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SUMARIO

SUMARIO

La medicina personalizada, también medicina individualizada o de precision, se entiende como el
estudio de los fenotipos y genotipos de los individuos con el objetivo de seleccionar una estrategia
terapéutica dirigida. También engloba ramas relacionadas con la salud del paciente como la nutricién.
La nutricién de precisién se puede definir como el uso de la informacion sobre caracteristicas
individuales para maximizar los beneficios y reducir los efectos adversos de los cambios dietéticos
en pacientes con enfermedades especificas o necesidades nutricionales especiales. Estos conceptos
se erigen como herramientas a explotar por el profesional sanitario en beneficio del paciente, que se
presenta como un individuo caracterizado por una biologia, genética, entorno e idiosincrasia Unicas
y diferentes a los demas individuos y como tal se les debe tratar de forma individualizada y no

generalizada por patologia o demografia.

En este proyecto se han desarrollado tres aplicaciones de la medicina personalizada empleando como
herramientas la cromatografia liquida y la espectrometria de masas en el laboratorio clinico. Se han
utilizado por su versatilidad y su capacidad para cuantificar amplios intervalos de medida, asi como
la sencillez en la preparacion de la muestra y el elevado rendimiento analitico. Se han desarrollado y
validado dos métodos in-house para la deteccion y cuantificacion del antineoplasico busulfan y de
los tres antivirales ganciclovir, aciclovir y letermovir. En cambio, se han utilizado kits comerciales
de reactivos para la medicion de las vitaminas A, E, B1y B6. Estas aplicaciones se han seleccionado
en funcion de las necesidades clinicas en nuestro hospital y tienen un beneficio directo para el
paciente. La monitorizacién de farmacos y vitaminas (TDM) permite conocer la concentracion del
farmaco/vitamina y poder corregirla en caso de ser necesario, a través del ajuste de dosis del farmaco
0 suplementacién vitaminica. Concentraciones supraterapéuticas se relacionan con toxicidad,

mientras que concentraciones infraterapéuticas pueden conducir a eventos adversos graves.

Los objetivos de este proyecto son 1) validar un método analitico sencillo, rapido y coste-efectivo
para la cuantificacion de busulfan en plasma por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
masas en tdndem (LC-MS/MS), y validar el método clinicamente en pacientes pediatricos tratados
con busulfan como acondicionamiento previo al trasplante de progenitores hematopoyéticos, 2)
desarrollar y validar un método por LC-MS/MS para cuantificar en suero los farmacos antivirales
ganciclovir, aciclovir y letermovir; asi como medir la concentracion sérica del farmaco en tres
cohortes de pacientes trasplantados adultos a los que se administré el antiviral profilacticamente de
forma oral, y 3) evaluar las caracteristicas metroldgicas de las vitaminas A, B1, B6 y E; y establecer

valores de referencia para las vitaminas y parametros relacionados en poblacién adulta mediante
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cromatografia liquida por métodos directos para establecer unos limites de decision correctos y
ajustados a nuestra poblacion que permitan evaluar de forma éptima el estado “micronutricional” del

paciente.

Se siguieron diferentes guias para el desarrollo y validacién de métodos bioanaliticos, para el
reclutamiento de voluntarios y calculo de valores de referencia, y para la evaluacion de prestaciones
analiticas de las sociedades espafiola (SEQC), europea (EMA), americana (FDA) e internacional
(CLSI).

Los resultados obtenidos mostraron unas caracteristicas metrologicas adecuadas para todos los
métodos evaluados en cuanto a sensibilidad, linealidad, reproducibilidad, repetibilidad o exactitud,
cumpliendo las especificaciones de calidad de nuestro laboratorio. No se observaron interferencias
ni efecto matriz relativo. La monitorizacion de busulfan supuso ajustes de dosis en el 90% de los
pacientes estudiados, de hasta—51,5% y +75,5%, justificando la monitorizacion de busulfan de forma
personalizada en dichos pacientes. La monitorizacion se relacion6 ademas con elevadas tasas de
supervivencia global y de supervivencia libre de eventos adversos. La monitorizacion de antivirales
expuso concentraciones en sangre de los pacientes en profilaxis de 0,28 mg/L para aciclovir, de 0,20
mg/L para ganciclovir y de 0,29 mg/L para letermovir. Todas las concentraciones de los pacientes se
encontraron dentro del intervalo de medida, y Gnicamente un paciente tratado con letermovir present6
una carga viral de CMV >500 Ul/ml, de 2.026 UI/ml. Se observo una elevada variabilidad
intraindividual y un caso clinico de interaccion farmacoldgica para el letermovir, que unido a su
reconocido comportamiento inductor de enzimas y transportadores, conduce a aumentar la vigilancia
en determinados pacientes, especialmente pacientes con polimorbilidades. En el caso de las
vitaminas, se obtuvieron nuevos y actualizados puntos de decision en forma de valores de referencia
que difirieron significativamente de los informados en nuestro laboratorio: 1,1-2,8 umol/L y 18,9—
42,2 pmol/L para las vitaminas A y E, 85,9-181,6 nmol/L y 57,0-165,7 nmol/L para las vitaminas
Bl y BG6; y cocientes relacionados de 246,2-561,1 ng/g para la vitamina Bl corregida por
hemoglobina; 5,2-8,9 umol/mmol y 4,5-7,4 umol/mmol para la vitamina E corregida por colesterol
y lipidos totales, respectivamente. Estos condujeron a cambios significativos en el porcentaje de
resultados patoldgicos y, por lo tanto, en el porcentaje de pacientes que se han de seguir y

suplementar.

El desarrollo de estas aplicaciones y su implantacion en el laboratorio clinico supondra un aumento
en la seguridad del paciente y la eficacia del tratamiento. Su utilidad es selectiva, es decir, la
necesidad de monitorizar estos farmacos y vitaminas es especifica para algunos pacientes. Las

terapias guiadas por monitorizacion son especialmente prometedoras para los pacientes vulnerables
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0 con caracteristicas atipicas que afecten a la absorcion, distribucion, metabolismo o excrecion del
farmaco o vitamina. La administracion personalizada de farmacos y el ajuste personalizado en la
suplementacion de vitaminas son prometedores pasos hacia la medicina de precision, gue tiene en

cuenta la variabilidad de los genes, y las diferencias en el entorno y el estilo de vida de cada individuo.
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La medicina personalitzada, també medicina individualitzada o de precisio, s'entén com I'estudi dels
fenotips i els genotips dels individus amb l'objectiu de seleccionar una estratégia terapeutica dirigida.
El concepte de medicina personalitzada engloba branques relacionades amb la salut del pacient com
la nutricid. La nutricid de precisio es pot definir com 1’Us de la informacid sobre les caracteristiques
individuals per maximitzar els beneficis i reduir els efectes adversos dels canvis dietétics en pacients
amb malalties especifiques o necessitats nutricionals especials. Aquests conceptes s'erigeixen com a
eines a explotar pel professional sanitari en benefici del pacient, que es presenta com un individu
caracteritzat per una biologia, genetica, entorn i idiosincrasia uniques i diferents dels altres individus
i com a tal se'ls ha de tractar de manera individualitzada i no generalitzada per patologia o

demografia.

En aquest projecte s'han desenvolupat tres aplicacions de la medicina personalitzada emprant com a
eines la cromatografia liquida i I'espectrometria de masses al laboratori clinic. S'han utilitzat per la
seva versatilitat i capacitat per quantificar amplis intervals de mesura, aixi com la senzillesa en la
preparacio de la mostra i I'elevat rendiment analitic. S'han desenvolupat i validat dos métodes in-
house per a la deteccid i quantificacié de I'antineoplasic busulfan i dels tres antivirals ganciclovir,
aciclovir i letermovir. En canvi, s'ha fet servir kits comercials de reactius per al mesurament de
vitamines A, E, B1 i B6. Aquestes aplicacions incloses s'han seleccionat en funci6 de les necessitats
cliniques al nostre hospital i tenen un benefici directe per al pacient. La monitoritzaci6 de farmacs i
vitamines (TDM) permet conéixer la concentraci6 del farmac/vitamina i poder corregir-la en cas que
sigui necessari, a través de I'ajust de dosi del farmac o suplementacié vitaminica. Concentracions
supraterapéutiques es relacionen amb toxicitat, i concentracions infraterapeutiques, poden conduir a

esdeveniments adversos greus.

Els objectius d'aquest projecte son 1) validar un metode analitic senzill, rapid i cost-efectiu per a la
quantificacio de busulfan en plasma per cromatografia liquida acoblada a espectrometria de masses
en tandem (LC-MS/MS), i validar el métode clinicament en pacients pediatrics tractats amb busulfan
com a condicionament previ al trasplantament de progenitors hematopoetics, 2) desenvolupar i
validar un métode per LC-MS/MS per quantificar en sérum els farmacs antivirals ganciclovir,
aciclovir i letermovir; aixi com mesurar la concentracio sérica del farmac en tres cohorts de pacients
trasplantats adults als quals es va administrar I'antiviral profilacticament de forma oral, i 3) avaluar
les caracteristiques metrologiques de les vitamines A, B1, B6 i E; i establir valors de referéncia per

a les vitamines i parametres relacionats en poblacié adulta mitjancant cromatografia liquida per
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meétodes directes per establir uns limits de decisié correctes i ajustats a la nostra poblacié que

permetin avaluar de forma optima l'estat “micronutricional” del pacient.

Es van seguir diferents guies per al desenvolupament i validacié de métodes bioanalitics, per al
reclutament de voluntaris i calcul de valors de referéncia, i per a l'avaluacio de prestacions analitiques

de les societats espanyola (SEQC), europea (EMA), americana (FDA) i internacional (CLSI).

Els resultats obtinguts van mostrar unes caracteristiques metrologiques adequades per a tots els
métodes avaluats quant a sensibilitat, linealitat, reproductibilitat, repetibilitat o exactitud, complint
les especificacions de qualitat del nostre laboratori. No es van observar interferéncies ni efecte matriu
relatiu. La monitoritzacié de busulfan va suposar ajustaments de dosi en el 90% dels pacients
estudiats, de fins a un —51,5% o0 un +75,5%, justificant la monitoritzacié de busulfan de forma
personalitzada en aquests pacients. La monitoritzacio es va relacionar, a més, amb elevades taxes de
supervivencia global i de supervivéncia lliure d'esdeveniments adversos. La monitoritzacio
d'antivirals va exposar concentracions en sang dels pacients en profilaxi de 0,28 mg/L per aciclovir,
de 0,20 mg/L per a ganciclovir i de 0,29 mg/L per a letermovir. Totes les concentracions dels pacients
es van trobar dins de l'interval de mesura, i només un pacient tractat amb letermovir va presentar una
carrega viral de CMV >500 Ul/ml, de 2.026 Ul/ml. Es va observar una elevada variabilitat
intraindividual i un cas clinic d'interaccié farmacologica per al letermovir, que unit al seu
comportament inductor reconegut d'enzims i transportadors, condueix a augmentar la vigilancia en
determinats pacients, especialment pacients amb polimorbilitats. En el cas de les vitamines, es van
obtenir nous i actualitzats punts de decisi6 en forma de valors de referéncia que van diferir
significativament dels informats al nostre laboratori: 1,1-2,8 umol/L i 18,9-42,2 umol /L per a les
vitamines A i E, 85,9-181,6 nmol/L i 57,0-165,7 nmol/L per a les vitamines B1 i B6; i quocients
relacionats de 246,2-561,1 ng/g per a la vitamina B1 corregida per hemoglobina; 5,2—-8,9 pmol/mmol
i 4,5-7,4 ymol/mmol per a la vitamina E corregida per colesterol i lipids totals, respectivament.
Aguests van conduir a canvis significatius en el percentatge de resultats patologics i, per tant, en el

percentatge de pacients que cal seguir i suplementar.

El desenvolupament d'aquestes aplicacions i la implantacié al laboratori clinic suposara un augment
de la seguretat del pacient i de I'eficacia del tractament. La seva utilitat és selectiva, és a dir, la
necessitat de monitoritzar aquests farmacs i vitamines és especifica per a alguns pacients. Les terapies
guiades per monitoritzacié sén especialment prometedores per als pacients vulnerables o amb
caracteristiques atipiques que afectin I'absorcio, la distribuci6, el metabolisme o I'excrecid del farmac

o0 vitamina. L'administracié personalitzada de farmacs i I'ajust personalitzat a la suplementaci6 de
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vitamines son prometedors passos cap a la medicina de precisio, que té en compte la variabilitat dels

gens, I'entorn i l'estil de vida de cada individu.
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SUMMARY

Personalised medicine, also known as individualised or precision medicine, is the study of the
phenotypes and genotypes of individuals with the aim of selecting a targeted therapeutic strategy.
The concept of personalised medicine encompasses areas of patient health such as nutrition.
Precision nutrition can be defined as the use of information about individual characteristics to
maximise the benefits and reduce the adverse effects of dietary changes in patients with specific
diseases or special nutritional needs. These concepts stand as tools to be used by the healthcare
professional for the benefit of the patient, who is presented as an individual with a unique biology,
genetics, environment and idiosyncrasies that are different from other individuals and as such should

be treated on an individual basis rather than generalised by pathology or demographics.

