A Universidad

deVaIparalso
CHILE

FACULTAD DE FARMACIA
ESCUELA DE QUIMICA Y FARMACIA

VALIDACION DE UN METODO ANALITICO PARA LA
DETERMINACION DE CONCENTRACIONES PLASMATICAS
DE VORICONAZOL MEDIANTE HPLC Y ESTANDARIZACION DE
LA TECNICA PCR — RFLP PARA LA DETECCION DEL
POLIMORFISMO CYP2C19*17

Tesis para optar al Titulo de Quimico Farmaceutico

JOAN ALEJANDRO GALDAMES BRICENO

Director de Tesis: Dr. Mauricio Farfan Urzua
Co-directores de Tesis:

Mg. Carolina Salas Palma
Dra. Caroline Weinstein Oppenheimer

2014



(...) Llegar a la meta no es vencer. Lo importante es el camino y en ¢él
caer, levantarse, insistir, aprender.
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RESUMEN

El voriconazol es un antifingico de amplio espectro, con efectividad sobre
microorganismos como Aspergillus y Candida. En la préctica clinica, se ha observado que
el tratamiento con voriconazol presenta una farmacocinética variable intra e interindividual
encontrdndose que un alto porcentaje de los nifios, tratados con dosis estdndar, presentan
niveles plasmaticos sub-terapéuticos, requiriendo de un aumento de las dosis para alcanzar
concentraciones terapéuticas. Este fendmeno se ha asociado a la presencia de
polimorfismos genéticos implicados en el metabolismo de farmacos. Los polimorfismos de
nucledtido simple (SNP) en el gen que codifica para la enzima metabolizadora CYP2C19
(CYP2C19*1), se han asociado a variaciones en la farmacocinética del voriconazol. Para
estudiar estas variaciones es necesario implementar técnicas de Ultima generacion, que
permitan realizar un monitoreo terapéutico desde el punto de vista farmacocinético y
farmacogenético. Para los estudios de farmacocinética, la Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC) es la técnica de referencia para determinar los niveles plasméticos de
voriconazol, capaz de entregar resultados confiables y precisos. Para el caso de la
farmacogenética, la técnica de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction—Restriction
Fragment Lenght polymorphism), es la técnica de eleccion para la deteccion de SNPs. En
este trabajo de tesis, en el hospital Dr. Luis Calvo Mackenna se implementaron las técnicas
de HPLC y PCR-RFLP para determinar los niveles plasmaticos de voriconazol y
polimorfismos genéticos asociados al metabolismo de este farmaco, respectivamente. Para
la técnica HPLC, se realizd la validacion analitica incluyendo los parametros de

especificidad, limite de deteccion (0.03 pg/mL), limite de cuantificacion (0.09 pg/mL),
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linealidad (r> = 0.9988), exactitud (recuperacion = 101.6%), precision (coeficiente de
variacion < 2%) y robustez. Ademas, se implementd la técnica de PCR-RFLP para la
deteccion del SNP CYP2C19*17, un SNP asociado a concentraciones sub-terapéuticas de
voriconazol. La implementacion de estas dos técnicas permitira en el futuro realizar
estudios de farmacocinética y farmacogenética destinados optimizar el tratamiento con

voriconazol.
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ABSTRACT

Voriconazole is a broad-spectrum antifungal, effective on microorganisms such as
Aspergillus and Candida. In clinical practice, it has been observed that voriconazole has a
variable intra and inter individual pharmacokinetics. A high percentage of children treated
with standard doses of voriconazole have sub-therapeutic plasma levels, requiring a dose
increase to achieve therapeutic levels. This phenomenon has been associated to the
presence of genetic polymorphisms involved in drug metabolism. Single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the gene encoding CYP2C19 metabolizing enzymes
(CYP2C19*1), have been associated with changes in the pharmacokinetics of voriconazole.
To study these drugs variations is necessary to implement cutting edge techniques for
therapeutic drug monitoring considering pharmacokinetic and pharmacogenetic
perspectives. For pharmacokinetic studies, the High Resolution Liquid Chromatography
(HPLC) is the gold standard to determine plasma levels of voriconazole in a reliable and
accurate manner. In the case of pharmacogenetics, PCR-RFLP is the technique of choice
for the detection of SNPs. In this thesis, HPLC and PCR-RFLP techniques were
implemented at Dr. Luis Calvo Mackenna Hospital to determine plasma voriconazole levels
and genetic polymorphisms associated with the metabolism of this drug, respectively. For
the HPLC technique, analytical validation parameters including specificity, limit of
detection (0.03 pg/mL), limit of quantification (0.09 pg/mL), linearity (r> = 0.9988),
accuracy (recovery = 101.6 %), precision (coefficient of variation < 2%) and robustness
was performed. In addition, PCR-RFLP for the detection of CYP2C19*17 polymorphism, a

SNP associated with sub-therapeutic concentrations of voriconazole was implemented. The
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implementation of these two techniques will allow to conduct pharmacokinetics and

pharmagenetics studies for voriconazole treatment optimization.
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I. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes

Entre las enfermedades producidas por microorganismos, se encuentran las
infecciones fangicas invasoras (IFls), las que, dependiendo de las caracteristicas del agente
infeccioso, el sitio afectado y las condiciones de salud del hospedero, pueden ser una causa
de mortalidad al no tratarse de manera apropiada. Las IFIs han tenido un progresivo
aumento en su incidencia durante las dos ultimas décadas, especialmente a nivel
nosocomial?, haciendo necesario el desarrollo de nuevos conocimientos y terapias para su
tratamiento. Los hongos Candida y Aspergillus se identifican como los principales
patdgenos causantes de estas enfermedades. A pesar de la aplicacion de una terapia
antifingica oportuna, la tasa de mortalidad varia entre un 30 a 80% en pacientes
pediatricos?.

En el contexto de la farmacologia, las principales lineas de tratamiento para las IFIs
incluyen a los polienos, triazoles, analogos de pirimidina y equinocandinas, tales como la
anfotericina B, 5-fluorocitosina, fluconazol y caspofungina, respectivamente, siendo
prescritos con mayor frecuencia dentro de los antifingicos triazoles el fluconazol,

itraconazol, voriconazol y posaconazol?.
1.2 Voriconazol: Aspectos generales y uso en clinica

El voriconazol es un antimicrobiano fungistatico con potente actividad contra un
amplio espectro de patdgenos flngicos, entre ellos del género Aspergillus, Candida,
Cryptococcus y patdgenos emergentes como Scedosporium y Fusarium®>, Su accion
antifangica se debe a la inhibicion del citocromo P-450 fungico dependiente de la enzima
14-a-esteroldemetilasa, la cual es vital para la sintesis funcional de pared celular en el
hongo?. Su biodisponibilidad (BD) presenta una alta variabilidad, siendo en nifios cercana
al 44,6%, a diferencia de los adultos, donde presenta valores cercanos al 96%°. Dentro de

las principales reacciones adversas notificadas en clinica, se describen mayoritariamente las
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alteraciones visuales y la elevacion de las enzimas hepaticas, asociadas a altas

concentraciones plasmaticas’.

F

Figura 1: Estructura quimica de la molécula de voriconazol. El voriconazol posee en su estructura un

grupo a-metilo y un fldor en posicién 4 de la pirimidina, lo cual otorga a la molécula una mayor afinidad que

su predecesor fluconazol a microorganismos del género Aspergillus, Candida y Fusarium*8,

1.3 Metabolismo del voriconazol

El voriconazol se metaboliza principalmente a nivel hepatico por accion del
citocromo P-450, siendo biotransformado en un 72% a voriconazol N-0Oxido,
principalmente a través de la isoforma CYP2C19, seguido de la enzima CYP3A4, mientras
que el 28% restante es convertido a otros metabolitos inactivos, principalmente el 4-
hidroxivoriconazol (Figura 2)°, excretandose sélo un 5% inalterado a través de la orinal®.
Este farmaco, ademas presenta una cinética lineal y un metabolismo mas rapido en nifios en
comparacion con los adultos, siendo necesario utilizar mayores dosis que las administradas
a pacientes adultos’'. Su baja BD en pacientes pediatricos sugiere un importante
metabolismo de primer paso en el organismo, a diferencia de los pacientes adultos?.
Ademas, se ha estudiado y evidenciado que la expresion del gen CYP2C19 es mas alta en
nifos que en adultos, lo que demuestra la importancia de la enzima CYP2C19 en el

metabolismo hepatico de voriconazol.!?
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Figura 2: Principales enzimas metabolizadoras de voriconazol. En la figura se muestra la molécula de
voriconazol y las principales enzimas del citocromo P450 encargadas de formar los metabolitos mayoritarios
del farmaco, el N-6xido (A) y el 4-hidroxivoriconazol (B)°.

