HPLC (coefficient of correlation = 0.931) and comparable
results (slope 0.742). Values in the HPLC are slightly greater,
probably because of the accuracy of the chromatographic
method compared with that of the bioassay, where an agar
diffusion procedure occurs before drug quantification.
Another point to consider is that although the lower limit
of quantification (0.125 ug/mL) of these two methods is rela-
tively high compared with that of the other reported meth-
ods such us ultra-performance liquid chromatography-UV or
liquid chromatography—tandem mass spectrometry
[13,15,21,24], the linearity range described here effectively
covers what is currently believed to be the clinically relevant
range for posaconazole concentrations in serum or plasma
(the Food and Drug Administration briefing document rec-
ommends a goal posaconazole average serum drug concen-
tration of 0.700 ug/mL; Andes et al
posaconazole trough values around 05 ug/mL for prophy-
laxis and between 0.5 and 15 ug/mL for therapy) [6.9].
Therefore it would not be a limitation with regard to their

recommends

usefulness in therapeutic drug monitoring.
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In summary, our study validates two methods for thera-
peutic drug monitoring of posaconazole and showed a good
concordance between the bioassay and HPLC for the mea-
surements of posaconazole serum levels in 6| samples. Both
methods have been validated for serum samples and not for
other body fluids. The HPLC method is more accurate,
more precise and faster, being more appropriate for thera-
peutic drug monitoring and pharmacokinetic studies. The
microbiological method, however, is relatively simple and
offers sufficient precision and accuracy to be used to moni-
tor drug levels in patients in routine clinical laboratories,
where chromatography equipment is not ordinarily available.
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Articulo original: “Determination of voriconazole serum concentration by bioassay, a

valid method for therapeutic drug monitoring for clinical laboratories”.
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Objetivos:

1.- Desarrollo de un método réapido y sencillo mediante bioensayo o ensayo microbioldgico para

la cuantificacion de voriconazol en muestras de suero humano.

2.-Validacion de este método segun los estandares de las guias internacionales para la

validacion de métodos bioanaliticos.

3.-Determinacion de la reproducibilidad y la validez del método mediante la evaluacion de
controles de calidad de concentraciones conocidas. Se realiz6 una validacion cruzada tomando
como referencia un método por HPLC para establecer la validez del bioensayo y cémo podia

afectar a la toma de decisiones clinicas las diferencias obtenidas.

Conclusiones:

1.-Es un método répido, simple y valido para cuantificar voriconazol en muestras de suero

humano en laboratorios donde no haya accesibilidad a aparatos cromatogréaficos.

2.-Cumple los criterios de validacion de métodos bioanaliticos de las guias internacionales
(FDA, EMEA). La precision y la exactitud son aceptables, y el rango de concentraciones
evaluadas en ambos métodos cubre las concentraciones diana propuestas para voriconazol tanto

en tratamiento como en profilaxis.

3.- Los resultados de la validacion cruzada muestran una muy buena correlacion entre ambos
métodos, resultando el bioensayo valido para realizar el seguimiento de las concentraciones

sanguineas en pacientes tratados con voriconazol.

4.-Es un método valido para la monitorizacion terapéutica de voriconazol en el laboratorio
clinico. El bioensayo ofrece una alternativa fiable a los métodos cromatograficos en aquellos
laboratorios que no puedan optar a la adquisicién de instrumentacion para el analisis

cromatografico.
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Determination of Voriconazole Serum Concentration by Bioassay, a
Valid Method for Therapeutic Drug Monitoring for Clinical

Laboratories

Emilio Cendejas-Bueno, Manuel Cuenca-Estrella, Alicia Gomez-Lopez

Servicio de Micologia, Centro Macional de Microbiclogia, Instituto de Salud Carlos IIl, Majadahonda, Madrid, Spain

We describe here a simple, fast, and reliable bioassay method for therapeutic drug monitoring of voriconazole. Fifty-eight clini-
cal and external quality control samples were evaluated with this microbiological assay, and results were compared with those
obtained with a previously validated chromatographic method. A good correlation between both assays was observed. This par-
ticular microbiological method was demonstrated to be simple and offers enough precision and accuracy to perform voricona-
zole therapeutic drug monitoring in laboratories without specialized equipment.

Voriconazole is used for the treatment of invasive fungal infec-
tions. It is currently considered the first-line agent for the
treatment of invasive aspergillosis (1) and a valid alternative for
treating invasive candidiasis (2).

It is available as both an oral and intravenous formulation and
is characterized by a saturable hepatic metabolism influenced by
genetic background and specific clinical conditions. Most pub-
lished data have shown substantial inter- and intraindividual vari-
abilities of trough concentrations, and recent published data have
suggested that its efficacy and tolerance could be increased with
therapeutic drug monitoring (TDM), a suitable strategy to maxi-
mize the cost-effectiveness of this treatment (3-5). Several retro-
spective studies and also two prospective studies recently pub-
lished support the usefulness of TDM with voriconazole
treatment (3—7). A target blood concentration of voriconazole
ranging between 1.0 and 6.0 pg/ml (therapeutic range) has been
demonstrated to have great utility for patient management (8—
10). To evaluate antifungal concentrations, several quantification
methods, most based on high-performance liquid chromatogra-
phy (HPLC) (11-15) and microbiological assays (bioassay), have
been described in the literature (16—19). Bioassays offer simplicity
and lower costs and are therefore a valid alternative to chromato-
graphic methods in clinical laboratories without specialized
equipment. Nevertheless, some disadvantages have been de-
scribed, such as lack of standardization and lower precision and
accuracy than chromatographic methods, and also limited utility
in cases of antifungal combined therapy.

The aim of this study was to develop a simple, fast, nonexpen-
sive, and reliable bioassay for voriconazole quantification. A
cross-validation between this assay and a previously validated
chromatographic method was also performed (20) in order to
address the effectiveness of the microbiological method for treat-
ment follow-up.

The biological activity of voriconazole in serum samples was
measured in a diffusion assay. Preparation of the media, reagents
for the assay, and the test organism (Candida kefyr ATCC 28838;
voriconazole MIC, 0.015 pg/ml) were previously described (21),
including the following minor modifications. The turbidity of the
test organism suspension was adjusted to 1.0 McFarland (optical
density at 530 nm between 0.23 and 0.27; Thermospectronic, Gen-
esis TM20). In addition, 30 wells (5.4-mm diameter) were bored

July 2013 Volume 57 Number 7
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aseptically with the help of a sterile cork borer in a well-spaced
pattern. Voriconazole was kindly supplied by Pfizer (Pfizer S.A.,
Madrid, Spain). Twenty-five-microliter aliquots of clinical sam-
ples were pipetted in triplicate into individual wells. This amount
of plasma was allowed to diffuse through the agar at room
temperature for 1 h, and the plates were then incubated for 20 h at
37°C.

Human commercial serum (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain)
was used as the matrix for calibration standards (CS) and quality
control samples (QC). Two separate stock solutions of voricona-
zole were used to prepare CS and QC.

A validation procedure was performed in different experi-
ments including CS and QC. The concentrations evaluated are
shown in Table 1.

The assay was repeated over 4 days for QC, over 2 days for CS,
and for 1 day for clinical samples. Zones of inhibition were mea-
sured using a metric caliper micrometer (Fowler, Ultra-cal II; Syl-
vac, Bévilard, Switzerland) by two different analysts (blinded mea-
sures), taking the average of both measurements as the final result.

The bioassay results were tested for linearity, precision, and
accuracy. The criteria for acceptability of data included accuracy
(relative error [% RE]) within a 15% deviation from the nominal
values and precision within 15% of the coefficient of variation (%
CV), except for the lower limit of quantification (LLOQ), for
which data should not exceed 20% of the CV (22, 23). The stan-
dard curve was logarithmic in the range of 0.25 to 8 pg/ml. The
LLOQ was 0.25 pg/ml, which was slightly better than that from
other recently published assays (0.5 to 3.00 pg/ml) (16, 19). Be-
tween- and within-day values for accuracy and precision of the CS
and the QC samples are shown in Table 1. Precision and accuracy
were within the limits established by international guidelines, with
coefficients of variation lower than 12%, a value comparable with
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TABLE 1 Within-day and between-day variabilities of CS and QC”

Cs Qc
Type of variability and CCS (pg/ml) Precision Accuracy CQC (pg/ml) Precision Accuracy
Crom (pg/ml) (mean * SD) (CV %) (RE %) (mean * SD) (CV9%) (RE %)
Within-day variability”
0.25 0.25 = 0.005 2.22 119 0.25 = 0.013 545 0.26
0.5 0.48 = 0.014 3.03 —21.66 0.55 = 0.043 7.75 11.75
1 0.93 = 0.049 5.31 —6.07 1.01 = 0.088 8.72 1.52
2 208 £0.111 5.36 4.16
3 3.03 £ 0.055 1.82 1.06 3.24 = 0.083 2.57 8.32
4 4.08 £ 0.256 6.27 223
6 6.02 £ 0.106 .77 0.43 6.12 = 0.21 3.58 6.18
8 7.89 £ 0.827 10.50 —1.50
Between-day variability
0.25 0.25 £ 0.015 5.88 3.34 0.24 = 0.023 9.67 —247
0.5 0.48 = 0.032 6.70 —2.37 0.50 = 0.060 12.05 0.832
1 0.94 = 0.053 5.65 —5.23 L.00 = 0.105 10.49 0.149
2 2.11 £ 0.257 7.45 5.54
3 3.07 £ 0.150 4.90 249 3.32 = 0.269 8.10 10.96
4 4.23 £ 0312 7.39 5.78
6 5.98 £ 0.355 5.94 —0.20 6.38 = 0.703 11.02 6.37
8 7.73 £ 0.849 10.98 —332

* C,,om» Nominal or theoretical concentration; CCS, experimental concentration of the calibration standards; CQC, experimental concentration of the quality controls.

b i =3 for CS and n = 6 for QC for within-day variability calculations.
©n = 9 for CS and n = 24 for QC for between-day variability calculations.

that for other published bioassays (17—19). Bioassay variability has
been reported to be associated with the natural antimicrobial se-
rum activity or biases in the measurements of the inhibition zones
(24, 25). Although natural antifungal serum activity is difficult to
determine, no zones of inhibition were obtained from any of the
blank commercial serum samples included in each sample set per-
formed. In addition, the dynamic range defined for this bioassay
(0.25 to 8.00 pg/ml) included the therapeutic range considered for
clinical decisions (from 1.0 to 6.0 pg/ml).

A cross-validation was also performed, using a total of 58 hu-
man serum trough samples. Samples belong to 11 patients (46
samples) and 12 external QC samples received from an interna-
tional interlaboratory proficiency testing program for antifungal
drug quantifications. Agreement between measurements was
evaluated by using the intraclass correlation coefficient (ICC;
Paws 18.0; Paws Statistics, Madrid, Spain). A P value of <0.01 was
considered statistically significant. Results were also compared by
using least-squares linear regression standard techniques (Prism
4; GraphPad, La Jolla, CA). For these calculations, the chromato-
graphic method was considered the reference method. The corre-
lation between chromatographic and bioassay methodologies in
clinical samples was statistically significant, as indicated by the
ICC value (0.965; range, 0.941 to 0.979; P < 0.01) and the linear
regression analysis [bioassay: 1.1347(HPLC result) + 0.0543;
R® = 0.899; coefficient of correlation, 0.9481; n = 58 runs] (Fig.
1). Several practical advantages for this bioassay could be enumer-
ated compared to others previously described. One of them was
the number of samples that could be evaluated (10 samples in
triplicate). This fact reduced costs, working time, and biases in the
measuring of the inhibition zones. Another benefit to add is the
small volume of serum required to perform this bioassay (75 pl),
which indicates it is a good alternative when the amount of serum
is not adequate (e.g., pediatric patients). One more practical ad-
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vantage is the flexibility of the assay. Concerning the test organ-
ism, several strains have been used (17-19), but a standard micro-
organism has not been defined for performing this methodology,
and theoretically any strain of Candida showing a voriconazole
susceptibility profile might be suitable as the test organism if it
provided reliable and symmetric zones of growth inhibition.

In contrast, bioassay-based techniques show some limitations.
This method quantifies the antifungal activity but fails to identify
the drug or its active metabolites, and inhibition zones can be
modified by concomitant antifungal drugs. Combined antifungal
therapy should be taken into account, and a bioassay is not ade-
quate for use for TDM in those patients.

Plots representing sequential serum drug concentrations mea-
sured by HPLC and bioassay were created for each patient with

Bioassay/HPLC

iy

0 ; 2 3 4 5 6 7 Ill
HPLC cc (pgimL)

FIG 1 Scatter plot of voriconazole serum concentrations (in pg/ml) as
measured by HPLC and bioassay. Linear regression results: bioassay re-
sult = 1.1347(HPLC result) + 0.053; R* = 0.899; coefficient of correlation,
0.948; 1 = 58 samples.
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FIG 2 Plots of voriconazole (VRC) measurements for the nine patients included in the validation of the voriconazole bioassay.

two or more samples (GraphPad Prism 4), keeping in consider-
ation the target therapeutic range of 1 to 6 pg/ml (8-10) (Fig. 2).
The graphical representation was intended to allow easy detection
of discordant results that might affect clinical decisions, knowing
that values out of the therapeutic range would imply a dose
change. Concordance between individual data was checked, scor-
ing as agreement ( AgM) those cases in which both measurements
were within the therapeutic range and differences were less than
20%; the classification minor error (MiE) was assigned when both
of the measurements were in the same region of the therapeutic
range but differences were more than 20%; a major error (MaE)
classification was assigned when measurements were in different

July 2013 Volume 57 Number 7

regions of the therapeutic range and the differences were less than
20%; a very major error (VmE) classification was assigned when
results were in different regions of the therapeutic range and dif-
ferences were more than 20%. The overall percentages of the AgM
and MIE were close to 90.00% (41.37% and 48.72%, respectively).
Six results were coded as MaE or VmE (Table 2), and values re-
ported from the bioassay were slightly higher (HPLC concentra-
tion average, 1.388 pg/ml, versus bioassay concentration average,
1.636 pg/ml). In our cohort of patients, good and reliable moni-
toring of voriconazole levels could be performed by bioassay. The
main drawback in the evaluation of the clinical samples was the
limited access to clinical records. In general, a more exhaustive
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TABLE 2 Sample results coded as MaE and VmE

Concen (pg/ml) based

Patient Sample o % difference
no. no. HPLC Bioassay between values
5 1 0.98 1.13 13.27

9 1 0.88 1.35 34.81

9 4 541 7.65 29.28

3 1 0.91 1.28 28.90

7 1 0.62 1.02 39.21

7 2 0.88 1.03 14.56

follow-up should be recommended in those cases for which bio-
assay results are close to the upper and lower limits of the thera-
peutic range (1.00 and 6.00 pg/ml).

According to the high concordance values found, this bioassay
is a reliable and nonexpensive tool to perform TDM of voricona-
zole, especially for clinical laboratories where chromatography fa-
cilities are not available.
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experience”.
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Objetivos:

1.-Desarrollo de un método rapido y sencillo mediante cromatografia liquida de alta eficacia
para la cuantificacion de itraconazol y de su metabolito hidroxiitraconazol en muestras de suero

humano.

2.- Validacion de este método segun los estandares de las guias internacionales para la

validacion de métodos bioanaliticos.

3.-Se analizaron de una manera descriptiva los resultados obtenidos de la evaluacién de 104

muestras de suero humano pertenecientes a pacientes tratados con Itraconazol.

Conclusiones:

1.-Es un método rapido, simple y valido para cuantificar itraconazol e hidroxiitraconazol en

muestras de suero humano.

2.-Cumple los criterios de validacion de métodos bioanaliticos de las guias internacionales
(FDA, EMEA). La precision y la exactitud son aceptables, y el rango de concentraciones
evaluadas cubre las concentraciones diana propuestas para Itraconazol tanto en tratamiento

como en profilaxis.

3.- Se observé una gran variabilidad tanto interpaciente en las concentraciones de itraconazol, lo
cual corrobora la necesidad de monitorizacion de este antiflngico. Asi mismo también se
observé variabilidad en la proporcion de hidroxiitraconazol en las muestras evaluadas. Por lo
general, las concentraciones presentes de hidroxiitraconazol en las muestras evaluadas eran de

media dos veces mayor que la de itraconazol.

4.-Este método es aplicable a la monitorizacion terapéutica de Itraconazol en el laboratorio
clinico de manera rutinaria. Debido a la rapidez del anlisis y su simplicidad, este método
puede ofrecer al clinico una herramienta para la individualizacién de la dosis y su ajuste. Asi
mismo queda por esclarecer la importancia de la monitorizacion de hidroxiitraconazol en el

tratamiento y en la profilaxis cuando los pacientes son tratados con Itraconazol.
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A chromatographic method (high-performance liquid chromatography/photodiode array detection) for the
simultaneous determination of itraconazole and its mayor metabolite, hydroxy itraconazole, was developed.
The validation data demonstrated acceptable values for linearity (dynamic range between 0.25-16 pg/mL for
hydroxy itraconazole, 0.125-4 pg/mL for itraconazole), precision (Coefficient of Variation, 2.23-428% and
1.61-9.52% respectively), accuracy (Relative Error, —2.89 to —1726% and —3.11 to 14.44%), selectivity,
sensitivity (Lower limit of Quantification, 0.125 and 0.25 pg/mL), and recovery (97.30-105.82%) for both

Keywords:
High performance liquid chromatography compounds. Its clinical suitability was also investigated in 104 trough human serum samples. The assay
Itraconazole resulted to be rapid, sensitive, and simple for simultaneously quantification of these azole compounds in

Hydroxy itraconazole

serum samples and should make a positive contribution to optimize therapies on an individual basis.

Therapeutic drug monitoring
Ravuconazole

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Itraconazole (ITC), a classical member of the triazole class of
antifungal, is a broad-spectrum triazole anti-fungal drug used to treat
and prevent infections caused by dermatophytes, yeasts, dimorphic
and dematiaceous fungi and molds (Hostetler et al., 1993; Lacroix et
al., 1995). Also it is used in prophylaxis of fungal infections in some
immunosuppressive pathologies as chronic granulomatous disease
(Gallin and Zarember, 2007).

The mechanism of action for this antifungal compound involves
efficient inhibition of the fungal cytochrome P450 (CYP) enzyme
known as 14-c-demethylase. This inhibition results in the blockade of
the synthesis of ergosterol (Saag and Dismukes, 1988), an essential
component of fungal cell membranes.

ITC is extensively metabolized in the liver. The metabolism of ITC
via the CYP3A4 enzymatic system (liver and gastrointestinal tract)
results in the formation of a hydroxylated metabolite known as
hydroxy itraconazole (OHITC). It is an active metabolite which is
present at equal or higher concentrations than ITC in the systemic
circulation (Templeton et al., 2008). In vitro, ITC is metabolized by
CYP3A4 and forms three compounds: OHITC, keto-itraconazole (keto-
ITC), and N-desalkyl-itraconazole (ND-ITC). Circulating amounts of
ke to-ITC, OHITC and ND-ITC following ITC dosing have been detected
in human plasma samples (Templeton etal,, 2008). These metabolites
have been predicted to contribute to in vivo CYP3A4 inhibition

* (Corresponding author. Tel.: +34-91-8223661; fax: +34-91-5097966.
E-mail address: aliciagl@isciii.es (A. Gomez-Lopez ).

0732-8893/§ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rghts reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.diagmicro bio.2013.03.012

observed after ITC dosing. The amounts of keto-ITC and ND-ITC are
negligible compared to OHITC (Templeton et al., 2008 ) and is therefore
considered the main metabolite (de Beule and Van Gestel, 2001).

In the clinical setting, reports have emerged on the relationship
between plasma concentrations and efficacy or toxicity for selected
azoles, suggesting the usefulness of therapeutic drug monitoring (TDM)
(Andesetal, 2009). Insome cases such as voriconazole or posaconazole
therapy, TDM has been considered a standard of care (FDA, 2010;
Pascual et al, 2008). Although there are not enough conclusive clinical
studies for ITC, this compound has enough arguments to justify its
monitorization to assist clinical decision in cases such as lack of
response, gastrointestinal disturbances, concomitant administration of
antacids that hampers the absorption, and special pharmacokinetic
profile. Itis worthy of note that litde is known about the contribution of
the above mentioned metabolites of ITC toits clinical efficacy. Therefore,
a reliable simultaneous analysis of ITC and its main metabolite, OHITC
could be useful for patient management equally in prophylaxis
(Shimoeda et al, 2010) as much as treatment to ensure efficacy and
decrease the incidence of adverse events (Lestner et al., 2009).

Several mass spectrometry methods (Bharathi et al., 2008; Jia et
al., 2009; Vogeser et al., 2003) have been reported for determining
serum levels of ITC and OHITC. These methods are superior to LC-UV
methods but are expensive and not generally available. ITC and its
active metabolite can also be measured by biological methods
(Hostetler et al., 1993; Law et al., 1994), but the chromatographic
methods are more specific and sensitive than bioassays (Hostetler et
al.,, 1993). Only one high-performance liquid chromatography
(HPLC)-photodiode array detection (PDA) method has been
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published that allows simultaneous determination of ITC and QHITC
(Lacroix et al, 1995).

In the present study, we describe a simple high performance liguid
chromatography coupled to a PDA method for the simultaneous
determination of ITC and OHITC using ravuconazole (RVC) as an
extraction standard (ES). This method has been validated base on the
Food and Drug Administration (FDA) and the European Medicines
Agency (EMEA, 2010; FDA, 2001) bioanalytical assays guidelines.

This study was partially presented at the annual meeting of the
Spanish Society for Clinical Microbiology and Infectious Diseases
(SEIMC, 2010. Barcelona, Spain).

2. Material and methods
2.1. Chemicals

ITC and OHITC pure drug substances were kindly supplied by
Sigma-Aldrich Quimica (Madrid, Spain) and Janssen-Cilag, SA
(Madrid, Spain), respectively. The extraction standard (ES) ravuco-
nazol (RVC) was purchased from Brystol Myers Squibb Company
(Madrid, Spain). Other antifungal drugs used were amphotericin B,
(AMB, Sigma-Aldrich), flucytosine, 5FC (Sigma-Aldrich, Madrid,
Spain), fluconazole, (FLC, Pfizer S.A., Madrid, Spain), voriconazole,
(VRC, Pfizer, Madrid, Spain), posaconazole, POS (Schering-Plough,
Kenilworth, NJ, USA), caspofungin, CAS (Merck & Co., Inc., Rahway, NJ,
USA), micafungin, MCF (Astellas Pharma, Inc., Tokyo, Japan) and
anidulafungin, AND (Pfizer, Madrid, Spain). Antibacterial drugs used
in the specificity assay (imipenem, amoxicillin/clavulanic acid,
ciprofloxacin, ceftazidime and gentamicin) were supplied by Oxoid
S.A (Oxoid SA, Madrid, Spain).