This project has developed three personalised medicine applications using liquid chromatography
and mass spectrometry as tools in the clinical laboratory. They were used because of their versatility
and ability to quantify over wide ranges, as well as their ease of sample preparation and high
analytical performance. Two in-house methods were developed and validated for the detection and
quantification of the antineoplastic drug busulfan and the three antivirals ganciclovir, acyclovir and
letermovir. In contrast, two commercial reagent kits were used for the measurement of vitamins A,
E, B1 and B6. These included applications were selected based on the clinical needs of our hospital
and are of direct benefit to the patient. Therapeutic drug monitoring (TDM) enables the concentration
of the drug or vitamin in question to be determined and, if necessary, corrected through adjustments
to the dosage or the introduction of supplementary vitamins. Supra-therapeutic concentrations are
associated with significant toxicity, while sub-therapeutic concentrations can result in serious

adverse events.

The objectives of this project are 1) to validate a simple, rapid and cost-effective analytical method
for the quantification of busulfan in plasma by liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS), and to validate the method clinically in paediatric patients who are being
treated with busulfan as a conditioning agent prior to haematopoietic stem cell transplantation, 2) to
develop and validate a method by LC-MS/MS to quantify in serum the antiviral drugs ganciclovir,
acyclovir and letermovir; as well as to measure the serum concentration of the drug in three cohorts
of adult transplant patients to whom the antiviral was administered prophylactically orally, and 3) to
evaluate the metrological characteristics of vitamins A, B1, B6 and E; and to establish reference
values for the vitamins and related parameters in the adult population using liquid chromatography

by direct methods. This will facilitate the establishment of accurate decision limits, which will be
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tailored to our population, thus enabling the most effective assessment of the patient's 'micro-

nutritional’ status.

The development and validation of bioanalytical methods, the recruitment of volunteers and the
calculation of reference values, and the evaluation of analytical performance were conducted in
accordance with the guidelines set forth by the Spanish (SEQC), European (EMA), American (FDA)

and international (CLSI) societies.

The results demonstrated that all the evaluated methods exhibited satisfactory metrological
characteristics, including sensitivity, linearity, reproducibility, repeatability, and accuracy. These
findings are in accordance with the quality specifications of our laboratory. No interference or
relative matrix effects were observed. The monitoring of busulfan resulted in dose adjustments in
90% of the patients studied, with adjustments reaching —51.5% or +75.5%, justifying personalised
TDM of busulfan in these patients. TDM was also associated with high overall and event-free
survival rates. Antiviral monitoring revealed serum concentrations of 0.28 mg/L for acyclovir, 0.20
mg/L for ganciclovir and 0.29 mg/L for letermovir in prophylaxis patients. All patient concentrations
were within the measurement range and only one patient treated with letermovir had a CMV viral
load >500 1U/mL, at 2,026 IU/mL. High intra-individual variability and one clinical case of drug-
drug interaction have been observed with letermovir, which, together with its known enzyme and
transporter-inducing behaviour, leads to increased vigilance in certain patients, especially those with
polymorbidities. We obtained reliable and updated reference values: 1.1-2.8 umol/L and 18.9-42.2
umol/L for vitamins A and E, 85.9-181.6 nmol/L and 57.0-165.7 nmol/L for vitamins B1 and B6;
and related ratios of 246.2-561.1 ng/g for vitamin B1 corrected by haemoglobin; 5.2—-8.9 pmol/mmol
and 4.5-7.4 umol/mmol for vitamin E corrected by cholesterol and total lipids, respectively. These
reference values significantly differ from those provided by the reagent manufacturer currently in
use. These led to significant changes in the percentage of pathological results and therefore in the

percentage of patients to be followed up and supplemented.

The development of these applications and their implementation in the clinical laboratory will
enhance patient safety and treatment efficacy. The utility of these applications is selective, in that the
monitoring of specific drugs and vitamins is necessary for a subset of patients. Monitoring-guided
therapies are particularly promising for vulnerable patients or those with atypical characteristics that
affect the absorption, distribution, metabolism or excretion of the drug or vitamin. The delivery of
drugs on an individualised basis and the personalisation of vitamin supplementation represent
promising steps towards the realisation of precision medicine. This is a field of medicine that takes

into account the variability of an individual's genes, environment and lifestyle.
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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

ACN Acetonitrilo

ACV Aciclovir

ADN Acido desoxirribonucleico

ADP Adenosin difosfato (adenosine diphosphate)

AEMPS Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios

Alfa-T Alfa-tocoferol

Alo-HSCT Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

ALP Fosfatasa alcalina (alkaline phosphatase)

ALT Alanina aminotransferasa

APCI lonizacion quimica a presion atmosférica (atmospheric pressure chemical
ionization)

AST Aspartato aminotransferasa

ATP Adenosin trifosfato (adenosine triphosphate)

AUC Area bajo la curva (area under curve)

Auto-HSCT  Trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos

BR Relacién de sesgos (bias ratio)

Cl Intervalo de confianza (confidence interval)

CLsSI Clinical and Laboratory Standards Institute

Cmin Concentracion minima de farmaco

Cmv Citomegalovirus

COL Colesterol

Ccv Coeficiente de variacion

dPCR PCR digital

EA Error aleatorio

ECMV Enfermedad por infeccion con citomegalovirus

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

EFLM European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
ELISA Enzimoinmunoanalisis de adsorcion (enzyme-linked immunosorbent assay)
EM Efecto matriz

EMA European Medicines Agency

ERC Enfermedad renal cronica

ES Error sistematico

ESI lonizacion por electroespray (electrospray ionization)
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ET

FDA

GCV

GFR

GGT

Hb

HDL

HLA
HPLC
HPLC-FLD

HPLC-UV

HSCT

IDS

IQR

IM

IMC

IS

IVD

LC
LC-MS/MS

LDL
LLOQ
LIN
LT
LSN
LTV
MBV
MS
m/z

n
NAD
NGS

ABREVIATURAS

Error total

Food and Drug Administration

Ganciclovir

Filtrado glomerular (glomerular filtration rate)

Gamma-glutamil transferasa

Hemoglobina

Lipoproteina de alta densidad (high-density lipoprotein)

Antigeno leucocitario humano (human leukocyte antigens)

Cromatografia liquida de alta eficacia (high-performance liquid chromatography)
Cromatografia liquida acoplada a detector de fluorescencia (liquid chromatography
coupled with a fluorescence detector)

Cromatografia liquida acoplada a detector ultravioleta (liquid chromatography
coupled with ultraviolet spectroscopy)

Trasplante de progenitores hematopoyéticos (hematopoietic stem  cell
transplantation)

indice de desviaciones estandar

Rango intercuartilico (interquartile range)

Incertidumbre de medida

indice de masa corporal

Estandar interno (internal standard)

Diagnostico in vitro (in vitro diagnostics)

Cromatografia liquida (liquid chromatography)

Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrometry)

Lipoproteina de baja densidad (low-density lipoprotein)

Limite bajo de cuantificacion (low-limit of quantification)

Limite inferior de normalidad

Lipidos totales

Limite superior de normalidad

Letermovir

Maribavir

Espectrometria de masas (mass spectrometry)

Relacién masa-carga

Tamario muestral

Nicotinamida adenina dinucledtido

Secuenciacion de nueva generacion (next generation sequencing)
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PCR
PD
PK
PLP
QC
RE
ROS
SIL
SKML
soT
TDM
TPP
UBP
ucl
UVIVIS
VACV
VGCV
VLDL
VR

ABREVIATURAS

Reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
Farmacodindmica (pharmacodynamics)

Farmacocinética (pharmacokinetics)

Piridoxal 5’-fosfato (pyridoxal 5'-phosphate)

Control de calidad (quality control)

Recuperacion

Especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species)

Sistema informatico del laboratorio

Programa EQA (Stichting Kwaliteitsbewaking Medische Laboratoriumdiagnostiek)
Trasplante de 6rgano solido (solid organ transplantation)
Monitorizacion de farmacos (therapeutic drug monitoring)
Pirofosfato de tiamina (thiamine pyrophosphate)

Unidad Basica de Prevencion

Unidad de cuidados intensivos

Detector de absorbancia en el intervalo ultravioleta-visible
Valaciclovir

Valganciclovir

Lipoproteina de muy alta densidad (very-low-density lipoprotein)

Valores de referencia
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A. Medicina individualizada/personalizada

La medicina personalizada, también medicina individualizada o de precision, se entiende como el
estudio de los fenotipos y genotipos de los individuos con el objetivo de seleccionar una estrategia
terapéutica dirigida. También se ha definido como la adaptacion del tratamiento médico a las
caracteristicas individuales de cada paciente para clasificar a los individuos en subpoblaciones que
difieren en su susceptibilidad a una enfermedad o su respuesta a un tratamiento especifico®. Se erige
por lo tanto como una potente herramienta a explorar y explotar por el profesional sanitario en
beneficio del paciente, que se presenta como un individuo caracterizado por una biologia, genética e
idiosincrasia Unicas y diferentes a los demas individuos y como tal se le debe tratar de forma

individualizada y no generalizada por patologia 0 demografia.

La medicina de precision presenta como limitacion la reducida evidencia respecto a la medicina
generalizada clasica. Historicamente, las terapias se han validado en los ensayos clinicos, y la
aplicacién de la medicina de precision esta limitada por las condiciones inherentes de los ensayos
aleatorizados controlados. Se han desarrollado nuevas estrategias para aplicar la medicina de
precisién y facilitar la transicion de las investigaciones basadas en teorias cientificas a ensayos
clinicos préacticos?. Una estrategia es elaborar nuevas politicas y regulaciones centradas en el
desarrollo, aplicaciéon y evaluacion de la medicina de precision; por ejemplo, guias clinicas
elaboradas por equipos multidisciplinares®. Otra estrategia podria ser combinar los datos generados
en estudios multicéntricos aleatorizados (esto ampliaria la heterogeneidad de la poblacién incluida
en el estudio) con los datos generados en el mundo real; es decir, de la poblacion tratada en cada
centro sanitario. Queda por demostrar si la experiencia del mundo real junto con los métodos
analiticos avanzados y el progreso de la tecnologia y el aprendizaje automatico o machine learning
para generar predicciones de los efectos de cada tratamiento resultara en mejores o similares

decisiones y resultados que siguiendo las directrices de los ensayos aleatorizados clasicos.

La basqueda del término personalized medicine entre 1952 y 2002 en la libreria de articulos
cientificos Pubmed ofrece 3.426 entradas; en los Gltimos 5 afios (2019—2024), la cifra asciende a
113.975 entradas. El interés por alcanzar una medicina individualizada y al alcance de todo el mundo
es exponencial, y muestra de ello son los esfuerzos que estan realizando a nivel mundial y en todos

los campos relacionados con la salud; un ejemplo de ello es el proyecto EULAC PerMed. En este
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proyecto atnan esfuerzos para la cooperacion en politica e investigacion en medicina personalizada
entre paises de la Union Europea y paises latinoamericanos (https://www.eulac-
permed.eu/index.php/es/que-es-la-medicina-personalizada/). En el proyecto participan un total de 10
paises: Espafia, Alemania, Brasil, Italia, Chile, Francia, Uruguay, Panama, Israel y Argentina. El
objetivo general es colaborar en los esfuerzos globales para el desarrollo y la promocién de la
medicina personalizada. Otros objetivos planteados han sido: el analisis de los aspectos éticos,
legales y sociales para implementar la medicina de precision; incluir la medicina personalizada en
las politicas cientificas; o crear una plataforma para la colaboracion en ensayos clinicos centrados en
la medicina de precisién. Ademas de participar activamente en diferentes proyectos y crear una red
de investigacion de medicina personalizada, promueven la colaboracion y la formacion a través de

seminarios, webinarios, o talleres dirigidos a los profesionales sanitarios de los paises colaboradores.
B. Retos para el laboratorio clinico

La medicina de precision se puede considerar un proceso evolutivo por etapas, que se fundamenta
en una serie de conocimientos que denominaremos big data o data mining. El big data se nutre de
mucha informacién obtenida desde diferentes fuentes: la historia médica del paciente y antecedentes
patoldgicos, el estilo de vida y habitos de salud, la evaluacion fisica, pruebas de laboratorio, pruebas
de imagen, pruebas funcionales, pruebas histologicas e inmunoldgicas y la émica (gendmica,

protedmica, lipidémica, metabolomica...) del individuo®.

Todos estos datos se deben recoger y considerar en conjunto (primera etapa). La informacion
generada serd utilizada para crear modelos diagnésticos, prondsticos y de seguimiento (segunda
etapa) que permitan predecir la respuesta del paciente al tratamiento (tercera etapa) (figura 1). En
este proceso el laboratorio clinico adquiere un papel clave, desde la produccién, recogida y
almacenamiento de los datos de pacientes hasta el disefio de los modelos predictivos o la evaluacion

de la respuesta al tratamiento de los pacientes.

Mas concretamente, el laboratorio de bioquimica participa activamente en diferentes escalones del
proceso, desde los mas basicos a los mas complejos considerando los primeros las pruebas basicas
del laboratorio que se realizan diariamente en los analizadores automatizados, hasta perfiles de 6mica
o la evaluacion de los tratamientos mediante tecnologia altamente compleja y exclusiva. En este
sentido, se puede afirmar que el desarrollo de la tecnologia ha potenciado y facilitado el crecimiento
de la medicina de precisién como herramienta terapéutica en la practica clinica®. Existe un amplio

espectro de plataformas tecnol6gicas avanzadas disponibles en los centros sanitarios y mas
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concretamente, en el laboratorio clinico, que enlazan la tecnologia con la medicina de precision®L,
Se pueden destacar, entre otros, la PCR digital (dPCR), la espectrometria de masas acoplada a
espectrometria de masas en tandem (liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry,
LC-MS/MS), el analisis de ADN circulante, o la tecnologia de secuenciacion masiva del ADN (next

generation sequencing, NGS).