1.4 Tratamiento con voriconazol en pediatria

El Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna (HLCM) es un hospital pediatrico de alta
complejidad, que forma parte de la red asistencial publica del Servicio de Salud
Metropolitano Oriente del Ministerio de Salud, centro de referencia nacional para un gran
namero de patologias, entre las que destacan los trasplantes de médula dsea y de 6rganos
sélidos, como rifion, higado y corazon®®. Si bien los procedimientos médicos se han
perfeccionado a través del tiempo, los pacientes que se someten a estas intervenciones
pueden presentar uno o varios factores de riesgo que alteran su inmunidad, dejandolos
expuestos a enfermedades infecciosas de diferente tipo, siendo las IFIs una importante
causa de morbilidad, lo cual genera desafios diagnosticos y terapéuticos para su

tratamiento, trayendo consigo elevacion de los costos de manejo y elevada mortalidad®.

En el HLCM, el voriconazol es utilizado como antifungico de segunda linea de uso
restringido, empleado principalmente para profilaxis y tratamiento de aspergilosis invasiva.

A los pacientes que utilizan este medicamento se les realiza un seguimiento
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farmacoterapeutico estricto, lo cual incluye la determinacion de concentraciones

plasmaéticas de voriconazol para asegurar la efectividad de la terapia.

Las concentraciones plasmaticas de voriconazol presentan una alta variabilidad intra
e interindividual a causa de mdltiples factores y/o condiciones propias del paciente como la
edad, enfermedad hepaética, interacciones medicamentosas y factores genéticos, los cuales
influyen directamente sobre su metabolismo. Se consideran valores terapéuticos de
concentraciones plasmaticas entre 1,0 a 2,0 pg/mL para profilaxis y entre 2,0 a 5,5 pg/mL
para tratamiento de aspergilosis>!®. EI hecho de poder lograr una concentracion plasmatica
adecuada es critico sobre el potencial éxito de la terapia, ya que concentraciones
plasmaticas que arrojen valores por debajo del margen terapéutico se asocian a falla en el
tratamiento, mientras que aquellas sobre el rango se relacionan con la aparicién de
reacciones adversas'®, por lo que clinicamente se recomienda realizar un monitoreo

terapéutico del farmaco, a través de la determinacion de sus concentraciones plasmaticas®®.
1.5 Medicion de concentraciones plasmaticas de voriconazol

La determinacion de niveles plasmaticos de voriconazol requiere de un método
confiable, preciso, sensible y reproducible, que pueda realizarse de manera rutinaria en un

laboratorio clinico, con tiempos de respuesta oportunos y Utiles para su aplicacién clinica.

Segun la evidencial’, se han desarrollado y puesto a prueba diversas técnicas y
métodos para medir concentraciones plasmaticas de voriconazol, siendo la maés utilizada la
técnica de Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) con deteccion UV o
acoplado a un detector de espectrofotometria de masa'’, siendo considerada como la

metodologia de referencia (Gold standard).

La validacion de un método, segun el Instituto de Salud Publica de Chile, es un
paso fundamental para asegurar que los resultados entregados sean confiables'®. En tanto, la
NCh-1SO 17025. Of2005 indica que la validacion de un método analitico se define como la

confirmacion mediante un examen que entrega una evidencia objetiva®®.
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La implementacion de una metodologia para la determinacion de niveles
plasméticos de voriconazol se realizé utilizando como guia los procedimientos instaurados
para el mismo propdsito por el laboratorio de Farmacocinética Clinica del St. Jude

Research Hospital, Memphis, Estados Unidos?.
1.6 Polimorfismos genéticos involucrados en el metabolismo del voriconazol

Un polimorfismo genético se describe como un cambio en un gen presente en una
poblacién con una frecuencia mayor o igual al 1%. Su origen radica en la ocurrencia de
mutaciones, siendo la forma mas comdn de variacion genética en los seres humanos los
polimorfismos de nucledtido simple (SNPs), los cuales representan una diferencia en un
solo nucledtido en una region del ADN?L. En general, los SNPs no generan efectos sobre la
salud o el desarrollo. Su importancia en farmacologia radica en poder asociarlos con el
riesgo de susceptibilidad a toxinas o su influencia en la respuesta de un individuo a ciertos
farmacos?. Para el caso del voriconazol se han descrito varios SNPs en el gen CYP2C19
asociados a variaciones en el metabolismo de este farmaco, evidenciado por alteraciones en

las concentraciones plasmaticas esperadas frente a un tratamiento determinado.

El gen CYP2C19 se localiza en el cromosoma 10 y posee 9 exones, que codifican
para una proteina de 490 aminoécidos?2. Los polimorfismos en este gen dan lugar a la
presencia de distintos alelos, los cuales se asocian a diferentes grados de actividad
metabolica de la enzima CYP2C109.

Hasta la fecha se han identificado 34 SNPs del gen CYP2C19, sin embargo,
principalmente tres presentan una influencia sobre la farmacocinética del voriconazol,
siendo los alelos CYP2C19*2 y CYP2C19*3 aquellos que codifican para una enzima
CYP2C19 truncada con actividad nula y el CYP2C19*17, que codifica para una enzima con

actividad incrementada (Tabla 1)%.
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Tabla 1: Principales alelos polimorficos del gen CYP2C19 relacionados a variabilidad
farmacocinética

Alelo Came 0 de Efecto ACt.'V'P"?‘d
nucleotido Enzimatica
CYP2C19*1 | e | e Normal
CYP2C19*2 AB681G (exon 5) Splicing aberrante Nula
CYP2C19%3 | G636A (ex6n 4) T GE HIoT Nula
prematuro
CYP2C19*17 C806T Cambio en r egion Incrementada
flanqueante 5’ del gen

Fuente: Hirota, Eguchi & leiri, 2013. Drug Metab Pharmacokinet. 28(1):28 -37.

1.7 SNP CYP2C19*17

En el afio 2006, se describi6 la variante alélica CYP2C19*17, la que se caracteriza
por la presencia de un SNP —-806C>T (rs12248560) en la regién promotora del gen
CYP2C19%*, que aumenta la expresion de este gen y la proteina que codifica. Este
polimorfismo se asocia a un fenotipo metabolizador ultra rapido, con incremento de la
actividad enzimatica®?2. Estudios recientes han demostrado que la presencia de este SNP se
asocia a concentraciones plasmaticas sub-terapéuticas de voriconazol, con el consiguiente
riesgo de fracaso terapéutico y la necesidad de incrementar las dosis para conseguir

concentraciones plasmaticas efectivas®.

A nivel mundial se han realizado varios estudios de prevalencia de este SNP, en
donde es posible visualizar una distribucion heterogénea en la frecuencia del alelo
CYP2C19*17 (Tabla 2)%.

Tabla 2: Frecuencias del genotipo enzimatico CYP2C19*17 en diferentes poblaciones

Alelo Poblacion Frecuencia (%)
Asiaticos 0,15-0,44
CYP2C19*17 Caucésicos 18 - 27
Africanos 10 - 26

Fuente: Hirota, Eguchi & leiri, 2013. Drug Metab Pharmacokinet. 28(1):28 —37.
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En Chile ain no existen estudios relacionados con el tema. No obstante, en
Sudamérica se han realizado algunos estudios que determinan la prevalencia del alelo
CYP2C19*17. Uno de ellos se realizd en Brasil?®, destacando uno donde diferencian los

distintos alelos segun los grupos étnicos que habitan en ese pais (Tabla 3).