Acetonitrile HPLC gradient grade was supplied by Panreac Quimica
SAV (Castellar Del Vallés, Espaiia). Ultrapure water was obtained from
Milli-Q water purification system.

Stock solutions of ITC, OHITC and the ES solution of RVC were
prepared on Dimethyl sulfoxide, DMSO (Sigma-Aldrich Quimica,
Madrid, Spain). Authenticated analytical reference standards of
known identity and purity were used to prepare solutions of
known concentrations.

Human commercial serum from human male AB Plasma was
supplied by Sigma-Aldrich Quimica (Madrid, Spain), product refer-
ence H1388.

2.2, Instruments and Chromatographic conditions

The HPLC system consisted of a Waters 2695 separation module
system with column heater and degasser coupled with a Waters 2996
Photodiode array detector (Waters Cromatografia, S.A., Cerdanyola
del Vallés, Spain). The Empower Software (version 2.0, Waters
Corporation, MA, USA) enabled HPLC system control, acquisition
and processing of data. Chromatographic and detection conditions are
described in Table 1. The mobile phase consisted of a filtered and
degassed mix of acetonitrile: ultrapure water (70:30, v/v).

The chromatographic separation was accomplished on a Sunfire
C18 5 um 4.6 = 150 mm column, protected by a guard column Sunfire
C18 5 um 4.6 = 20 mm (Waters Corporation). Chromatography was
performed isocratically at 25 °C using a flow rate of 0.8 mL/min.
Detection was achieved by monitoring the absorbance at 262 nm. ITC
eluted at 840 + 0.1 min, OHITC eluted at 440 + 0.1 min and ES at
5.90 + 0.1 min Fig. 1.

2.3. Preparation of stock solutions, working solutions, quality control
samples and Extraction Standards

Two stock solutions were separately prepared for calibration and
quality control {QC) samples, respectively, by dissolving 3.2 mg of ITC

Table 1
Chromatographic and instrumental conditions.
Instrumental parameters Conditions
Elution mode Isocratic
Flow rate 0.8 mL/min
Volume of injection S50ul
‘Wave length detection 262 nm
Column Sunfire C18 5 um 46150 mm
Guard column Sunfire C18 5 um 4620 mm
Temperature of the column 25°C
Temperature of the autosampler 25°C

Q00-1200 Psi

Peak area (uV"sec)

Time retention; UV. Spectrum
Calibration curve

Lg/mL

Itraconazole 840 min
Ravuconazole 5.90 min
OH-itraconazole 440 min

10 min

Pressure of the system

Quantitative detection methodology
Qualitative detection methodology
Calibration mode

Concentration units

Analytes time retention

Run time

and OHITC in 2 mL of DMSO for each solution yielding concentrations
of 1600 pg /mL for both analytes.

One solution was used to prepare seven and six calibration
standards (CS) of OHITC and ITC respectively at final concentration
ranged between 0.125-16 pg/mL and 0.25-4 pg/mL by spiking
adequate amounts of both stock solutions into drug-free human
serum. In the same manner, another 5 QC samples for OHITC and 4 QC
samples for ITC were prepared using the second stock solution of
OHITC and ITC to obtain final concentrations between 0,125 and 8 pg/
mL Standard stock solution of ES was prepared at 200 pg/mL in DMSO.

CS, QC and clinical samples were processed as follows: Ice cold
acetonitrile in volume of 150 pL was added in 1:1 proportion to CS and
QC. Both solutions also included 1.5 pL of ES resulting in a final
concentration of 2 pg/mL The final mixture was then shaken for 30
seconds on a Vortex Shaker at maximum speed followed by
centrifugation at 13800x=g at 25 °C for 15 minutes. The supematant
was transferred into the chromatographic vials and then injected in
the HPLC instrument.

2.4, Validation procedures

2.4.1. Linearity

Linearity (response function) was evaluated by analyzing calibra-
tion standard solutions (CS) in the range 0f 0.125-4.0 pg/mL for ITC or
0.25-16 pg/mL for OHITC. Experiments were performed in quadru-
plicate and triplicate on two non-consecutive days and linearity was
assessed by linear regression (best fit obtained when plotting peak
areas measured by HPLC against OHITC or ITC concentration ).

2.4.2. Accuracy and precision

The accuracy and the precision of the method were evaluated
based on the QC response throughout multiple experiments. In
order to study the intraday accuracy and precision, the QC samples
were consecutively measured in one single day. This procedure
was repeated on four different days to test the inter-day accuracy
and precision.

Between- and within-day precision and accuracy of the analytical
method were shown by processing and following analysis of QC
samples (0.125, 0.5, 2, 4 pg/mL for ITC and 0.25, 1, 2, 8, 16 pg/mL for
OHITC). Precision was expressed as coefficient of variation calculated
as follows: [CV %= (standard deviation/mean of measured values)
x100], whereas accuracy was expressed as percentage of the relative
error, RE %, determined with the formula [(mean measured
concentration-nominal concentration)/nominal concentration]
%100, The criteria for acceptability of the data included accuracy
within +15% deviation from the nominal values and precdsion within
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4 15% CV%, except for the lower limit of quantification (LLOQ), where
it should not exceed 20% of CV% (EMEA, 2010; FDA, 2001).

Our laboratory participates in the international quality control
program of antifungal drugs of the Association for Quality Assessment
in Therapeutic Drug Monitoring and Clinical Toxicology. The partic-
ipation in this program has contributed to optimize the therapeutic
drug monitoring performance of ITC and OHITC.

24.3. Limit of detection and quantification

Limit of detection (LOD) is defined as the concentration at which
the analyte can be distinguished from background signal. This was
determined by measuring the peak area that is greater than or
equal to the average of the blanks +3 SD. Five replicates of the
blank and incrementally increasing amounts of ITC and OHITC were
used in the determination.

The LLOQ was defined as the analyte response that is at least five
times the response of a blank sample and whose precision and
accuracy is within 20% (EMEA, 2010; FDA, 2001).

2.4.4. Recovery

Recovery experiments (extraction efficiency) were performed by
comparing the analytical results from extracted samples (0.5, 2, and 4
pug/mL, n =3 forITCand 1, 4, and & pg/mL, n = 3 for OHITC) to non-
extracted standards that represent 100% of recovery.

245, Selectivity and specificity

The selectivity of the method was investigated for potential
interferences of endogenous substances by using six independent
batches of human serum samples. Selectivity was indicated by the
absence of any endogenous interference atretention times of peaks of
interest evaluated by chromatograms.

The specificity has been evaluated with respect to several
registered anti-fungal drugs, antibacterial drugs commonly used by
immunocompromised patients and was tested by comparing chro-
matographic signal with that of serum spiked with ITC, OHITC and ES.

E. Cendejos-Bueno et al. [ Diggnostic Microbiology and Infectious Disease 76 (2013) 314-320

Other drugs tested were AND, VRC, POS, MCF, AMB, CSP, 5FC, FLC,
amoxiciline/clavulanic acid, ciprofloxacine, ceftazidime, gentamicin
and imipenem. As a complementary study of specificity, absence/
presence of interfering peaks was also checked in the 104 clinical
samples included.

24.6. Stability

QC samples were tested for stability in a variety of storage and
handling conditions:

a) Three freeze-thaw cycles; b) Short-term storage (freeze for 24
hours at —20°C and then thaw for 4 hours at room temperature); c)
long-term storage (freeze for 1 month at —20°C and then thaw for 4
hours at room temperature); d) bench top stability (firstly pre-
processed, then stored at room temperature during 24 hours and 96
hours, and then processed); and e) stock solution stability (evaluation
of stock solution in dimethyl sulfoxide tested at the beginning of the
experiments and then after being stored) at —20°C for 2 months
(estimated time for this validation procedure).

For each experiment percentage deviations of measured peak
areas were compared with those obtained from QC samples at the
beginning of the study. All stability tests in serum matrix were
performed using low, medium and high QC concentrations, and
analyzed in triplicate.

To determine the stock solution stability, stock solutions were
stored at —20°C, kept at this temperature until the end of the
validation period and retested.

24.7. Clinical application

The method described here was also applied to the analysis of 104
trough human serum samples from adults and children treated with
ITC over a two-year period (2009-2010). A small volume of serum
(150 pL) was required for the analysis. Clinical samples were
processed as described above (see CS and QC sample preparation ).
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Table 2

ITC and OHITC calibration curves calculated according to the area of chromatographic peaks (u\™sec).

CC [ug/mL| Day 1 Day 2 Peak area (mean)
OHITC 1 2 3 4 5 5] 7 3 N=2§8

16 1086 109 1086487 1088783 1088588 1142921 1146424 1147518 1148658 1116541

8 558330 559475 557 640 557957 552847 549755 552752 549 503 554782375
4 279559 280562 280396 280205 280928 279259 278364 281273 280068 25
2 137225 136976 137758 1371582 138439 138925 138889 140322 13822825
1 BEE14 B6532 67358 67547 65755 65063 65351 65 380 66200

05 33553 33199 33546 33088 32531 32836 31483 31846 3276025
0325 16387 16164 16520 16081 15535 15439 14422 15482 15753.75
Calibration curve y = 69708x

Average correlation coefficient r = 0.9999

CC [ug/mL] Day 1 Day 2 Peak area (mean)
ITC 1 2 3 4 5 ] 7 N=7

4 352209 350899 340625 347632 314862 314525 318181 3341904

2 175657 178202 175250 168348 155418 153120 152357 165478.8

1 24048 82861 85255 85457 76136 77710 77590 812938

05 40411 36878 43207 40519 37726 36099 37436 3885965
025 20230 20130 22176 23126 18533 18585 18013 20113.2
0.125 11448 11759 12261 11548 G038 BE42 0587 10704.7
Calibration curve vy =B83215x

Average correlation coefficient r* = 09998

CC = theoretical concentration. Day 1: replicates done the first day of experiment; Day 2: replicates done the second non consecutive day of experiment; Peak area: mean of all the

replicates done the first and the second day.

3. Results

The wvalidation established that the calibration standards were
proportional to the nominal itraconazole or hydroxy itraconazole
concentrations ranging from 0.125-4.0 ug/mL and 0.25-16.0 ug/mlL,
respectively. The correlation coefficient was higher than 0.999 for
both compounds (see Table 2).

The LLOQ was determined to be 0.125 pg/mL and 0.25 pg/mL for
ITC and OHITC respectively. Precision and accuracy values for CS are
shown in Table 3. On the other hand, the LOD was found to be 0.06 pg/
mL and 0.125 pug/mL for ITC and OHITC, respectively.

QC within day precision was assessed by extracting six replicates
of four or five different concentrations (four for ITC and five for
OHITC). Precision was less than 4% for all the concentrations tested.
The between-day precision was assessed by running four or five

different concentrations in four separate runs. Each concentration
was evaluated in quadruplicate. The mean, SD, CV% and REX are
shown in Table 4.

In conclusion, CV# and RE% data obtained for ITC and OHITC were
all within acceptable limits stated for bioanalytical method validation
(EMEA, 2010; FDA, 2001).

The mean recovery from spiked samples were close to 100%
(between 97.30-103.93% for ITC, 98.25-105.82% for OH-ITC and
100.32-104.51% for ES). Drug-free serum samples did not show any
interference with ITC and OHITC signals. Interactions with RVC and
matrix components were not detected.

No substantial interferences have been detected between the
compounds studied (ITC, OHITC and RVC) and the rest of anti-fungal
and antibacterial drugs checked {AMB, 5FC, FLC, VRC, POS, CAS, MCF,
AND, amoxicillin/clavulanic acid, imipenem, ciprofloxacin, gentamicin

Table 3

Within-day and between-day precision (expressed as coefficient of variation, CV (%)) and accuracy (as mean percentage deviation, RE (%)) of OHITC and ITC based on calibration

standards.
Cnom (ue/mL} C (pg/mL)-(mean + 50) Precision (CWVE) Accuracy (RE%)
Within-day variability(n = 4) OHITC mc OHITC Imc OHITC e
16 15.60 £ 0019 0.12 —2.45
8 8.00 + 0011 0.14 0.12
4 4.01 = 0.006 4.18 + 0.062 0.15 1.48 048 4.61
2 1.96 + 0.004 208 = 0,050 024 241 —1.52 4,88
1 0.96 + 0.007 1.01 = 0.014 0.76 1.42 —3.86 1.54
05 0.47 = 0.003 048 + 0.031 0.71 6.44 —4.32 —3.14
025 0.23 £ 0.002 025 £ 0,017 123 6.90 —6.53 3.05
0.125 0.14 £ 0.004 291 14.20
Between-day variability (ITC, n = 7; OHITCn = 8)
16 16.02 + 0452 282 0.14
8 7.95 + 0057 0.72 —0.51
4 4.01 = 0013 3584 +0.21 034 5.32 044 —1.28
2 1.98 = 0016 1585 +0.131 0.83 6.70 —0.85 —2.23
1 094 + 0013 056 + 0.048 143 5.01 —5.03 -39
05 0.46 £ 0010 0.459 £+ 0.032 232 7.06 —6.00 —8.07
025 0.22 £ 0.009 0,237 £ 0.022 433 0.45 —0.60 —4.83
0.125 0,126 + 0.018 14.60 118

Cnom = nominal concentration; C = measured concentration; OV = standard deviation/mean of measured values « 100; RE%X = [(mean measured concentration-nominal

concentration ) /nominal concentration] = 100.
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Table 4
Within-day and between-day precision (expressed as coefficient of vanation, CV (%)) and accuracy (as mean percentage deviation, RE (%) of determined ITC and OHITC
concentrations in serum quality controls.

Cnom (ug/mL) C (ug/mL) (mean + 50 Precision (CV %) Accuracy (RE %)
ITC OHITC ITC OHITC mc OHITC mc OHITC
Within-day variability (n = 6)
0125 025 0.14 £ 0.005 0.201 + 0.002 364 1.48 1629 —19.49
05 1 052 £ 0013 0.87 £ 0.003 253 0.63 427 —1267
2 2 193 + 0.012 1.86 + 0.008 062 0.46 —302 —6.97
4 8 424 + 0025 7.54 &+ 0.028 059 0.37 604 —5.74
16 15.00 £ 0.073 0.48 —6.24
Between-day variability (n = 18)
0125 025 0.13 £ 0,005 0.206 + 0.007 952 374 1444 —17.26
05 1 053 £ 0.03 0.85 = 0.036 462 428 339 —14.61
2 2 191 + 0.052 1.82 = 0.071 161 3.93 —-3in —8.61
4 ] 39 +0.04 7.57 £ 0.169 287 223 443 —5.37
16 15.53 £+ 0.59 3.80 —2.89
Cnom: nominal concentration: C: measured concentration CVE = standard deviation/mean of measured values = 100; REX = [(mean measured concentration-nominal

concentration ) /nominal concentration| » 100.

and ceftazidime). However, it is worth mentioning that hydroxy-
itraconazole showed a retention time close to that of posaconazole
(440 £ 0.1 min vs. 406 £+ 0.2 min). A chromatogram that shows
typical peaks of azole compounds is shown in Fig. 2.

Notably, this study did not test all of the other possible multiple-
drug cocktails that patients may receive; however, no interference by
the aforementioned drugs was observed. In addition, no interfering
peaks were observed at the same retention time of the evaluated
compounds when the clinical samples (104) were evaluated.

Results of stability conditions are listed in Table 5. Data show that
ITC and OHITC were stable under most of the conditions tested here.
Low and medium concentrations of OHITC (0.5 and 2 pg/mL)
degraded more than 15% after long-term and post preparative
condition (96 h). Nevertheless, the rest of concentrations tested
remain stable.

In addition, we investigated the suitability of this analytical
method to determine ITC and OHITC concentrations in a total of 104
trough serum samples. These samples belonged to 56 patients, with
an average of 1.82 samples per patient (range 1-9). Thirty seven out
of 56 patients were male (66%). Twenty five out 56 patients (43.85%)
were in prophylaxis therapy with ITC, whereas 11 of them were in

treatment (19.29%). Most of the patients following prophylaxis
suffered from hematological diseases or bone marrow transplant, as
well as chronic granulomatous disease.

In 77 out of 104 samples evaluated (74.03%), both compounds
were quantified with no interference peaks in the chromatogram and
a correct quantification of the ES. The remaining twenty six samples
(25.00%) showed ITC and OHITC concentrations below the limit of
detection (0.125 pg/mL for ITC and 0.25 for OHITC). Only in one out of
the 104 samples, ITC were not detected whereas OHITC were 0.77 pg/
mL. The average of ITC concentrations in these 77 samples were 0.7
ug/mL (interquartile range 0.35-1.18) and 1.33 pg/mL (IR 0.68-2.08
wg/mL) for OHITC. The OHITC/ATC ratio ranged between 0.75-4.14,
with an average of 1.99.

4. Discussion

A simple and fast analytical method was developed to quantify ITC
using a small volume of human serum. This method provides a result
available for making clinical decisions in less than one hour (45 min),
included extraction and chromatographic procedures. The use of a
straightforward protein precipitation in a small volume of serum
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Fig. 2. Typical chromatogram of blank plasma spiked with a mix of azole compounds.
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Table 5
Eability of IMC and OHITC.
I |pgmln=3 Peak area 1 Peak area 2 I ITC average Peak area 1 Peak area 2 T OHITC
ITC average MCaverage OHTTC average OHITC average aveTage
Freeze-thenw stahility
05 45281 51194 113008 30075 ZB135 9354
2 174073 179171 LR ) 124 786 121 767 9758
4 343752 Bm127 LN e 254526 252 R 96
05 45281 47E20 10560 30075 2068 GRS
2 174078 179630 JLIERE: 124 786 121421 9730
4 343752 349831 10176 54826 234961 S612
Lo g -term cheahility
s 45281 41665 a1 30075 53 Ei93
2 174078 146397 B4n 124 786 18411 B767
4 343752 el 2l 9148 54 526 723 G308
Perst-preparative 2h 95 h 2h 95 h 2h 96h 2h 96h
stahillity
s 36945 35531 35036 9617 9483 30075 28424 24758 3450 8132
2 162704 170227 158914 1046 97 &7 124 78E 119920 118125 9610 9466
4 319833 334351 310697 1045 97.14 254 526 53T 249284 = a7a2
Stock sohdion stability
mC OHITC
05 1 37492 34079 9090 58 361 53 555 91.76
2 4 151329 151763 10028 240063 218 300 9093
4 8 307a30 304183 9aTE 463 499 474499 10273

Peak area 1: Peak areadeteded at the beginning of theex periment. Peak area2: peak areaat the end of theex periment. For exch ex perimental and ition peak aness wens amparned
with thas eablained at the beginning of the study and percentage of conmndancewas evaluaed [masximum mnoondance 100%).1) Freene-thaw stability [three fresne-thaw opcles L
i) Short-term storage (freexe for 24 h at —20°C and then thaw for 4h at room temperature], iii) king-term siorage [ freere for 1 month at —20°C and then thaw far 4 h at reom
Emperatune]; ivjbench opstaility [shorage at room temperatene for 24 h and 96 b and then proeesed ), od v) siodk solution stability [evaluaionaf stodk solution in dimetin]
sulfoxide tested at the beginning of the ex periments and then afier being stored at —207C) for 2 months | estimated Gme for this vdidation procsdure).

makes the method easier and faster than other previously reported
that required large volumes of sample or long tme to complete the
assay (Gubbins et al., 1998; Jia et al, 2009; Khoschsorur et al., 2005;
Uno et al, 2006, Vogeser et al, 2003} We must emphasize that
another impotant advantage is the use of a simple mobile phase with
no buffers or additives, in contrast with other methods previously
published (Khoschsorur et al., 2005; Law et al, 1994; Poirier and
Cheymaol, 1997}, Because the acetonitrile-water mobile phase con-
tains no buffer salts orany other additive, itcould beleft in the column
when the system was shut down, thereby permiting more rapid
equilibration, which obviated the need for intermediate solvent
flushing. In contrast with other published methods, the ES is used for
chedking the extraction procedure. The use of RVC as ES (with similar
chemical profile) msures a comparable chromatographic behaviour
(Bohme et al., 1996; Gubbins et al., 1998; Poirier and Cheymaol, 1997
Poirier et al., 1994), The efficacy of extraction method resulted to be
higher than 97%. In addition, the POW offers several adv antages with
respect to comventional UV and fluorescence detecors, It is capable of
providing characteristic UV spectra as well as data on peak punty,
ensuring the identity and homogeneity of the compounds analysed In
contrast with LC-MS or LC-M5/MS | Decosterd et al., 2000; Jia et al,
2008}, HPLC-PDA method results o be more economical and its
equipment is available in mast of the dinical laboratones,

Our HPLC-PDA method has enough sensitivity, predsion and
atcuracy to make a reliable result available for clinical dedsions. The
method is able to provide a result within the range of concentrations
that are usually found in dinical practice [Andes et al., 2009 ).

With regard to results from monitored patients, we have found a
high interpatient variability as has been previously published
(interguartile range 035-1.18 pg/mL for ITC and 0.68-2.08 pg/mL
for OHITC) [ Poirier et al., 1994; Shimoeda et al, 2010; Bohme et al,
1996 ). This variability has been reported to be dependent on many
drcumstances, which can decrease the absorption of the compound in

the gastrointestinal tract (Andes et al., 2009}, However, we cannot
confirm these hypotheses because our dinical data collection is
limited due to the retrospective ongin of the study. The absence of
good dinical records & the main imitation of our study.

This method is also useful to characterize and quantify the main
and adive metabolite of ITC in the same chromatographic mn. As
it has been described before, OHITC has been suggested to
contribute to therapeutic efficacy and its simultaneous guantifica-
tion with the parent compound could be relevant for the clinical
interpretation of antfungal exposure (Decosterd et al, 20000 It is
well known that OHITC has in vitro activity against yeasts and
molds species, but it is not well known the importance of serum
levels of OHITC in the therapeutic drug monitoring of ITC. As far as
we know, there are not prospective or retrospective studies that
evauated the influemce of OHITC serum concentrations in the
clinical success of the antfungal treatment and prophylacs with
ITC Characterization of metabolites has been suggested o be
useful for dose adjustment of voriconazole (Hassan et al, 2011;
Yamada et al, 2012). This daim has not been described for OHITC
yeb but considenng the proven activity of this metabolite it would
be interesting to quantify it for ITC dosage optimization.

It is worth of note that in our study, the average ratio OHITCITC
was 1.99, lower or higher values might be related with some kind of
metabolism alteration (drug interactions, genetic background ). This
ratio estimation could be an additional tool for optimizing therapy.
The antifungal in witro activity of the OHITC is demonstrated,
therdore it is mportant to darify the role that OHITC serum levels
may play in treatment or prophylaxs with ITC

In conclusion, the present method s valid for simultaneously
determining the plasma concentrations of ITC and OHITC, and should
make a positive contribution in dinical settings in order to optimize
drug dosage on an individual basis, and the estimation of phamaco-
kinetic parameters of both compounds,
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3.2.- Utilidad de la determinacion de concentraciones sanguineas y

tisulares en modelos animales. Relaciones dosis exposicion,

establecimiento de parametros farmacocinéticos. Relaciones entre

concentraciones séricas y respuesta, evaluacion de métodos de

diagnostico y sequimiento.
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Articulo original: “An invertebrate model to evaluate virulence in Aspergillus fumigatus:

The role of azole resistance”.