Fenotipo de los pacientes .
) Preprocesamiento
B Via 1
Historia médica 7 L
Extraccion de datos
Estilo de vida 3
Examen fisico :
Pruebas de laboratorio . Via2 Modelos prondsticos y |
L Big data X i diagnosticos
Pruebas de imagen
r 3
A 4
Inmunologia/histologia
Via 3 Prediccion de la -
Omica h . respuesta al tratamiento
Divulgacion -

Figura 1. Mapa de procesos de la medicina de precision. Conceptos clave sombreados en azul. Imagen adaptada del articulo
Eur Respir J. 2017 Oct 19;50(4):1700391. doi: 10.1183/13993003.00391-20174.

C. Utilidad de la cromatografia y la espectrometria de masas en

el laboratorio clinico

Los analizadores més comunmente utilizados en el laboratorio clinico como nefelémetros o
espectrofotometros completamente automatizados permiten el anélisis multiplexado de decenas de
pacientes rapida y simultaneamente, cualidades que los hace imprescindibles en cualquier centro de
salud, especialmente en los que disponen de servicios de urgencias. Sin embargo, son sistemas
practicamente cerrados que no permiten el desarrollo de nuevos métodos de medida. Existen en el
laboratorio analizadores menos eficaces y con capacidad mucho mas limitada, como los ensayos de

inmunoadsorcion ligado a enzima (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) o los
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cromatografos liquidos y gaseosos, que permiten a operadores expertos desarrollar procedimientos
de medida para detectar y cuantificar una gran variedad de analitos, con independencia de
proveedores comerciales. En este trabajo, se ha utilizado como herramienta de anélisis la
cromatografia liquida acoplada a diferentes detectores en funcién de las caracteristicas del analito

estudiado.

La cromatografia liquida es una metodologia de referencia, precisa, exacta, robustay con el potencial
de ser una técnica practicamente universal y sumamente versatil. Las ventajas se multiplican cuando
la cromatografia liquida se usa conjuntamente con un detector de espectrometria de masas (liquid
chromatography coupled with tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)*2. Como contrapartida, el
coste del equipo y del mantenimiento es elevado, requiere formacidn especializada, y existe una falta
de estandarizacion entre laboratorios clinicos y de investigacion. A pesar de no estar disponible en
todos los laboratorios clinicos, se esta extendiendo gradualmente en los hospitales terciarios y de
referencia. Permite realizar andlisis de miles de moléculas basados en propiedades intrinsecas de las
moléculas como la polaridad, el peso molecular, el tamafio, la capacidad de ionizacion, etc., y

acoplarla a un detector igualmente versatil.

La cromatografia es una técnica analitica que permite separar mezclas complejas en sus componentes
con el objetivo de identificarlos y/o cuantificarlos. Para ello utiliza la diferente afinidad de cada

componente entre dos medios diferentes (la fase estacionaria o sélida y la fase mavil o liquida).

o Lafase movil se compone normalmente de uno o dos disolventes. Cuando se trabaja con dos
disolventes, éstos suelen ser de polaridades diferentes para arrastrar a todos los componentes

de la mezcla hasta el final de la columna.

o La fase estacionaria suele ser una columna sélida de unos centimetros de longitud que
contiene un relleno de particulas de silice, y un grupo quimico enlazado a ellas que
interacciona con los analitos y los retiene mas o menos tiempo en funcion de los enlaces no

covalentes que puedan formar con ese grupo quimico.

Los analitos se adhieren a la superficie del relleno de la columna, pero no son absorbidos por él. Los
diferentes analitos se separan en la mezcla a medida que atraviesan la columna a diferentes
velocidades®®. La afinidad de cada componente por ambas fases hace que cada analito atraviese la
columna en un tiempo determinado, o tiempo de retencién, que se utiliza como identificador

inequivoco y caracteristico de ese compuesto (en las mismas condiciones; es decir, composicion de

21



INTRODUCCION

las fases maviles y caudal, gradiente, etc.). El uso de dos o0 méas fases moviles permite trabajar en dos

modalidades: isocréatica y gradiente.

o Lamodalidad isocratica implica que la composicidn de las fases mdéviles es constante durante

el tiempo de anélisis.

o Lamodalidad gradiente se refiere al cambio en la composicidn de las fases moviles (minimo
debe haber dos) durante el tiempo de anélisis. Suele producirse progresivamente, para no
producir saltos de presion que desestabilicen el detector.

Existen dos metodologias principales de trabajo en funcion del relleno de la columna y las
caracteristicas de las fases moviles. En primer lugar, la cromatografia en fase normal, que utiliza
silice no modificada en la columna y un gradiente que va de disolventes no polares a polares en las
fases moviles. Los componentes mas polares del analito se adsorben en la fase estacionaria y, por
tanto, requeririan fase mévil méas polar para desplazarlos y eluirlos de la columna. Por el contrario,
los componentes no polares tienen una afinidad débil por la fase estacionaria y eluyen con un tiempo
de retencion menor. En segundo lugar, la cromatografia en fase inversa o reversa (figura 2), que
comunmente utiliza cadenas de 8 o 18 carbonos, o cadenas apolares, unidas a la silice y un gradiente
gue va de disolvente polar a disolvente apolar. Los componentes mas lipofilicos del analito se
adhieren mas facilmente a las cadenas apolares y eluyen de la columna cuando disminuye la

polaridad del disolvente (momento en el que aumenta la afinidad del analito por la fase mévil).

Columna analitica compuestos separados

o

) ) » tiempo
Fase estacionaria ] ]

particula porosa
mas polar menos polar

Muestra

Fase movil

Figura 2. Separacion en fase reversa. Imagen adaptada del articulo J Clin Exp Hepatol. 2019 Sep-Oct;9(5):597-606. doi:
10.1016/j.jceh.2019.04.0534,

El cromatdgrafo liquido de alta presion (high-performance liquid chromatography, HPLC) es el mas

comun en los centros sanitarios. Consta de una o varias bombas, uno o varios degasificadores, un
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inyector de muestra, una columna analitica y un detector (figura 3). Debe ir unido a un ordenador
para traducir e interpretar la sefial analdgica emitida por el detector. La bomba debe producir un flujo
constante y estable de fase mévil por todo el sistema. La fase moévil alcanza una presién de hasta 40
MPa 0 400 atm. Se puede utilizar como complemento una precolumna que esta rellena de un material
similar al de la columna analitica y se coloca entre el inyector y la columna. Retiene las impurezas y
los componentes de la mezcla que potencialmente puedan quedar retenidos en la columna; asi,

prolonga la vida util de la columna®2,

Columna analitica

Cromatograma
— —

Autoinyector
T \

Fase movil = .

Muestra

Bomba de cromatografia Detector

Deshechos

Figura 3. Representacién esquematica de un cromatdgrafo liquido. Imagen adaptada del articulo Br J Hosp Med (Lond).
2014 Feb;75(2):C18-21. doi: 10.12968/hmed.2014.75.Sup2.C18%.

Para llevar a cabo el analisis de fluidos bioldgicos en el laboratorio clinico el analista se enfrenta a
varios retos. Uno de los principales retos es la naturaleza compleja de la matriz, que requiere una
extraccion previa a su inyeccion en el cromatografo. Idealmente se deberia obtener un extracto
limpio. Ademas, en las mezclas, el analizador debe ser capaz de separar los analitos de interés de los
coeluyentes o posibles interferentes. Para ello, la seleccidn del detector sera trascendental en el
analisis. El detector de absorbancia en el intervalo ultravioleta-visible (UV/VIS) (C.1) ofrece una
excelente linealidad, rapidez y una interpretacion sencilla de los cromatogramas, pero presenta una
menor especificidad y sensibilidad que otros detectores. Los detectores de fluorescencia (C.2) son
considerablemente mas sensibles y selectivos que los detectores UV/VIS, pero pocas moléculas
emiten fluorescencia, lo que limita su aplicabilidad. Los espectrometros de masas (C.3) presentan
elevada especificidad y sensibilidad y son practicamente universales en cuanto al nimero de distintos
tipos de molécula que puede medir. Como desventajas, los equipos son mas caros que los de UV/VIS

y fluorescencia, y requieren una mayor experiencia del usuario.
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C.1. Detector de absorcién UV/VIS

El detector UV-VIS mide la absorbancia de las moléculas en la regién UV-VIS mediante la ley de

Beer—Lambert (ecuacion 1).

A=log%:exbx6(1)

en la que A es la absorbancia total medida a una longitud de onda determinada; Po y P son las
potencias del haz de luz antes y después, respectivamente, de atravesar la mezcla estudiada; ¢ es la
absortividad molar; b el camino 6ptico y C la concentracién de la molécula absorbente. Es decir, el
detector UV-VIS mide la pérdida de intensidad de luz, “P”, producida por una lampara al atravesar
el haz de luz una cubeta de tamafio conocido, “b”, en la que se encuentra la muestra respecto a la

intensidad de luz que alcanzaria al detector sin la muestra, “Po”.

En la actualidad estos detectores utilizan una rejilla para dispersar la luz una vez que ha atravesado
la celda de flujo, asi permiten la medicion de muchas longitudes de onda simultaneamente, lo que
proporciona un espectro de absorcion completo de la mezcla. Las moléculas que absorben en el
espectro UV/VIS son aquellas que contienen electrones en los orbitales moleculares ¢ y @ 0 en

orbitales no enlazantes n. Presentan grupos cromdforos como -C=C-, -N=N- y anillos aromaticos.

Un detector UV-VIS consta de: una fuente de luz como una lampara de deuterio o tungsteno, un
portamuestras, un dispositivo de dispersidn para separar las distintas longitudes de onda de la luz y

un detector tipo fotomultiplicador (figura 4).

| <

Lampara |
Prisma

Celda de flujo Matriz de fotodiodos

Figura 4. Representacion esquematica de un detector UV/VIS. Se representa un monocromador de prisma como dispositivo
de dispersion de la luz y la matriz de fotodiodos como detector de radiacion.
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C.2. Detector de fluorescencia

Los detectores de fluorescencia miden los fotones emitidos por moléculas fluorescentes tras la
excitacién de las mismas a una longitud de onda determinada. Son entre 10 y 1000 veces mas

sensibles que los detectores de absorcién UV/VIS.

La fluorescencia es un proceso de relajacion de las moléculas desde un estado excitado a un nivel
basal 0 menos excitado. Dentro de los procesos de fotoluminiscencia se engloban la fluorescencia y
la fosforescencia, siendo la duracién de la primera mucho menor (figura 5). Sélo unas pocas
moléculas pueden emitir fluorescencia, aquellas con un elevado nimero de anillos y elevada
conjugacion. Por ejemplo, los compuestos que contienen grupos funcionales aromaticos y los
compuestos con estructuras alifaticas y aliciclicas de carbonilo o estructuras con dobles enlaces muy
conjugados. En el laboratorio clinico, cuando los analitos se encuentran en baja concentracion en el
fluido bioldgico y se requiere un método de medicion suficientemente sensible, es comun derivatizar
las moléculas para unir a su estructura un fluoréforo y asi poder medirlas mediante el detector de

fluorescencia.
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Figura 5. Fenémeno de fluorescencia. Imagen obtenida del articulo Padi Boletin Cientifico de Ciencias Basicas e
Ingenierfas del ICBI, 9(17), pp. 9-16. doi: 10.29057/ichi.v9i17.714316,

El detector de fluorescencia consta de: una lampara de arco de xendn o de mercurio como fuente de
radiacion, varias lentes, un monocromador que selecciona una longitud de onda de excitacion (Aex),
un segundo monocromador que forma un angulo de 90° con la luz incidente y examina la longitud

de onda de emision (Aem) o fluorescencia, y un fotomultiplicador.
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C.3. Deteccion por espectrometria de masas

Los espectrometros de masas miden la relacion masa-carga de moléculas ionizadas positiva o
negativamente (abreviado como m/Q, m/g, m/Z o mas comunmente m/z). El anélisis por
espectrometria de masas es mucho mas versatil que el de los detectores arriba mencionados, ademas

de ofrecer caracteristicas mejoradas como especificidad, exactitud, o sensibilidad.

Los espectrometros de masas acoplados a cromatégrafos liquidos constan de tres componentes
fundamentales: una entrada de muestra con una fuente de ionizacion a presion atmosférica (a); un
analizador de masas que separa los iones en funcion de su m/z (b); y un detector de iones para detectar
y cuantificar los iones, ambos a alto vacio (c). Algunos de estos componentes basicos pueden
combinarse; por ejemplo, la entrada, vaporizacion de la muestra e ionizacion de las moléculas pueden
estar acoplados; también en algunos disefios la separacion y la deteccion de iones se llevan a cabo
simultaneamente. Ademas, todo espectrometro de masas requiere de un dispositivo para el
procesamiento de la sefial del detector, basicamente un convertidor analégico-digital y un software

informatico.

a. lonizacion

La muestra procedente del cromatografo liquido se evapora y se ioniza. En el laboratorio
clinico se utilizan frecuentemente la ionizacion por electroespray (electrospray ionization,
ESI) (figura 6) y la ionizacion quimica a presion atmosférica (atmospheric pressure
chemical ionization, APCI). Ambas trabajan a presion atmosférica y son fuentes de
ionizacion suave; esto es, apenas fragmentan las moléculas en este proceso, formando iones

moleculares.