Tabla 3: Frecuencia del alelo CYP2C19*17 segun etnias en poblacion brasilefia

Alelo Grupo étnico %
Amerindios 20,8
Descendientes caucasicos 24 4

* L]
cuzeledy Mulatos 29,8
Descendientes africanos 32,3

Fuente: Santos & cols, 2011. BMC Med Genet. 12(1):13.

1.8 Deteccion del SNP CYP2C19*17

La deteccion del SNP CYP2C19*17 requiere la implementacion de una técnica
molecular que sea sensible, rapida y de bajo costo. Estas caracteristicas las reune la PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Lenght Polymorphism), una
técnica que combina la amplificacién de un segmento de ADN mediante PCR (Polymerase
Chain Reaction) y la digestion enzimatica de estos fragmentos amplificados utilizando una
enzima de restriccion especifica para el polimorfismo en estudio. Esta técnica cualitativa
requiere de una estandarizacién y optimizacion de las condiciones analiticas, con el fin de
asegurar una amplificacion y digestion enzimatica. Dadas sus ventajas, la PCR-RFLP ha
demostrado ser til para la deteccién de mutaciones puntuales causadas por el cambio de

una base nitrogenada, asi como pequefias deleciones o inserciones?’.

Considerando lo anterior, la implementacién de las técnicas de PCR-RFLP y HPLC
en un laboratorio clinico, es de vital importancia para realizar el monitoreo terapéutico del
medicamento en los pacientes tratados con voriconazol, asi como el reconocimiento de la
presencia del SNP CYP2C19*17 y su eventual influencia sobre los niveles plasmaticos de
voriconazol, siendo posible a largo plazo establecer una asociacion entre los niveles
subterapéuticos y la presencia del SNP, lo cual permitira aportar desde la farmacogenética

con un pronostico de la posible respuesta terapéutica del paciente al medicamento.
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Il. HIPOTESIS

La validacion de un método analitico para la determinacion de niveles plasmaticos
de voriconazol y polimorfismos en el gen CYP2C19 proporcionan datos precisos,

reproducibles y confiables para futuros usos en la préctica clinica.
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I11. OBJETIVOS
General:
e Implementar una metodologia para la determinacién de concentraciones plasmaticas de

voriconazol mediante la técnica de HPLC e implementar la técnica de PCR-RFLP para
la deteccion de polimorfismos del SNP CYP2C19*17.

Especificos:

e Optimizar las condiciones analiticas para la determinacion de concentraciones

plasmaéticas de voriconazol mediante HPLC.

e Determinar pardmetros de calidad: especificidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, linealidad, exactitud, precision y robustez del método para determinar

concentraciones plasmaticas de voriconazol.

e Determinar condiciones dptimas para la deteccién del SNP CYP2C19*17 mediante la
técnica de PCR — RFLP.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Optimizacion de condiciones analiticas para la determinacion de concentraciones

plasmaticas de voriconazol mediante HPLC.

Para dar cumplimiento a este objetivo se tom6 como referencia la metodologia
descrita por Rose, 2010%°, basada en la extraccion liquido — liquido del analito con solvente
organico en medio béasico y posterior reconstitucion con fase mdvil, utilizando como
estandar interno ketoconazol.

La técnica montada se realizé en un equipo HPLC Agilent, Infinity serie 1260,
equipado con los siguientes modulos: Inyector manual (G1328C), bomba cuaternaria con
desgasificador en linea (G1311B), compartimento de temperatura de la columna (G1316A),
detector de arreglo de diodos (VL G1315D).

El método HPLC para la determinacion de concentraciones plasmaticas de
voriconazol fue optimizado y validado en las dependencias del Laboratorio de Bioquimica

y Urgencia del Hospital Dr. Luis Calvo Mackenna.

2. Determinacion de parametros de calidad.

A continuacion se explica la determinacién de los parametros utilizados en la

validacién del método para cuantificar concentraciones plasmaticas de voriconazol.

2.1 Especificidad

La especificidad es la capacidad de medir exacta y especificamente el analito de
interés en la presencia de otros componentes que pudieran estar presentes en la muestraZ,

Para fines de identificacion, se determind la especificidad del método mediante
evaluacion visual del cromatograma?®, comparando la sefial obtenida al medir una solucion
blanco con soluciones de concentracion conocida preparadas a partir de la misma matriz del

blanco.
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2.2 Limite de Deteccidn (L.D.) y Limite de Cuantificacién (L.C.)

El L.D. se define como la mas baja concentracion de un analito en una muestra que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada, mientras que el L.C. corresponde
a la més baja concentracion de un analito en una muestra que puede ser cuantificada con
precision y exactitud aceptables en las condiciones operativas indicadas del método?®.

Se realiz6 una curva de calibraciébn a bajas concentraciones con 6 niveles
(excluyendo el punto cero). Mediante la estimacion del error estandar del intercepto-y
(EEI) y la pendiente (m) de la curva de calibracion se determiné tanto el limite de

deteccion, como el de cuantificacion, utilizando las ecuaciones (1) y (2)%.

EEI .
L.D.=33x* ecuacion (1)
m
EEI L
L.C.=10 % ecuacion (2)
m

Tanto los valores EET como la pendiente m fueron determinados con el software
Origin 6.0.

2.3 Linealidad

Se define como la capacidad del método de entregar una respuesta o resultados
instrumentales directamente proporcionales a la concentracién de analito, dentro de un
rango dado'®?8,

Para determinar si las concentraciones y la sefiales analiticas presentan un
comportamiento lineal, se realizé una evaluacion de curva de calibracion global, construida
a partir de tres curvas de calibracion de caracteristicas similares®®, utilizando 6 niveles de
concentracion. Con los datos obtenidos se aplicaron las estadisticas del coeficiente de
correlacion, coeficiente de determinacion y una evaluacion estadistica mediante la prueba t

de Student utilizando la ecuacion (3)%8.
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|r| vn -2 g
tcalc = —— ecuacion (3)
V1 —r?
En donde tcac corresponde al valor del estimador t de Student obtenido para el coeficiente
de correlacion, r al promedio del coeficiente de correlacion, r?> al coeficiente de

determinacion y n — 2 al nimero de grados de libertad.
2.4 Exactitud

Corresponde al grado de concordancia entre el valor de referencia aceptado y el
valor encontrado en una muestra,

Se midio el porcentaje de recuperacion (%R) del analito, mediante la recoleccion de
datos a partir de nueve determinaciones en total (tres concentraciones distintas y por

triplicado), utilizando la ecuacion (4)%.

C -
%R = bk 100 ecuacion (4)
Ca

Donde Ce corresponde a la concentracion del analito en la muestra y Ca es la concentracion
del analito agregada.

De los datos obtenidos se calculé el promedio (X) del porcentaje de recuperacion, la
desviacion estandar (DS) y la desviacion estandar residual (RSD) para el total de muestras.
Se consideran los criterios de aceptacion para la determinacion de la exactitud, un valor
promedio total %R entre 98 y 102 %, con una RSD <2 %. La RSD se calcul6 utilizando la

ecuacion (5)%.

DS -
RSD = 5 a * 100 ecuacion (5)
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2.5 Precisién

La precision de un meétodo analitico se define como el grado de concordancia entre
los resultados de las pruebas individuales, producto de los analisis repetidos de una muestra
homogénea. Normalmente la precision del método se evalla a nivel de la repetibilidad,
precision intermedia y reproducibilidad?.