Medical Mycology. 2014 Apr;52(3):311-9. doi: 10.1093/mmy/myt022. Epub 2014 Feb 4

Objetivos:

1.- Investigar el impacto de las mutaciones en el CYP51A, diana de los azoles, en la patogénesis
de Aspergillus fumigatus usando un modelo de hospedador invertebrado con larvas de la polilla
de la miel (Galleria mellonella).

2. - Evaluacion de los patrones de crecimiento in vitro de las diferentes cepas.

Conclusiones:

1.- Todas las cepas demostraron un patrén de crecimiento in vitro similar y fueron igual de
virulentas en las larvas del insecto.

2.- Estos resultados sugieren que en A. fumigatus la adquisicion de este mecanismo de

resistencia no implica cambios significativos en la virulencia.

3.- Galleria mellonella proporciona un modelo adecuado y barato para el precribado in vivo de
mutantes de Aspergillus fumigatus, contribuyendo a la generacién de hipétesis que pueden ser

evaluadas en experimentos con modelos animales de mamiferos.

4.-El modelo ofrece en este sentido interesantes aplicaciones al estudio de relaciones

exposicion-respuesta con antifdngicos por su facil manejo y versatilidad.
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Abstract

The impact of different mutations in the Aspergillus fumigatus ergosterol biosynthesis
pathway on pathogenesis has been evaluated using a simple invertebrate mini host, the
caterpillar Galleria mellonella. A set of strains that includes clinical isolates and isogenic
mutants with mutations at the cyp51A gene conferring azole resistance were studied. All
strains demonstrated a similar in vitro growth pattern and are equally virulent against
the insect larvae. These results suggest that in A. fumigatus acquisition of this partic-
ular azole-resistance mechanism would not imply any significant change in virulence.
G. mellonella may provide a convenient and inexpensive model for the in vivo pre-
screening of mutants of A. fumigatus, contributing to the generation of a hypotheses

that can be further tested in refined experiments in mammalian models.

Key words: nonmammalian model, isogenic mutants, cyp51A gene.

Introduction

The impact of acquired resistance mechanisms in As-
pergillus fumigatus in terms of virulence and fitness is not
yet understood. In fact, it has been noted that persistence of
drug-resistant organisms in nature depends on the relative
fitness of resistant and susceptible genotypes [1].

The main mechanism of azole resistance in A. fumigatus
is via alterations, either point mutations or overexpression,
of the target enzyme Cyp51A [2-7]. Evidence that isolates
with acquired resistance mechanisms are just as pathogenic

as wild-type strains is growing [8]. However, there are few
comparative analyses of the pathogenic potential of dif-
terent Aspergillus species and drug-resistant mutants [9].
In this context, Mellado et al. found that a cyp51A gene
knockout strain (lacking the azole target gene) was mor-
phologically indistinguishable from the wild type and also
was able to retain the ability to cause pulmonary disease in
a neutropenic mice model [5].

Different aspects of pathogenesis, innate and ac-
quired host responses, and therapy have been extensively

(© The Author 2014. Published by Oxford University Press on behalf of The International Society for Human and Animal Mycology. 1
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Table 1. Azoles susceptibility results (MIC in mg/L) obtained by EUCAST methodology for wild type (Wt) strain and derived

mutants.

Strain Cyp51A Itraconazole, Voriconazole, Posaconazole,
identification Oorigin protein MIC in mg/l MIC in mg/l MIC in mg/l
CNM?® CM-237 Clinical strain Wt 0.25—0.5 0.12—0.25 0.06—0.12
CNM CM-2266 Clinical strain (sputum) G54W =8 0.5 =8
CRO56 Isogenic strain GS4E =8 0.25 1
CRO61 Isogenic strain G54R =8 0.25 1
CROS58 Isogenic strain M220K =8 1 1
CRO59 Isogenic strain M220V =8 1 0.5
CRO60 Isogenic strain M220T =8 1 0.12-2
CRO19 Isogenic strain TR/L98H =8 4 0.5
CM-AS8 Isogenic strain A_eypS1A 0.06 0.25 0.03

MIC, minimal inhibitory concentration.

*CNM-CM. Filamentous Ffungi Collection of the Spanish National Center for Microbiology.

investigated using laboratory animal models of invasive as-
pergillosis. These models have been important for the ad-
vancement of therapy and for expanding our understanding
of pathogenesis and host resistance. Rodent models of as-
pergillosis, particularly murine models, are often used, and
there is particular interest in developing nonmammalian
host models in order to address the bioethical impact of
the classic animal experimentation [10]. Alternative inverte-
brate hosts, such as Galleria mellonella (Lepidoptera; com-
monly known as the greater wax moth), may also be useful.

Recent evidence suggests that innate immune responses
involved in the defense against most pathogens are phylo-
genetically ancient and are present in both higher and lower
animals [11,12]. For these reasons, analysis of the immuno-
logical responses of insects may provide relevant insights
into defense mechanisms against fungi [13]. The caterpillar
G. mellonella has several favorable attributes for assessing
fungal virulence and antifungal activity including ease in
handling, low cost, and low maintenance [14,15]. Several
recent studies have suggested that G. mellonella infection
models can be used in A. fumigatus pathogenesis studies
[16,17]. A. fumigatus can proliferate in G. mellonella, lead-
ing to the eventual death of the caterpillar.

Here, we explore the impact of different Cyp5S1A mu-
tations, which are the azole target, on the pathogenesis of
A. fumigatus using a simple invertebrate minihost, the cater-
pillar G. mellonella. Further investigations focused on the
in vitro growth patterns of the isolates were also performed.

Material and methods

Strains

Nine A. fumigatus strains were used in this work. They in-
cluded an azole-susceptible CNM CM-237 strain (wild-type
cyp51A gene) and seven azole-resistant (isogenic strains

with altered cyp51A alleles introduced into the CM-237
wild-type strain by electroporation). In addition, a clinical
strain isolated from the sputum of a patient with aspergillo-
sis that showed a point mutation in the target cyp51A was
included. Descriptions of the strains are provided in Ta-
ble 1. Briefly, two mutants (CR056, CR061) and one clin-
ical strain (CNM CM-2266) had one mutation at position
glycine 54 including amino acid changes G54E, G54R, and
G54W [3]. A second group of mutants (CR058, CR059,
CRO060) included a point mutation at methionine 220 and
the following amino acid changes: M220K, M220V, and
M220T [4]. Two additional strains included CR019 (gene
replacement of the TR/L98H fragment tfrom strain CM-
2627 into azole-susceptible strain CM-237) [6] and the
cypS1A-deleted strain (CM-A8) [5]. In vitro susceptibility
testing was performed following the European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) method-
ology [18]. The minimal inhibitory concentrations to itra-
conazole, voriconazole, and posaconazole are summarized
in Table 1.

Growth kinetic assay

Growth kinetics using a fixed inoculum size (2.5 x 106 coni-
dia/ml) on two solid media, potato dextrose agar (PDA;
Becton Dickinson, Madrid, Spain) and minimal essential
medium (Sigma Aldrich, Madrid, Spain), were estimated.
A single spot (0.1 ml, 2.5 x 105 conidia/spot) was dis-
pensed on each agar plate and incubated for 3 days at
37°C; the zone diameter was measured after 24, 48, and
72 h. Experiments were repeated at least two times on dif-
ferent days. The average diameter was used to determine
the radial growth rate (Kr), which is calculated using the
linear regression of the diameter vs. time. Differences of Kr
were assessed among strains.
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Fungal growth rate in liquid medium

Fungal growth in a microbroth kinetic system (iEMS Reader
MEF spectrophotometer; LabSystems, Thermo Fisher Scien-
tific, Madrid, Spain) was measured in order to evaluate dif-
ferences in the growth curves of strains. These studies were
conducted in Roswell Park Memorial Institute medium sup-
plemented with 2% glucose (Sigma Aldrich) in 96-well mi-
crodilution plates inoculated with 10° conidia/ml and incu-
bated at 37°C. The optical density (OD) of each well in the
plate was monitored at 405 nm (OD4¢s) every 30 min over
a 24-h period [19]. Several experiments were performed in
order to study the reproducibility of growth curves.

For each time point, ¢, the average OD of two consecu-
tive measurements until the + = +2 time point was calcu-
lated and subtracted from the average OD of the previous
two measurements from the # = —2 time point. Lag phase
of growth (defined as a delay in OD changes due to ger-
mination of spores) was calculated as time during which
ODyg;5 does not increase. The beginning of the growth
phase was defined as a change in ODyps > 0.001 U (the
lower detectable OD). Exponential-phase broth cultures
were marked by a specific growth change of >0.002 U/h.

Data were exported to GraphPad Prism (Graph Pad v5
for Windows, La Jolla, CA, USA); parameters related to
growth patterns were evaluated for all strains. For each
curve, the coefficient of determination (#?) for the adjust-
ment of the curve to the model was obtained.

Experimental model

Larvae of G. mellonella, approximately 0.3-0.5 g body
weight (Vanderhorst Wholesale, Inc., St. Marys, OH, USA,
and Mous Livebait R.J., The Netherlands) were used
(10 per group). Each larva was infected with conidia of
wild-type A. fumigatus or mutant strains. Preliminary ex-
periments were performed with the wild-type strain in or-
der to determine the appropriate range for the inoculum
that would cause median survival (50% mortality) at 72—
96 h post infection (data not shown). An inoculum of 2 x
10% conidia per larva was established to cause 50% death
3—4 days post infection.

Then, 10 pl of both wild-type A. fumtigatus and mutant
strain conidia (2 x 107 conidia/ml) prepared in phosphate-
buffered saline (PBS) + 0.01% Tween 20 were injected
into the hemocoel of each larva via the last left proleg
using a 26-gauge, 16-mm needle with Hamilton syringes
(Teknokroma, S.C.C.L., Barcelona, Spain). Before injec-
tion, the proleg area was cleaned with a swap soaked in
70% ethanol. The inoculum was verified with quantita-
tive counts. In addition, a group of larvae inoculated with
conidia of A. fumigatus wild-type strain killed with heat (a
suspension of 2 x 107 conidia/ml boiled at 90°C for 1 h, in-

jected 10 uL) were included as negative control of infection.
These conidia are not able to grow on solid media and are
intended to demonstrate nonvirulent behavior in the model
used.

Larvae were incubated in 90-mm plastic petri dishes (So-
ria Genlab, S.A., Madrid, Spain) at 37°C in a humidified
chamber and monitored daily. Caterpillars showing signs
of severe morbidity (e.g., no response to touch or change of
body color) were sacrificed using cold treatment at —20°C
or water immersion. Three additional types of controls were
used in each assay to ensure that neither the injection pro-
cedure nor the incubation period were responsible for ob-
served mortality. In the untouched control, the larvae were
not handled and were incubated at the same temperature
as infected larvae. The second set of controls consisted of
larvae that were injected with a sterile syringe into the last
left proleg, but no conidia (or PBS) were inoculated. A third
PBS control consisted of larvae injected with 10 ul of ster-
ile PBS to monitor killing due to physical injury. Three
independently conducted experiments were performed for
each strain. Survival curves were plotted, and differences
between groups were analyzed with Kaplan-Meier statis-
tics using the program Graph Pad Prism (version 5).

Estimation of fungal burden

In order to investigate the time course of fungal infection,
we quantified fungal burden after infection using a spe-
cific real-time polymerase chain reaction (RT-PCR). Three
whole inoculated larvae were homogenized in 5 ml of ster-
ile PBS. Then 200 pl were processed for DNA extraction
using the QiAmp Tissue DNA Mini Kit (Qiagen, lzasa,
Madrid, Spain) following the manufacturer’s instructions.
A specific and validated RT-PCR assay was performed with
each extracted sample to quantify the fungal density at se-
lected time intervals (1 h and 72 h after infection). Fungal
burden data were expressed as nanograms of fungal DNA
per gram of larva. All samples were tested in duplicate,
and an average of fungal burden was evaluated. Controls
were used throughout the process (for both DNA extraction
and PCR amplification). Larvae inoculated with heat-killed
conidia were also included as control for RT-PCR assay.
In addition, at different time points after infection, selected
larva were formalin-fixed and embedded in paratfin. Sec-
tions approximately 5um in size were prepared, stained
with periodic acid-Schiff and methenamine silver staining,
and examined by light microscopy.

The ability of conidia to germinate into larva was also
determined using injected spores (10ul, 2 x 107 coni-
dia/ml) previously stained with 10 ug/ml of calcofluor-white
(Sigma-Aldrich) for 30 min at 37°C. Hemolymph was rec-
ollected after 2 h and 72 h of incubation. Conidia were then
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Table 2. Growth characteristics of strains included in the study.

Growth parameters (solid media)?

Growth parameters (liquid media)®

Colony growth rate Kr
(slope log1p mm/h)

Maximal growth
(diameter size in logyg)

Parameters of growth in liquid media after
24 hour of incubation (best fit values)

Preferred Lag Mue (ODjyso

Strains PDA MM PDA MM model (R?) (hour) /per h)
CNM CM-237 0.014 0.016 1.843 1.594 Gompertz (0.997) 6.138 0.0061
CNM CM-2266 0.011 0.009 1.886 1.556 Gompertz (0.996) 7.471 0.0059
CRO56 0.013 0.014 1.782 1.526 Gompertz (0.995) 8.163 0.0068
CRO61 0.014 0.013 1.846 1.559 Gompertz (0.997) 8.176 0.0093
CRO0OS58 0.014 0.014 1.840 1.604 Gompertz (0.996) 6.697 0.0069
CRO059 0.011 0.013 1.688 1.453 Gompertz (0.996) 6.959 0.0079
CRO60 0.013 0.011 1.833 1.515 Gompertz (0.999) 4,722 0.0063
CRO19 0.014 0.017 1.843 1.627 Gompertz (0.996) 8.583 0.0080
CM-AS 0.014 0.014 1.819 1.491 Gompertz (0.997) 5.508 0.0053

Kr, radial growth rate; MM, minimal essential medium; PDA, potato dextrose agar.

2 Solid media includes MM and PDA.

bThe Gompertz model is a type of mathematical model [Y = NO + Csexp(—exp((2.718#mue/C)+(Lag - X) + 1))] for a time series, where growth is slowest at the
start and end of a time period (sigmoidal). Lag, delay before growth, time units; mue, maximum specific growth rate.

microscopically examined using a Leica DMI 30008 fluo-
rescence microscope (Leica Microsystem, Barcelona, Spain)
to check formation or extension of germ tubes.

Hemocyte density

Additional experiments were performed to better charac-
terize the interaction between G. mellonella and A. fumi-
gatus strains. Fluctuations in hemocyte numbers have been
shown to occur after infections with a range of microor-
ganisms. Consequently, checking hemocyte numbers after
infection may provide clues on differential virulence. Hemo-
cyte density was assessed by counting the number of cells.
Groups of larvae (three per time point) were infected with
2 x 10° conidia/larvae of each strain studied. At different
time points (2 h, 4 h, and 24 h), yellow hemolymph was col-
lected (this was done by bleeding larvae with a sterile needle)
and diluted in PBS containing 0.37% 2-mercaptoethanol
(v/v); hemocyte density was assessed by counting the num-
ber of cells using a hematocytometer. All determinations
were performed on three independent experiments. An un-
touched group of larvae was included in order to determine
whether a change in circulating hemocyte density can be
an indication of the protective effect observed in infected
larvae vs. those left untouched. Results were expressed as
cells per milliliter hemolymph.

Statistical analysis

All data analyses were performed by using the software
package GraphPad Prism software (v. 5). The level of sta-
tistical significance was set ata P < 0.05.

Results

Fungal growth rate in liquid and solid media

There were only small and statistically insignificant differ-
ences (P > 0.8) between the Kr on solid media among strains
(Table 2). Monitoring of fungal growth in the microbroth
kinetic system showed a sigmoid-shaped pattern, with the
length of the lag phase largely independent of the strain
(Fig. 1). Differences in the duration of this lag phase were
less than 4 h (range, 4.7-8.5 h) [19]. All data fita Gomperzt
model curve with a R? > 0.99%. Characteristic growth pa-
rameters are shown in Table 2.

In vivo evaluation of pathogenic potential of A.
fumigatus strains and fungal burden estimation

Using the experimental conditions described in this study,
all A. fumigatus strains (wild type and mutants) were able
to kill G. mellonella larvae. Based on these data, the 50%
lethal dose (LDsy) was 2 x 10° conidia per larva (Fig. 2).
There was no significant difference in mean survival be-
tween larvae infected with the wild-type strain and those
infected with any of the isogenic strains (Mantel-Cox test,
P > 0.2) regardless of the cyp51A mutations (G54, M220,
TR/LYS, or cypS1A deleted strain). We also found that
the heat-killed A. fumigarus wild-type strain was not lethal
(Fig. 2).

The RT-PCR results demonstrate progressive increases
in the Aspergillus burden during the time of infection.
Immediately after infection (1 h post infection), the es-
timated fungal burden from larval homogenate was low

115




Gomez-Lopez et al. 5
0.10+ A 100 I R iatatadetd -
A —de  CM-237
_ 80+ =d= CRO056 (p=0.8293)
0.08 S — =k= CRO61 (p=0,2698)
g 604 =8= CM-2266 (p=0.6068)
] s s HK (p<0.007)
=
E 0.06+ OEJ 40
o ) -
g o o I
ar 20
O 0.044 —l_l
c L] L] L] L] : L L] L4
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0.02- Days
B
0.00+s-s—v—y—e—tay 1 1 1 ) e —a
0 q 8 12 16 20 24 1LY .
Time (hours) - 50- b = CM-237
§ H =l CRO58 (p=0,8794)
5 =l= CRO59 (p=0.9265)
0.104 »2 607 =4= CROBO (p=0.2057)
@ - rda
g 40 cenen HK (p=0.001)
e a I bmeced
209 I
0 nﬁ_ c LJ LJ LJ L] L) L) L) LJ L]
g% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
§ Days
[a]
O 0.041
C 100 I ---------------- -
0,024 —hem  CM-237
— 80+ e
G CRO19 (p=0.8723)
= =b= CM-AS (p=9385
5 60 L
0.001 ] vl HK (p<0.001)
0 =
Time (hours) 3 404
Q -
e 20+
0.10- . )
C C L) L] L) L) ! L) L) L}
0 1 2 3 4 5 5] 7 8 9
0.084 Days
Figure 2. Survival curves of Galleria mellonella infected with 2 x 10°
§ 0.06- spores per larva of each strain included in the study. The survival
data were grouped taking into account Cyp51A protein characteristics.
§ (A) Isogenic and clinical strains including cyp51A mutation at position
8 0,044 glycine 54; (B) isogenic strains including cyp51A mutation at methion-
ine 220; and (C) additional strains including TR/L98H strain and cyp51A
deleted strain. Wild-type strain (CM-237) was included in all analyses as
0.02 —e= CM-237 a comparator. Differences in survival were analyzed using the Kaplan-
=+= Cho19 Meier test.
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Figure 1. Growth rate of Aspergillus fumigatus strains expressed as
optical densities (ODs) in liquid media. ODs were normalized for each
growth curve by subtracting the background OD at the beginning of
measurement. The wild-type strain CM-237 is included as a comparator.
(A) Isogenic and clinical strains including cyp51A mutation at position
glycine 54; (B} isogenic strains including cyp51A mutation at methionine
220; and (C) additional strains including TR/L98H strain and cyp51A
deleted strain.

(range, 0.8-2.1 ng DNA/g), whereas the burden obtained
after 72 h was significantly higher for all strains studied
(one-way analysis of variance, P < 0.05; Fig. 3). Fungal bur-
den at this time point ranged from 27.7 to 53.9 ng DNA/g,
with no statistically significant differences (P > 0.05) among
strains (mutants and wild type). The exception was larvae
infected with heat-killed conidia for which fungal burden
remained low throughout the study (P > 0.05).
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Figure 3. Estimated fungal burden from larval homogenate by a specific
real time-polymerase chain reaction. All infected larvae were evaluated
together. Larvae infected with heat-killed CM-237 conidia were used as
a comparator.

Conidia were observed to be engulfed by hemocytes after
injection and proliferated in the insect hemolymph after
incubation (Fig. 4).

Hemocyte density after A. conidia injection

The magnitude of larval immune response to Aspergillus
infection was also quantified for all strains. Fluctuations
in hemocyte numbers have been shown to occur follow-
ing infections with a range of microorganisms. At an early
time point (4 h post infection), the number of hemocytes in-
creased in the infected larvae (mutants and wild type) com-
pared with those that were untouched (Fig. 5), denoting an
early response in the larva against invading microorganism.
However, at later time points, these differences were not as

evident, probably because the infection had overcome the
activated immune response. Of note, no statistically sig-
nificant differences among mutants or wild-type-infected
larvae on immune response (hemocyte count) were found
at any of the time points evaluated.

Discussion

Although the molecular mechanisms of A. fumigatus azole
resistance is well characterized (cypS1A point mutations),
there are few measurements of the impacts these mecha-
nisms have on pathogen fitness in different environments.
The most commonly reported mechanism of azole resis-
tance is modification of the target site encoded by the
cypS1A gene, which leads to the impaired interaction be-
tween the azole and the target enzyme [20,21]. These mod-
ifications have been demonstrated to be advantageous in
the presence of the drug since the mutants are able to grow
while the wild type is not. Results presented here demon-
strate that in the absence of antifungal exposure, A. fumi-
gatus mutant strains (isogenic and clinical isolates) have a
pattern of growth that is comparable to that of the wild type
in a range of environments (solid media, liquid media, and
in vivo mini host). Consequently, the acquisition of these
particular resistance mechanisms does not appear to have
an impact on growth or virulence. For CM-AS8 strain, which
lacks the target gene (cypS1A), virulence assessment in
G. mellonella has been found to correlate closely with
historic data generated using a neutropenic mice model.
The mutant was morphologically indistinguishable from
the wild-type strain and demonstrated an infection rate
that was comparable to that in neutropenic mice [5]. Also,
Mavridou et al. suggested that the virulence of A. fumiga-
tus isolates with an azole-resistant phenotype due to muta-
tions in the cypS51A gene was not diminished compared with

Figure 4. Light microscopy (A, left; B, left) and fluorescence examination (A, right; B, right) of homogenized larvae demonstrated the ability of
Aspergillus spores to be engulfed (A) and proliferate (B) in the larvae. Histological sections demonstrating hyphal growth into the larvae: periodic
acid-Schiff (C) and methenamine silver staining (D). This Figure is reproduced in color in the online version of Medical Mycology.
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Figure 5. Hemocyte fluctuation following infections with strains included in the study. A group of untouched larvae (not handled and incubated at
the same temperature as infected larvae) was included as a comparator (data point represents average density from three experiments). All infected
larvae were evaluated together (floating bars represent data from mutant and wild type from three independent experiments).

wild-type isolates [22] in a nonneutropenic murine model of
disseminated aspergillosis. In contrast, other investigators
have suggested that the acquisition of azole resistance in A.
fumigatus may be associated with a significant change of
virulence [9]. Concerning this controversy, Anderson et al.
suggested that the fitness impact of a resistance mechanism
could be attributed to several complex changes in gene ex-
pression that accompany single mutations. The totality of
these changes may explain the contradictory results that
have been published concerning this issue [1].