La espectrometria de masas s6lo puede medir la masa de particulas cargadas positiva o

negativamente, y esta carga puede ser Unica (+1) o multiple (2, £3...).
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Figura 6. Representacion esquemaética la fuente de ionizacion electroespray (ESI). Imagen adaptada del articulo Clin
Biochem Rev. 2011 Feb;32(1):5-31. PMID: 21451775%2,

b. Separacion de iones

Los iones se separan en esta etapa en funcion de su relacién m/z usando campos eléctricos
y/o magnéticos. Aunque existen diferentes analizadores de masas, todos tienen en comun
que la interaccién entre moléculas de diferentes tamafios y cargas y el campo eléctrico y/o
magnético causa la separacion de los iones en funcion de su m/z. Cuando la separacion se
Ileva a cabo por campos eléctricos, el tamafio y la carga del ion determinarén la velocidad
con la que alcanzan el detector; para la separacion segin campos magnéticos, los iones

trazaran diferentes trayectorias hasta el detector.

Un analizador de masas frecuentemente usado en el laboratorio clinico es el cuadrupolo en
su version mas simple, o el triple cuadrupolo en tdndem. Un cuadrupolo esta formado por
cuatro barras metalicas enfrentadas dos a dos a las que se aplican potenciales constantes y
alternos. Asi, se genera un campo eléctrico oscilante que atravesardn las moléculas
ionizadas: si entran en resonancia con el campo eléctrico, trazardn una trayectoria estable
que les permitird alcanzar el detector. De lo contrario, chocaran contra las barras o saldran

fuera del analizador y no llegaran al detector (figura 7).
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Figura 7. Representacién grafica de un cuadrupolo. Imagen adaptada del articulo J Clin Exp Hepatol. 2019 Sep-
Oct;9(5):597-606. doi: 10.1016/j.jceh.2019.04.053%4.

En el analizador de masas triple cuadrupolo o espectrémetro de masas en tdndem (figura 8),
el primer y el tercer cuadrupolo permiten filtrar una m/z concreta o un intervalo de m/z, pero
el segundo cuadrupolo, o celda de colision, se llena con un gas inerte a baja presion que

fragmentara las moléculas (esta opcion se puede deshabilitar).
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Figura 8. Cuadrupolo y celda de colision de un espectrdmetro de masas LCMS-8050 de Shimadzu. Fotografia
realizada por la autora.
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Esta instrumentacién permite al usuario realizar, dentro de la sensibilidad del instrumento y
la resolucién de masa, diferentes tipos de anélisis: escaneo de masas segun un intervalo

definido, seleccién de una relacion m/z concreta, o una combinacion de ambos.

c. Deteccion

El detector suele ser un multiplicador de electrones, que registra a través de un ordenador el
numero de iones por cada relacion m/z especifica (figura 9). El detector esta compuesto a
su vez por un dinodo de conversion y un multiplicador secundario de electrones que detectara
los iones que consigan atravesar el analizador de masas. Una vez que los primeros iones
colisionan con el dinodo de conversidn, se aceleran y colisionan con el primer dinodo del
multiplicador, amplificando a través de varias etapas el nimero de electrones y por lo tanto
la corriente generada. Esta corriente serd proporcional a la concentracion del analito en el

bioespécimen.

Primera etapa dinodo

Electrones secundarios

Electrones o iones Segunda etapa dinodo

Electrones amplificados

Electrones o

iones )
Amplificador

Conversion dinodo

Figura 9. Representacion de un multiplicador de electrones. Adaptada del manual de instrucciones para el usuario
del analizador LCMS-8050 de Shimadzu.

D. Desarrollo de métodos vs. kits comerciales

Una ventaja de la cromatografia es la posibilidad de desarrollar un procedimiento de medida con

disolventes, soluciones y fungibles comunes para medir un Gnico analito o un panel extenso de

analitos segun las necesidades del equipo de investigacion o, en el caso de los laboratorios clinicos,

del paciente. A estos métodos propios se les denomina procedimientos internos o métodos in-house.

Por otro lado, existen empresas privadas que desarrollan sus propios métodos y venden conjuntos de

29



INTRODUCCION

disolventes, calibradores, controles y fungibles en kits completamente cerrados, validados y listos
para su uso!’. Son productos de diagnéstico in vitro (in vitro diagnostics, 1VD). Estos kits estan
aumentando en cantidad y complejidad y, actualmente, el laboratorio clinico dispone de un enorme
catalogo en el que ofrecen paneles de metabolitos y biomarcadores tan variados como las propias
necesidades del paciente (figura 10). Sin embargo, las empresas privadas se mueven, evidentemente,
por interés comercial, desarrollando paneles de farmacos mas cominmente usados en la préactica

clinica y biomarcadores de enfermedades con mayor prevalencia®®,

Su principal desventaja es la falta de kits comerciales para medir biomarcadores de enfermedades
raras 0 menos prevalentes, asi como farmacos monitorizados en un reducido grupo de pacientes. En
estos casos, el desarrollo de procedimientos internos adquiere gran importancia y conduce al

seguimiento y tratamiento individualizado del paciente con necesidades méas exclusivas.
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Figura 10. Ejemplo de kit comercial, que incluye los reactivos necesarios para el pretratamiento de las muestras y el andlisis
de metanefrinas por LC-MS/MS. Imagen obtenida de la pagina web del fabricante, https://chromsystems.com/.

El desarrollo de métodos por cromatografia liquida no carece de inconvenientes. Por ejemplo, la gran
complejidad de las matrices bioldgicas, lo cual implica realizar un procesamiento en ocasiones
tedioso a la muestra previamente al analisis'®. Por otro lado, las moléculas detectadas mediante
espectrometria de masas (mass spectrometry, MS) estan sujetas a efectos de matriz y supresion iénica
que pueden afectar a la cuantificacion y sensibilidad del método?; los métodos que utilizan como

detectores de ultravioleta (UV) y fluorescencia (fluorescence detector, FLD), ademéas de efecto
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matriz, pueden presentar interferencias, a las longitudes de onda medidas, que limita la especificidad

del método.

Desde el afio 2017, la normativa europea 2017/746 regula el desarrollo, la validacion y la
justificacion de los procedimientos internos, entre ellos los métodos por cromatografia liquida (liquid
chromatography, LC) implementados en el laboratorio clinico?. Esta normativa tiene como
proposito “reforzar la transparencia en el proceso de desarrollo y fabricacion de productos sanitarios
para garantizar la seguridad del paciente”?%. El nuevo reglamento no modifica significativamente el
desempefio de las etapas de desarrollo y validacién en LC, pues los laboratorios clinicos ya realizan
una extensa validacion analitica y clinica de dichos procedimientos siguiendo guias actualizadas de
sociedades cientificas europeas (European Medicines Agency, EMA), americanas (Food and Drug
Administration, FDA) o internacionales (Clinical & Laboratory Standards Institute, CLSI). Sin
embargo, el tercer concepto, la justificacion, cambia por completo el paradigma de los métodos in-
house. Si hasta el momento era posible desarrollar cualquier método de cualquier analito y cualquier
espécimen en el laboratorio, desde el 26 de mayo de 2024 se debera optar por el kit comercial si el
analito a estudio esta comercializado. Unicamente estara justificado el desarrollo de métodos propios
cuando “no puedan satisfacerse las necesidades especificas del grupo de pacientes al que se destinan
los productos, o no pueden satisfacerse con el nivel de funcionamiento adecuado mediante otro
producto comercializado”??. De este modo, los métodos in-house quedan relegados a marcadores de
enfermedades raras o poco prevalentes, farmacos administrados en un pequefio grupo de pacientes,
o aquellos que s6lo se deban monitorizar en condiciones especificas. En definitiva, relega el
desarrollo de métodos in-house a situaciones muy concretas y aumenta la supervisién de los

mismos?%, con un enorme impacto en el laboratorio y en el paciente?*25,
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E. Medicina individualizada a través de la monitorizacion de
farmacos y vitaminas para ajuste de dosis y optimizacion en la

suplementacion

La farmacogendmica, pilar fundamental en la medicina de precision, es el estudio del modo en que
las diferencias genéticas entre individuos influyen en la respuesta de los pacientes y en la disposicion
de los farmacos. Existe una importante variabilidad interindividual entre genomas humanos (entre 2
y 100 veces)?®. Esta variabilidad puede tener un gran impacto en la eficacia de farmacos que requieren

la activacioén o inactivacion de las enzimas afectadas.

Por lo tanto, la farmacogendmica puede desempefiar un papel importante en el ajuste de la dosis para
garantizar la eficacia y/o prevenir la toxicidad. Sin embargo, hay otros factores que pueden afectar a
la exposicién global de un paciente a un farmaco. Entre ellos se incluyen influencias dietéticas,
problemas gastrointestinales (por ejemplo, la enfermedad de Crohn o el sindrome del intestino

irritable), la composicion corporal o la medicacién concomitante (prescrita y recreativa)?.

Momper et al. consideran que la monitorizacion de farmacos (therapeutic drug monitoring, TDM)
es la base conceptual para la medicina personalizada, que finalmente ha evolucionado para incluir
estrategias farmacogendmicas, basadas en biomarcadores, y en analisis de datos para la clasificacion
de pacientes?’. El genotipado de las enzimas metabolizadoras o de los transportadores de farmacos
(o farmacogenomica) puede ser Util para seleccionar el farmaco y la dosis inicial, mientras que la
TDM es necesaria para ajustar las dosis posteriores en funcion de las concentraciones del farmaco o

las medidas farmacodinamicas®.

La coadministracion de farmacos y suplementos puede producir interacciones en la farmacocinética
(pharmacokinetics, PK) o la farmacodindmica (pharmacodynamics, PD) de un farmaco, en ocasiones
independientemente del analisis farmacogenémico del paciente?®. Estas interacciones podrian ocurrir
si los compuestos comparten mecanismos o impactan en los procesos de absorcion (A), distribucion
(D), metabolismo (M) o excrecion (E) (figura 11)%. Tales interacciones pueden conducir a un
cambio en la concentracion del farmaco o del suplemento en su diana molecular o sitio de accion.
Por ejemplo, la metoclopramida tiene un impacto negativo en la absorcion de la digoxina; por otro
lado, la administracién de &acido folinico en pacientes tratados con 5-fluorouracilo tiene un efecto
sinérgico que incrementa la inhibicién de la sintasa timidilato (figura 11). La monitorizacion del
farmaco o suplemento en estos casos es clave para asegurar su eficacia y evitar toxicidad,

independientemente de la farmacogenomica.
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Figura 11. Factores que influyen en la farmacocinética de los farmacos, junto al ejemplo de la metoclopramida. A,
absorcion; D, distribucion; E, excrecion; M, Metabolismo; PK, farmacocinética. Imagen adaptada del articulo Front
Pharmacol. 2024 Mar 13;15:1348112. doi: 10.3389/fphar.2024.1348112%,

Los pacientes pediatricos son especialmente vulnerables a la variabilidad en los parametros
farmacocinéticos de absorcion, distribucién, metabolismo y excrecién. Especialmente los neonatos,
experimentan cambios madurativos constantemente y muestran una amplia variabilidad
farmacocinética interindividual, que a menudo no se puede explicar ni predecir. Los cuidados
intensivos neonatales como la hipotermia terapéutica o la oxigenacion por membrana extracorpérea

aumentan ain mas la variabilidad farmacocinética®’.

Cuando se ajusta la dosis de un farmaco, se hace respecto a concentraciones objetivo predeterminadas
gue se derivan de un grupo de pacientes estudio en un ensayo clinico. Este enfoque ha sido aceptable
y suficiente para la TDM en general. Sin embargo, las concentraciones diana no siempre son
correctas para un paciente en particular. Esta circunstancia podria dar lugar a la aplicacion de
concentraciones objetivo individualizadas mediante la monitorizacion de la respuesta al fa&rmaco (en
funcion de la eficacia o toxicidad del mismo)?. En este sentido, la TDM es fundamental para el

concepto de medicina personalizada?®303,
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Otro ejemplo especialmente interesante es el descubrimiento de nuevos farmacos. La TDM ayuda a
caracterizar la farmacocinética de estos nuevos farmacos, cuando se desconoce qué niveles esperar
Y, quizds, cuando ajustar la dosis. Esta investigacion se beneficiaria de generar datos
farmacocinéticos en grupos de pacientes para los que aln no existen datos. Simultaneamente, los
pacientes podrian beneficiarse del ajuste de dosis basado en los escasos datos farmacocinéticos
disponibles. Asi, los laboratorios generarian en cierto sentido datos de desarrollo de farmacos y de

TDM simultaneamente*°.
F. Nutricidn de precision, personalizada, o estratificada

La nutricion de precisién se puede definir de forma global como el uso de la informacién sobre las
caracteristicas individuales para desarrollar asesoramiento, productos o servicios nutricionales
especificos®. La nutricion de precision puede aplicarse en dos grandes ambitos: en primer lugar, para
maximizar los beneficios y reducir los efectos adversos de los cambios dietéticos en pacientes con
enfermedades especificas o con necesidades nutricionales especiales y, en segundo lugar, para
mejorar la salud pablica.