Se procedio a evaluar la repetibilidad y la precision intermedia del método, segun se

explica a continuacion:

+ Repetibilidad: Es la capacidad del método de generar los mismos resultados en un
intervalo corto de tiempo y bajo las mismas condiciones. Se determind midiendo la
sefial de una solucion de voriconazol de una concentracion estandar 6 veces durante el

mismo dia, manteniendo las condiciones experimentales establecidas?,

¢+ Precision Intermedia: Corresponde a la concordancia de los resultados del laboratorio
dentro de variaciones que ocurren al azar al cambiar alguna condicién experimental, por
ejemplo, cambio de laboratorio y/o de analista, uso de otro equipo, utilizacion de
nuevos reactivos, entre otros. En este caso, dos analistas prepararon y analizaron 10
réplicas de wuna solucion de concentracion conocida, bajo las condiciones

experimentales establecidas®?®,

Tanto la repetibilidad como la precision intermedia fueron validadas mediante la
determinacion de la desviacion estandar residual (RSD), la cual se calcula segln la
ecuacion (5), en donde DS corresponde a la desviacion estandar de las lecturas y X al
promedio de estas. El criterio de aceptacion utilizado para las dos pruebas fue una RSD <2

% para todos los analistas?®.
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2.6 Robustez

Se define como la capacidad del método de resistir pequefios cambios en las
condiciones analiticas del mismo®®,

Se realizé la prueba de robustez de Younden y Steiner'®, en donde se evaluo el
efecto de siete variables a través de 8 analisis de una sola muestra,.

Las variables modificadas fueron asignadas con un valor alto (X) y un valor bajo (x)

respecto al valor nominal del método (Tabla 4).

Tabla 4: Modelo de prueba de robustez de Younden y Steiner

. . Clave | Valor alto Valor Valor bajo
Condicion Variable (X.X) (X) nominal (x) J
Tiempo agitacion (s) A,a 40 30 20

Numero de extracciones B,b 3 2 1
pH Buffer C.c 4.4 4,7 5
Temperatura columna (°C) D,d 38 35 32
Velocidad de flujo (mL/min) E.e 1,2 1 0,8
Longitud de onda (hm) F.f 256 254 252
% buffer en fase movil G, 51 49 47

Cada variable fue medida combinando los valores dentro de los 8 ensayos

correspondientes (Tabla 5).

Tabla 5: Combinacion de variables para ensayo de robustez

Valor de la
condicion
variable

ENSAYO

A,

B,b

C,c

D,d

E.e

F.f

G,
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De las sefiales obtenidas en cada ensayo se obtuvo la desviacién estandar y se
calculd el efecto de cada variable. Como criterio de aceptacion para cada parametro, se

establecio la condicion dada por la ecuacion (6)*.

A< V2 *DS ecuacion (6)

En donde A corresponde a la diferencia entre el promedio obtenido de las sefiales de valor
alto, menos el promedio de las sefiales de valor bajo para cada variable y DS es la

desviacidn estandar de las sefiales obtenidas de los 8 ensayos (s, t, u, v, w, X, Y, 2).

3. Correlacioén de resultados con otros centros asistenciales.

Se realizaron comparaciones entre los resultados del laboratorio del HLCM vy los
obtenidos por otros establecimientos que utilizan la misma metodologia. La correlacién
entre nuestro método y los de comparacion se comprobd mediante el analisis de Passing y
Bablok, en el cual tomando en consideracion una probabilidad de un 95 %, se considera
como criterio de aceptacion un intervalo de confianza para la pendiente que contiene el
ndmero 1, mientras que el intervalo del intercepto debe contener el numero 0, lo cual
demuestra que no existe error sistematico ni diferencias proporcionales entre ambos
métodos?®.

Para que el test de Passing y Bablok sea valido, es necesario ademas verificar que la
relacion entre ambos métodos de medicion sea estable en el intervalo de estudio®. Para
comprobarlo, se aplica un test de linealidad de dos colas®. La hipdtesis nula (Ho) afirma
que la relacion entre las dos variables es lineal, mientras que la hipotesis alternativa (Hy)
afirma lo contrario. Como criterio de aceptacion de Ho, el valor p calculado debe ser mayor
que el nivel de significacion o = 0.05. Solo una vez que la linealidad esta demostrada
estadisticamente, es posible determinar la correlacion entre ambos métodos.

Los célculos de la pendiente y el intercepto de la correlacion, asi como el valor p
calculado para el test de linealidad fueron determinados mediante el programa XLSTAT
2014.3.04.
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4. Estandarizaciéon de la técnica de deteccion del SNP CYP2C19*17 mediante la
técnica de PCR-RFLP.

4.1 Extraccion del material genético

El ADN utilizado se extrajo a partir de 0.2 mL de sangre con el sistema comercial
QiAamp® DNA blood Mini Kit (250), segun las instrucciones entregadas por el proveedor
Posteriormente, el ADN extraido se resuspendié en 100 pL de agua grado biologia
molecular y se almacen6 a -20 °C hasta el momento del andlisis (esta etapa no fue
considerada como parte de la realizacion de esta tesis, debido a que se conté con las
muestras de ADN previamente extraidas).

4.2 PCR

Se amplifico un fragmento de 470 bp en termociclador EPPENDORF
Mastercycler® nexus, utilizando los partidores 5’-GCCCTTAGCACCAAATCTTC-3’ y
5>-TTTAACCCCCTAAAAAAACACG-3’, descritos por Dai y cols, 2012%% Se
estandarizaron y optimizaron las condiciones analiticas del procedimiento: concentracion
de ADN vy de reactivos (Tabla 6), temperatura de denaturacién del material genético,

extension y ciclos de amplificacion necesarios para la reaccién (Tabla 7).

Tabla 6: Protocolo final utilizado para la realizacién de la PCR

Reactivo Volumen (uL) Conc]tce_ntramon
inal
Agua (15—
Buffer (GoTaq®) 5 1X
MgCl; 2 2 mM
dNTP’s 0.5 0.2mM
Partidor 1 0.5 0.2 uM
Partidor 2 0.5 0.2 uM
Taq polimerasa
(GoTaq®) 0.5 1U
Templado de ADN I ——
Volumen final 25




Tabla 7: Programa de ciclos para la PCR
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Etapa Tem?oeé;;\tu ra Tiempo (min:s) Nag?celgz de
Denaturacion inicial 95 7:00 1
Denaturacion 95 0:30
Alineamiento 54 0:40 40
Extension 72 1:30
Extension final 72 10:00 1
Reposo 10 Indefinido 1

Para visualizar los fragmentos amplificados, los productos de la PCR se sometieron

a electroforesis (BIO — RAD PowerPac™ Basic) durante 40 minutos a 80 Voltios, en gel de

agarosa al 2% y visualizados con luz UV. Como agente de tincién del material genético se
utilizé Gel Red (Biotium, 10,000 X en DMSO).

4.3 Digestion enzimaética

Los productos de la PCR se digirieron con la enzima Lwe | (SfaNI), a 37 °C durante

3 horas?* bajo condiciones estandarizadas en el laboratorio (Tabla 8). Posteriormente los

fragmentos de la digestidn se separaron en geles de poliacrilamida al 10% (Tabla 9).

Tabla 8: Protocolo para preparacion de gel de poliacrilamida

Reactivo Volumen
Agua 5mL
Acrilamida:Bisacr?Iamida 29:1 29 mL
(30% v/v.Winkler)
Buffer TAE (pH 8.3. Merck) 296 uL
(9Ze;§/l:|;3tfegae ?/T/]i%rllll(()er) 735Uk
TEMED 7.35 L

(grado ultra puro. Amresco)
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Tabla 9: Protocolo final para preparacion de la digestion enzimatica

Reactivo Volumen (uL) Conc?irrl];rIaC|on
Agua 375 | e
Buffer Tango
(Thermo Scientific) 2 1X
Enzima 0.25 25U
Productos de PCR 14 |

4.4 Limite de deteccion

Se determind la concentracion minima de ADN templado para la reaccion de PCR.,
realizando diluciones sucesivas a partir de una muestra de ADN de concentracion conocida.
Las diluciones se sometieron a PCR segun las condiciones del método, en busqueda de
aquella concentracion que no mostrara el fragmento de amplificacion de 470 bp en el gel de

agarosa.
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V. RESULTADOS

En esta seccion se presentan los resultados logrados en base a los objetivos
especificos y descritos segn las condiciones estipuladas en la unidad de materiales y

métodos.