Our study includes a set of strains (isogenic isolates and
wild-type and clinical strains) with different azole suscepti-
bility profiles, providing a unique opportunity to investigate
the impact of azole resistance on growth and virulence of
A. fumigatus. In general, the acquisition of a specific resis-
tance mechanism may result in an alteration of phenotypic
characteristics such as germination rate, hyphal growth,
or growth rate of the resistant isolates. These changes, in
turn, may result in a significant loss of virulence. Relative
to this particular point, our results demonstrated that all
A. fumigatus strains, both wild type and mutant (isogenic
strains and clinical isolates differing in their azole resistance
mechanism and antifungal susceptibility pattern), had com-
parable in vitro growth profiles in different environments.
Therefore, a common in vivo pathogenic pattern might be
expected. Supporting these results are data from molecu-
lar epidemiology of Aspergillus azole resistance that show
that this phenomenon evolved in infecting strains within the
lung, confirming that the ability of mutant strains to cause
infection is maintained even after resistance is developed
[8].

On the other hand, the possibility of using insect mod-
els instead of mammalian models for i vivo pathogenicity

testing and screening offers a number of advantages. In-
vertebrates have highly efficient innate immune responses
against an array of pathogens that are present in their
natural environment. The G. mellonella model of inva-
sive aspergillosis appears to be a useful tool for studying
pathogenicity, especially because there appears to be a clear
correlation with findings from mammals [23]. Conserved
aspects of the innate immune response to microbial infec-
tion in insects and mammals may explain this correlation
[24,25]. As a result of data presented here, the model is
capable of showing either no virulence (heat-killed coni-
dia) or equal virulence, as shown in wild-type and mu-
tant strains. However, it is reasonable to think that the
described experimental model is unable to predict reduced
virulence since no strain with any kind of virulence defect
was included throughout the experiments. Reports have
shown the ability of a model like this to demonstrate ditter-
ence in virulence. Slater et al. demonstrated that this model
is also applicable when detecting differences in virulence
in a wide range of A. fumigatus mutant strains [23].
Another point to consider is the experimental condi-
tions selected for our study (37°C of incubation); we at-
tempted to reproduce conditions that naturally exist during
human infections, with the intention of bridging the re-
sults to the latter hosts. Therefore, other conditions were
not considered in this particular work, although experi-
mental temperature has been found critical in defining the
pathogenic potential of several fungi [26-28]. In addition,
an impairment of the immune response of the larvae at
physiological temperatures have been suggested [29]. Con-
cerning results found in the present study, the use of al-
ternative experimental conditions may not have had a se-
rious impact on the final results, since both in vitro and
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in vivo data strongly suggest comparable behavior among
strains.

In other terms, measuring changes in hemocyte density
and fungal load have provided useful information on the im-
mune response of the invertebrate to Aspergillus spp. [30].
The number of hemocytes appears to be a marker of the
extent of the response of G. mellonella to fungal infections.
The initial increase in the hemocyte number (compared with
untouched larva) may be the result of an early response
to the invading microorganism. The subsequent decline in
the number of hemocytes (observed in all infected larvae)
may be associated with the ability of the fungus to evade
hemocyte neutralization and thus proliferate and cause lar-
val death, as has been demonstrated by means of the fungal
burden quantification (specific RT-PCR). These results have
been described previously, since pathogenic isolates over-
come immune response leading to a decline in hemocyte
numbers and an increase in fungal cells in the hemolymph
[30].

Our results suggest that acquisition of these particular
azole-resistance mechanisms in A. fumigatus does not ap-
pear to have any impact in terms of virulence. The results
also highlight the fact that insects may provide valuable
early insights into virulence and pathogenicity and, in par-
ticular, may contribute to the generation of hypotheses that
can be further tested in refined experiments in mammalian
models.

Funding

This study was financed by the Research Project from the
Fondo de Investigaciones Sanitarias, FIS_ISCIII (exp num-
ber P109/0624).

A.F. is funded by a fellowship from Agencia Espafiola
de Cooperacion Internacional para el Desarrollo (MAEC-
AECID, Convocatoria 2011-2012, 0000557290). E.C.B. is
funded by a fellowship from Instituto de Salud Carlos III
(AFTDOC 11/02). E.M. was supported by the European
Science Fundation: Fuminomics 06-RNP-132 and the Re-
search Projects from the Spanish Ministry of Science and In-
novation: SAF2008-04143 and ERA-NET Pathogenomics
(7th FP), BFU2008-04709-E/BMC.

Acknowledgments

This work was presented, in part, at the 21st European Congress
of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (abstract number
R2273), 7 May-10 May 2011, Milan, Italy. (http://www.eccmid-
icc2011.0rg/).

Declaration of interest

In the past 5 years, M.C.E. has received grant support from Astellas
Pharma, bioMérieux, Gilead Sciences, MSD, Pfizer, Schering Plough,

Soria Melguizo SA, European Union, the ALBAN Program, Spanish
Agency for International Cooperation, Spanish Ministry of Culture
and Education, Spanish Health Research Fund, Instituto de Salud
Carlos III, Ramon Areces Foundation, and the Mutua Madrilefia
Foundation. M.C.E. has also been an advisor/consultant to the Pan-
American Health Organization, Gilead Sciences, MSD, Pfizer, and
Schering Plough and has been paid for talks on behalf of Gilead Sci-
ences, MSD, Pfizer, and Schering Plough. S.J.H. has received research
grants from Astellas; support grants from Gilead, Pfizer, and the Fun-
gal Research Trust; travel grants from Astellas and Schering-Plough;
equipment grants from the Fungal Research Trust; and has been paid
for talks on behalf of Pfizer and Astellas. W.H. has received research
support and acted as a consultant for Astellas, Pfizer, Gilead, Merck,
and F2G. S.H. has received research grants from Astellas; support
grants from Gilead, Pfizer, and the Fungal Research Trust; travel
grants from Astellas and Schering-Plough; equipment grants from
the Fungal Research Trust; and has been paid for talks on behalf of
Pfizer and Astellas. Other authors report no conflicts.

References

1. Anderson JB. Evolution of antifungal-drug resistance: mecha-
nisms and pathogen fitness. Nat Rev Microbiol 2005; 3: 547—
556.

Chen J, Li H, Li R, Bu D, Wan Z. Mutations in the cyp51A gene
and susceptibility to itraconazole in Aspergillus fumigatus seri-

[

ally isolated from a patient with lung aspergilloma, | Antimicrob
Chemother 2005; 55: 31-37.

3. Diaz-Guerra TM, Mellado E, Cuenca-Estrella M, Rodriguez-
Tudela JL. A point mutation in the 14alpha-sterol demethy-
lase gene cyp51A contributes to itraconazole resistance in As-
pergillus fumigatus. Antimicrob Agents Chemother 2003; 47;
1120-1124.

4. Mellado E, Garcia-Effron G, Alcazar-Fuoli L, Cuenca-Estrella
M, Rodriguez-Tudela JL. Substitutions at methionine 220 in
the 14alpha-sterol demethylase (Cyp51A) of Aspergillus fu-
migatus are responsible for resistance in vitro to azole anti-
tungal drugs. Antimicrob Agents Chemother 2004; 48: 2747—
2750.

5. Mellado E, Garcia-Effron G, Buitrago M] et al. Targeted gene
disruption of the 14-alpha sterol demethylase (cyp51A) in As-
pergillus fumigatus and its role in azole drug susceptibility. An-
timicrob Agents Chemother 2005; 49; 2536-2538,

6. Mellado E, Garcia-Effron G, Alcazar-Fuoli L et al. A new As-
pergillus fumigatus resistance mechanism conferring in vitro
cross-resistance to azole antifungals involves a combination of
cypS1A alterations. Antinicrob Agents Chemother 2007; 51:
1897-1904.

7. Verweij PE, Mellado E, Melchers WJ. Multiple-triazole-resistant
aspergillosis. N Engl | Med 2007; 356: 1481-1483.

8. Howard SJ, Cerar D, Anderson M] et al. Frequency and evolu-
tion of azole resistance in Aspergillus fumigatus associated with
treatment failure. Emerg Infect Dis 2009; 15: 1068-1076.

9. Arendrup MC, Mavridou E, Mortensen KL et al. Development
of azole resistance in Aspergillus fumigatus during azole therapy
associated with change in virulence. PLoS One 20105 5: €10080.

10. Clemons KV, Stevens DA. The contribution of animal models
of aspergillosis to understanding pathogenesis, therapy and vir-
ulence. Med Mycol 2005; 43 (Suppl 1): $101-5110.

119




Gomez-Lopez et al.

11.

13.

14,

15.

16.

18.

19.

Kavanagh K, Reeves EP. Exploiting the potential of insects for
in vivo pathogenicity testing of microbial pathogens. FEMS M-
crobiol Rev 2004; 28: 101-112.

. Salzet M. Vertebrate innate immunity resembles a mosaic of

invertebrate immune responses. Trends Immunol 2001; 22: 285—
288,

Brennan M, Thomas DY, Whiteway M, Kavanagh K. Corre-
lation between virulence of Candida albicans mutants in mice
and Galleria mellonella larvae. FEMS Immunol Med Microbiol
20025 34: 153-157.

Mylonakis E, Aballay A. Worms and flies as genetically tractable
animal models to study host-pathogen interactions. Infect Im-
mun 2005; 73: 3833-3841.

Mylonakis E. Galleria mellonella and the study of fungal patho-
genesis: making the case for another genetically tractable model
host. Mycopathologia 2008; 165: 1-3.

Reeves EP, Messina CG, Doyle S, Kavanagh K. Correlation be-
tween gliotoxin production and virulence of Aspergillus fumiga-
tus in Galleria mellonella. Mycopathologia 2004; 158: 73-79,

7. Renwick J, Daly P, Reeves EP, Kavanagh K. Susceptibility of lar-

vae of Galleria mellonella to infection by Aspergillus fumigatus is
dependent upon stage of conidial germination. Mycopathologia
2006; 161: 377-384.

Rodriguez-Tudela JL, Arendrup MC, Arikan S et al. EUCAST
Definitive Document E.DEF 9.1: Method for the determination
of broth dilution minimum inhibitory concentrations of anti-
fungal agents for conidia forming moulds. 2008, Available at
http://www.eucast.org/antifungal_susceptibility_testing_afst.
Meletiadis J, te Dorsthorst DT, Verweij PE. Use of turbidimetric
growth curves for early determination of antifungal drug resis-
tance of filamentous fungi. | Clin Microbiol 2003; 41: 4718-
4725,

20. Bowyer P, Moore CB, Rautemaa R, Denning DW, Richardson

MD. Azole antifungal resistance today: focus on Aspergillus.
Curr Infect Dis Rep 2011; 13: 485—491.

21. Mortensen KL, Mellado E, Lass-Florl C et al. Environmental

study of azole-resistant Aspergillus fumigatus and other as-

&
]

30.

. Ratcliffe NA. Invertebrate immunity

pergilli in Austria, Denmark, and Spain. Antimicrob Agents
Chemother 2010; 54: 4545-4549,

. Mavridou E, Bruggemann R], Melchers W], Mouton JW,

Verwei) PE. Efficacy of posaconazole against three clin-
ical Aspergillus fumigatus isolates with mutations in the
cypS1A gene. Antimicrob Agents Chemother 20105 54: 860—
865.

. Slater JL, Gregson L, Denning DW, Warn PA. Pathogenicity of

Aspergillus fumigatus mutants assessed in Galleria mellonella
matches that in mice. Med Mycol 2011; 49 (Suppl 1): S107—
S113.

. Rock FL, Hardiman G, Timans JC, Kastelein RA, Bazan JF.

A family of human receptors structurally related to Drosophila
Toll. Proc Natl Acad S¢ci U § A 1998; 95: 588-593.

. Wittwer D, Franchini A, Ottaviani E, Wiesner A, Presence of IL-

1- and TNF-like molecules in Galleria mellonella (Lepidoptera)
haemocytes and in an insect cell line Fromestigmene acraea (Lep-
idoptera). Cytokine 1999; 11: 637-642.

. Garcia-Rodas R, Casadevall A, Rodriguez-Tudela JL, Cuenca-

Estrella M, Zaragoza O. Cryptococcus neoformans capsular en-
largement and cellular gigantism during Galleria mellonella in-
fection. PLoS One 2011; 6: e24485.

. Garcia-Solache MA, Tzquierdo-Garcia D, Smith C, Bergman A,

Casadevall A. Fungal virulence in a lepidopteran model is an
emergent property with deterministic features. MBio 2013; 4:
e00100—-00113.

. Mesa-Arango AC, Forastiero A, Bernal-Martinez L et al. The

non-mammalian host Galleria mellonella can be used to study
the virulence of the fungal pathogen Candida tropicalis and the
efficacy of antifungal drugs during infection by this pathogenic
yeast. Med Mycol 2013; 51: 461-472.

a primer for the non-
specialist. Immunol Lett 1985; 10: 253-270.

Bergin D, Brennan M, Kavanagh K. Fluctuations in haemocyte
density and microbial load may be used as indicators of fungal
pathogenicity in larvae of Galleria mellonella. Microbes Infect
2003; 5: 1389-1395.

120




Articulo original: “In vivo efficacy of voriconazole and posaconazole therapy in a novel

invertebrate model of Aspergillus fumigatus infection”.

International Journal of Antimicrobial Agents 2015 Aug 17. pii: S0924-8579(15)00275-7. doi:
10.1016/j.ijantimicag.2015.07.007. [Epub ahead of print]

Objetivos:

1.- Investigar como alternativa experimental un modelo invertebrado en larvas de Galleria
mellonella para comprobar la eficacia in vivo de voriconazol y posaconazol en cepas con

diferente sensibilidad antifingica de Aspergillus fumigatus.

2. - Andlisis de los parametros farmacocinéticos/farmacodindmicos obtenidos y su utilidad

para la prediccién de la respuesta antiflingica.

3,- Demostrar la utilidad en la correlacion in vitro- in vivo de cepas resistentes a los azoles.

Conclusiones:

1.- La administracion de los dos azoles mejoraban la supervivencia de las larvas infectadas con

las cepas susceptibles, mostrando voriconazol mayor eficacia que posaconazol.
2.- Las larvas infectadas con las cepas resistentes no respondieron al tratamiento.

3.- Se producia un aumento en la supervivencia de las larvas cuando se asociaban valores de

AUC/MIC> 63 y AUC,,4/MIC> 477 para voriconazol y posaconazol, respectivamente.

4.- El fenotipo observado in vitro se correlaciona bien con la eficacia observada in vivo. El
parametro farmacocinético/farmacodindmico predictor de éxito terapéutico (AUCO0-24/MIC)
evaluado en el modelo demuestra ser comparable al descrito en otros modelos de infeccién, lo
que valida este modelo alternativo para predecir el perfil sensibilidad antifingica y la

resistencia de cepas de Aspergillus fumigatus.
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The emergence of azole resistance in Aspergillus fumigatus is a clinically important issue in the man-
agement of invasive aspergillosis as it could limit therapeutic options. Accurate measurement of in vitro
antifungal activity in terms of minimum inhibitory concentration (MIC) is considered of clinical relevance
and often gives useful therapeutic information for physicians. However, the lack of in vitro-in vivo corre-
lation is frequent and the observed in vitro phenotype does not always correlate with the in vivo response.
In this regard, a wild-type strain and five A. fumigatus cyp51A mutated strains showing different azole
susceptibility profiles were used to investigate whether the greater wax moth (Galleria mellonella) is an
alternative model to assess the in vivo efficacy of voriconazole and posaconazole. Administration of both
azoles improved the survival of larvae infected with susceptible strains. However, those larvae infected
with resistant strains did not respond to treatment. The phenotype observed in vitro was found to corre-
late with the efficacy observed in vivo. Moreover, using this in vivo model, the pharmacodynamic target
predicting therapeutic success (AUCn 24/MIC) was in the same range as previously described, allowing

Keywords:

Non-mammalian model

Aspergillus fumigatus cyp51A mutants
Azole exposurefefficacy

Galleria mellonella

the use of the G. mellonella model to predict the azole susceptibility profile of A. fumigatus strains.
© 2015 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.

1. Introduction

Aspergillus fumigatus is an opportunistic fungus and is the most
common cause of invasive fungal disease in severely immuno-
compromised patients, particularly in haematopoietic stem cell
transplant recipients. The incidence of invasive aspergillosis (IA) is
difficult to estimate and mainly depends on the patient’s underlying
disease, diagnostic tools and clinical procedures [1]. Management
of these infections includes early treatment with an appropriate
antifungal agent at a suitable therapeutic dosage. The introduction
of voriconazole (VRC) as first-line therapy for all types of IA, and
the use of posaconazole (PSC) as prophylaxis and as salvage ther-
apy in refractory aspergillosis, have been shown to be effective in
reducing the prevalence of this infection [2,3].

However, the extensive use of azole drugs in the management of
fungal disease, along with environmental factors such as the use of
azole fungicides in agriculture, has led to anincrease in the isolation

* Corresponding author. Tel.: +34 91 8§22 3426; fax: +34 91 509 7966.
E-mail address: aliciagl@isciii.es (A. Gomez-Lopez).
! Present address: Laboratorio de Micologia, Hospital Britinico de Buenos Aires,
Calle Perdriel 74, Ciudad Auténoma de Buenos Aires 1280, Argentina.

http://dx.doi.org/ 10.1016/j.ijantimicag.2015.07.007

of strains with elevated minimum inhibitory concentrations (MICs)
to one or more clinically used azoles [4].

The emergence of azole resistance in Aspergillus spp. is a
medically important problem in the management of IA as it lim-
its therapeutic options [5]. Therefore, adequate measurement of
in vitro antifungal activity in terms of MIC is considered of clin-
ical relevance and often gives useful therapeutic information for
physicians [5]. Nevertheless, the lack of in vitro-in vivo correlation
is frequent and the observed in vitro phenotype does not always
correlate with the in vivo response. However, several previously
published case series, including both patients with azole-resistant
chronic Aspergillus diseases and azole-resistant IA, have been asso-
ciated with a high probability of treatment failure [G,7].

The correlation between in vitro and in vivo data using differ-
ent experimental models of fungal infection has contributed to a
better understanding of exposure-response relationships follow-
ing antifungal treatment. In fact, they are accepted tools to evaluate
whether clinical success is potentially limited by the susceptibil-
ity of the causative strain or whether it also depends on the drug
exposure [5,8-12]. Murine models are still considered the gold
standard to measure in vivo drug efficacy, however they have cer-
tain disadvantages such as the large number of animals required
and the elevated cost, apart from the ethical issues involved in
animal experimentation. To overcome these problems, alternative

0924-8579/© 2015 Elsevier B.V. and the International Society of Chemotherapy. All rights reserved.
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Avrticulo original: “Exposure and response after prophylaxis with a high dose of

posaconazole in a rat model of invasive pulmonary aspergillosis”.

(en revision de correcciones por la Revista Enfermedades Infecciosas vy
Microbiologia Clinica)

Objetivos:

1.-Establecer la validez de un modelo experimental de aspergilosis pulmonar en rata.
Evaluacion de la exposicion al farmaco y la eficacia de la profilaxis utilizando dos cepas de

Aspergillus fumigatus con perfiles de sensibilidad muy distintos.
2.- devaluacion de la exposicion a posaconazol en el animal tras un régimen de profilaxis.

3.- Se evalu6 la respuesta mediante dos herramientas diagnosticas, una ya validada para el
seguimiento del tratamiento como es el ELISA para la cuantificacion del galactomanano en
suero. La otra una PCR cuantitativa a tiempo real para determinacién de DNA de Aspergillus

fumigatus en tejido.

Conclusiones:

1.-No hubo diferencias en la exposicidn a posaconazol en ambos grupos de animales infectados

con ambas cepas.

2.- Los niveles de galactomanano decrecieron en aquellos animales en profilaxis con
posaconazol y que fueron infectados con la cepa salvaje. Por el contrario, los niveles de

galactomanano en la cepa resistente aumentaron con el tiempo a pesar la profilaxis.

3.- En cuanto a las cargas fungicas, se observo un aumento de estas en los animales infectados

con la cepa resistente.

4.- Este modelo animal es valido para evaluar nuevas herramientas de seguimiento de
tratamiento y de diagndstico, asi como para observar la eficacia de nuevos compuestos

antifungicos y establecer relaciones exposicion-respuesta.
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Abstract

We used a steroid-immunosuppressed rat model of invasive pulmonary aspergillosis to explore
the utility of galactomannan enzyme inmunoasssay (GM) and quantitative real time PCR (RT-
PCR) to evaluate the association between response and exposure after a high dose of
prophylactic posaconazole. Two different strains of Aspergillus fumigatus with different in vitro
posaconazole susceptibility were used. Results demonstrated similar posaconazole exposure for
all treated animals. However, response to posaconazole relied on in vitro susceptibility of
infecting strain. After prophylaxis, galactomannan index and fungal burden decreased only in
those animals infected with the most susceptible strain. This study demonstrated that both

biomarkers may be useful tools for predicting efficacy of antifungal compounds in prophylaxis.

Resumen

Se evaluaron en un modelo de aspergilosis pulmonar invasiva en rata inmunodeprimida la
utilidad del galactomanano sérico y de la PCR cuantitativa a tiempo real y su relacion con la
respuesta y la exposicién después de altas dosis profilacticas de posaconazol. Para ello
diferentes grupos de animales se infectaron con una cepa sensible in vitro y otra resistente de
Aspergillus fumigatus. Después de la profilaxis, el indice de galactomanano y la carga fdngica
disminuy6 en aquellos animales infectados con la cepa sensible. Los resultados mostraron
similar exposicion en todos los animales tratados, sin embargo la respuesta a posaconazol,
medida como aumento de la carga fangica y el indice de galactomanano, fue peor en aquellos
infectados con la cepa resistente. Este estudio demuestra la utilidad de ambos biomarcadores en

la evaluacion de la respuesta a antifingicos.
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Introduction

Invasive aspergillosis (IA) remains a leading cause of infectious disease related to deaths in
patients with hematologic malignancies and undergoing hematopoietic stem cell transplantation
despite advances in diagnostic tools and treatment options™.

Early diagnosis is critical for rapid treatment, but the lack of sensitive and specific clinical
symptoms and radiological patterns is a hindrance. Traditional histopathological examination
and fungal culture rely on invasive procedures, are relatively insensitive, and are not commonly
used in clinical diagnosis owing to the challenges of sampling pulmonary fluids or tissues from
critically ill patients®. As a consequence of this, the high morbility and mortality still related to
fungal infection has made the use of prophylaxis, or empiric treatment regimens, the main

alternative for clinicians to better manage these patients.