En la nutricién de precision se utilizan maltiples conceptos®.
- Nutricién estratificada. Agrupa a personas con caracteristicas comunes y ofrece consejos
nutricionales adaptados a cada grupo.
- Nutricién personalizada. Ofrece, ademas, consejo nutricional adaptado a cada individuo.
- Nutricidn de precision. Sugiere que es posible tener un conocimiento cuantitativo suficiente
sobre las complejas relaciones entre un individuo, su consumo de alimentos y su fenotipo

para ofrecer un consejo nutricional individual.

La nutricién de precision se basa, principalmente, en los siguientes supuestos: existe variabilidad
interindividual en la respuesta a los factores dietéticos; y la personalizacion de la dieta produce
mayores mejoras en el estatus nutricional del individuo que las dietas no personalizadas, generales o

universales3?,
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La nutrigendmica es un concepto diferente pero necesario en la nutricién de precision, e implica la
caracterizacién de todos los productos génicos afectados por los nutrientes y sus consecuencias
metabolicas. Es decir, las vitaminas no pueden ejercer sus funciones en el organismo sin una serie
de enzimas, transportadores, receptores y proteinas de unidn que intervienen en la absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion de las mismas. Si se producen polimorfismos en los genes que
codifican las proteinas mencionadas, la funcién correspondiente de las vitaminas puede resultar

afectada, produciendo o magnificando enfermedades.

La utilidad de los consejos dietéticos individualizados para anticipar la respuesta del paciente a la
ingesta es uno de los principales objetivos de la nutricion de precision. Para alcanzar este objetivo,
ademas de la genética, se deben tener en cuenta y monitorizar factores como el estilo de vida, la
actividad fisica, la metaboldmica o la microbidmica intestinal (figura 12)%.

CONDUCTA ALIMENTARIA

ACTIVIDAD FiSICA

PLATO DE LA
NUTRICION DE
PRECISION

FENOTIPO

Figura 12. Representacion esquematica de los principales factores a tener en cuenta en la nutricién de precision. Imagen
adaptada del articulo Nutrients. 2017 Aug 22;9(8):913. doi: 10.3390/nu908091334,

La nutricion de precision se ha utilizado como una herramienta para, entre otras aplicaciones, la
prevencion o el manejo del sindrome metabélico®, o la reduccion del riesgo de padecer enfermedad

de Alzheimer®.
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En este proyecto se proponen tres aplicaciones de la medicina de precisién e individualizada
utilizando como herramienta la cromatografia liquida y la espectrometria de masas en el
laboratorio clinico: el ajuste de dosificacion del farmaco antineoplasico busulfan; la
monitorizacion de tres antivirales, ganciclovir, aciclovir y letermovir, utilizados en pacientes

trasplantados como tratamiento y profilaxis para evitar la infeccidn por citomegalovirus; y la

adecuacion de puntos de decision de las vitaminas A, B1l, B6 y E para mejorar la

interpretacion del resultado y optimizar la suplementacion vitaminica en pacientes complejos.

A continuacidn, se presentan los tres puntos individualmente en detalle.

G. Ajuste de dosis del farmaco antineoplasico busulfan

El busulfan, 1,4-butanediol (figura 13), es un agente bifuncional alquilante del ADN. Es una
molécula pequefia y lipofila que se hidroliza en entornos acuosos y libera los grupos
metanosulfonato, conduciendo a un ion carbonio reactivo que alquila el ADN. Exactamente, induce
la formacion de aductos covalentes en el ADN provocando su ruptura, y, con ello, la inhibicion de
su replicacion. Es por tanto un farmaco antineoplasico que afecta a la célula en cualquier fase del

ciclo celular.
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Figura 13. Estructura del farmaco busulfan. Imagen obtenida en la base de datos DRUGBANK online
(https://go.drugbank.com/).
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Se aplicd por primera vez en el tratamiento paliativo de la leucemia mieloide crénica por sus
propiedades mielosupresoras y efectos antitumorales. Es especialmente citotdxico para los tejidos

proliferantes: en particular, las células de la serie blanca de la médula dsea.

El busulfan se administra por via intravenosa en el acondicionamiento previo al trasplante de
progenitores hematopoyéticos (hematopoietic stem cell transplantation, HSCT), en pacientes con
enfermedades malignas hematoldgicas y tumores solidos y en enfermedades no malignas

(enfermedades genéticas) para obtener tanto un efecto antitumoral como mielosupresor36-3¢,

La farmacocinética del busulfan es compleja y no del todo conocida. El busulfan se distribuye a
través del torrente sanguineo libre, unido a proteinas (32%), y en los eritrocitos (47%). La fraccion
libre puede atravesar la membrana celular de forma pasiva. Dentro de la célula, se metaboliza
principalmente a las formas tetrahidrofurano y tetrahidrotiofeno, las cuales interaccionan con el ADN
y, finalmente, desencadenan la apoptosis de la célula. El tetrahidrotiofeno atraviesa la membrana de
los hepatocitos por transporte activo y continGa su ruta de degradacion formando metabolitos
hidrosolubles que pueden eliminarse de forma renal (figura 14)%®. Las reacciones adversas comunes
asociadas a todos los agentes alquilantes incluyen dafios en la mucosa intestinal, alopecia,
pancitopenia, anemia, amenorrea, alteracion de la espermatogénesis y aumento del riesgo de
malignidad. La toxicidad mas importante del busulfan es la toxicidad hematoldgica, que esta
relacionada estrechamente con la dosis. También la administracion a dosis altas se relaciona con
nauseas, vomitos, estomatitis, alteraciones en la funcion hepaética, fibrosis pulmonar intersticial,

convulsiones (a menudo ténico-clonicas) y enfermedad veno-oclusiva hepética.

La enfermedad veno-oclusiva hepatica es un efecto adverso cominmente asociado al busulfan4®-2,
Este efecto adverso suele aparecer entre 10 y 20 dias después del HSCT. La frecuencia oscila entre
el 20% y el 50%, pero la incidencia ha disminuido debido a la mejora de los regimenes terapéuticos.
La enfermedad veno-oclusiva hepética suele presentarse con dolor abdominal, sensibilidad hepatica
e ictericia. Puede causar elevacion de enzimas hepaticas e incluso fallo hepatico. Dosis superiores a
16 mg/kg exponen al paciente a un mayor riesgo de enfermedad veno-oclusiva hepatica (que depende

de la dosis).

Se ha documentado extensamente la necesidad de monitorizar el busulfan con el fin de calcular y
modificar la dosis del paciente, optimizar la terapia, aumentar la eficacia y reducir su toxicidad**44.
Un ejemplo de ello es la guia clinica europea de 2021 para el trasplante de progenitores
hematopoyéticos por alteraciones congénitas de inmunidad (“EBMT/ESID inborn errors working

party guidelines for hematopoietic stem cell transplantation for inborn errors of immunity”), en la
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que recomiendan la monitorizacion de busulfan para optimizar la exposicion al farmaco®. El

busulfan cumple ampliamente los criterios para la monitorizacién: tiene un estrecho margen

terapéutico y una elevada variabilidad interindividual en los parametros farmacocinéticos*®4’.
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Figura 14. Diagrama que ilustra la distribucion, el metabolismo y la eliminacion del busulfan intravenoso. ABC,
transportador de cassette enlazante a ATP; CTH, cistationina gamma liasa; CYP, citocromo P450; DPEP, dipeptidasa;
EdAG, y-glutamildehidroalanilglicina; FMO3, monooxigenasa-3 que contiene favina; GGT, gamma-glutamil transferasa;
GSG, glutation conjugado; GSH, glutation; GST, glutatién-S-transferasa; NAT, N-acetiltransferasa. Imagen adaptada del
articulo Clin Pharmacokinet. 2021 Jan;60(1):17-51. doi: 10.1007/s40262-020-00947-2%,
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La exposicidn a busulfan se estima mediante diferentes indices, a destacar area bajo la curva (area
under curve, AUC) de la concentracién plasmatica en funcion del tiempo en el intervalo de
dosificacion, AUC en 24 horas y AUC acumulado durante todo el tratamiento®. Diferentes
estrategias de dosificacion guiadas por TDM incluirian la medicién del AUC a través de las
concentraciones plasmaticas de busulfan, bien durante un intervalo de tiempo definido o bien durante
todos los dias de tratamiento. En el Gltimo caso, que coincidiria con el indice AUC acumulado
durante todo el tratamiento, la exposicién sistémica a busulfan deseada u objetivo se dividira entre
los dias de administracion y se calculara como las sumas de las AUC obtenidas cada dia, con un
minimo de tres puntos (o concentraciones plasmaéticas). Para alcanzar el AUC objetivo y por tanto la
exposicion a busulfan deseada, se debe modificar la dosis a diario si fuera necesario.

Para seleccionar la dosis inicial de busulfan en pacientes pediatricos, se utilizan nomogramas
ajustados por peso en funcion del tipo de régimen deseado, mieloablativo o no mieloablativo*. En
la figura 15 se muestra un ejemplo de estos nomogramas elaborado por Bartelink et al. Una vez
establecida la dosificacion inicial, la TDM esclarece si se ha alcanzado el objetivo o se ha de

modificar la dosis.
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Figura 15. Nomograma de dosificacion individualizada de busulfan ajustados por el peso del paciente, para un régimen de
acondicionamiento mieloablativo o no mieloablativo*.
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H.Monitorizacion de antivirales

El citomegalovirus humano (CMV) es un miembro de la subfamilia Betaherpesvirinae con un
genoma de 236-kb. En individuos sanos la infeccion por CMV suele ser asintomatica pero es uno de
los patdgenos oportunistas mas frecuentemente reportados en pacientes inmunodeprimidos, teniendo
un gran impacto en los pacientes trasplantados, tanto en receptores de trasplante de érgano soélido
(solid organ transplantation, SOT)®® como de progenitores hematopoyéticos (hematopoietic stem
cell transplantation, HSCT)®!, produciendo numerosos eventos adversos y llegando a comprometer
el injerto. En hospedadores inmunodeprimidos, afecta principalmente al aparato digestivo, los
pulmones, el higado y el sistema nervioso central. La presentacion clinica depende de mdltiples

factores como el tipo de infeccion, el grado de inmunosupresion o el tipo de trasplante®.

H.1. Tratamientos tradicionales del CMV

El ganciclovir (GCV) es un analogo de nucletsido que inhibe la sintesis de ADN viral (figura 16).
Su profarmaco es el valganciclovir (VGCV). A través de la fosforilacion intracelular, actia como
inhibidor competitivo de la desoxiguanosina trifosfato para inhibir la sintesis de ADN viral. En las
células infectadas por el CMV, el GCV es fosforilado por una enzima con actividad de proteina
cinasa, producida por el gen UL97 del CMV (figura 17).
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Figura 16. Estructura del ganciclovir. Imagen obtenida en la base de datos DRUGBANK online
(https://go.drugbank.com/).
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Figura 17. Mecanismo antiviral del ganciclovir. CMV, citomegalovirus. Imagen adaptada del articulo Ther Drug Monit.
2022 Feb 1;44(1):138-147. doi: 10.1097/FTD.0000000000000925%,

La resistencia al GCV se desarrolla como resultado de un cambio conformacional en la cinasa viral
UL97 que la hace incapaz de fosforilar el GCV a su forma activa. Asi, el gen UL97 es el mas
comUnmente mutado en pacientes con enfermedad por CMV (ECMV) resistentes al GCV (se han
encontrado con mayor frecuencia las mutaciones M460V, A594V, L595S). También se han
identificado mutaciones en pacientes con ECMV en el gen de la ADN polimerasa viral, UL54
(P522S, N408D, V715M)>**°. De esta manera, se detiene la inhibicion en la replicacion del virus
(figura 17). Otros antivirales usados como segunda linea, cidofovir y foscarnet, también inhiben la
replicacion del CMV interfiriendo con la ADN polimerasa, provocando la interrupcion de la sintesis
del ADN viral®. Al compartir diana molecular, las mutaciones en UL54 y UL97 suelen conferir

resistencia a los tres antivirales.
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Los efectos adversos hematoldgicos del GCV son preocupantes. Entre el 7% y el 35% de los
receptores de SOT expuestos a GCV experimentan leucopenia, mientras que entre el 3% y el 15%
desarrollan neutropenia®. La neutropenia se produce al principio del tratamiento, es limitada por la
dosis y reversible con la interrupcion del farmaco; sin embargo, puede asociarse a infeccién y muerte.
Las complicaciones hematoldgicas relacionadas con el tratamiento con GCV se ven agravadas por
muchos factores adicionales que son frecuentes tras un trasplante. Por lo tanto, el desarrollo de
resistencias y la toxicidad relacionada justifican la TDM (no generalizada, sino individualizada) de
GCV*,

El aciclovir (ACV), o 9-(2-hidroxietoximetil) guanina (figura 18), es un analogo de la guanosina
que se fosforila hasta en tres ocasiones para ejercer su funcion antiviral. Su mecanismo de accion es
practicamente idéntico al GCV. Tras su entrada en las células infectadas, el primer paso de
fosforilacion lo realiza la timidina cinasa codificada por el virus. A este paso le siguen dos
fosforilaciones sucesivas llevadas a cabo por la guanilato cinasa celular del huésped y la difosfato
cinasa nucledsida. EI ACV-trifosfato puede servir como sustrato de la reaccion de la ADN polimerasa
viral y, por tanto, incorporarse al ADN en su extremo 3'. La union del siguiente desoxinucle6sido 5'-
trifosfato al cebador conduce a la formacion de un complejo de extremo inservible. EI ACV-trifosfato
no posee un grupo hidroxilo en la posicion 3’, por lo que es un terminador obligado de la cadena de
ADN. In vitro, el ACV ha mostrado ser mas potente para el virus herpes simple 1y 2, o los virus

varicela-zoster y Epstein—Barr, que para el CMV?®'.