1. Optimizacion de condiciones analiticas para la determinacién de concentraciones

plasmaticas de voriconazol mediante HPLC.

1.1 Preparacion de calibradores y controles de calidad

Se realizé una curva de calibracion de 6 niveles con concentraciones de 0.1, 1.0,
2.0, 5.0, 10.0 y 15.0 pg/mL (figura 3) a partir de una solucion madre de voriconazol (Pfizer,
100% de pureza) de concentracion 15 pg/mL, ademas de 2 niveles de control de calidad de

concentracion 1y 5 pg/mL.

0,9

0,8 vy = 0,0554x + 0,0053 A
R?=0,9994
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Concentracién voriconazol (ug/mL)

Figura 3: Curva de calibracion representativa para determinacion de concentraciones plasmaticas de
voriconazol. La curva se compone de 6 niveles con concentraciones de 0.1, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 y 15.0 pg/mL.
En el eje y se grafica el &rea obtenida para cada concentracion del analito.
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1.2 Preparacion del estandar interno

Se prepard una solucion madre de ketoconazol (Sigma, > 98% de pureza) a una
concentracion de 2 mg/mL utilizando como solvente metanol grado HPLC (Merck, 99.9%
de pureza) al 75% v/v, a partir de la cual se prepar6 una solucién de trabajo de
concentracion 200 pg/mL.

1.3 Extraccion del analito (voriconazol) a partir de los calibradores, controles y muestras

problemas

Con el proposito de aislar el voriconazol y el estandar interno de las muestras
problema, calibradores y controles, se realizd una extraccion liquido — liquido, segun el
siguiente protocolo:

En tubos de vidrio tapa rosca debidamente rotulados se agregaron consecutivamente
200 pL de muestras, calibradores y/o controles, 20 puL de estandar interno y 200 uL de
NaOH 0.05 M. Luego la mezcla se agit6 en vortex durante 20 segundos y posteriormente se
adicion6 bajo campana de extraccion 1 mL de tert-butil metil éter grado HPLC (Merck,
99.8% de pureza). A continuacion se taparon los tubos, se agité durante 20 segundos y
centrifugaron entre 4 y 6 °C (Centrifuga Sorval RT) a 3500 rpm por 5 minutos. Se extrajo la
fase organica (superior) y se llevé a sequedad en bafio termorregulado a 80 °C.

Posterior a la extraccién, todas las muestras se reconstituyeron con 100 pL de fase

movil.
1.4 Cuantificacion del voriconazol
La medicion se realizd a partir del cociente resultante del area bajo la curva (ABC)

obtenida por el analito y el ABC del estandar interno, siendo las condiciones del método

para el equipo las indicadas en la Tabla 10.
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Tabla 10: Condiciones cromatograficas para cuantificacion de niveles plasmaticos de

voriconazol
Parametro Condiciones
Modo de elucion Isocrético
Columna SHODEX 5C8 4D. 4.6 x 150 mm x 5 pm
Temperatura de la columna 35°C
Fase movil Acetonitrilo:buffer acetato de sodio = 51:49 (v/v)

Flujo 1.0 mL/min
Volumen de inyeccion 50 pL
Longitud de onda de deteccion 254 nm

2. Determinacion de parametros de calidad.

A continuacion se detallan los resultados correspondientes a la determinacion de los
pardmetros utilizados en la validacion del método para cuantificar concentraciones

plasmaticas de voriconazol

2.1 Especificidad

Se compararon visualmente los cromatogramas obtenidos a partir de la
determinacion de una solucion blanco y a las concentraciones de 1.0 y 5.0 ug/mL de

voriconazol mas la sefial del estandar interno (Figuras 4, 5y 6).
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Figura 4: Cromatograma representativo de una solucién blanco. EI cromatograma muestra las sefiales
generadas por una solucion blanco, con ausencia de picos cromatograficos tanto para el voriconazol como el

estandar interno.
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Figura 5: Cromatograma representativo de una solucién de voriconazol de concentracién 1.0 ug/mL. El
cromatograma muestra las sefiales generadas por el voriconazol a los 3.5 minutos a una concentracion

nominal de 1.0 pg/mL y el estandar interno a los 5.1 minutos aproximadamente.
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Figura 6: Cromatograma representativo de una solucién de voriconazol de concentracion 5.0 ug/mL. El
cromatograma muestra las sefiales generadas por el voriconazol a los 3.5 minutos a una concentracion

nominal de 5 pg/mL y el estandar interno a los 5.1 minutos aproximadamente.

2.2 Limite de deteccidn y limite de cuantificacién

Se realiz6 una curva de calibracion a bajas concentraciones con 6 niveles: 0.025,

0.1, 0.25, 1.0, 2.0 y 2.25 ug/mL, respectivamente. De los datos de la curva se obtuvieron

los valores del EEI y la pendiente m, mientras que el L.D y L.C. fueron calculados a partir

de las ecuaciones 1y 2 (Tabla 11).

Tabla 11: Limites de deteccion y de cuantificacion para voriconazol

Parametro Valor
EEI 597 x 10*

m 0.0642
L.D. 0.03 pg/mL
L.C. 0.09 pg/mL

Los valores tanto del L.D. como del L.C. son suficientes para los fines previstos en el laboratorio, en funcion
del rango de concentraciones Utiles en el &mbito clinico. Para mayor detalle refiérase a la discusion de los

resultados.
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2.3 Linealidad

Se realizd una evaluacion de curva de calibracion global, realizando la medicién por
triplicado de 6 niveles a las concentraciones de 0.1, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 y 15.0 pg/mL
(Tabla 12).

Tabla 12: Resultados de curva de calibracion global

Nivel | Concentracion | ; p p Area Desv.

(n) (Mg/mL) Areal | Area2 | Area3 promedio | Estandar RSD
1 0,1 0,0133 | 0,0121 | 0,0112 0,0122 0,0011 8,7325
2 1 0,0600 | 0,0739 | 0,0711 0,0683 0,0074 10,7691
3 2 0,1101 | 0,1153 | 0,1140 | 0,1131 0,0028 2,4334
4 5 0,2801 | 0,2561 | 0,2807 0,2723 0,0140 5,1465
5 10 0,5729 | 0,5675 | 0,6356 | 0,5920 0,0379 6,4006
6 15 0,8280 | 0,8077 | 0,9288 | 0,8549 0,0649 7,5861

Se obtuvieron las areas a partir de las curvas de calibracién medidas por triplicado. Se calcularon las areas
promedio, la desviacion estandar y la RSD, respectivamente. Los valores de area promedio se utilizaron para
correlacionar con las concentraciones del analito y confeccionar la curva de calibracion global.

De los valores resultantes se determinaron los parametros estadisticos del promedio
del coeficiente de correlacion y el coeficiente de determinacion. Para realizar la evaluacion
estadistica se utilizo la prueba t de Student segun la ecuacion (3), contrastando el valor del t
calculado (tcac) versus el t tabulado (tn) (Tabla 13). Si el valor de t calculado es mayor que
el valor t tabulado, con un 95% de probabilidad y n — 2 grados de libertad, se rechaza la

hip6tesis nula Ho y se puede concluir que existe correlacion lineal significativa

Tabla 13: Valores estadisticos de la curva de calibracién global

Parametro Valor
n-2 4

r 0.9994

r? 0.9988

tealc 57.700

ttab 2.776

A partir de la curva de calibracion global se determinaron los pardmetros estadisticos necesarios para realizar
el contraste de hipétesis, del cual se obtiene que el valor tcaic es mayor al valor del twab, permitiendo en este
caso rechazar la hip6tesis nula Ho. Para mayor detalle refiérase a la discusion de los resultados.
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2.4 Exactitud

Fue determinada a partir de 3 niveles analizados por triplicado y a las
concentraciones 1.0, 2.0 y 3.0 ug/mL. Utilizando la ecuacién (4) se calcul6 el porcentaje de
recuperacion (%R) para cada determinacion (Tabla 14). De estos se calculd el promedio
(X), la desviacion estandar (DS) y la desviacion estandar residual (RSD), la que se

determind con la ecuacion 5 (Tabla 15).