Several antifungal drugs have been used for both regimens in recent years, basically conditioned
by epidemiological reasons and availability of individual compounds, as well as cost, efficacy,
drug-drug interaction and resistance prevalence®. Before the incorporation of posaconazole to
the antifungal therapeutic arsenal, itraconazole and fluconazole had been most frequently used
to prevent fungal infections in at-risk populations®. Itraconazole was associated with a lower
incidence of invasive fungal infections in heart transplants, and fluconazole demonstrated

efficacy in the prevention of invasive candidiasis® °.

Posaconazole (PSC) is a broad-spectrum triazole with activity against many filamentous fungal
pathogens, including mucorales. In the last few years, some reported cases confirmed the
efficacy of posaconazole prophylaxis in clinical settings®®. The recommended dosage for
prophylaxis is 600 mg or 8.6 mg/Kg per day (200 mg three times per day, t.i.d.).As with
voriconazole and itraconazole, pharmacokinetic studies indicate marked interpatient variability
in both healthy volunteers and patient populations®, especially for digestive diseases (mucositis
and diarrhea), resulting in lower posaconazole serum concentrations and loss of efficacy®. In the
context of antifungal prophylaxis, exposure-response relationships need to be clarified, although
in the particular case of posaconazole, several studies facilitate the assessment of a relationship

between blood concentration (exposure) and prophylactic regimen efficacy (response)™.

Since the 1930s, experimental models of infection have allowed the in vivo evaluation of
antimicrobial agents for the treatment of experimentally induced infection. In this context,
experimental models of fungal infection have contributed to better explain exposure-response
relationships after antifungal treatment, making them useful tools to evaluate whether clinical
success is potentially limited to exposure to the drug or dependent on the susceptibility of the

causative strain. Regarding posaconazole exposure and fungal infection, very little data has been
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published until now™™. In our case, we used a steroid-immunosuppressed rat model of invasive
pulmonary aspergillosis to connect exposure and efficacy of posaconazole in a prophylaxis
regimen. For this purpose, two different strains of Aspergillus fumigatus, differing in
posaconazole in vitro susceptibility, were included. The evolution of infection and the
effectiveness of prophylaxis were evaluated using two different methodologies, detection of
fungal DNA by quantitative real-time PCR (RT-PCR) in conjunction with measurement of
galactomannan antigen (GM). Serum levels of posaconazole were also determined and
compared.

This work was presented in part at 23ECCMID: [E. Cendejas-Bueno et al.] Exposure-
response relationship after prophylaxis with posaconazole in a rat model of invasive
pulmonary aspergillosis. Abstract number P1085 in the 23™ European Congress of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID), Berlin, Germany, 27-30April
2013.

Materials and methods.

Isolates. Two Aspergillus fumigatus clinical strains differing in posaconazole susceptibility
were used in this work. Susceptibility testing was performed based on the European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)™. They included a posaconazole susceptible
strain (CNM CM-237, MICpsc=0.12 mg/L; wild type cyp51A gene) and a clinical strain (CNM
CM-2266), isolated from the sputum of a patient with aspergillosis, that showed a point
mutation in the target cyp51A gene (MICpsc>8 mg/L; G54W)".

Animals and infection. The study was carried out on an animal model of invasive pulmonary
aspergillosis, described previously®. All animal research procedures were approved by the
Ethics Committee of Animal Research of the Vall D"Hebron Hospital (exp. Number P1081206).
Briefly, animals were immunosuppressed with subcutaneous cortisone acetate 125 mg/kg
(Sigma, St Louis, MO, USA) three times/week, starting 14 days before the fungal challenge and
continuing to the end of the experiment. To avoid bacterial superinfection during
immunosuppression, rats were given colistine 2500 1U/mL in drinking water and cefepime 150
mg/kg twice-daily subcutaneously. After six doses of steroids (day 0), a fresh conidial
suspension was prepared from a subculture of the A. fumigatus strain grown in Saboraud
Dextrose Agar (SDA) plates. Conidia were harvested with a sterile pipette by flooding the plates
with sterile saline containing Tween-20 0.025% v/v. The resulting suspension was washed in
sterile phosphate-buffered saline, counted in a haemocytometer, and adjusted in sterile saline to

a final concentration of 8 x10° conidia /mL. Serial ten-fold dilutions were plated on SDA plates
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for assessment of purity, size and viability of the inoculum®®. At least 95% of conidia in the
inoculum were viable as assessed by colony counts. Rats were then anesthetized with a
combination of ketamine and xylazine (ketamine 100 mg/kg plus xylazine 10 mg/kg,
intramuscularly). Three hundred microliters of the prepared inoculum (2 to 3 x 10°conidia) were
then administered to each animal via tracheotomy.

Posaconazole dosage. Posaconazole (Noxafil 40 mg/ml, Merck Sharp & Dohme, Spain) was
administered orally by gavage. Lower posaconazole efficacy has been detected in those isolates
harboring cyp51A substitutions™. This loss of efficacy was completely or partly compensated
for by increasing the posaconazole dose. A high dose was then chosen to evaluate its efficacy
against mutant strains.

A prophylactic dose of 24 mg/kg (three times higher than recommended dosage for humans,
600mg/day-8.6 mg/kg day) was initiated by oral gavage beginning 3 days prior to inoculation (-
3) and was subsequently administered at -2, -1, 0, 1, 2 and 3 days postchallenge (seven
doses).The dose was administered once daily. Two control groups (including 6 untreated but
infected rats) for both strains were included. Seven other groups of three treated and infected
rats were sacrificed at prefixed time points (2, 6, 8, 24 hours after the fourth dose, coinciding
with the challenge day; and 2, 6 and 8 h after the seventh dose, three days post-challenge).

Posaconazole serum concentration: Serum samples were prepared for chromatographic
analysis by the addition of 2.4 ul of an extraction standard (ravuconazole, final concentration 2
mg/L) in 77.6 ul of rat serum sample. After mixing, 160 ul of acetonitrile (1:3 v/v) were added
and the final mixture was vortexed at maximum speed for 30 seconds followed by
centrifugation (13800xg, 25°C, 15 min). The supernatant was then filtered through 4 mm
PTFE 0.45 um filters (Waters Corporation, Massachusetts, USA) and transferred to glass vial to
be directly injected into the HPLC instrument. The method was cross validated in all matrices
studied prior to sample analysis. Within each analytical run, a blank sample, a zero sample
(sample with extraction standard at 2 mg/L) and a control sample (sample with extraction
standard and posaconazole at 2 mg/L) were analyzed. Rat serum samples used for these run
controls were obtained from infected but untreated animals.Total posaconazole serum
concentrations were measured using a validated high-performance liquid chromatographic
method(HPLC-PDA)?. Some modifications from the original method were performed (70:30
acetonitrile/water instead of 60:40). A partial validation was made, including new linearity,
accuracy and precision studies (data not shown). Posaconazole concentrations were expressed in
mg/L. Data were processed using Empower Software (version 2.0, Waters Corporation,
Massachusetts, USA). Several Pharmacokinetic parameters were evaluated and compared: the
Area Under the concentration-time Curves from time zero (0 h) to 24 h (AUCy.4) and to the

time of the endpoint (AUC,.g); maximum serum concentration of the antifungal agent
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(Cma);and time t0 Crax (Tmax)- All calculations were performed with Microsoft (MS) Excel®
spreadsheet, using the PK solver add-in program, which has demonstrated equivalence
calculating PK/PD parameters compared to others specific pharmacokinetic programs®.

Estimation of fungal progression. At pre-determined time points (see below) blood samples
were obtained and rats were humanely sacrificed, and immediately dissected. Lungs were
aseptically removed, weighed, and separated serum and lungs were frozen until processed.

Representative samples (lungs and serum) were collected after the fourth (2 and 24 hours post
challenge) and seventh doses (8 hours, corresponding to the end of the experiment). To assess
the evolution of Aspergillus infection and the effectiveness of prophylaxis, two different

methodologies were performed.

RT-PCR assay: Fungal DNA was extracted from the lung homogenates using the Qiamp DNA
mini kit (Qiagen, lzasa, Madrid, Spain), following manufacturer instructions. The description,
development and validation of the RT-PCR assay were described previously with slight
modifications. Briefly, a PCR assay was designed to detect Aspergillus fumigatus strains by
using specific molecular beacon probes labeled with a fluorescent dye (FAM) and directed to

the ITS1 region of ribosomal DNA? %, Results were expressed as pg/gr of tissue.

Galactomannan quantification. Platelia Aspergillus Galactomannan enzyme immunoassay
(GM EIA, BioRad) was used to quantify galactomannan index in serum samples in accordance

with manufacturer instructions. Index higher than 0.5 was determined to be positive.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using the Mann—Whitney U test (Graph
Pad Software v 5.0, Inc., San Diego, CA).Statistical significance was defined by a P value of
<0.05.

Results

Antifungal prophylaxis. Posaconazole exposure, expressed as AUC..4, after the fourth dose,
remained similar in all treated animals regardless of infecting strains (82 vs. 74 mg.h/L for CM-
2266 and CM-237 respectively, tablel).In addition Cn. (5.56 mg/Lvs. 4.79 mg/L), average
concentration (3.76 mg/L vs. 3.85 mg/L) values were similar in both groups. T was 6h in
both groups of animals (6h after the 4™ dose and 6 h after the 7" dose).Slightly higher serum
concentrations were observed after the 7" dose of posaconazole(PSC average 4™ dose, 3.66

mg/L, PSC avg 7" dose, 3.99 mg/L ). AUCq.gon also remained equal in both groups (269 vs. 266
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mg.h/L for CM-2266 and CM-237 , tablel).The AUC for each strain was used to calculate the
AUC;.,/MIC which resulted in 5.13 for CM-2266 strain and 1235.16 for CM-237 strain. AUC,.
so/MIC ratio was also calculated, resulting 16.86 for CM-2266 strain and 4437.50 for CM-237

strain.

Tissue fungal burden and galactomannan index. Fungal DNA was detected in all lung
samples evaluated (table 1 and figure 1b).Differences in fungal burden were observed between

groups of animals.

Fungal burden tissue in treated rats infected with the susceptible strain (CM-237) decreased
from 1.70 pg/gr to 0.45 pg/gr of lung tissue (P value 0.100). This lack of progression of
infection was also indirectly demonstrated by galactomannan index comparison (Figure 1b).
This biomarker remained constant and negative (below 0.51) in these groups of animals.
Regarding treated but infected animals with less susceptible strain (CM-2266), tissue fungal
burden showed a progressive increase from 5.87 pg/gr t020.00pg/gr of lung tissue. This
progression of infection was also demonstrated by galactommanan index (Figure 1b) which
increase from 0.46 to 6.96 at the end of the experiment.

Fungal burden and GM values detected in treated animals infected with less susceptible strain
were numerically higher than in those infected with susceptible strain throughout the period of
study (average 20.00vs0.45 pg/gr and 6.96 vs. 0.34). These differences were not statistically
significant (P>0.05), probably due to the low number of samples evaluated and the variability of
reported data.

In the untreated control group, a higher index of galactomannan was observed at the first
sampling time (2h post challenge, 4.39 and 6.60) compared to treated animals (0.46 and 0.51 at
the same time point),suggesting a rapid release of antigens from fungal cells in the untreated

animals (tablel), as has been described for human patients®* 2.

Discussion

Animal model research has proven to be useful for designing optimal regimens and defining
susceptibility or resistance in the context of antimicrobial treatment. For the particular case of
filamentous fungi and posaconazole results from recent studies demonstrated that AUC,4/MIC
ratio provided a useful measure of exposure-response relationship. More posaconazole exposure
was suggested for efficacy against organisms with reduced in-vitro susceptibility. Although the
strength of such a relationship has not been well elucidated yet, an AUC,,4/MIC ratio ranging
from 167 to 178 was estimated recently as predictive of success associated with half-maximal

efficacy or higher'® 2% %,
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In this study, a prophylactic dose of posaconazole showed potent in vivo antifungal activity
against susceptible Aspergillus fumigatus strains (MIC<0.125mg/L) for which the AUC.,./MIC
was calculated to be 1235.16.Efficacy was demonstrated by decreasing fungal burden (76%
reduction, from 1.70 to 0.45 pg/gr) and also GM index (34% reduction, from 0.51 to 0.34). Of
note, in those animals infected with the “susceptible strain”, posaconazole blood concentration
(average= 3.76 mg/L) was more than optimal as it was above the amount required for growth
inhibition. The effect of such a drug environment could explain the negative results achieved for
the two biomarkers. Several studies highlighted the ability of posaconazole to suppress serum
galactomannan expression®®?°.Concentrations of the GM antigen and DNA have been reported
to be affected by antifungal drugs that are active against molds, probably because of the failure
of the fungal cells to grow and in consequence to release antigen into blood®, confirming the
treatment effect. The values of both biomarkers found in the group of rats infected with the
susceptible strain and treated suggest the absence of infection progression. Therefore, they may
be valid indicators of efficacy as no standard measure that best predicts the outcome has been
defined yet. Of note, posaconazole concentration average was also higher than the MIC value of
most of the A. fumigatus strains (PSC MICg= 0.125mg/L), and the PK/PD index (AUC/MIC
ratio) associated with efficacy was in the range of previous studies®®. However, posaconazole
showed poor prophylaxis efficacy with less susceptible strains of A. fumigatus (AUCq.24/MIC
ratio=5.13).

Additionally, a new pharmacodynamics index AUC,.g/MIC, was calculated in the study, and
showed great differences between susceptible and resistant strains (AUC.go/MIC=4437.5 vs
AUC, g/MIC=16.86), demonstrating that PSC MICs affected exposure-response relationships.
Those strains with higher MICs required higher exposure (AUC,.24 0or AUC.g) to achieve any
effect.

One of the main challenges to evaluate drug effect is the way to assess progression of infection.
Diagnostic tests such as galactomannan enzyme immunoassay and PCR, have been widely
employed to assess infection progression. As previously published, these two biomarkers
increase significantly during progression of infection®, and combined have even better
diagnostic applicability.

Our results showed a clear progression of infection in those groups of treated animals infected
with the less susceptible strain compared to those animals infected with the susceptible
Aspergillus strain. Bearing this data in mind, our study supports those previously described for
other resistant molds™ **.

As shown in this study, quantification of fungal burden by RT-PCR and GM-EIA are both valid
strategies for evaluating the progression of infection and the effectiveness of prophylaxis.

Nevertheless, the lack of validated methods for PCR could raise doubts about the validity of this
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technique for evaluating the prophylaxis and treatment efficacy in animal models. GM-EIA
assessment in serum remains the most practical and valuable method in the clinical setting and
the obtained results certify that GM-EIA is a valid and reliable technique for evaluating efficacy
of posaconazole prophylaxis in animal models, although because of its high cost we can
consider their use only in some specific cases, as was previously published*®**. A combination
of both biomarkers has been considered a good alternative for a better monitoring of fungal
infection.

A drawback of this experiment was the limited number of animals used per time point and the
evaluation of only one time matched point in non-treated controls. Worth of mention is the
limited number of Aspergillus fumigatus evaluated and the lack of isolates with other cyp51A
mutations different from the G54. Further studies are warranted including more strains differing
in PSC susceptibility profile. Nevertheless, the results obtained by both methodologies
confirmed the efficacy of the prophylactic regimen in animals infected with the susceptible
strain and the failure in those infected with the resistant strain. These results also corroborate the
utility of this experimental model to evaluate novel diagnostic tools such as biomarkers to

assess efficacy of antifungal compounds and exposure-response relationships.

Transparency declarations

None of the authors declare conflicts.

Reference List

1. Herbrecht R, Caillot D, Cordonnier C, et al. Indications and outcomes of antifungal
therapy in French patients with haematological conditions or recipients of
haematopoietic stem cell transplantation. J Antimicrob Chemother 2012; 67:
2731-8.

2. Lin JC, Xing YL, Xu WM, et al. Evaluation of galactomannan enzyme immunoassay and
guantitative real-time PCR for the diagnosis of invasive pulmonary aspergillosis

in a rat model. J Microbiol Biotechnol 2014; 24: 1044-50.

3. Ruiz-Camps I, Aguado JM, Almirante B, et al. [Recommendations of the Spanish Society
of Infectious Diseases and Clinical Microbiology (SEIMC) on the prevention of

138




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

invasive fungal infection due to filamentous fungi]. Enferm Infecc Microbiol
Clin 2010; 28: 172.

Lass-Florl C. Triazole antifungal agents in invasive fungal infections: a comparative
review. Drugs 2011; 71: 2405-19.

Koh LP, Kurup A, Goh YT, et al. Randomized trial of fluconazole versus low-dose
amphotericin B in prophylaxis against fungal infections in patients undergoing
hematopoietic stem cell transplantation. Am J Hematol 2002; 71: 260-7.

Andes D, Pascual A, Marchetti O. Antifungal therapeutic drug monitoring: established
and emerging indications. Antimicrob Agents Chemother 2009; 53: 24-34.

Pagano L, Caira M. The role of primary antifungal prophylaxis in patients with
haematological malignancies. Clin Microbiol Infect 2014; 20 Suppl 6: 19-26.

Ullmann AJ, Lipton JH, Vesole DH, et al. Posaconazole or fluconazole for prophylaxis in
severe graft-versus-host disease. N Engl J Med 2007; 356: 335-47.

Lebeaux D, Lanternier F, Elie C, et al. Therapeutic drug monitoring of posaconazole: a
monocentric study with 54 adults. Antimicrob Agents Chemother 2009; 53:
5224-9.

Lewis RE. Current concepts in antifungal pharmacology. Mayo Clin Proc 2011; 86: 805-
17.

Barchiesi F, Spreghini E, Santinelli A, et al. Posaconazole prophylaxis in experimental
systemic zygomycosis. Antimicrob Agents Chemother 2007; 51: 73-7.

Mavridou E, Bruggemann RJ, Melchers WJ, et al. Impact of cyp51A mutations on the
pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of voriconazole in a murine
model of disseminated aspergillosis. Antimicrob Agents Chemother 2010; 54:
4758-64.

Petraitiene R, Petraitis V, Groll AH, et al. Antifungal activity and pharmacokinetics of
posaconazole (SCH 56592) in treatment and prevention of experimental
invasive pulmonary aspergillosis: correlation with galactomannan antigenemia.
Antimicrob Agents Chemother 2001; 45: 857-69.

Rodriguez MM, Pastor FJ, Sutton DA, et al. Correlation between in vitro activity of
posaconazole and in vivo efficacy against Rhizopus oryzae infection in mice.
Antimicrob Agents Chemother 2010; 54: 1665-9.

Wiederhold NP, Najvar LK, Bocanegra R, et al. Efficacy of posaconazole as treatment
and prophylaxis against Fusarium solani. Antimicrob Agents Chemother 2010;
54: 1055-9.

Rodriguez-Tudela JL, Donelly JP, Arendrup MC, et al. EUCAST Technical Note on the
method for the determination of broth dilution minimum inhibitory
concentrations of antifungal agents for conidia-forming moulds. Clin Microbiol
Infect 2008; 14: 982-4.

139




17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Gomez-Lopez A, Forastiero A, Cendejas-Bueno E, et al. An invertebrate model to
evaluate virulence in Aspergillus fumigatus: the role of azole resistance. Med
Mycol 2014; 52: 311-9.

Gavalda J, Martin T, Lopez P, et al. Efficacy of high loading doses of liposomal
amphotericin B in the treatment of experimental invasive pulmonary
aspergillosis. Clin Microbiol Infect 2005; 11: 999-1004.

Mavridou E, Bruggemann RJ, Melchers WJ, et al. Efficacy of posaconazole against three
clinical Aspergillus fumigatus isolates with mutations in the cyp51A gene.
Antimicrob Agents Chemother 2010; 54: 860-5.

Cendejas-Bueno E, Forastiero A, Rodriguez-Tudela JL, et al. HPLC/UV or bioassay: two
valid methods for posaconazole quantification in human serum samples. Clin
Microbiol Infect 2011.

Zhang Y, Huo M, Zhou J, et al. PKSolver: An add-in program for pharmacokinetic and
pharmacodynamic data analysis in Microsoft Excel. Comput Methods Programs
Biomed 2010; 99: 306-14.

Buitrago MJ, Bernal-Martinez L, Castelli MV, et al. Performance of panfungal--and
specific-PCR-based procedures for etiological diagnosis of invasive fungal
diseases on tissue biopsy specimens with proven infection: a 7-year
retrospective analysis from a reference laboratory. J Clin Microbiol 2014; 52:
1737-40.

Cuenca-Estrella M, Meije Y, Diaz-Pedroche C, et al. Value of serial quantification of
fungal DNA by a real-time PCR-based technique for early diagnosis of invasive
Aspergillosis in patients with febrile neutropenia. J Clin Microbiol 2009; 47:
379-84.

Hoenigl M, Seeber K, Koidl C, et al. Sensitivity of galactomannan enzyme immunoassay
for diagnosing breakthrough invasive aspergillosis under antifungal prophylaxis
and empirical therapy. Mycoses 2013; 56: 471-6.

Kargar M, Ahmadvand A, Ahmadvand M, et al. The prevalence of antifungal agents
administration in patients undergoing allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation: a retrospective study. Int J Hematol Oncol Stem Cell Res 2013;
7:1-8.

Howard SJ, Lestner JM, Sharp A, et al. Pharmacokinetics and pharmacodynamics of
posaconazole for invasive pulmonary aspergillosis: clinical implications for
antifungal therapy. J Infect Dis 2011; 203: 1324-32.

Lepak AJ, Marchillo K, Vanhecker J, et al. Posaconazole pharmacodynamic target
determination against wild-type and Cyp51 mutant isolates of Aspergillus
fumigatus in an in vivo model of invasive pulmonary aspergillosis. Antimicrob
Agents Chemother 2013; 57: 579-85.

De Pauw BE, Donnelly JP. Prophylaxis and aspergillosis--has the principle been proven?
N Engl J Med 2007; 356: 409-11.

140




29. Racil Z, Kocmanova |, Toskova M, et al. Galactomannan detection in bronchoalveolar
lavage fluid for the diagnosis of invasive aspergillosis in patients with
hematological diseases-the role of factors affecting assay performance. Int J
Infect Dis 2011; 15: e874-e881.

30. McCulloch E, Ramage G, Rajendran R, et al. Antifungal treatment affects the laboratory
diagnosis of invasive aspergillosis. J Clin Pathol 2012; 65: 83-6.

31. Vallor AC, Kirkpatrick WR, Najvar LK, et al. Assessment of Aspergillus fumigatus burden
in pulmonary tissue of guinea pigs by quantitative PCR, galactomannan
enzyme immunoassay, and quantitative culture. Antimicrob Agents Chemother
2008; 52: 2593-8.

Tablel: Comparison of diagnostic markers at selected time points.