El ACV tiene un buen perfil de seguridad y se relaciona con baja toxicidad®®. En los casos de
toxicidad reportados, el tratamiento con ACV se ha relacionado con neurotoxicidad y

nefrotoxicidad®6°.
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Figura 18. Estructura del aciclovir. Imagen obtenida en la base de datos DRUGBANK online (https://go.drugbank.com/).
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Segun las fichas técnicas elaboradas por la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios (AEMPS), para ambos antivirales, GCV y ACV, la biodisponibilidad es baja y deben
administrarse mediante sus respectivos profarmacos, VGCV Yy valaciclovir (VACV). En sangre, su
unién a proteinas es baja. Su metabolismo es reducido, sobre todo en el caso del GCV. El ACV se
convierte en pequefia medida en los metabolitos 9-carboximetoxi-metilguanina por alcohol y
aldehido deshidrogenasa y a 8-hidroxi-aciclovir por la aldehido oxidasa. Finalmente, ambos se
excretan renalmente (se excreta la molécula practicamente intacta debido a su reducido

metabolismo).

La inmunoglobulina CMV vy los antivirales arriba mencionados ACV, VACV, GCV y VGCV han
sido utilizados en receptores de SOT, con una duracion y posologia variables, como tratamiento
preventivo de la ECMV?®1%2, Mientras que el GCV administrado mediante perfusion intravenosa ha
sido el tratamiento de referencia de la ECMV en pacientes con SOT; el ACV se ha propuesto para el
tratamiento de la ECMV en pacientes con HSCT, asi como otros virus. Ambos pueden producir

neutropenia y toxicidad renal®%6%4,

La incidencia de enfermedad por CMV ha disminuido en los ultimos afios debido al mayor
conocimiento de la infeccidn y las numerosas estrategias que se han establecido para su prevencion
y tratamiento. Segln una revision sistematica realizada en diferentes paises de Asia, el Pacifico y
Sur América, no hay una Unica opcion preventiva para la infeccion por CMV. A modo de resumen,
se utiliza la profilaxis en el 45,0-58,7% de los pacientes, mientras que la terapia preventiva
(monitorizacion de la carga viral del CMV) se aplica en el 41,3-56,3%%. El tratamiento convencional
de primera linea para la prevencion del CMV consiste en GCV intravenoso o VGCV oral en
receptores de SOT, con una duracion del tratamiento que puede oscilar entre 2 y 3 semanas. En
algunos paises se utilizan tratamientos alternativos como ACV y su profdrmaco para prevenir la
aparicion de CMV. En los receptores de SOT que desarrollaron la enfermedad por CMV, el
tratamiento de eleccion fue el GCV intravenoso®. La profilaxis universal conduce a un
sobretratamiento y, por tanto, a toxicidad farmacoldgica, y se asocia a una mayor incidencia de la
enfermedad de aparicion tardia, probablemente al impedir desarrollar inmunidad protectora de la
enfermedad. A su vez, las terapias antivirales preventivas también se asocian a sobreexposicion a
farmacos antivirales y toxicidad, ya que una parte de los episodios de infeccion activa por CMV que

se tratan probablemente se habrian resuelto sin necesidad de tratamiento®.
La monitorizacion de farmacos presenta un gran potencial para mejorar la relacion riesgo/beneficio:

permite relacionar concentraciones y efectos secundarios, optimizar el régimen de dosificacion y

mitigar el riesgo de eventos inducidos por ACV o GCV3367-70,
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H.2. Nuevas estrategias terapéuticas

Después de afios sin autorizar nuevos farmacos anti-CMV, en los Gltimos afios se han aprobado dos
nuevos antivirales para la prevencion o el tratamiento del CMV: letermovir (LTV) y maribavir
(MBV). En este estudio, nos centraremos en el LTV, por ser mas frecuentemente utilizado en nuestro
entorno sanitario. EI LTV (figura 19) es el primer farmaco antiviral autorizado para la profilaxis del
CMV, que ha demostrado ser muy eficaz en la reduccion de la incidencia de infecciones y de la
enfermedad por CMV, junto con un buen perfil de seguridad. Los resultados de diferentes estudios
han mostrado que el LTV reduce significativamente tanto los eventos relacionados con el CMV,

como la mortalidad por todas las causas, y la mortalidad sin recaida’.
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Figura 19. Estructura del letermovir. Imagen obtenida en la base de datos DRUGBANK online (https://go.drugbank.com/).

A diferencia de otros farmacos contra el CMV, el LTV no produce toxicidad hematolégica ni
nefrotoxicidad. Como la diana del LTV es el complejo terminasa viral en lugar de la ADN polimerasa
viral, conserva su actividad frente a virus resistentes a otros farmacos anti-CMV. Inhibe la
replicacion del CMV en el complejo de la ADN terminasa del CMV, que es necesario para el
procesamiento y empaquetamiento del ADN viral, afectando a la produccion del genoma y alterando
la maduracion del virion (figura 20)72. Este complejo terminasa parece ser muy especifico del CMV
y presenta una elevada actividad frente a cepas resistentes a los inhibidores de la ADN polimerasa.
Por otro lado, la resistencia natural al LTV sigue siendo rara. El periodo de profilaxis recomendado

actualmente para el tratamiento con LTV es de 100 dias”.
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Figura 20. Empaquetamiento del complejo terminasa del citomegalovirus y mecanismo de accion del letermovir. Imagen
adaptada del articulo Expert Opin Drug Metab Toxicol. 2018 Dec;14(12):1197-1207.  doi:
10.1080/17425255.2018.155048574.

Segtn la ficha técnica del fArmaco, el LTV estd indicado “para la profilaxis de la reactivacion del
CMV vy de la enfermedad causada por este virus en adultos seropositivos para el CMV [R+]
receptores de un HSCT; asi como para la profilaxis de la enfermedad por CMV en adultos CMV-
seronegativos que han recibido un trasplante de rifidn de un donante CMV-seropositivo [D+/R-]”
(https://cima.aemps.es/cima/dochtml/ft/1171245004/FT_1171245004.html). Se puede administrar
por via oral o intravenosa una dosis de 480 mg por dia (0 240 mg por dia en pacientes que toman

ciclosporina A)7>7,

La experiencia real en pacientes que han recibido profilaxis con LTV es prometedora’’-", aunque la
informacion disponible sobre su farmacocinética, toxicidad o interaccién con otros farmacos
actualmente es limitada. Este punto es de suma importancia, ya que el letermovir es un inductor
moderado de enzimas y transportadores dando lugar tanto a reducciones como a incrementos de las
concentraciones plasmaticas de medicamentos administrados concomitantemente® 82, A destacar, es
inhibidor de CYP3A invivo, a través del cual se metabolizan inmunosupresores como la ciclosporina,

el tacrolimus, y el sirolimus; es inhibidor de los transportadores OATP1B1/3, afectando por ejemplo
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a los inhibidores de la HMG-CoA reductasa; e inductor de CYP2C19, del cual es sustrato el
antifangico voriconazol. Seguln la ficha técnica del farmaco, no se ha estudiado la interaccion con
otros antimicrobianos ampliamente usados en pacientes trasplantados como piperacilina/tazobactam,
amfotericina B y micafungina. Ademas, existe bibliografia reducida sobre la seguridad y eficacia de

letermovir en pacientes pediatricos.

En el Hospital Universitario Vall d’Hebron, fue aprobado en 2023 para la profilaxis frente a CMV
exclusivamente en receptores de HSCT.

La monitorizacion de estos farmacos antivirales sigue siendo controvertida, y se ha utilizado para
optimizar las dosis sélo en situaciones especificas®*®’. Mientras que la guia americana sobre
infeccion por CMV en trasplantados de 6rgano sélido “Cytomegalovirus in Solid Organ Transplant
Recipients - Guidelines of the American Society of Transplantation Infectious Disease Community
of Practice”®® no recomienda la monitorizacién de GCV de forma sistemética a todos los pacientes,
la guia internacional “The Third International Consensus Guidelines on the Management of
Cytomegalovirus in Solid-organ Transplantation”® y la guia europea para el manejo de CMV en
HSCT “Guidelines for the management of cytomegalovirus infection in patients with haematological
malignancies and after stem cell transplantation from the 2017 European Conference on Infections

in Leukaemia (ECIL 7) %2, no se han pronunciado sobre ello.
I. Suplementacion de vitaminas hidro y liposolubles

Las vitaminas y los oligoelementos se conocen como micronutrientes y deben aportarse en la dieta.
El organismo sélo necesita pequefias cantidades diarias de ambos, pero son esenciales para el
metabolismo y los procesos fisioldgicos. Se puede deducir de ello que necesitan un estricto control,
especialmente en pacientes con necesidades nutricionales especiales. Un ejemplo del manejo de los
micronutrientes como terapia y tratamiento son los pacientes de la unidad de cuidados intensivos
(UCI). La heterogeneidad de tales pacientes complica la terapia nutricional generalizada; de modo
que la monitorizacion y suplementacion con vitaminas y oligoelementos si procede es un importante

punto a tener en cuenta (figura 21).

Muchos factores como la enfermedad primaria, las comorbilidades o los requerimientos especificos
en la fase aguda de la enfermedad se han de tener en cuenta e individualizar la terapia siempre que
sea posible®. Por ejemplo, en un paciente con una malnutricién preexistente o enfermedad

gastrointestinal se habrian de monitorizar los micronutrientes y suplementar en caso de deficiencias.
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Pacientes de la unidad de traumatologia, quemados o con enfermedad pulmonar no requieren una
monitorizacion de micronutrientes a priori, a no ser que existan sintomas clinicos o haya una
sospecha de deficiencia. En cambio, a modo general, si se recomienda la monitorizacion y

suplementacion de micronutrientes en nutriciones parenterales (figura 21)%.
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Figura 21. Resumen de la terapia nutricional en diferentes grupos de pacientes. Gl, gastrointestinal; UCI, unidad de
cuidados intensivos. Imagen adaptada del articulo Nutrients. 2021 Aug 19;13(8):2851. doi: 10.3390/nu13082851%,

En este trabajo, se pondra el foco en las vitaminas. Las vitaminas son un grupo de compuestos
organicos esenciales para las funciones fisioldgicas del organismo. A pesar de sus diferentes
estructuras y caracteristicas fisico-quimicas, las vitaminas comparten caracteristicas comunes, a
destacar: (1) La mayoria de las vitaminas en la naturaleza se sintetizan a partir de aminoécidos; (2)
Aunque su funcion clave es la regulacion del metabolismo, no son componentes de la célula ni
producen energia; (3) Excepto la vitamina D, la mayoria de las vitaminas no pueden ser sintetizadas
ni producidas en cantidad suficiente por el cuerpo humano, por lo que normalmente deben ser
aportadas en los alimentos; (4) El cuerpo humano sélo necesita una pequefia cantidad de vitamina
medida en miligramos o incluso microgramos®. Intervienen en los procesos celulares y estan

relacionadas con el desarrollo o la prevencion de enfermedades malignas®.

o Algunos autores han analizado el papel de diferentes vitaminas en la oncogénesis. En el

articulo de Venturelli et al. se observd una asociacion entre las concentraciones de vitaminas
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en sangre y tejidos y el riesgo de padecer cancer; ademas, se recomendd la monitorizacién

como biomarcador en la deteccién precoz del cancer®.

o La demencia es un sindrome de deterioro cognitivo que limita progresivamente las
actividades de la vida diaria. Gil Martinez et al. realizaron en 2022 una revision sistematica
en la que evaluaron la eficacia del uso de suplementos vitaminicos en la dieta no sélo para
prevenir las deficiencias nutricionales sino también la demenciay el deterioro cognitivo leve.
Concluyeron que la suplementacion con vitaminas C o &cido ascorbico, acido fdlico y

vitamina B1 mejoraban el rendimiento cognitivo®.

o La deficiencia de vitamina A se ha asociado a una mayor susceptibilidad a las infecciones.
Se ha estudiado la suplementacién con vitamina A para proteger a los pacientes frente a las
infecciones viricas. Aunque los hallazgos no han sido estadisticamente significativos, se
describieron resultados esperanzadores para el tratamiento de algunas enfermedades viricas

con suplementos de vitamina A%,

I.1. Vitaminas liposolubles Ay E

Las vitaminas Ay E son vitaminas liposolubles que desempefian papeles cruciales en varios procesos

fisioldgicos.

El principal efecto de la vitamina A en la bioquimica celular se debe a los procesos de replicacion y
transcripcion, aunque también puede modular la expresion celular global (figura 22)%. Ademas, la
vitamina A modifica la expresion genética a nivel epigenético modulando la histona acetiltransferasa
pCAF. En su forma de 11-cis-retinal, se asocia a la proteina opsina, formando la rodopsina, que es
el pigmento necesario para la percepcion de la luz®®. También interviene en la glicosilacion de las
proteinas, en la modulacién de aspectos importantes del ciclo celular y la adhesion célula-célula, y

en la estabilidad de las membranas biolégicas®.