Tabla 14: Porcentaje de recuperacion por cada nivel de concentracion

Nivel 1 (1 ng/mL)

Nivel 2 (2 ug/mL)

Nivel 3 (3 ug/mL)

103.90 98.82 99.00
103.08 102.74 102.76
103.21 99.70 101.04

Tabla 15: Parametros estadisticos a partir de los valores del %R

Parametro Valor
X 101.6
DS 2.0
RSD 1.9

El valor promedio para el total de los %R obtenidos y el valor de la RSD se encuentran dentro del rango
estipulado como criterio de aceptacion. Para mayor detalle refiérase a la discusion de los resultados.

2.5 Precisién

Se presentan los resultados de la prueba de precision del método, evaluada a través

de los dos niveles que se detallan a continuacion

% Repetibilidad

Fue determinada midiendo 6 veces en el mismo dia una solucién de voriconazol de
concentracion 1.0 ug/mL (Tabla 16), sin variar las condiciones experimentales. Se calculo
a partir de ellas el promedio (X) de las areas, la desviacion estandar (DS) y la desviacion
estandar residual (RSD) (Tabla 17).
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Tabla 16: Areas obtenidas para la prueba de repetibilidad

Inyeccion | Area (mMUA*s)
1 0.0599
2 0.0596
3 0.0597
4 0.0589
5 0.0590
6 0.0605
Tabla 17: Parametros estadisticos a partir de las areas obtenidas para la prueba de
repetibilidad
Paradmetro Valor
X 0.0596
DS 0.0006
RSD 0.97

De los datos tabulados, se obtiene que el valor de la RSD cumple con el criterio de aceptacion estipulado para
este parametro. Para mayor detalle refiérase a la discusion de los resultados.

% Precisién intermedia

Para su determinacion se utilizé una solucion de concentraciéon 2 pg/mL, la que fue
medida 10 veces por dos analistas (Tabla 18), manteniendo las demas condiciones
experimentales, mientras que los parametros estadisticos del promedio (X), desviacion
estandar (DS) y desviacion estandar residual (RSD) calculados a partir de las areas
obtenidas (Tabla 19).
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Tabla 18: Areas obtenidas por dos analistas distintos para la prueba de precision

intermedia
Inyeccion Analista 1 Analista 2
(MUA¥*s) (MUA¥*s)
1 0.1082 0.1180
2 0.1076 0.1203
3 0.1092 0.1196
4 0.1109 0.1230
5 0.1089 0.1195
6 0.1082 0.1180
7 0.1118 0.1209
8 0.1112 0.1244
9 0.1062 0.1224
10 0.1069 0.1222

Tabla 19: Parametros estadisticos a partir de las areas obtenidas para la prueba de
precision intermedia

Parametro | Analistal Analista 2
X 0.1089 0.1208
DS 0.0019 0.0021
RSD 1.73 1.77

De los datos tabulados, se obtiene que los valores de la RSD de los analistas 1 y 2 cumplen con el criterio de
aceptacion estipulado para este parametro. Para mayor detalle refiérase a la discusién de los resultados.

2.6 Robustez

Se realizaron 8 determinaciones a distintas condiciones (Tabla 20). De las areas
obtenidas se calcularon los parametros necesarios para utilizar la ecuacién 6, a partir de la

cual se obtienen los valores necesarios para evaluar el criterio de aceptacion (Tabla 21).
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Tabla 20: Condiciones y areas obtenidas para la prueba de robustez

Variable ENSAYO

1 2 3 4 5 6 7 8
Aa 40 40 40 40 20 20 20 20
B,b 3 3 3 1 3 1 1 1
C.c 5 4.4 5 4.4 5 4.4 5 4.4
Dd 38 38 32 32 32 32 38 38
Ee 1.2 0.8 1.2 0.8 0.8 1.2 0.8 1.2
F.f 256 252 252 256 256 252 252 256
G,g 51 47 47 51 47 51 51 47

AREA (mUA*s)
009 | 014 | 013 | 013 | 017 | 012 | 009 | 0.16

A,a. Tiempo de agitacion (s). B,b. Numero de extracciones. C,c. pH del buffer. D,d. Temperatura columna
(°C). E,e. Velocidad de flujo (mL/min). F,f. Longitud de onda. G,g. % buffer en fase mdvil.

Tabla 21: Resumen de valores obtenidos para validacion de la robustez

Variable | Promedio A V2 * DS
G
b ows | OO
e T oo | 00V
Ej) 8;153 0015 | 0.039
_—
F | ows | 08
o

En la tabla se ordenan los datos en funcién de las variables estudiadas. El promedio en cada celda es el
resultado del calculo de la media de los cuatro andlisis que contienen la variable en su valor mas alto (letra
mayuscula) y aquellas que corresponden al valor mas bajo (letra mindscula). Cada valor
A corresponde a la diferencia entre la variable de mayor valor versus la de menor valor. Finalmente se
muestra el producto de la operacion 2 = DS (0.039), siendo DS la desviacion estandar de la precision del
método. Los valores de A se contrastan con el valor 0.039, pudiendo apreciar que todas las variables cumplen
con el criterio de aceptacion, a excepcion del % de buffer en la fase mévil. Para mayor detalle refiérase a la
discusion de los resultados.
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3. Correlacion de resultados con otros centros asistenciales.

Se compararon los resultados obtenidos por dos laboratorios que utilizan
metodologias similares y el laboratorio de HLCM (Tablas 22 y 24). Para la primera
comparacion (Comparacion 1) se consideraron 17 muestras y para la segunda 10
(Comparacion 2). En ambos casos fue utilizada la regresion de Passing y Bablok y se
determinaron los estadisticos de la prueba de linealidad (Tablas 23 y 25). En los anexos 1y

2 se muestran los graficos correspondientes a cada correlacion.

Tabla 22: Comparacion entre metodologia HLCM versus Comparacion 1

Muestra HLCM Comparacién
(ng/mL) 1 (ng/mL)
1 0.21 0.2
2 0.31 0.4
3 0.79 0.7
4 1.15 0.8
5 1.03 0.9
6 1.18 15
7 1.6 1.9
8 1.76 1.9
9 1.38 1.9
10 1.55 2.1
11 1.67 2.1
12 3.09 2.8
13 3.32 3.3
14 2.73 4.1
15 5.45 5.7
16 7 7.3
17 8.76 7.8

En la tabla se muestran las concentraciones plasmaticas de voriconazol de 17 muestras distintas de pacientes y
obtenidas por la metodologia validada en el HLCM versus la de un método de comparacién 1.
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Tabla 23: Parametros estadisticos de la correlacion de Passing y Bablok y test de
linealidad para el método de Comparacion 1

Parametro Estimacion Intervalo de aceptacion
Intercepto - 0.066 - 0.357 - 0.268
Pendiente 0.968 0.746 - 1.114

Valor p calculado 0.625

Valor alfa 0.05

La tabla muestra el intercepto y la pendiente de la correlacién de Passing y Bablok, ademas de los intervalos
de aceptacién para ambos estimadores. En ambos casos los intervalos aprueban el criterio de aceptacion de
esta prueba. Para la prueba de linealidad aplicada, el valor p calculado cumple con el criterio de aceptacion al
contrastarse con el valor alfa. Para mayor detalle refiérase a la discusion de los resultados.

Tabla 24: Comparacion entre metodologia HLCM versus Comparacion 2

Muestra HLCM Comparacion
(ng/mL) 2 (ug/mL)
1 0,30 0,175
2 0,25 0,205
3 0,76 0,492
4 1,89 0,667
5 1,15 1,105
6 3,86 1,768
7 2,61 2,128
8 0,60 3,310
9 5,12 4,622
10 5,58 5,781

En la tabla se muestran las concentraciones plasmaticas de voriconazol de 10 muestras distintas de pacientes y
obtenidas por la metodologia validada en el HLCM versus la de un método de comparacion 2.