Sampling Posaconazole RT-PCR fungal AUCo.24 AUG,.
time serum levels burden pg/gr Galactomannan. mg.h/tl': somg.h/L
(hours after mg/L (average+SD) afterd
infection) (average+SD) (average:SD) dose
CM-2266 2h 2.80+0.75 5.86+1.22 0.46+0.05
Treated 6h 5.561.93 NE NE
8h 3.84+1.39 NE NE
24 h 3.1610.95 6.67+4.06 6.80+0.01
74 h 3.55+0.27 NE NE
78 h 2.7040.29 NE NE
80h 4.74+0.49 20.00+£19.21 6.96+0.08 82 269
CM-2266
non 2h NE 2.28+1.76 4.39:3.83
Treated
(Control)
CM-237 2h 3.57+1.35 1.70£0.10 0.51+0.40
Treated 6h 3.9342.57 NE NE
8h 3.2610.99 NE NE
24 h 3.23+1.38 0.57+0.12 0.23+0.00
74 h 3.41+1.18 NE NE
78 h 4.79+0.97 NE NE
80 h 4,77+1.89 0.450.20 0.34+0.04 74 266
CM-237
non 2h NE 1.7640.20 6.60£0.38
Treated
(Control)

SD: standard deviation; RT-PCR: real time quantitative PCR; h: time in hours.NE: not evaluated.

~: not applicable
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Figure 1: Posaconazole exposure (1a) and response (1b) relationship measured by
tissue fungal burden and by galactomannan index.
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Articulo original: “Blood and tissue distribution of posaconazole in a rat model of Invasive
Pulmonary Aspergillosis"*

(en revisién por la revista Antimicrobial Agents and Chemotherapy)

Objetivos:

1.-Recoger datos farmacocinéticos relacionados con la distribucion de posaconazol en un
modelo experimental de aspergillosis pulmonar invasiva. Para ello se evaluaron los datos

farmacocinéticos después de una dosis Unica y después de dosis multiples.

2.- Como objetivo secundario, se establece la validez de este modelo animal para el estudio de

relaciones dosis-exposicidn-respuesta.

Conclusiones:

1.- Se calcularon parametros farmacocinéticos que permiten verificar similitudes entre los
parametros farmacocinéticos calculados para modelos animales y el ser humano. Permite validar

este modelo para realizar futuros trabajos y su transferencia al ser humano.

2.-Las altas concentraciones de posaconazol en pulmones, permiten inferir que el posaconazol
se acumula en estos Grganos mas que en suero. Se acumula en grandes cantidades donde se

establece la infeccidn por Aspergillus fumigatus.

3.-Este modelo animal aumenta las alternativas para evaluar la farmacocinética y la
farmacodinamia, y estos resultados podrian utilizarse para optimizar el tratamiento en seres

humanos en infecciones causadas por cepas resistentes.
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Abstract

Posaconazole is the recommended drug for prophylaxis and treatment in patients at high risk for
invasive fungal infection, since it appears to achieve adequate amount on target sites despite the
relative low levels detected in blood. The objective of this study was to collect pharmacokinetic
(PK) information related to blood and tissue distribution of posaconazole in a particular animal
model of invasive pulmonary aspergillosis. Pharmacokinetic parameters described in lung
samples were systematically higher than those described in serum. After multiple-dose
administration of posaconazole a significant accumulation of the drug was evident in lung
tissue. Pharmacokinetic behavior of posaconazole in this particular experimental model
reflected human exposures, concluding that it might be a valid tool to evaluate posaconazole

exposure-response relationship.
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1.- Introduction

Invasive aspergillosis remains a major cause of morbidity and mortality, particularly among
inmunocompromissed patients [1]. Management of these infections includes early treatment and
administration of the appropriate antifungal agent and the adequate dosage.

Posaconazole is a new generation triazole antifungal agent with activity against a large number
of medically important fungal pathogens, including Aspergillus spp, Candida spp, Cryptococcus
neoformans, Zygomycetes and Fusarium spp [2].Current marketed formulations of posaconazole
include an oral suspension or recently pills, tablets and intravenous (iv) formulation [3-5]. This
drug is indicated for its use in prophylaxis in high risk haematological neutropenic patients and
in severe graft-versus-host disease [6;7], as well as for treatment of oropharyngeal candidiasis.
The European Medicines Agency has also approved the use of posaconazole as salvage therapy
in refractory aspergillosis and infections due to Zygomycetes [8;9]. The recommended dose for
treatment of established infection is 800 mg/day, distributed in several doses to provide the best
exposure. Two randomized clinical trials have shown posaconazole to be more efficacious than
other systemic antifungals, and to have a safer profile in high-risk patients, both reporting a

significant reduction in breakthrough invasive fungal infection [6;10;11].

Several characteristics make posaconazole to be superior compared to other available antifungal
agents. Its pharmacokinetic profile is basically characterized by a strong influence of food on
the absorption process and a minor metabolism by cytochrome P450 isoforms, also it has a long
elimination half-life (t%2) and a large apparent volume of distribution after oral administration
(\Vd/F) suggesting a prolonged and extensive tissue distribution. This profile has been broadly
studied in animal models, in phase I, rising-single- and multiple-dose studies with healthy
subjects over a broad range of doses [12;13]. In addition, dose-related increases in plasma

concentrations have been demonstrated [14-17].

The knowledge of drug penetration into the tissues could assist in re-evaluating and designing
specific dosing regimens to use against potential fungal pathogens. The importance of tissue
concentration for antibacterial agents has been review extensively, although poor attention has
been paid to the currently available antifungal agents. Most data related to tissue distribution of
antimycotics have been described in animal models of infection, although human data from case
studies through autopsies and small clinical studies have also been detailed [18].1t is worth to
mention that lipophilic drugs have been reported to concentrate to high levels within cells
contributing to alter the initiation of infection. Different lipid formulations of nystatin and
anidulafungin have demonstrated a good tissue distribution, showing higher concentrations in
tissues than in plasma and higher efficacy. Also, a recently published study observed significant

posaconazole accumulation in human biopsy specimens [19].
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In general terms preclinical infection models have been successfully used to evaluate
pharmacokinetic (PK) and also pharmacodynamic (PD) properties of antifungals. In fact,
experimental PK/PD studies in humans have increasingly demonstrated to be predictive of
therapeutic outcomes [20]. Partitioning of the antifungal to different compartments could assist
in the understanding of its exposure and help to explain the mechanism that lead to the
progression of fungal infection [21].

In this study, we aim to evaluate the pharmacokinetic (PK) behaviour of posaconazole in serum
and tissue samples, using a murine model of aspergillosis, in order to estimate its usefulness to
establish exposure-response relationships and help to provide a valid tool that allows the

experimental findings to be bridged to humans.

2.- Material and methods

2.1.- Animals and infection. The study was carried out in a rat model of invasive pulmonary
aspergillosis, described previously [22]. All animal research procedures were approved by the
Ethics Committee of Animal Research of the Vall d"Hebron Hospital (exp. Number P1081206).
Briefly, animals were immunosuppressed with subcutaneous cortisone acetate 125 mg / kg
(Sigma, St Louis, MO, USA) three times/week, starting 14 days before the fungal challenge and
continuing to the end of the experiment. To avoid bacterial superinfection during
immunosuppression, rats were given colistin 2500 IU/mL in drinking water, and cefepime 150
mg/ kg twice-daily subcutaneously. After six doses of steroids (day 0), rats were infected via a
tracheotomy with 0.3 mL of a freshly prepared conidial suspension harvested from a subculture
of the Aspergillus fumigatus strain (CNM-CM 237) grown on SDA plates. Procedure was
performed under general anesthesia (ketamine 100 mg / kg plus xylazine 10 mg / kg,
intramuscularly). Conidia were harvested with a sterile pipette by flooding the plates with sterile
saline containing Tween-20 0.025% v/v. The resulting suspension was washed in sterile
phosphate-buffered saline, counted in a haemocytometer, and adjusted in sterile saline to a final
concentration of 8x10°conidia/mL. Serial ten-fold dilutions were plated on to SDA plates for
assessment of purity, size and viability of the inoculum. At least 95% of conidia in the inoculum

were viable as assessed by colony counts.

2.2.- Pharmacokinetic study.

Posaconazole (Noxafil 40 mg/ml, Merck Sharp & Dohme, Spain) was administered orally by
gavage. Therapy was initiated 24 h post-challenge (Dose 1, D1) and was subsequently
administered daily at 24 (D2), 48 (D3) and 72 h (D4) (four doses). Groups of rats (at least three

rats per time point) received 8, 12, 24 and 64mg/kg. These dosages were chosen on the basis of
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human therapeutic dose (800 mg per dayresults in a dose of about 12 mg/kg/day for a typical
70Kg individual).The end point of each experiment was 80 hours post first dose. At pre-
determined time points (five time points at least after first and fourth dose), rats were humanely
sacrificed, blood samples obtained by cardiac puncture after terminal anaesthesia with 5%
isoflurane (Baxter), and immediately dissected after death. Lungs were aseptically removed,
weighed and then, separated serum and lungs were frozen until processed.

Posaconazole concentrations in serum and tissue samples were measured by high-performance
liquid chromatography (HPLC) method with ultraviolet (UV) detection. Details of the analytical
assay are described elsewhere [23]. Some modifications were included (acetonitrile:water
proportion for rat serum matrix was stablised as 70:30 v/v). A partial validation was performed,
including new linearity, accuracy and precision studies. Posaconazole concentrations were

expressed in pg/mL for serum samples and in ug/g of tissue for lung homogenates.

2.3.- Samples preparation

Serum sampleswere prepared for analysis by the addition of 2.4 ul of ravuconazole as extraction
standard (RVC, final concentration of 2 pug/mL;) in 77.6 ul of rat serum sample and then mixed
for about 1 min. Later, 160 ul of acetonitrile (1:3 v/v) were added to the rat serum plus the
extraction estandard and the final mixture was then shaken for 30s on a Vortex Shaker at
maximum speed followed by centrifugation at 13800xg at 25°C for 15 min.The supernatant was
then filtered through 4 mm PTFE 0.45 um filters (Waters Cromatografia, S.A., Cerdanyola del
vallés, Spain) and transferred to glass vial to directy be injected into the HPLC instrument. The
method was cross validated in all matrix studied prior to sample analysis. Within each analytical
run, a blank sample, a cero sample (sample with extraction standard at 2pg/mL but not with
posaconazole) and a control sample (sample with extraction standard and posaconazole at
2pg/mL) were analyzed. Rat serum samples used for these run controls were obtained from

infected but untreated animals.

Lung samples were processed for analysis as it is described below: 0.5 grams of lung tissue
were weighed (mix of the rigth and the left lung). In sterile petri dish weighed pieces of lung
were manually homogenized and then depositated in 25 ml tube containing 1 mL of sterile
miliQ water. To facilitate the homogenization a spoon of glassheads of 4 mm (Merk KGaA,
Darmstadt, Germany) were added and the mix vortexed at high speed for 3-4 minutes. This step
was repeated until complete 5 mL of homogenate. Finally, 77.6 ul of homogenate were then

procesed as has been previously described for serum samples.

2.4.- Pharmacokinetic evaluation. Data were processed using Empower Software (version 2.0,

Waters Cromatografia, S.A., Cerdanyola del Valles, Barcelona, Spain). Posaconazole
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concentrations equal to or above the limit of quantitation were used for pharmacokinetic
analysis using a noncompartmental model. All calculations were performed with Microsoft
(MS) Excel® spreadsheet, using the PK solver add-in program, which has demonstrated
equivalence calculating PK/PD paramenters compared to others specific pharmacokinetic
programs [24]. Plots were performed with GraphPad Prism 4, (Lajolla, CA, USA). The primary
pharmacokinetic parameters evaluated were the area under the concentration-time curves from 0
to 24 h (AUCq.4), the AUC from O to the time of the endpoint (AUCg.gp, maximum
concentration, Cnax and time to Crax (Tmax)- A regression analysis was conducted to determine
the linearity between posaconazole exposure and doses. The goodness of fit was checked by use

of the r” value and visual inspection.

3.- Results

3.1.- Chromatographic method

A partial method validation was performed. Linearity was assessed by linear regression (best fit

obtained when plotting peak areas measured by HPLC against posaconazole concentration).

For both matrices (serum and lung tissue) the standard curve was linear over a concentration
range of 0.125-16.0 ug/mL, with a correlation coefficient of 0.99. The lower limit of
quantification (LLOQ)and the limit of detection (LOD)were determined to be 0.125 ug/mL and
0.06 pg/mL respectively. In addition, the upper limit of quantification (ULOQ) was established
as 16 ug/mL. The between day precision and accuracy for the serum matrix was in a range
between 5.86 and 1.36%, and -0.81and 5.53% respectively. On the other hand, the between day
precision and accuracy established in lung samples was between 7.19 and1.80%, and -0.41and

8.21%, respectively.

For both matrices, precision and accuracy data were all within acceptable limits established for

bioanalytical method validation [25].

3.2.- Pharmacokinetics in serum samples

The time course of posaconazole serum concentration in infected animals following four daily
doses of 8, 12, 24 and 64mg/kg is shown in Figure 1. Pharmacokinetic parameters described in

serum varied in a dose-dependent manner (Table 1).

After administration of a therapeutic dose (12 mg/kg once daily) the posaconazole exposure
varied between 19.85(AUC.4) and 103.85 (AUCq.g) pg.h/mL. Peak serum (Cpax0.98 pg/mL)
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was achieved after 8 hours of a single dose and increases up to 3.10pg/mL after the fourth dose.
Minimun concentration Cp, ranged between 0.24 and 1.51ug/mL through the dosage interval
(four days).In the multiple dose profile an evident increase of the drug exposure was detected
after the last dose (Table 1). The accumulation ratio upon multiple doses appeared to decrease
with highest one.

Higher doses of posaconazole showed higher PK parameters. Of note, both serum Cp. and
AUC,g, after the fourth dose increased in a linear fashion with dose escalation
(Crmax=0.21xDose+1.3; r’=0.969 and AUC,.g=7.8xDose+68.3; r’= 0.922 respectively) as it is
shown in Figure 2.

The time to peak concentration (Tn.) Was about 8 h, however, this time significantly increase
(24h) after the administration of the highest dose (64 mg/kg/day).

3.3.- Pharmacokinetics in lung tissue

As it is shown in Figurel, posaconazole lung concentrations were higher than those in serum
samples for all doses tested, suggesting accumulation in this tissue. Posaconazole exposure
varied from 71.31 (AUC;.4) t0276.84 (AUCqg) pg*h/mL when a therapeutic dose was
administered. A peak of lung tissue concentration (Cpna=7.33ug/mL) was detected after 3 h of
this first therapeutic dose and lung Cp, changed from 2.37 to 5.63 pg/mL through the dosage
interval (four days), achieving concentration that encompass the MICgy, of most filamentous and
yeast strains from the beginning of treatment [26;27]. Even when a subtherapeutic dose was
administered (8 mg/Kg/day), lung Cpin (1.8-5.38ug/mL) was higher than the MIC values
previously referred. After the fourth dose, the minimal concentration ranged from 5.38 to
10.50ug/mL. As much as the dose increased, this did not lead to proportional increase in

evaluated PK parameters measured in lung tissues (Figure 2).
3.4.- Lung tissue and serum pharmacokinetic parameters relationships.

Of note, pharmacokinetic parameters calculated in the model varied differently with increasing
doses (Table 1). The AUC,24 and AUCqg, Were always higher in lung tissue than in serum,
which demonstrates lung accumulation of posaconazole and a higher exposure in this tissue.

This effect was even observed after the first dose.

The rate of posaconazole tissue accumulation during multiple-dose therapy, representing the
ratio between parameters (Cmax, AUCo.g0) achieved in lung and serum samples, varied in the
model studied from1.43 to 3.23.
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Our results indicated that lung/serum ratio posaconazole exposure (AUCq.g) Was higher at 8,
12, 24 pg/mL. At higher dose 64 pg/mL, the ratio decreased to 1.43 and 1.78 respectively.

4.- Discussion

In the present study, we investigated the posaconazole distribution in an immunosuppressed rat
model of invasive pulmonary aspergillosis receiving oral posaconazole therapy. Our results
show that posaconazole exposure (expressed as posaconazole concentration in blood) was linear
with respect to daily dosage, up to the highest dose tested in the model (64 mg/Kg/day),
allowing the AUC to be estimated by linear extrapolation. Previous studies using similar models
reported comparable results concerning posaconazole exposure after oral dosage [13;28-31].
Given that the pharmacokinetic profile of posaconazole in both humans and mice was
demonstrated to be nearly linear, the model tested here could be an adequate tool for
establishing posaconazole exposure details. In addition, we investigated posaconazole exposure
into lung tissue, in order to understand differences between blood exposure and efficacy for this
active azole. Understanding posaconazole penetration is critical for a proper appreciation of its
efficacy in animals and also in humans. Concentration into tissues may differ from those
detected in blood stream as it has been previously demonstrated for several antimicrobial agents.
In many cases these differences are highly significant [18]. The results presented here suggest
that posaconazole distributes well into lungs. However, few data have been reported regarding
posaconazole exposure measured in sites different from blood. Several authors have reported
intrapulmonary concentrations of posaconazole in a number of other respiratory fluids and cells
such as epithelial lining fluids [32], alveolar macrophages , epithelial cells [33], peripheral
blood mononuclear cells,polymorphonuclear leukocytes [34], bronchial secretions, sputum,
pleural fluids or pulmonary lymph [18]. Krishna et al. also reported posaconazole levels in
human skin following oral administration [35]. In most of these cases posaconazole exposure
was several times higher than those measured in plasma. After distribution, posaconazole
concentrates within the host cell membranes and rapidly transfers to fungal cells where it
accumulates to high concentrations and persists, with alveolar cell/plasma ratios cells ranging
from 27.3 to 44.3 [34]. Our results indicated that lung tissue posaconazole exposure was high
and also increased in a dose-related manner. However, the increase was less than dose
proportional, ranging between 1.43 and 3.53 of that in serum, achieving higher exposure in this
tissue. The increase was less evident when the highest dose was administered, suggesting the
beginning of a balance between serum and lung concentrations (saturation at the site of

infection).

With respect to the data detailed above, one particular issue should be note of our methodology.

Tissue homogenates were used to quantify posaconazole concentration in the model. Although
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tissue homogenates are frequently used to estimate drug tissue concentration several authors
consider that they may provide inaccurate information for drawing conclusions related to
efficacy. However for treatment of established invasive infection, drug concentration in the lung
parenchyma may be relevant [18]. Lung concentrations of posaconazole quantified in lung
homogenates can be an approach of drug exposures that are useful for treatment of fungal
infection [18]. The lung posaconazole exposure reached after four consecutive doses, even
administering the lower one, 8 mg/kg (Crin-Cmax, 5.38-13.53, AUC,.g0, 414.29) were above the

exposure achieved in the in vitro setting to most yeasts and molds strains.

Another point to consider is that while the distribution data presented here are supportive of
posaconazole penetration into lungs, it is also important to consider that these data do
quantitatively reflect total drug concentrations at sites of infection. Little is known about how
extensively bound drugs engage with their targets to induce a pharmacological effect. This is the
case of posaconazole, which binds in more than 95% to plasma proteins and show high efficacy.
Total concentrations can provide an approximation of free drug available to engage with the
target [36], and considering the high degree of posaconazole protein binding in plasma and the
concentrations reached in tissue, the results of the current study indicated that effective local
concentrations might be achieved even using the lower equivalent dosage in mg/day for 70 Kg
person (8 and 12 mg/kg/day) for susceptible fungal strains.

We can conclude that our model is supported by previous pharmacokinetic data published and it
could be an alternative to evaluate pharmacokinetics and pharmacodinamics of azole
compounds. In addition it could be used to evaluate efficacy and PK/ PD properties of
posaconazole against susceptible and resistant strains in order to progress in the establishment

of valid breakpoints establishment.
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Figure 1: Posaconazole concentrations in serum and lung tissue after four oral doses. Each point
on the curves represents an average concentration obtained from at least three animals per time
point.
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Figure 2: Relationship between posaconazole Cpax (right axe), AUCqgo(left axe) and doses in
tissue and serum. The line indicates the linear regression. D1 is equivalent to 8 mg/kg; D2is
equivalent to 12 mg/kg; D3 is equivalent to 24 mg/kg; D4 is equivalent to 64 mg/kg
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Posaconazole pharmacokinetic paramenter in serum Posaconazole pharmacokinetic paramenter in tissue
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Table 1: Pharmacokinetic parameters after oral administration of different doses of

posaconazole (oral gavage) in the rat model.

Pharmacokinetic parameters in serum

Single dose Multiple doses
e o oo ®y cmaty | Aen) R
8 (560 mg QD) 5.74 0.17-0.95 6 2.28-4.34 128.15 45
12 (840 mg QD) 19.85 0.24-0.98 8 1.51-3.10 103.86 31
24(1680 mg QD) 37.78 0.64-1.93 8 3.95-5.80 335.97 3.0
64(4480 mg QD) 118.02 1.95-6.11 24 7.89-15.22 550.68 25

Pharmacokinetic parameters in lung

Single dose Multiple doses

AUC.24 Cmin- Tmax Cmin- AUC.g0 R
(ug+h/mL) Cmax(pg/ml) (h) Cmax(pg/ml) (ng+h/mL)

8(560 mg QD) 18.83 1.8-2.96 6 5.38-13.53 414.29 45
12(840 mg QD) 7131 2.37-7.33 3 5.63-8.87 276.84 12
24(1680 mg QD) 119.08 0.97-7.04 24 10.34-20.63 852.07 2.9
64(4480 mg QD) 183.67 3.89-10.90 24 10.50-21.71 978.43 19

 Accumulation ratio= ratio of Cpax (after tthe fourth dose) to C.ax (after the first dose)

In parenthesis equivalent dosage in mg/day for 70 Kg person; QD, once daily dosage calculated for a person of 70 kg of weight.

AUC: area under the curve. Cmax :maximum concentration. Tmax : time at Cmax is reached;Cmin: minimum concentration.

Table 2: Lung/ serum AUC and C, ratio for posaconazoleat multiple dose regimens. Dose

administered were 8 mg/kg, 12 mg/kg, 24 mg/kg and 64 mg/kg.
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Doses of posaconazole

Lung/Serum C, ratio at

Lung/ Serum AUC, g ratio at

mg/kg multiple dose regimen multiple dose regimen
8 13.53/4.34=3.12 414.29/128.15=3.23
12 8.87/3.10=2.86 276/103.86=2.66
24 20.63/5.80=3.56 852.07/335.97=2.54
64 21.71/15.22=1.43 978.43/550.68=1.78
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3.3.- Parte clinica: Utilidad de la monitorizacion en pacientes tratados
con voriconazol.
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Original article: “Voriconazole serum levels measured by high-performance liquid

chromatography: a monocentric study in treated patients”.
Medical Mycology. 2012 May;50(4):439-45. doi: 10.3109/13693786.2011.630039. Epub 2011
Nov 9

Objetivos:

1.-Se realiz6 de manera retrospectiva el analisis de catorce pacientes tratados con voriconazol a

causa infecciones fungicas. Todos los pacientes tenian graves patologias de base.