La vitamina E, asi como la mayoria de los minerales, afecta a la bioquimica celular principalmente
alterando el estado oxidativo de las células (figura 22). También puede modular la expresion de los
genes. Las especies reactivas de oxigeno (reactive oxygen species, ROS) pueden dafar el ADN,
fomentando la oncogénesis, pero también pueden influir en el control epigenético de la expresion
genética induciendo la hipometilacion®?. Ademas, la vitamina E tiene efectos preventivos sobre la

oxidacion de fosfolipidos y acidos grasos poliinsaturados, ayuda a mantener la integridad de la
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membrana celular, previene la agregacion plaquetaria, aumenta la estabilidad de la membrana

eritrocitaria y favorece la sintesis de glébulos rojos®.
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Figura 22. Resumen de las funciones de las vitaminas A y E con mayor impacto en la bioquimica de la célula. ROS,
especies reactivas de oxigeno. Imagen adaptada del articulo Nutrients. 2021 Nov 1;13(11):3914. doi:
10.3390/nu13113914%,

El déficit de vitamina A provoca sintomas oftalmolégicos como ceguera nocturna y xeroftalmia®’; el
déficit de vitamina E se asocia a sintomas neuroldgicos como ataxia, neuropatia periférica y debilidad

muscular®.

1.2. Vitaminas hidrosolubles B1 y B6

Las vitaminas B1 y B6 son vitaminas hidrosolubles y coenzimas que desempefian funciones

fundamentales en los procesos metabdlicos.
La vitamina B6 tiene un papel crucial en la sintesis de los neurotransmisores dopamina y serotonina;

participa en el metabolismo de la homocisteina, favoreciendo su eliminacion; e indirectamente

participa en los ciclos de la metionina y del 4cido citrico (figura 23)%.
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Figura 23. Mecanismo de accion de la vitamina B6 (PLP en la imagen). AADC, L-aminoécido aromatico descarboxilasa;
FAD, dinucledtido de flavina y adenina; 5-HTP, 5-hidroxitriptéfano; L-DOPA, L-dopamina; SAM, S-adenosilmetionina;
SAH, S-adenosilnomocisteina; SHMT, serina hidroximetil transferasa; TH, tirosina hidroxilasa. Imagen adaptada del
articulo CNS Neurosci Ther. 2020 Jan;26(1):5-13. doi: 10.1111/cns.13207%,

En cuanto a las funciones de la vitamina B1, también estan intimamente relacionadas con el
metabolismo celular. Las vias centrales del metabolismo de los carbohidratos implican enzimas como
la transcetolasa, la piruvato deshidrogenasa y la a-cetoglutarato deshidrogenasa dependientes de la
vitamina B1 en forma de pirofosfato de tiamina (thiamine pyrophosphate, TPP) (figura 24). EI TPP
participa como cofactor en el ciclo de las pentosas fosfato, en la formacion de acetil-coA a partir de

piruvato y en el ciclo del &cido citrico®®,
El déficit de vitamina B1 puede provocar complicaciones neurolégicas y cardiovasculares gravesi®t;

el de vitamina B6 produce anemia microcitica y refractaria al hierro, asi como trastornos

neurolégicost®.

50



INTRODUCCION

Glucosa @ TPP
|

Rutade las < 7 Pe ntcosas
Glucosa-6-fosfato —»| pentosas |—» -------z=c------- > Acidos
fosfato nucleicos

NADP+  \apPH+

----

NAD+ ~ 1
1
1 - - - .
1
! @ PP Sintesis de agd_c)s
! : grasos, mantenimiento
NADH#* v de las vainas de mielina,

Acetil COA | ----mmmmm e . acetilcolina
| u-cetoglutarato

NAD+
Clclo de
Krebs
<:|| @ TPP
Succinato
NADH+

Figura 24. Mecanismo de accion de la vitamina B1 (TPP en la imagen). Imagen adaptada del articulo Journal of Parenteral
and Enteral Nutrition, 39(5), 503-520. doi:10.1177/0148607114565245%3,

En resumen, las vitaminas participan en numerosos procesos metabdélicos imprescindibles en el
funcionamiento del organismo. Tanto su deficiencia como su exceso en el organismo se relaciona
con importante sintomatologia que perjudica la salud del paciente. Es necesario monitorizar las
concentraciones de vitaminas hidro- y liposolubles para detectar carencias y excesos, y orientar la

administracion de suplementos®®,

Algunos laboratorios clinicos determinan junto a las vitaminas otros compuestos relacionados, asi
como cocientes que ayudan a corregir sesgos y evitar errores postanaliticos que enmascaren una hipo
o0 hipervitaminosis. Por ejemplo, se utilizan en la medida de las concentraciones de las vitaminas E
y B1.

En cuanto a la vitamina E, existe una importante correlacion con la concentraciéon de lipidos
transportados por las lipoproteinas quilomicrones, de muy baja densidad (very-low-density
lipoprotein, VLDL) y de baja densidad (low-density lipoprotein, LDL) (colesterol y triglicéridos).
Esta afirmacion es facilmente deducible si se analiza el transporte y la distribucion de la vitamina E
en el organismo (figura 25). La vitamina E forma quilomicrones con colesterol, fosfolipidos y
triacilglicerol, y circulan por el sistema linfatico con destino a la sangre; una vez en el higado, es

absorbido por la lipoproteina VLDL y liberada al torrente sanguineo®. De este modo, la vitamina E
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sérica que se medira en el laboratorio esta estrechamente unida a las concentraciones de lipoproteinas
Yy, en consecuencia, de los lipidos que éstas transportan. Tanto es asi que a menudo los niveles séricos
de vitamina E se expresan como un cociente entre el colesterol, los triglicéridos o la suma de ambos.
El calculo de dichos cocientes junto al resultado de la concentracién de vitamina E sérica podria
beneficiar a personas con metabolismo lipidico alterado, mejorando la interpretacion del

resultado®6107.
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Figura 25. Absorcion, transporte, metabolismo y excrecion de la vitamina E. Alfa-T, alfa-tocoferol; CEHC,
carboxietilhidroxicromanol; 13’-COOH, 13’-carboxicromanol (del alfa-T) o 13’-carboxitrienol (del tocotrienol); LDL,
lipoproteina de baja densidad; 13°-OH, 13’-hidroxicromanol; T3, tocotrienol; a-TTP, proteina de transferencia de alfa-
tocoferol; VLDL, lipoproteina de muy baja densidad. Imagen adaptada del articulo IUBMB Life. 2019 Apr;71(4):430-441.
doi: 10.1002/iub.20081%,

Por otro lado, aproximadamente el 90% del contenido total de tiamina se encuentra en los eritrocitos
en la forma biolégicamente activa, TPP%, Dado que la TPP esta presente predominantemente en los
eritrocitos, las concentraciones de TPP muestran una mejor concordancia cuando se corrigen por
hemoglobina. Por lo tanto, seria mas apropiado acompafiar la medida de TPP con la estimacién de la

hemoglobina para corregir cualquier variacion en el volumen celular®,

1.3. Teoria de los valores de referencia

La superposicion de sintomas con otras morbilidades complica el diagndstico de hipo e
hipervitaminosis, por lo que es necesario establecer valores de referencia (o de normalidad, VR) de
vitaminas para evaluar el estado nutricional. Establecer unos VR adecuados de vitaminas resulta

crucial para alcanzar un estatus nutricional 6ptimo.
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Los VR desempefian un papel muy importante en el diagnéstico de los pacientes, el seguimiento, el
tratamiento y la adicién de pruebas suplementarias posteriores. Se calcula que hasta el 70% de las
decisiones clinicas se basan en resultados de laboratorio, por lo que los VR desempefian un papel
clave en el manejo de los pacientes!®. Los especialistas de laboratorio son los responsables de
proporcionar VR robustos que permitan un uso 6ptimo de las pruebas de laboratorio. Sin embargo,

este requisito es practicamente imposible para la mayoria de los laboratorios clinicos'%?,

Para superar este problema, los VR utilizados en el laboratorio clinico se adoptan habitualmente a
partir de los VR propuestos por los fabricantes''?. Otras opciones empleadas consisten en adoptar
VR de otros laboratorios o de articulos publicados con poblaciones similares. Estas opciones son
sencillas, coste-efectivas y asequibles para un laboratorio clinico. Sin embargo, pueden no ser
apropiadas y conducir a diagnosticos erréneos debido a las diferencias en la poblacion de referencia
utilizada para su calculo, los métodos analiticos empleados o el enfoque estadistico. Si los VR se
adoptan de una fuente ajena, se deberian verificar en nuestra poblacién. Alternativamente, pueden
ser calculados por el laboratorio clinico por métodos directos, aquellos basados en la seleccion de
una muestra representativa de la poblacion sana (sujetos de referencia)!®; o por métodos indirectos,
en los cuales se necesitan grandes volimenes de datos de analisis rutinarios de individuos

presumiblemente sanos del sistema de informatico del laboratorio (SIL)4.

El enfoque directo implica un minimo de 120 individuos sanos por magnitud, de modo que la muestra
sea suficientemente representativa de la poblacion general y se eliminen posibles sesgos. Si se
requieren multiples particiones (subgrupos de pacientes segun edad, sexo, raza, etc.), se necesitaran
al menos 120 datos para cada subconjunto de poblacion''®. Posteriormente, el tratamiento estadistico
de estos datos es sencillo y los VR se definen como el 95% central de los datos. De acuerdo a esta
definicion, cominmente se utilizan los percentiles 2,5 y 97,5 para definir los limites inferior y
superior del intervalo de referencia, como muestra la figura 26. Algunas magnitudes no se ajustan a
esta definicion, como aquellas en las que Unicamente un lado de la distribucién es clinicamente
significativo (por ejemplo las enzimas hepaticas) o las que requieren de una mayor especificidad y

utilizan percentiles mas extremos (por ejemplo la troponina cardiaca)®*.
El enfoque directo presenta limitaciones conocidas; a destacar, se necesita realizar un cuestionario a

los voluntarios del estudio, informarlos y solicitarles que firmen el consentimiento informado (deben

ser individuos sanos bien definidos), requiere mucho tiempo y una inversién econémica moderada.
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Figura 26. Histograma de una magnitud ficticia del laboratorio, que presentaria una distribucién normal de los datos. Se
representan los valores de referencia para dicha magnitud, definidos por los limites inferior y superior de normalidad, junto
al intervalo de confianza al 90% (IC 90%) de ambos.

Como alternativa, el big data (métodos indirectos) utiliza enormes cantidades de datos procedentes
de andlisis rutinarios de pacientes. Estos métodos eliminan los resultados patolégicos seleccionando
a priori sujetos sanos, por ejemplo, pacientes de centros ambulatorios, y realizando una limpieza o
filtrado de datos y una estadistica mas compleja que permita obtener una muestra sana''’. El enfoque
indirecto tampoco carece de limitaciones®'° La primera y principal de ellas, no existen guias
oficiales, no hay estandarizacion ni consenso en este enfoque. Ademas, no se han definido parametros
estadisticos tan importantes como el tamafio minimo muestral necesario o la forma méas adecuada
para detectar y excluir valores aberrantes. Finalmente, puede producirse un sesgo en los resultados

debido a la seleccién inadecuada de individuos.

La eleccién entre ambas metodologias, o la decisiéon de adoptar VR del fabricante, de publicaciones,
0 puntos de corte reconocidos por sociedades cientificas dependera de cada laboratorio y, sobre todo,
de cada magnitud.

Para el caso particular de las vitaminas, los VR son una poderosa herramienta para el cribado
poblacional, el diagndstico, la monitorizacion y la toma de decisiones para la suplementacién en
pacientes cronicos, polimdrbidos y complejos. Diferentes guias clinicas en nutricién recomiendan
medir las concentraciones de vitaminas y ajustar la suplementacion de los pacientes en funcion de
los intervalos de referencia del laboratorio. Por ejemplo, las concentraciones séricas de vitaminas
liposolubles A y E se han de monitorizar en pacientes con fibrosis quistica, que suelen tener un
mecanismo de absorcion rapida alterado, incluso cuando las reservas pancreéticas son adecuadas?.

En adultos con enfermedad renal cronica estadio 5D en hemodiélisis de mantenimiento o dialisis
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peritoneal que toman suplementos, deben controlarse las concentraciones séricas de vitaminas A/E

para prevenir toxicidad'?!