Tabla 25: Parametros estadisticos de la correlacion de Passing y Bablok y test de
linealidad para el método de Comparacion 2

Parametro Estimacion Intervalo de aceptacion
Intercepto 0.066 -0.985 - 0.740
Pendiente 1.103 0.722 — 2.429

Valor p calculado 0.819

Valor Alfa 0.05

La tabla muestra el intercepto y la pendiente de la correlacion de Passing y Bablok, ademés de los intervalos
de aceptacion para ambos estimadores. En ambos casos los intervalos aprueban el criterio de aceptacion de
esta prueba. Para la prueba de linealidad aplicada, el valor p calculado cumple con el criterio de aceptacion al
contrastarse con el valor alfa. Para mayor detalle refiérase a la discusion de los resultados.
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4. Estandarizaciéon de la técnica de deteccion del SNP CYP2C19*17 mediante la
técnica de PCR-RFLP.

4.1 PCR

Se optimizaron las condiciones de la PCR para la obtencion de un amplicon de 470
bp. Una muestra se amplifico mediante PCR, utilizando un gradiente de temperaturas de
alineamiento entre 52 y 58 °C (Figura 7) para determinar cual permitio un mejor

rendimiento en la reaccién, siendo 54 °C la temperatura escogida.

500 bp—""—>=
470 bp ———

Figura 7: Prueba de temperatura de alineamiento en gel de agarosa. Se muestran los resultados de la
PCR en gel de agarosa al 1%. Ld1 corresponde al marcador de peso molecular de 1 kb. Los carriles 1,2, 3y 4
muestran una banda entre 400 y 500 bp, producto de reacciones de PCR de una muestra a distintas
temperaturas de alineamiento: 52°, 54°, 56° y 58°C, respectivamente. CN es el control negativo.
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4.2 Digestion enzimatica

La digestion enzimatica de los fragmentos de 470 bp permite el reconocimiento de
los genotipos homocigoto wild type (wt/wt), heterocigoto mutado (wt/mt) y homocigoto

mutado (mt/mt) para el SNP CYP2C19*17 (La Figura 8 representa los resultados tedricos).

C
N <2170
183 bp =

142 bp ==

I I I I ’

I I I ]

113bp =

wt/wt wit/mt mt/mt

Figura 8: Esquema de cortes enzimaticos para la deteccion del SNP CYP2C19*17. Se visualiza el
producto de la digestion enzimatica sobre los fragmentos de 470 bp de la PCR, utilizando la enzima de
restriccion Lwe | para el reconocimiento del polimorfismo CYP2C19*17. A. Presencia de tres bandas (183,
142 y 113 bp), correspondientes al genotipo wt/wt. B. Presencia de cuatro bandas (217, 183, 142 y 113 bp),
correspondientes al genotipo wt/mt. C. Presencia de tres bandas (217, 142 y 113 bp), correspondientes al
genotipo mt/mt.

Los resultados de la digestion del fragmento amplificado de 470 bp con la enzima
de restriccion se visualizaron en geles de poliacrilamida, logrando obtener 3 aparentes

bandas de interés de 183, 142 y 113 bp, correspondientes al genotipo wild type?* (Figura 9).
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Figura 9: Resultados de la digestion enzimatica en gel de poliacrilamida. Ld 1 corresponde al marcador
de peso molecular de 50 bp. Los carriles 1, 2, 3 y 4 corresponden a los fragmentos producidos por la digestion
enzimatica de ADN de cuatro muestras diferentes. Se aprecia la presencia de 3 fragmentos de interés de 183,
142y 113 bp.

4.3 Limite de deteccion

Una muestra de ADN a una muestra concentracion de 100 ng/uL, se utilizé para
realizar 8 diluciones sucesivas de 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.781 y 0.391 ng/uL.
Estas diluciones se utilizaron como templado para la reaccion por PCR y posterior
electroforesis, observandose la amplificacion del producto esperado hasta la dilucion que

contenia 12.5 ng/uL (Figura 10).

Figura 10: Prueba del limite de deteccion para PCR en gel de agarosa. Se realizé en gel de agarosa al 2%.
Ld1 corresponde al marcador de peso molecular de 1 kb. Los carriles 1 al 9 corresponden a las distintas
diluciones a 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.562, 0.781, 0.391 y 0.196 ng/pL, respectivamente. CN es el
carril con el control negativo.
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VI. DISCUSION

El desarrollo y la validacion de nuevas metodologias analiticas en el laboratorio
clinico constituyen un gran aporte a la promocion de la salud, en vista de la creciente
demanda de exdmenes médicos, tanto para el diagndstico y seguimiento de patologias, asi

como también para la optimizacion de los tratamientos farmacoldgicos.

El método HPLC demostrd tener una buena especificidad para resolver los picos
cromatogréficos, tanto del voriconazol como del estandar interno, los cuales muestran una
buena separacién visual entre ellos, con tiempos de retencion aproximados de 3.5 minutos
para el analito y 5.1 minutos para el estandar interno. Ademas, al aumentar la concentracion
de analito en las muestras se visualiza claramente un aumento, tanto en la altura como area
del pico cromatogréafico. Esto permite comprobar que el tiempo de retencion a los 3.5 min
corresponde a la sefial del voriconazol y no otra sustancia que pudiera interferir con la

determinacion.

Se calcularon el L.D. y el L.C, obteniendose valores de 0.03 pg/mL y 0.09 pg/mL,
respectivamente. El L.C. obtenido es mayor comparado al de la metodologia descrita por
Rose, 2010%° (0.025 pg/mL) , debido probablemente a las diferencias presentes en los
equipos HPLC utilizados (Shimadzu vs Agilent), asi como las diferencias en las
condiciones analiticas en las que se realizo la validacion del método. Sin embargo, el L.C.
obtenido por nuestro método es suficiente para los fines previstos, ya que esta
concentracion se encuentra muy por debajo de la concentracion 1.0 ug/mL, que es el piso
terapéutico esperado de las concentraciones de voriconazol para profilaxis, en especial en
los nifios tratados en el HLCM.

La linealidad del método fue estudiada entre un rango de concentraciones de 0.1 a
15 pg/mL. Al contrastar el valor del tca (57.003) con el tan (2.776), es posible rechazar la
hipétesis nula. Esto quiere decir que existe una correlacion lineal entre las sefiales obtenidas
y las concentraciones cuantificadas de analito. Dicho de otra forma, el método es capaz de

entregar una sefial proporcional a la cantidad de analito en la muestra.
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El valor promedio total del porcentaje de recuperacion 101.6% se encuentra dentro
del rango estipulado como criterio de aceptacion de 98 — 102 %, con una RSD 1.9%. Esto
permite aprobar el parametro de exactitud del método, comprobando que nuestro método es

capaz de entregar resultados que concuerdan con el valor verdadero de las muestras.

El valor de la RSD obtenido de la prueba de repetibilidad permite validar este
parametro, ya que se encuentra dentro del rango de aceptacion RSD < 2%. De la prueba de
precision intermedia se obtuvo que la variabilidad asociada a la medicién para ambos
analistas, demostrada por los valores de la RSD para cada uno de ellos (1.73 y 1.77%) es
< 2%. Estos valores permiten aprobar el criterio de aceptacion descrito para este parametro
de calidad, permitiendo comprobar que el método descrito es reproducible, aun

realizandose cambios en las condiciones analiticas originales descritas por Rose, 2010%.