2.-Se describen relaciones dosis-exposicion-respuesta, asi como la validez del rango terapéutico
para concentraciones en suero de voriconazol que en el momento de la realizacion del estudio

estaba establecido como valido (1-6 mg/L).

Conclusiones:

1.- Se observo que las concentraciones de voriconazol fueron altamente variables y poco

predecibles en la mayoria de los pacientes.

2.- Se observé también que la ausencia de respuesta era mas frecuente en aquellos pacientes con

niveles persistentes menores de 1 mg/L.

3.-El nimero de muestras con concentraciones menores de 1 mg/L fue significativamente mayor

en aquellos pacientes que mostraron fallo terapéutico.

4.- El periodo de tiempo durante el cual las concentraciones de voriconazol se mantuvieron por

debajo de 1 mg/L fue ligeramente mayor en el grupo de pacientes con fallo terapéutico.

5.- Se deberia individualizar la terapia en aquellos pacientes que estdn en tratamiento con

voriconazol.
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Voriconazole serum levels measured by high-performance
liquid chromatography: a monocentric study in treated

patients
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A. Gutiérrez-Altést & Manuel Cuenca-Estrella*
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In this study we present the results of a therapeutic drug monitoring retrospective analysis
involving 14 patients with several underlying diseases who were receiving voriconazole for
the treatment of tungal infections. A simple high performance liquid chromatography assay
with ultraviolet detection was used in the drug monitoring. We report here that serum con-
centrations were highly variable and unpredictable in most patients. We also found that lack
of response was more frequent in patients with levels persistently lower than 1 mg/l. The
number of samples with voriconazole concentrations below 1 mg/l was significantly higher
in patients who exhibited therapeutic failures (88% versus 27%; P<<0.001). In addition,
the period of time in which voriconazole concentrations were maintained below 1 mg/l was
slightly higher in patients in the failure group. We suggest that serum concentration should
be individually quantified for patients receiving voriconazole therapy. Further prospective

studies are needed to clarify the potential benefit of the individualization of treatment.

Keywords trough voriconazole levels, ravuconazole, outcome

Introduction

Invasive fungal infections (IFIs) are occurring with increas-
ing frequency and are still associated with significant mor-
bidity and mortality in spite of the availability of active
drugs. Voriconazole, one such antifungal agent, is a third-
generation triazole with broad activity against most clini-
cally relevant fungal pathogens. It has been approved for
the treatment of invasive aspergillosis and has subsequently
replaced amphotericin B as the drug of choice in the treat-
ment of such infections [1]. Voriconazole has also been
approved for invasive candidiasis in non-neutropenic
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patients, esophageal candidiasis [2], as well as for serious
infections caused by Scedosporium apiospermum and
Fusarium spp.

Some recent clinical observations describing voricon-
azole exposure-response relationships have suggested that
under and over-dosing of this antifungal may influence the
efficacy and safety of treatment [3-8]. A compilation of
clinical data shows that patients with higher mean voricon-
azole concentrations tend to have better clinical responses
[6.7,9]. Although the therapeutic range for voriconazole
has not yet been clearly defined, a logistic regression model
developed by Pascual et al. suggests that the lower end of
the therapeutic range should be approximately 1 mg/l (the
model predicts a 70% probability of response at a voricon-
azole trough concentration of 1 mg/l) [6]. On the other
hand, plasma voriconazole concentrations higher than 5 or
6 mg/l are associated with adverse events [6,10].

Whether measurement of voriconazole blood levels
may optimize therapy in individual patients continues to
be a matter of debate [11]. However, in clinical practice,

DOI: 10.3109/13693786.2011.630039
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voriconazole failures in the treatment of fungal infections
have been observed, probably related to subtherapeutic
drug exposure [12]. However, accumulating reports sug-
gest that efficacy and tolerance of this drug are increased
with therapeutic drug monitoring (TDM) in patients with
invasive mycoses [6,13,14] and may obviously be a
strategy to consider when seeking to maximize the cost-
effectiveness of treatment of these infections. The aim of
this observational study was to correlate voriconazole serum
concentrations and outcomes of patients with fungal infec-
tions. Here we show results of a retrospective study involv-
ing patients receiving voriconazole for fungal infections in
which the serum concentrations were monitored using a
simple and fast in-house high performance liquid chroma-
tography (HPLC) assay with ultraviolet (UV) detection.

Materials and methods
Patients

Patients at Hospital Universitario La Paz (Madrid, Spain)
who were admitted between 2008 and 2009 were eligible
for inclusion in this retrospective review if they had under-
gone voriconazole serum therapeutic drug monitoring
(TDM) after at least three days of therapy.

Collected data from medical records included demo-
graphic information, underlying disease, indication for
treatment, dosage and global outcomes during the treat-
ment period. Although specific criteria for therapeutic suc-
cess vary for major fungal diseases, global outcomes was
classified as failure (progression of disease or death) or
success on the basis of a combination of clinical, radio-
logical, and mycological criteria during the specified
period of evaluation [15]. Patients were followed for a
minimum of one month and a maximum of 18 month after
the beginning of treatment. Trough serum samples were
systematically drawn 10 min prior to the next dose from
each patient evaluated. A retrospective analysis was per-
formed in order to connect voriconazole concentrations
and responses.

Measurement of azole concentration

An in-house reverse-phased HPLC-UV method, validated
according to international guidelines was used throughout
the study [16]. Prior to the chromatographic analyses,
samples were deproteinized by the addition of acetonitrile
including a fixed concentration of ravuconazole (Bristol-
Myers Squibb, Princeton, NJ, USA) as an extraction
standard (ES). Chromatographic characterizations were
performed using a mobile phase consisting of a mixture of
acetonitrile and water (70:30 and a flow rate of 0.8 ml/min).
Detection was achieved by monitoring the absorbance at
255 and at 285 nm (for voriconazole and ravuconazole,

respectively). Voriconazole and ES were eluted at 3.2 min
and 5.8 min, respectively, using the chromatographic
method described. The quantification of these azoles was
thus complete in approximately 7 min. Linearity was estab-
lished over a concentration range of 0.25-16.0 mg/l for
voriconazole. Precision, expressed as percentage of rela-
tive standard deviation (%RSD) and accuracy, expressed
as relative error (%RE), of both antifungals were within
acceptable limits (less than 20%) stated for bioanalytical
method validation [16,17]. The lower limit of quantifica-
tion (LLOQ) was determined to be 0.25 mg/l.

Low and high voriconazole concentrations were defined
as a concentration below 1 mg/l and higher than 5.5 mg/l,
respectively, in accord to the report by Pascual ef al. [6].

Statistical analysis

Groups of patients were classified according to their out-
comes (failure or success) at the end of the treatment
period. Then they were analyzed taking into account cat-
egorical (presented as numbers or proportions) and con-
tinuous variables. Appropriate tests were used to check
differences between groups employing the PASW Statistics
18 (SPSS Inc., Madrid, Spain) and Epi Info (v.3.5.1) soft-
ware (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta,
USA). A P value <0.01 was considered significant.

Results

A total of 14 patients were included in the study, i.e., 10 men
and four women with a mean age of 46.8 years (range 4-87),
four of whom were children under 12 years of age. The most
significant data are summarized in Table 1. The frequently
encountered underlying conditions were malignant haema-
tological disease (6/14, 43%) followed by solid organ trans-
plantation (4/14, 29%), chronic obstructive pulmonary
disease (COPD:; 2/14, 14%) and others (2/14, 14%). Among
patients evaluated, eight (57%) were treated for pulmonary
aspergillosis (one proven, seven probable), two (14%) for
Scedosporium infection (one proven arthritis, one probable
pulmonary infection) and one each for a prosthesis fungal
infection, an Aspergillus endocarditis, a proven invasive
fusariosis, and an open wound infection caused by A. fumig-
atus. Eight patients received combination therapy, most of
who were treated with voriconazole and caspofungin.

The absolute daily doses of voriconazole ranged between
100 and 1,000 mg per day by oral or intravenous adminis-
tration (from 50-500 mg/12 h). In some cases the initial
treatment regimen was not in accord with the recommended
dosages [18]. Two patients (cases 2 and 3) with infections
not caused by Aspergillus received slightly higher doses of
voriconazole (600 mg/day). Patients received voriconazole
for a mean of 107 days (range 9—602 days).

© 2011 ISHAM, Medical Mycology, 00, 1-7
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2 = |23 A total of 58 trough serum determinations were per-

& 8 g z ?: E,} g formed, with a mean of 4.1 per patient (range 1-15 deter-

El .= 22 3 g minations). More than one sample was obtained from

% 5 g ;; % °3 12 patients for analysis. The median trough voriconazole

C|a £F concentration was 1.52 mg/I (interquartile range 0.29-2.43

3 Z mg/l). The first measurement was determined between
=) £ 4 and 34 days (average 14 days) after admission. The drug
o o 22 .
z e E was below LLOQ (0.25 mg/l) in 24% (14/58) of the sam-
E £ " o gz ples, with a high percentage having concentrations below
5 % E E: 1 mg/l (43%, 25 out of 58).
R Large variability in concentrations was detected in
Vo= - 5 E patients who received a fixed dose throughout the treat-
§ ] E 2 = = = é 2 ment period (Fig. 1a) as compared to those (five patients)
o= == U . . .
—E=3 5% =T g 2 z who experienced dose increases (Fig. 1b). Three out of
5 - - g 5}; these five achieved higher concentrations as a result of dose
= _ gg » adjustment and in two the voriconazole concentration was
Q 5 é = é = g above the therapeutic range. On the other hand, no correla-
= = N g - _ c 2 g tion was found between dose and trough concentrations of
g = = g‘% e voriconazole (coefficient of determination: 2= 0.02).
E= - . -
= - % % E Progression of disease or death occurred in five out of
3 % = ; o = 14 monitored patients (36%), whereas the remaining nine
8 = é 3 E 2 patients experienced successful responses (64%). Twenty-
lé E = g % = five voriconazole serum concentrations of nine different
g 2|2 = § = %_ & patients were initially below 1 mg/l (three of them were
2 = a7 E& hild der 12 f 4, 6 and 7 who had
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£ E|Z £ 5 E =5 a favorable response). The remaining four patients had
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-1 voriconazole concentrations that were persistently below
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% . m 258 ¢ had a favorable response. It is worth noting that the

5| S. £ gz >~ & number of samples with a concentration below 1 mg/l

E % g E T E"‘- 5 a was significantly higher in the patients that experience

E b - £z g é =2 treatment failures (88% versus 27%; P <<0.001, relative
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E = £ <82 z risk of failure of 3.3 at the 95% confidence Interval
- B g E & 1.9-5.6). In addition, the period of time in which vori-
o £ 5 conazole concentration remained under 1 mg/l was
£ 2353 &
%‘é . - E g g‘g = slightly higher in patients in this same group (P = 0.04,
g § £ = %"“.S S Student’s f-test). This corresponds to an increased risk
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= EE= % é of failure for patients with persistently subtherapeutic
- (- -

% as z : B trough concentrations.

E Z g E EEZ On the other hand, five patients had voriconazole con-
= 3|= = - B %n EE centrations that were persistently higher than 1 mg/l
§ g = EE ¢ t £ (median 2.28 mg/l, interquartil range 1.84-2.94 mg/1). One
g <2z ) 2 9325 sample from a patient had voriconazole levels of 6.40 mg/l
s $3Ec: Ithough no toxicit bserved. All of these patient
= _ SZ-E22 although no toxicity was observed. of these patients
= § . R % E £ E had complete resolution of their fungal infections and
= £l Z FEEEE favorable outcomes.
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Fig. 1.
with dose optimization were included.

Further analysis with other variables such as age of
patients, fungal infection (proven or probable) or undetected
voriconazole concentration at first determination revealed
that differences between groups were not significant.

Discussion and conclusion

We report our experience with the use of TDM of voricon-
azole in patients presenting a broad range of underlying
diseases. It is worth noting that the retrospective nature of
this study and the limited number of patients included in
the analysis constrain the conclusions that can be made. The
strength of some of the associations should be interpreted
with caution, although a number of interesting observations
can be discussed. Our data show great variability in vori-
conazole serum concentrations in the observed population.
We noted considerable variations among patients receiving
standard doses, as high as 100-fold differences in those
receiving fixed dosages [4], as well as patients whose dos-
age was increased during the study period (Fig. 1). In fact,
there is no assurance that concentrations will remain stable
in subsequent samples once appropriate voriconazole levels
are obtained as has been recently described [19]. On the
other hand, variability may be a reflection of the heteroge-
neity of the population studied (including adults and chil-
dren). Recent studies demonstrate great differences in the
pharmacokinetic of voriconazole in children and in adults
and indicated that children would need higher doses to
attain voriconazole exposure comparable to adults. These
differences could contribute to misleading predictions of
voriconazole exposure in children when dosage regimens
are designed based on adult recommendations [20]. In fact,
three out of four children showed voriconazole levels below
1 mg/l at the beginning of monitoring in this study.

© 201 | ISHAM, Medical Mycology, 00, 1-7
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Intra-patient variability in voriconazole serum concentration. (a) Patients receiving fixed doses are included in the analysis. (b) Only patients

It is also worth mentioning the high proportion of sam-
ples in which supposed subtherapeutic levels (25 out of 58
samples, 43%) were found. Several recent studies have
shown results that concur with our data [6.8.21,22]. The
reasons for this are not clear, although poor compliance,
incomplete absorption, poor hepatic function, critical ill-
nesses and overall drug interaction might be possible
explanations. These data suggest that the number of deter-
minations that are potentially subtherapeutic is high enough
to warrant more prospective work.

As aresult of the data reported here and by others, vori-
conazole monitoring is recommended at a minimum to
evaluate the drug efficacy and safety in each patient. There
is a general recommendation for repeated TDM in subjects
requiring prolonged voriconazole administration.

Somewhat surprising is that four patients had persis-
tently low levels of voriconazole even with dose adjust-
ment and TDM. Again the retrospective nature of the study
makes it difficult to draw any conclusion, but a careful
examination of other variables such us organ function (two
of them had experienced solid organ transplantation), con-
comitant medication usage should be recommended to bet-
ter explain this behavior and guide dose adjustment in
these patients. Monitoring concentrations in the middle of
the dose interval (between peak and trough levels) could
be useful in these situations in order to ascertain presence
or absence of voriconazole, predict drug kinetic, and guide
dose adjustment to adequately sustained voriconazole con-
centrations, although further studies will be needed to bet-
ter define this point.

Several minimal values have been proposed regarding
therapeutic targets for voriconazole, i.e., 0.25 mg/l [4],
0.35 mg/1[9], 0.5 mg/1 [8], 1 mg/l [6] and 2 mg/1 [7]. Some
of these have been selected on the basis of the blood
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concentrations required to be above the minimum inhibi-
tory concentration (MIC) of voriconazole against most
pathogenic fungi (0.25-0.5 mg/l). However, results from
the largest logistic regression model developed in the most
recent papers contain enough statistical potential to select
approximately 1 mg/l as the minimum therapeutic target
for voriconazole monitoring. Recently, Neely ef al. have
also confirmed this target for children [23]. Our results
support the association of voriconazole trough concentra-
tion over 1 mg/l and response, and add new data to sup-
port the usefulness of voriconazole monitoring. Lack of
response was more frequent in patients with levels persis-
tently lower than 1 mg/l. In the case of patients with infec-
tions at sanctuary sites, disseminated disease or infected
with less susceptible strains (Fusarium spp., Scedosporim
spp.). a target concentration higher than 1 mg/l has been
suggested by several authors [24]. However further pro-
spective studies are needed to clarify this point.

In summary, a growing body of evidence suggests the
necessity of TDM in patients treated with voriconazole. A
good suggestion might be to sustain the trough voricon-
azole concentration above 1 mg/l throughout the entire
dosing interval and once the steady state has been reached
(after 1-3 days of administration following a loading dose
or after five days without a loading dose). In addition, it
would be advisable to try to incorporate prospective mon-
itoring early in the treatment course. Optimal timing for
voriconazole TDM has not yet been established. Trifilio
et al. studied the temporal variation of plasma voriconazole
concentrations throughout the course of therapy, analysing
paired trough plasma concentrations separated by a median
of 15 days. Large variability in concentrations were found,
suggesting the need for repeating TDM [19], probably at
weekly intervals would be advised followed by rational
dose adjustment in order to guarantee adequately sustained
concentrations.

In this regard, a rapid, specific and effective analytical
method is quite important. Several quantification methods
for evaluating voriconazole in plasma or serum by HPLC
have been described in the literature [25-28]. Very few of
them use an extraction standard (ES) to monitor the effi-
cacy of the extraction procedure and imprecision of the
HPLC injector [25,29]. However, the assay described here
shows several advantages from these previously described,
namely in terms of the time required for analysis and in
the extraction standard employed. i.e., ravuconazole, which
exhibited a chemical behavior similar to voriconazole
(comparable percentage of recovery from clinical samples,
93% and 99% respectively, data not shown). Additionally,
and from a practical perspective, ravuconazole is unavail-
able in the clinical practice, and it will never be found in
clinical samples. Furthermore, if ravuconazole gets through
approval as an antifungal for clinical use it would be

unlikely that these compounds are combined at once in the
same patient. By contrast, the method will also be valid to
quantify ravuconazole using voriconazole as ES.

We may therefore conclude that the judicious use of
available agents may result in more successful and safer
treatment of a growing number of life-threatening infec-
tions [21]. According to this observational study and those
previously published, voriconazole serum concentration
should be frequently quantified for patients receiving this
treatment (we suggest once a week).

Further prospective studies are undoubtedly needed to
determine the potential benefit of individualization of vori-
conazole treatment.
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4.- Discusion general.




Gran parte de la investigacion en el Laboratorio de Referencia de Micologia, perteneciente al
Centro Nacional de Microbiologia es una investigacion aplicada que persigue
fundamentalmente desarrollar nuevas metodologias transferibles a los laboratorios asistenciales
del Sistema Nacional de Salud, con el fin ultimo de mejorar y facilitar el manejo del paciente
con enfermedad fungica.

Este trabajo de tesis se ha dirigido a desarrollar, validar y evaluar la aplicacion clinica de
distintos métodos analiticos para la determinacion de concentraciones sanguineas de

antiflngicos sistémicos del grupo de los azoles.

En 2009, el Servicio de Micologia del Centro Nacional de Microbiologia inici6 el desarrollo de
métodos para la cuantificacion de azoles sistémicos mediante cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) en respuesta a una necesidad manifiesta de disponer de metodologias validas
para monitorizar los antifingicos del grupo de los azoles y evaluar la relacion exposicion-
respuesta para este grupo de antifingicos. Los ensayos descritos confirman la validez de estas

metodologias para su aplicacion en clinica y transferencia a laboratorios asistenciales.

En este contexto, se han desarrollado y validado métodos analiticos para la cuantificacion de
voriconazol, posaconazol, itraconazol y su metabolito activo hidroxiitraconazol mediante
HPLC/UV. Ademés, se han desarrollado métodos microbioldgicos, también llamados

bioensayos, para la cuantificacion de dos de estos farmacos en muestras de suero humano.

En el proceso de validacién se ha confirmado la aplicabilidad de los métodos desarrollados en
estudios preclinicos en modelos animales convencionales (modelos murinos) y en modelos
alternativos de reciente implantacion (invertebrados) con el objetivo de evaluar pardmetros
farmacocinéticos validos y extrapolables y establecer la validez de la relacién exposicion-
respuesta. Ademas, se realizd un estudio retrospectivo de una cohorte de pacientes tratados con
voriconazol, para evaluar la validez de estas metodologias en la monitorizacion clinica del

tratamiento antifungico.

Actualmente los resultados de esta tesis se estdn usando para guiar el tratamiento con
antifungicos sistémicos en pacientes ingresados y tratados con estos farmacos en hospitales del
Sistema Nacional de Salud. También se estan utilizando estos desarrollos metodolégicos para
el establecimiento de nuevas lineas de investigacion en el estudio de la exposicion a

antifungicos.

Una vista general de los aspectos incluidos en esta tesis se muestra en la figura 13:
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Figura 13. Relaciones entre farmaco, microorganismo y hospedador.

Seccion 12- Métodos; Aportaciones, ventajas y parametros de validacion. Modelos

preclinicos y aplicaciones en pacientes con tratamiento.
A.- Métodos.

Hasta la fecha se han descrito una gran variedad de métodos que permiten la cuantificacion de
antifungicos en liquidos orgéanicos. La mayoria utilizan técnicas cromatograficas de mayor o
menor complejidad. Otros métodos minoritarios, bioensayos, también se han empleado para la

cuantificacion de estos compuestos.

Como ventajas generales de todos los métodos cromatograficos desarrollados destacar que son
métodos rapidos, facilitan la toma de decisiones que impliquen cambios posolégicos
inmediatos, requieren pequefios volimenes de muestra, y permiten el uso rutinario de la

monitorizacion de azoles en hospitales cuyos laboratorios posean el equipamiento necesario.

En el caso particular de la determinacion de voriconazol el tiempo de analisis requerido es corto
y menor comparado con otros métodos expuestos en la literatura, asi como el requerimiento de
una menor cantidad de muestra (Chhun, Rey et al., 2007; Langman and Boakye-Agyeman,
2007; Pennick, Clark et al., 2003).

Para posaconazol el tiempo de analisis es mas largo, aunque el procesamiento de la muestra es

igualmente sencillo. El limite inferior de cuantificacion es mayor (0.125 pg/mL) que el de otros
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métodos descritos en la literatura, sin embargo, esto no supone un inconveniente para realizar
una monitorizacion clinicamente efectiva (la concentracion minima eficaz en tratamiento
descrita estd definida en 0.7 pg/mL), no habiéndose establecido hasta este momento una
concentracion maxima toxica (Andes, Pascual et al., 2009; Ashbee, Barnes et al., 2014,
Hamada, Tokimatsu et al., 2013; Lewis, 2011; Muller, Arndt et al., 2006; Rochat, Pascual et al.,
2010). Por lo tanto, no habria limitacion de este método para su uso en la monitorizacion clinica

de concentraciones sanguineas.

En referencia a itraconazol, se desarroll6 y validd un método util para cuantificar
concentraciones de itraconazol y en el mismo proceso concentraciones de su principal
metabolito activo, hidroxiitraconazol. Al ser dos compuestos estructuralmente relacionados pero
con polaridades diferentes, con la quimica especifica de la columna utilizada y alargando el
tiempo de carrera de la muestra, se consigui6 una separacion de ambos compuestos sin errores
de identidad gracias al espectro proporcionado por el detector de arreglo de diodos (PDA). No
esta definido con claridad el papel que desempefia este metabolito en el tratamiento con
itraconazol, pero si se conoce que colabora en el efecto antifingico y cuya actividad
antimicrobiana es equiparable a la de la molécula de la cual deriva. Los métodos que detectan
tanto farmaco activo como metabolitos tienen una ventaja adicional. Son capaces de
proporcionar los datos necesarios para poder calcular la correspondiente tasa metabolica, una
relacién que permite inferir situaciones metabdlicas individuales o anémalas y en consecuencia

realizar los ajustes de dosis necesarios en funcion de estos parametros.

Los métodos desarrollados ofrecen ventajas adicionales: la fase mévil no necesita de aditivos
(soluciones tampon), lo cual favorece la reproducibilidad de los resultados (menor nimero de
interferencias y precipitados que se asocian con fallos técnicos). El uso de un compuesto de
caracteristicas quimicas similares como control de extraccion (ravuconazol) asegura un
comportamiento cromatografico similar al de los compuestos evaluados. Asi mismo el método
de extraccion usado en los tres métodos cromatogréaficos desarrollados, asegura un porcentaje de
recuperacioén de los tres antifangicos y del control interno, mayor del 90%. Adicionalmente, el
detector de arreglo de diodos (PDA) proporciona espectros ultravioleta caracteristicos que
verifican la identidad y homogeneidad de los picos detectados, especificos de cada compuesto

analizado.

Respecto a los dos métodos microbioldgicos desarrollados y validados para voriconazol y
posaconazol, resultaron ser precisos, exactos y rapidos, con un tiempo de respuesta no superior

a 48 horas. La validez del método microbiologico estda asegurada, pues ha demostrado
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concordancia con los resultados obtenidos para las mismas muestras por un método de
referencia, en este caso el correspondiente método cromatografico, como asi se pone de
manifiesto tras la validacion cruzada realizada. No hubo variabilidad metodolégica en ningln
parametro (EMA, 2010; FDA, 2013).

Los bioensayos muestran ventajas interesantes. Se pueden evaluar de manera simultanea varias
muestras por duplicado o triplicado, lo cual reduce costes, tiempo de trabajo y errores en la
medicion de las zonas de inhibicion. Asi mismo, el escaso volumen de suero necesario para la
realizacion de la técnica, permite que se pueda realizar esta determinacion en situaciones en las
que la obtencion de una muestra adecuada se complica.

Otra de las ventajas es la flexibilidad del ensayo. Como microorganismo revelador, permite el
uso de cualquier cepa y especie de Candida que sea sensible a voriconazol y posaconazol,
siempre que proporcionen de una manera fiable y reproducible zonas simétricas en los halos de
inhibicién del crecimiento. La exactitud y la precision tanto del bioensayo validado para
voriconazol como para posaconazol estan dentro de los limites aceptados por la FDA y la EMA
para la validacion de métodos bioanaliticos (EMA, 2010; FDA, 2013). La exactitud y precision
muestran valores superiores a los obtenidos a través de técnicas cromatogréaficas, pero siempre
en los limites de validez que recomiendan las guias internacionales. La precision es similar a
otros bioensayos publicados, pero la diferencia fundamental con estos otros es el rango mas
amplio de concentraciones (0.25-16 mg/L) que abarcan los dos bioensayos validados en esta
tesis (Adams, Steppe et al., 2006; Gage and Stopher, 1998; Pascual, Nieth et al., 2007;
Steinmann, Huelsewede et al., 2011).

A su vez, presentan ciertas desventajas respecto a los métodos cromatogréaficos. El bioensayo
determina la actividad antifungica de la muestra, pero no cuantifica ni identifica el farmaco
responsable de tal actividad. Por lo tanto, cualquier farmaco o compuesto presente en la
muestra, que tenga actividad antifingica, puede modificar el diametro de los halos de
inhibicion, dando un resultado erroneo para el antifingico evaluado (Adams, Steppe et al.,
2006; Cendejas-Bueno, Cuenca-Estrella et al., 2013; Cendejas-Bueno, Forastiero et al., 2012;
Gage and Stopher, 1998; Pascual, Nieth et al., 2007; Steinmann, Huelsewede et al., 2011). No
se desarrolld un bioensayo para la monitorizacion de itraconazol debido a que las muestras de
pacientes tratados presentan una combinacién de itraconazol e hidroxiitraconazol, y no es
posible determinar qué concentracion de itraconazol y cudl de hidroxiitraconazol contribuye al
efecto final. La terapia antifungica combinada es otro factor que deber ser tenido en cuenta a la
hora de evaluar muestras de pacientes con este tipo de tratamientos, debido a que los resultados

obtenidos no serian representativos de la concentracion del antifingico a cuantificar.

Por lo tanto, los bioensayos evaluados y validados demuestran ser fiables, precisos y baratos

para monitorizar azoles en laboratorios clinicos de hospitales
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B.- Aplicaciones en analisis preclinicos, modelos animales.

Una de las aplicaciones mas interesantes de los métodos desarrollados son los estudios
encaminados a establecer relaciones exposicion-respuesta con antifngicos. Este tipo de ensayos
realizados en diferentes modelos experimentales, han contribuido a una mejor comprension de
estas relaciones. En este contexto, se aceptan como herramientas validas para evaluar si el éxito
clinico estd unicamente relacionado con la susceptibilidad de la cepa causal o si a su vez esta
influenciada por la cantidad de farmaco disponible (exposicién).

En esta tesis se han evaluado aspectos farmacocinéticos de posaconazol y voriconazol en dos
modelos animales de aspergilosis invasora; un modelo murino clasico (rata wistar
inmunodeprimida) y un modelo alternativo de invertebrado (Galleria mellonella) con el
objetivo de establecer relaciones exposicion-respuesta. La utilizacion de cepas de Aspergillus
fumigatus con perfil de sensibilidad diferente ha permitido avanzar en el establecimiento de

correlaciones in vitro-in vivo con antifingicos.

El modelo invertebrado de Galleria mellonella ha mostrado ser un modelo valido para estudios
de virulencia y actividad antimicrobiana Se acepta, por lo tanto, como un modelo aplicable al
estudio de relaciones exposicion-respuesta, pues permite a las diferentes cepas de Aspergillus
fumigatus desarrollarse en el interior de la larva y al antifingico enfrentarse a su diana flngica.
Igualmente la exposicién evaluada para los dos azoles (AUC,..4) en este modelo alternativo, es

comparable a la publicada previamente en modelos diferentes.

En el caso de voriconazol y posaconazol, las evidencias demuestran que el parametro
farmacodinamico que predice eficacia es el AUC,4/CMI. Este pardmetro ha sido evaluado en
modelos murinos con cepas sensibles y resistentes a azoles, encontrando que un AUC..4/CMI
préoximo a 20 (17-22) para voriconazol (Courtney, Pai et al., 2003; Jeans, Howard et al.,2012;
Mavridou, Bruggemann et al., 2010b) y a 250 (167-321) para posaconazol (Courtney, Pai et al.,
2003; Howard, Lestner et al., 2011; Lepak, Marchillo et al., 2013; Mavridou, Bruggemann et
al.,, 2010a) han sido establecidos como predictores de éxito terapéutico. En el modelo
invertebrado desarrollado, se observé respuesta al tratamiento con voriconazol (aumento
significativo de la supervivencia larvaria) cuando la relacion entre la exposicion (AUC) vy la
CMI de la cepa infectante supero un valor de 16, Del mismo modo, en este modelo se encontré
respuesta a posaconazol (aumento de la supervivencia) cuando el parametro AUCy/CMI se

cuantificé por encima de 477.

Para el tratamiento de cepas con CMI elevadas, la exposicién requerida ha de ser mayor, en una
relacién que define el parametro farmacodindmico estimado. En este modelo encontramos que

larvas infectadas con cepas de Aspergillus que han mostrado un patron sensible (S) a azoles,
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respondian bien tras la administracién de dosis equivalente a la dosis terapéutica en humanos.
Por el contrario, estas mismas dosis no fueron suficientes para alcanzar una respuesta

equivalente en larvas infectadas con cepas que mostraron un perfil de resistencia (R).

El modelo clasico de aspergilosis invasora en rata demostr6 ser también de utilidad para evaluar
parametros farmacocinéticos, la exposicion al farmaco y sirvid ademas para establecer la
utilidad de dos herramientas diagnosticas, como son el indice de galactomanano y la carga
fungica (PCR-RT), para el seguimiento y la monitorizaciéon de la eficacia de un régimen de
profilaxis.

En el modelo de rata en el que se utiliz6 posaconazol como profilaxis, se observd que la
exposicion al farmaco era similar en los dos grupos de animales, tanto en el grupo de los
infectados por la cepa resistente como los infectados por la cepa sensible. La dosis de
posaconazol administrada como profilaxis mostré un potente efecto frente a la cepa de A.
fumigatus susceptible (MIC<0.125mg/L; AUC,.,./CMI ratio=1235), produciéndose un descenso
de la carga fungica y del indice de galactomanano. Esto puede ser interpretado como ausencia
de la progresion de la infeccion. Por el contrario, con la cepa resistente a posaconazol
(MIC>8mg/L;AUC,4/MIC ratio=5.13), no hubo descenso de los marcadores a pesar de que la
exposicion a posaconazol fue similar. Para mostrar eficacia frente a este tipo de cepas
resistentes, la exposicién que debe alcanzarse es mucho mayor a la de las cepas sensibles, y s6lo
puede alcanzarse con dosificaciones mayores de las que ahora mismo estan autorizadas
(Mavridou, Bruggemann et al., 2010a).

La disposicion y penetracién en tejido aporta informacion importante para entender la eficacia
de este grupo de antifungicos. Los ensayos realizados con posaconazol en el modelo de rata
descrito, muestran que este antifungico se acumula en pulmdn, alcanzando concentraciones
superiores a las obtenidas en suero. Este aumento se relacion6 con las dosis administradas, a
mayor dosis, mayor concentracién en tejido. La exposicion en tejido (AUC y Cpax.) demostré

ser entre 1.4 y 3.2 veces superior a la encontrada en suero.

C.-Aplicaciones en estudios clinicos, pacientes tratados.

La variacion inter e intraindividual es un hecho demostrado en los pacientes tratados con estos
compuestos azolicos. Las causas ya se han descrito en la introduccién de esta tesis. Es por lo
tanto importante disponer de metodologia que permitan evaluar esta variabilidad y dosificar en

consecuencia.

En los estudios realizados en pacientes tratados e incluidos en este trabajo de tesis, se evidencia
una gran variabilidad de niveles sanguineos, Se encontr6é una alta variabilidad entre diferentes

grupos de poblaciones y dentro de cada grupo poblacional, entre los diferentes sujetos . Asi
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mismo también se evidencié gran variabilidad entre las diferentes muestras de un mismo
paciente.. Estas observaciones llevan a la conclusion de que cualquier modificacién en la
dosificacion y/ o en la via de administracion justifica la monitorizacion de niveles sanguineos de
voriconazol, posaconazol e itraconazol (Hyland, Jones et al., 2003; Pascual, Calandra et al.,
2008; Trifilio, Pennick et al., 2007; Trifilio, Yarnold et al., 2009). En este contexto la
disponibilidad de métodos analiticos fiables como los aqui expuestos constituyen herramientas
necesarias e imprescindibles para manejar con eficacia tal variabilidad y dosificar en

consecuencia.
Monitorizacion de pacientes tratados con voriconazol.

En el estudio realizado en pacientes tratados con voriconazol, analizados de manera
retrospectiva y de los cuales se pudo recabar datos clinicos suficientes para extraer conclusiones
respecto a la monitorizacion y su utilidad en la practica clinica, se evidenci6 una alta proporcion
de muestras en los que los niveles cuantificados fueron subterapéuticos (43%), hecho también
observado y descrito en la literatura (Berge, Guillemain et al., 2009; Pascual, Calandra et al.,
2008; Trifilio, Pennick et al., 2007). Las principales causas relacionadas de esta variabilidad son
la biodisponibilidad, el incumplimiento, la pobre absorcién del farmaco, el estado funcional del

higado 0 comedicaciones.

Las relaciones obtenidas respecto a niveles y eficacia, confirman los datos publicados de manera
previa a este estudio (Berge, Guillemain et al., 2009), los cuales sugieren un rango terapéutico
entre 1 pg/mL y 6 pg/mL. Las asociaciones obtenidas en este estudio entre niveles valle y
respuesta, proporcionan mas datos a los ya existentes para apoyar la utilidad de la
monitorizacion de voriconazol. La ausencia de respuesta fue méas frecuente en los pacientes en

los que los niveles valle estaban por debajo de 1jug/mL de manera persistente.

En conclusién, hay suficientes evidencias que apoyan el uso de la monitorizacién de
voriconazol como herramienta terapéutica en pacientes tratados o en profilaxis (Ashbee, Barnes
et al., 2014).
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Seccidn 22.- Recomendaciones actuales en la monitorizacidn terapéutica de antifangicos y

futuro como herramienta terapéutica.

Los beneficios de la monitorizacion deben ser analizados en funcion de qué ventajas aporta esta
herramienta terapéutica en pacientes en los que se aplique con respecto a los pacientes en los
que no. Para que la monitorizacion sea Uutil, ésta tiene que cumplir determinados criterios
expuestos anteriormente en esta tesis. La monitorizacion de un fArmaco debe ser considerada un
proceso multidisciplinar, en el que estén implicados los diferentes profesionales que intervienen
en el proceso, desde el personal de enfermeria encargado de recoger la muestra, el analista que
la procesa y el especialista que interpreta el anlisis, y finalmente el médico encargado de

ajustar las dosis para conseguir la maxima eficacia del farmaco.

En la actualidad existen evidencias cientificas que apoyan el uso de la monitorizacion de
antiflngicos triazélicos en pacientes en tratamiento y profilaxis. Guias practicas publicadas
recientemente han establecido recomendaciones sobre el uso de la monitorizacion de
voriconazol. Dos de las mas recientes, la publicada por la Sociedad Japonesa de Quimioterapia
y por la Sociedad Britanica de Micologia Médica (Ashbee, Barnes et al., 2014; Hamada,
Tokimatsu et al., 2013), recomiendan tanto las técnicas analiticas mas adecuadas para realizar el
analisis de voriconazol, posaconazol e itraconazol, como las indicaciones para la
monitorizacion, basadndose éstas en los grados de evidencia obtenidos de la revision de la

literatura.

La monitorizacién es a dia de hoy una herramienta terapéutica complementaria que ayuda a
definir una exposicién adecuada o inadecuada al farmaco. El desarrollo y validacién de métodos
de monitorizacién exactos, precisos y fiables como los desarrollados en este trabajo de tesis,
permiten el ajuste de la dosis para garantizar la adecuada exposicién, aumentando las
probabilidades de éxito y minimizar el riesgo de toxicidad y efectos adversos. En ocasiones las
condiciones clinicas del paciente requieren una monitorizacion a demanda, asi como una
velocidad de respuesta que permita afirmar si hay una exposicion correcta al farmaco. La
transferencia de estos métodos a los centros de Sistema Nacional de Salud y no s6lo su
desarrollo en centros de referencia garantiza esa velocidad de respuesta y la toma de decisiones
inmediata. EIl retraso en el inicio de una correcta terapia antifingica, asi como la exposicion
inadecuada al farmaco, se ha visto que estan independientemente asociadas con el aumento de la
mortalidad debida a la EFI.

Por otro lado, basadas en la experiencia, se estdn empezando a establecer estrategias de
dosificacion que ayudan a optimizar las dosis para alcanzar las concentraciones diana que
aseguren la eficacia y minimicen los riesgos de toxicidad. La presencia en los centros del

Sistema Nacional de Salud de un profesional con los conocimientos tanto metodoldgicos como
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cientificos y con la capacidad para integrar todo este conocimiento a la hora de la toma de
decisiones que impliquen cambios en la terapia de los pacientes, es esencial para una
optimizacion del tratamiento antifangico. El contacto directo entre el analista, y el conocimiento
por parte de este de toda la patologia de base y tratamientos concomitantes del paciente, y el
clinico es esencial para el abordaje del tratamiento de estos pacientes tan complejos. Para dar un
buen uso y una correcta utilidad de la monitorizacion de antifungicos azélicos, el conocimiento
del proceso completo, incluida la farmacocinética (y sus variables mas importantes), aspectos
farmacodinamicos, asi como de la literatura mas relevante publicada al respecto, deben ser lo
mas completos posible. Para ello, todos los profesionales implicados en la toma de decisiones
derivadas de la monitorizacion deben estar familiarizados y especializados con cada paso del
proceso. De igual manera, la interpretacion de los resultados debe ser realizada por un
profesional con conocimientos en monitorizacion, ayudando sus recomendaciones a optimizar la
terapia antifungica con la finalidad de lograr una correcta exposicion al farmaco con la menor

toxicidad posible (Bruggemann and Aarnoutse, 2015).

Son esenciales métodos analiticos validos para aplicar a los resultados obtenidos nuevas
herramientas informéticas para la optimizacion de dosificaciones de azoles. Estas herramientas
estan empezando a abrirse paso en la literatura cientifica como una alternativa valida a la hora
de individualizar las dosificaciones y los intervalos de dosificacion de los azoles. Los factores
farmacocinéticos que varian de unas poblaciones a otras y que pueden ayudar a individualizar
de manera real los regimenes de administracién son la base para el desarrollo de estas
herramientas. Hasta el dia de hoy, los estudios farmacocinéticos y de eficacia se han realizado
en poblaciones de pacientes muy heterogéneas, lo que no valida los pardmetros
farmacocinéticos y farmacodindmicos en poblaciones homogéneas. Es aqui donde los modelos
animales tienen un papel importante, ya que en ocasiones no es posible hacer estudios en estas
poblaciones, bien por nimero insuficiente de sujetos o bien por la complejidad de los mismos.
Estos modelos pueden ayudar a predecir parametros farmacocinéticos/farmacodinamicos
presentes en estas poblaciones. Estos datos pueden servir de orientacion en el manejo de estas
poblaciones, aungque evidentemente no de guia Unica. Una vez establecidos los valores de las
concentraciones diana para cada poblacion de pacientes, los factores individuales (como por el
ejemplo el genotipo metabolizador de enzimas metabolizadoras, las comorbilidades asociadas,
las comedicaciones, etc...), y los factores farmacodinamicos (concentracion minima inhibitoria
de la levadura o el hongo filamentoso que infecta al paciente), deben integrarse para ayudar a
establecer una terapia dirigida individualizada, en la que el paciente obtiene el méaximo
beneficio de la administracion del farmaco antifingico. Se elaborard, por lo tanto, un “traje

terapéutico” hecho a medida para cada individuo.
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Hay ciertos aspectos en la monitorizacion de azoles que no han sido del todo aclarados. El
estudio de los diferentes genotipos metabolizadores y su influencia en las concentraciones de
voriconazol y de las interacciones farmacologicas de éste, abren un nuevo frente de
investigacion para la optimizacion terapéutica. La identificacion de nuevas interacciones podria
proporcionar nuevos datos sobre las rutas de metabolizacién de los farmacos implicados. En
cuanto a qué tipo de muestra es la mejor para realizar la monitorizacién y los tiempos de
muestreo, parecen claras las recomendaciones expuestas por diferentes sociedades y grupos de
expertos. En el caso concreto de voriconazol, la concentracion en el valle refleja la exposicion al
farmaco y es la medida de exposicion al farmaco mas facilmente interpretable (Ashbee, Barnes
et al., 2014) . En el caso de posaconazol e itraconazol, la concentracion valle también refleja
bien la exposicion. Las evidencias mas recientes apuntan a que éste valor que representa la
exposicion (concentracion valle) tiene que considerarse en funcion de la CMI del
microorganismo causante de la infeccion, ya que ésta es un determinante importante de la
relacion exposicion-respuesta (Ashbee, Barnes et al., 2014). El tratamiento de cepas con CMIs

mas elevadas requiere exposiciones mayores para alcanzar el efecto terapéutico deseado.

Asi mismo las concentraciones en momentos distintos al valle (pico) pueden ser Utiles para
monitorizar otros procesos como la absorcion. Queda por definir el papel de la determinacion de
estos antifingicos en otros fluidos bioldgicos diferentes a suero y plasma y su interpretacion
(Ashbee, Barnes et al., 2014). Hasta ahora la experiencia y los estudios realizados son escasos, y
debido a la dificultad de realizarlo en pacientes (necesidad de técnicas invasivas para la
obtencién de muestras bioldgicas), es en este punto donde los modelos animales aportan
informacion que puede ser Util de trasladar al paciente en tratamiento y profilaxis con estos

farmacos, y que permiten poner las bases para futuras investigaciones.
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5.- Conclusiones.




1.- Los métodos cromatograficos desarrollados para cuantificar itraconazol, su metabolito
hidroxiitraconazol, voriconazol y posaconazol cumplen con los criterios de recomendados en los
procesos de validacién de métodos bioanaliticos. Han demostrado ser métodos fiables, y
reproducibles para la monitorizacion de estos antifungicos en muestras de suero de pacientes

tratados.

2. Los métodos microbiol6gicos desarrollados para cuantificar voriconazol y posaconazol
cumplen con los criterios de recomendados en los procesos de validacion de métodos
bioanaliticos. Han demostrado ser métodos fiables, y reproducibles para la monitorizacion de

pacientes.

3.- La validacion cruzada entre métodos bioldgicos y métodos cromatograficos aporta un valor
adicional positivo en cuanto a fiabilidad y reproducibilidad. Desarrollar e implementar métodos
precisos, sensibles y exactos no es facil. Estos deben someterse a procesos de validacion
complejos y a veces tediosos, asi como estar sometidos a controles de calidad externos para
detectar desviaciones en la calidad analitica y aplicar las mejoras y las medidas correctoras

necesarias

4. Los métodos desarrollados han demostrado ser herramientas Utiles en ensayos preclinicos con

modelos animales, para establecer relaciones exposicion —respuesta con azoles.

5- Los modelos animales presentados demuestran ser Utiles en la evaluacion de parametros
PK/PD y en la evaluacion de correlaciones in vitro-in vivo. La emergencia de Aspergillus
fumigatus resistentes a azoles pueden comprometer el tratamiento con estos farmacos, sobre
todo con voriconazol y posaconazol como agente de primera linea para la prevencion de
infeccion flngica invasora en pacientes de riesgo. En los modelos descritos se obtienen
parametros PK/PD similares a los descritos en la bibliografia, lo que permite establecer la

validez de estos modelos como paso previo de cribado a la evaluacién clinica

5.- Las concentraciones séricas de los tres farmacos en los diferentes pacientes y en las
diferentes muestras obtenidas de cada uno de ellos son muy variables, lo que unido a las
caracteristicas farmacocinéticas complejas justifican la monitorizacion de las concentraciones

séricas de los tres farmacos.

6. Estas metodologias aportan interesantes aplicaciones en el manejo y racionalizacién del

tratamiento con antifingicos azolicos,

7.- La evaluacion de la utilidad de la monitorizacion de voriconazol en pacientes en tratamiento
presentada en esta tesis, muestra conclusiones interesantes que son corroboradas por

publicaciones tanto previas como posteriores. Por lo tanto nuestro estudio, pese al carécter
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retrospectivo y la limitacion en el nimero de pacientes corrobora la realidad actual de los

resultados de la monitorizacion de voriconazol hasta el momento de su publicacion.
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