En la prueba de robustez, al contrastar los valores de la diferencia del valor alto y
bajo de cada variable (A) con la raiz cuadrada de la desviacién estandar de la precision del
método (0.039) se tiene que tanto el analisis estadistico de: tiempo de agitacion, nimero de
extracciones, pH del buffer, temperatura de la columna, velocidad de flujo y longitud de
onda dan valores inferiores a 0.039, por lo cual han de considerarse variables no sensibles
y, por lo tanto, no afectan significativamente la sefial entregada por el equipo al sufrir
pequefias variaciones. En cambio, el valor A asociado al porcentaje de la fase movil (0.042)
es mayor a 0.039, razon por la cual se le considera una variable sensible y debe, por lo
tanto, mantenerse siempre o dentro de lo posible, el valor nominal de ella, para evitar

aumentar significativamente la dispersion de los resultados.

Se comprobd que los resultados obtenidos en nuestro laboratorio el método es
correlacionable con los de comparacion mediante la correlacion de Passing y Bablok,
obteniéndose para ambos casos que los intervalos de confianza del intercepto y de la
pendiente incluyen el nimero 0 y 1, respectivamente. De esta forma, se comprueba que no
existen diferencias sistematicas ni proporcionales entre nuestro método y los de

comparacion.
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La prueba de linealidad de dos colas se realizd para probar que las curvas siguen un modelo
lineal. Para ambos casos el valor p calculado fue mayor que el valor de o = 0.05, por lo
tanto, no es posible rechazar la hipotesis nula. Decimos entonces que la relacion entre
ambas variables, en ambos casos es lineal, por lo tanto la prueba de Passing y Bablok es

valida.

Se logro optimizar y estandarizar las condiciones analiticas de la PCR-RFLP para la
deteccion del SNP CYP2C19*17, logrando montar una técnica de bajo costo, répida y
simple para el estudio y deteccion del SNP CYP2C19*17. El andlisis en gel de agarosa
permitio comprobar la amplificacion de un fragmento de 470 bp, lo que concuerda con la
descripcion dada por la metodologia de Dai y cols, 20124, aunque también se amplifico
otra banda de menor tamafio en todas las muestras, correspondiente probablemente a una
amplificacion inespecifica. La digestion enzimatica permitié el reconocimiento aparente de
2 puntos de corte enzimaticos, sin embargo, los resultados de esta mostraron la presencia de
otras bandas contaminantes, posiblemente producto de la amplificacion inespecifica en el
proceso de PCR, lo cual impide determinar exactamente el genotipo presente en las
muestras estudiadas, a pesar de la deteccion de tres bandas de 183, 142 y 113 bp, lo que
indicaria la presencia de un genotipo homocigoto wild type en las muestras analizadas. Es
recomendable en el futuro realizar una purificacion del producto de la PCR o modificar las
condiciones, ya sea de la PCR como de la digestion, con el fin de resolver de mejor forma
las bandas correspondientes a los cortes enzimaticos buscados y descritos en la bibliografia.
Otra opcidn seria la utilizacion de partidores distintos a los ya descritos para la realizar la
PCR y que hayan sido utilizados en otros estudios o, en su defecto, realizar un disefio de
estos mediante algun software de bioinformatica, realizando posteriormente una

estandarizacion de la técnica, segun las nuevas condiciones.

Por otra parte, se espera poder contar con un mayor nimero de muestras para la
realizacion de mas pruebas con la metodologia descrita de PCR-RFLP, en busqueda de
hallar con certeza los genotipos homocigoto wild type, heterocigoto y homocigoto mutado.
Como sugerencia adicional, es aconsejable realizar en paralelo una secuenciacion de los

productos de la PCR obtenidos de nuevas muestras, para comprobar la presencia del gen de
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interés (CYP2C19) y la eventual presencia de SNPs, de tal forma de comparar estos
resultados con aquellos obtenidos de la digestion enziméatica, como describen varios
autores®#3¥33, Esto permitiria validar la técnica PCR-RFLP para detectar el polimorfismo
CYP2C19*17. Sin embargo, se recomienda a futuro perfeccionar las condiciones analiticas

del método, en favor de mejorar la calidad e interpretacion de los resultados.

La evaluacion del limite de deteccion determindé como valor limite inferior de
templado de ADN para amplificacion por PCR, una concentracion de 12.5 ng/uL, siendo
esta una cantidad que normalmente se logra superar con el método de extraccion de
material genético utilizado. Al observar el patron visual dejado por las bandas es posible
apreciar un amplicon de 470 bp hasta la concentracion de 6.25 ng/uL, pero esta no fue

tomada como concentracion inferior limite, debido a lo débil de la sefial visible en el gel.

Las metodologias desarrolladas en esta tesis permitiran realizar en el HLCM
estudios de farmacogenética asociados a la farmacocinética del voriconazol en individuos
de nuestra poblacién, lo que podria ser de gran utilidad en la administracién de una terapia
individualizada en los pacientes tratados con este medicamento, especialmente en pacientes
pediatricos, ya que hasta el dia de hoy no se ha logrado entender completamente la
farmacocinética del farmaco en ellos, quedando esto demostrado en el amplio rango de
dosis administradas a los pacientes para alcanzar concentraciones terapéuticas efectivas?, lo
que implica usualmente reajustar las dosis del medicamento. El tema es aln mas complejo
al tomar en cuenta que, en general, los nifios tratados con voriconazol en el HLCM
presentan un estado de severa inmunosupresion, por lo que se hace necesario proveer de
herramientas, que permitan idealmente asegurar de forma inmediata niveles plasmaticos de
voriconazol optimos para la profilaxis o tratamiento de las enfermedades fungicas, pues la
falta de respuesta al tratamiento esta muy asociada al aumento de la tasa de muerte de estos

pacientes?.
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VII. CONCLUSIONES

1. Se logré optimizar las condiciones analiticas de un método cromatografico para la
determinacion de concentraciones plasmaticas de voriconazol, basado en la extraccion

liquido — liquido del analito y cuantificacion mediante HPLC.

2. La metodologia para cuantificacion de concentraciones plasmaticas de voriconazol
mediante HPLC fue validada satisfactoriamente a través de la determinacion de los
parametros de calidad: especificidad, limite de deteccién, limite de cuantificacion,

exactitud, precision y robustez.

3. El método HPLC implementado para la determinacion de concentraciones plasmaticas
de voriconazol es robusto en todas las variables evaluadas, con excepcion de la

composicion en la fase mavil.

4. El limite de cuantificacion obtenido permite que el método sea aplicable en la

determinacion de niveles plasméticos de voriconazol.

5. Se implementé una metodologia basada en la técnica molecular de PCR-RFLP para la
deteccion del SNP CYP2C19*17.

6. La metodologia molecular para detectar el SNP CYP2C19*17 debe seguir

optimizandose y lograr su validacion por secuenciacion de los amplicones.



Pagina |39

VIiIl. PROYECCIONES

Recientemente, el comité de ética del HLCM aprobo la ejecucion del proyecto
“Prevalencia del polimorfismo CYP2C19*17 y su influencia sobre las concentraciones
plasmaticas de nifnos tratados con dosis estandar de voriconazol”, por lo tanto, la medicion
de niveles plasmaticos de voriconazol y el estudio de los SNPs del gen CYP2C19
permitiran realizar un estudio pionero en nuestro pais, que asocie la farmacocinética del
voriconazol a la farmacogenética, lo que marca un precedente en la administracion de dosis

individualizadas de farmacos, tomando en cuenta el factor genético.
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Anexo 1: Regresion de Passing y Bablok para comparacién con el método 1

12

HLCM

Regresion de HLCM por REFERENCIA1

10 +

REFERENCIA1

En la figura se muestra la curva formada como resultado de aplicar la regresion de Passing y Bablok, entre las
concentraciones plasmaticas de voriconazol cuantificadas con el método implementado (eje Y) sobre las
concentraciones obtenidas por el método de comparacion 1 (eje X).

Anexo 2: Regresion de Passing y Bablok para comparacion con el método 2
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La figura muestra la grafica formada como resultado de aplicar la regresion de Passing y Bablok, entre las

concentraciones plasmaticas de voriconazol cuantificadas con nuestro método

concentraciones obtenidas por el método de Comparacion 2 (eje X).

(eje YY) sobre las