. Otro ejemplo es la prevalencia de la deficiencia de vitamina B1; en hasta
un 49% de pacientes postcirugia bariatrica. El seguimiento de dichos pacientes que presenten
sintomas o factores de riesgo debe incluir la medicion de vitamina B1 durante los primeros 6 meses
y luego cada 3-6 meses, independientemente del procedimiento bariatrico??. Las concentraciones
séricas de vitaminas también deben medirse al inicio de la nutricion parenteral domiciliaria en
pacientes con insuficiencia intestinal cronica y después anualmente para ajustar las dosis si es
necesario. En estos pacientes suelen encontrarse unicamente hallazgos subclinicos, pero es necesario
tratarlos para corregir los niveles suboptimos'%3. Tanto la deficiencia de vitamina B6 como la ingesta
elevada se han descrito como factores de riesgo en el desarrollo de neuropatia periférica. La
monitorizacion de las concentraciones de vitamina B6 puede ayudar a determinar si existe un efecto

directo de las concentraciones séricas de B6 en la neuropatia periférica?*,
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HIPOTESIS

La variacion intraindividual conduce a que el célculo de la dosis de un fArmaco o vitamina no siempre
produzca la concentracion plasmatica prevista, lo que puede implicar que se esté suministrando una
dosis con menor efecto terapéutico o toxica. Por otra parte, la administracion concomitante de
farmacos y suplementos puede provocar interacciones imprevistas que afecten a la concentracion
plasmatica de los farmacos. Todo ello nos indica la importancia de profundizar en la medicina
personalizada, por lo que proponemos que la medida de la concentracidn plasmatica precisa y exacta
de los farmacos y suplementos administrados, junto con una correcta definicion de los intervalos de
referencia, seria indispensable para comprobar que se obtienen concentraciones plasmaticas
terapéuticas, 0, en caso contrario, proceder al ajuste de la dosis, que redundaria en un mejor
tratamiento de los pacientes y una disminucion de eventos adversos y efectos indeseables. Para poder
evidenciar esta posibilidad es necesario poner a punto y evaluar metodologias cromatograficas

optimizadas.
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OBJETIVO GENERAL

Utilizar la cromatografia liquida acoplada a deteccion ultravioleta (UV), de emision por fluorescencia
(FLD) o de espectrometria de masas (MS) como herramientas de andlisis para potenciar y participar
en la medicina personalizada, abarcando desde la individualizacion de la dosificacion de farmacos
administrados al paciente, al seguimiento pormenorizado de los mismos, la adaptacion de los
intervalos de normalidad de diferentes magnitudes a nuestra poblacion y la revision de parametros

clave que mejoren la clasificacion y diagndstico de los pacientes.

OBJETIVOS CONCRETOS

1. Desarrollo y validacion técnica y clinica de un método por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) para la medida del farmaco busulfan. La
validacién de un método para la medida de la concentracion de busulfan en plasma por LC-
MS/MS permitira una cuantificacion robusta, exacta y precisa del farmaco.

2. Monitorizacién de la concentracion de busulfan con el método desarrollado en el objetivo 1 como
acondicionamiento previo al trasplante de progenitores hematopoyéticos en pacientes
pediatricos. Comprobar si la medida de la concentracion plasmatica del farmaco mejora el
manejo pre-trasplante del paciente pediatrico, y en consecuencia disminuye los eventos adversos
respecto a los pacientes sometidos a trasplante de progenitores hematopoyéticos no

monitorizados.

3. Desarrollo y validacién técnica y clinica de un método por LC-MS/MS para la medida de los
antivirales ganciclovir, aciclovir y letermovir. El desarrollo de un método para la cuantificacion
de antivirales en suero por LC-MS/MS permitira la medida exacta y precisa de los mismos en el

laboratorio clinico.

4. Estudio de las concentraciones de los antivirales ganciclovir, aciclovir y letermovir usando el
método desarrollado en el objetivo 3 en tres cohortes de pacientes trasplantados (HSCT y SOT).
Investigar si existen interacciones farmacoldgicas entre el antiviral letermovir y otros farmacos
coadministrados y metabolizados por las mismas enzimas de la familia del citocromo P450, que

alterarian la concentracion plasmatica prevista.
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5. Célculo de valores de referencia de las vitaminas A, B1, B6 y E en nuestra poblacién por
cromatografia liquida mediante un enfoque directo. Comprobar si el calculo de valores de
referencia de las vitaminas A, B1, B6 y E, de gran demanda clinica, especificos para nuestra
poblacién, optimizaria el tratamiento de los pacientes en riesgo de hipo e hipervitaminosis y con

necesidades de suplementacion.

6. En relacion a la valoracion e interpretacion cuantitativa de las vitaminas, se llevara a cabo la
revision de la correccion de vitamina E por concentracion lipidica y de vitamina B1 por
hemoglobina. Se evaluara si la aplicacion de estos marcadores adicionales relacionados con la
medida de las vitaminas E y B1 mejora la interpretacion de los resultados de los pacientes y, por

lo tanto, el tratamiento de los mismos.
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METODOS Y RESULTADOS

El apartado de métodos y resultados se ha dividido en tres capitulos. Los dos primeros capitulos se
engloban en la teméatica medicina individualizada a través de la monitorizacion de farmacos para el
ajuste de dosis, mientras que el tercer capitulo hace referencia a la medicina individualizada a través

de la monitorizacion de vitaminas para optimizacién en la suplementacion.

Mas detalladamente, el primer capitulo hace referencia al ajuste de dosis del farmaco neoplasico
busulfan. Consta de dos subapartados: en el primero se desarrolla la validacion analitica y se evalGan
tanto parametros analiticos comunes a todos los métodos analiticos del laboratorio clinico como
parametros especificos de los métodos cromatogréficos; en el segundo, se realiza una validacién
clinica con pacientes pediatricos en la que se evallan los resultados obtenidos inmediatamente

después de la validacion analitica y varios afios después de implementar el método en el laboratorio.

El segundo capitulo corresponde a la monitorizacion de antivirales. La estructura es similar a la del
primer capitulo, en cuanto a que esta subdividido en dos apartados y el primero también describe el
desarrollo del procedimiento de medida por LC-MS/MS y los resultados de la validacion analitica.
En el segundo se mide la concentracidon sérica del farmaco en tres cohortes de pacientes trasplantados
adultos a los que se administran los antivirales estudiados profilacticamente de forma oral. Se
realizan medidas seriadas a diferentes pacientes para evaluar la variabilidad intraindividual y posibles

interacciones farmacoldgicas.

El tercer capitulo hace referencia a la optimizacién de la suplementacion de vitaminas hidro y
liposolubles. En primer lugar, se evallan las caracteristicas metroldgicas de los métodos de medida
de las vitaminas A, B1, B6 y E. A continuacion, se calculan intervalos de referencia mediante
aproximacién directa para establecer unos limites de decision correctos y ajustados a nuestra
poblacién. Asimismo, se evallan parametros que mejoran la interpretacion del resultado, en cuanto

a que corrigen posibles sesgos inherentes al paciente.
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1. Ajuste de dosificacion del farmaco antineoplasico busulfan

1.1. Validacion analitica de un método por LC-MS/MS para la

cuantificacion exacta y precisa del farmaco busulfan
1.1.1. MATERIALES Y METODOS

Para medir las concentraciones en plasma de busulfan se han utilizado diversos sistemas de medida,
desde cromatdgrafos de gases (GC) a cromatografos liquidos acoplados a UV, FLD y MS. En este
trabajo, se ha optado por la tercera opcion, por el mayor rendimiento y sencillez respecto a la GC-
MS y la mayor sensibilidad y especificidad respecto a la LC-UV.

Reactivos
Se empled busulfan, [2Hs]-busulfan, acetato de amonio de alta pureza, y bilirrubina de Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, Estados Unidos). La presentacion comercial de [?°Hg]-busulfan fue de 100 pg/mL en
metanol. Se empled acetonitrilo de calidad HPLC/MS de Honeywell (Charlotte, North Carolina,
Estados Unidos) y metanol de calidad HPLC/MS de Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts,
Estados Unidos). Se adquirié acido férmico de alta pureza de PanReac AppliChem (Barcelona,
Espafia). El reactivo Intralipid® fue suministrado por Fresenius Kabi Espafia (Barcelona, Espafia).

Se obtuvo plasma y plasma hemolizado de muestras de pacientes no tratados con busulfan.

Equipamiento vy condiciones

Las muestras de plasma se analizaron en el cromatdgrafo liquido Nexera X2 acoplado a un
espectrometro de masas en tandem Shimadzu LCMS-8050 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon),
equipado con una fuente de ionizacién por electroespray. Se utiliz6 una columna UHPLC
Mediterranea Sea™ 18 1,8 um de 50x2,1 mm de Teknokroma (Sant Cugat del Vallés, Barcelona,
Espafia), a una temperatura de trabajo de 40°C.

1.1.1.1.Desarrollo del método
Los compuestos se eluyeron a una velocidad de flujo de 0,3 mL/min mediante elucion isocrética de

1,6 minutos de duracion. La fase movil consistié en 2 mM de acetato de amonio y &cido férmico al

0,1% disuelto en una proporcion 30:70 de metanol/agua.
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En el espectrometro de masas, la temperatura de la interfaz se establecio en 300°C, la temperatura
de la linea de desolvatacién se fijé en 250°C, y la temperatura del blogue térmico fue de 350°C.
Como gas nebulizador se empled gas nitrégeno, a una velocidad de flujo de 3 L/min. También se
empled nitrégeno como gas de secado a una velocidad de flujo de 10 L/min, y aire seco para calentar,
a una velocidad de flujo de 10 L/min. La revisién de los cromatogramas se realiz6 con el programa

LabSolutions™ de Shimadzu (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japén).

Preparacion de la muestra

Se prepararon dos disoluciones madre en acetonitrilo (ACN), una de 0,5 g/L de busulfan y otra de
0,5 g/L de estandar interno (internal standard, IS), y se congelaron a —20 °C. Se prepar¢ para cada
curva de calibracién un material de blanco, un calibrador cero, y seis calibradores con
concentraciones de 5 mg/L, 1 mg/L, 0,5 mg/L, 0,25 mg/L, 0,08 mg/L y 0,03 mg/L de busulfan en
plasma. Se prepararon cinco muestras de control de calidad (quality control, QC) en plasma con las
siguientes concentraciones de busulfan: 4,0 mg/L, 1,5 mg/L, 0,75 mg/L, 0,09 mg/L y 0,03 mg/L. La
proporcion de plasma fue del 95% o superior respecto del volumen final tanto en los calibradores
como en los QCs.

La preparacion de las muestras se realizé mediante precipitacion de proteinas con ACN. A 100 puL
de plasma, calibrador o control se le afiadio 100 uL de disolucion de trabajo de IS. A continuacion,
se afiadieron 600 puL de ACN. Las muestras se agitaron durante 1 minuto y finalmente se
centrifugaron a 10.000 g a temperatura ambiente durante 6 minutos. EI volumen de inyeccion del

sobrenadante fue de 2 pL.

1.1.1.2.Validacion analitica del método

El estudio de validacion se disefio de acuerdo con las directrices de la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA)*?°.

Linealidad
Para evaluar la linealidad del método, se analizaron las curvas de calibracion una vez al dia durante
cinco dias. Las curvas de calibracidon se obtuvieron dividiendo el &rea de pico del analito por el area
de pico del IS, y representando este valor frente a la concentracién teérica del calibrador. Se permitio
una desviacion del 15% en todos los calibradores excepto en el calibrador 1, que se fijé6 un maximo
del 20%. Se confirmd la linealidad en el intervalo de medida cuando la recta de regresion lineal

ponderada segln la formula 1/x? proporcioné un coeficiente de correlacion superior a 0,995.

61



METODOS Y RESULTADOS

Sensibilidad analitica

La evaluacidon del limite inferior de cuantificacién (low-limit of quantification, LLOQ) se realiz
durante la evaluacidn de la recta de calibracién. Se fijo una desviacion maxima permitida del +20%

entre la concentracion medida y la tedrica, y un coeficiente de variacién (CV) <20%.

Veracidad y precisién

Se realizd la evaluacién de la veracidad y la precisidn durante tres dias mediante cinco replicados de
cada QC. La desviacion y el CV se calcularon a partir de los datos de cada serie por concentracion.
La incertidumbre de medida (IM) se calculé con la ecuacion 2.

IM =196 x CV (%) (2)

Los requisitos fijados fueron +15% para el sesgo maximo permitido y +15% para la imprecision

maxima permitida.

Se realiz6 adicionalmente un estudio de la veracidad de los procedimientos de medida en el
laboratorio clinico mediante la participacion en programas de evaluacion externa de la calidad. Se
analizaron doce muestras por duplicado del programa de garantia externa de la calidad de la
Institucion Holandesa SKML para la Evaluacion de la Calidad en los Laboratorios Clinicos (n = 12,
intervalo de 0,5-3,5 mg/L). Se consideré aceptable si la diferencia obtenida respecto al valor

consenso era inferior al £15%.

Selectividad vy arrastre

La selectividad de nuestro método se evalué comparando la sefial del LLOQ respecto a la sefial del
blanco (n = 50). Se evaluaron interferencias enddgenas por hemoglobina, lipemia y bilirrubina
analizando muestras a una concentracién de 1,5 mg/L de busulfan en presencia de concentraciones
crecientes de hemoglobina, Intralipid® y bilirrubina. ElI cambio porcentual se calculé mediante la

ecuacion 3.

Interferencia (%) = 100 X % 3
0

donde Co, fue la muestra con busulfan en ausencia de interferente, y Ci, la muestra con busulfan en
presencia del interferente. Se consider6 que una interferencia era significativa cuando el porcentaje

de interferencia superaba el error total del busulfan a 1,5 mg/L, calculado mediante la ecuacion 4.

Error total = [sesgo (%)| + 1,96 X CV (%) (4)
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La contaminacién por arrastre se analiz6 comparando el area de pico cromatografico de un blanco
con la del LLOQ siguiendo las secuencias: ULOQ — blanco — LLOQ y QC4 — blanco — LLOQ. Las
medidas se realizaron por duplicado durante 5 dias, considerando aceptable una diferencia inferior
al 5%.

Efecto matriz y recuperacion del proceso cromatografico

El efecto matriz (EM) y la recuperacion (RE) se evaluaron a dos concentraciones de busulfan (0,09
mg/L y 1,5 mg/L), aplicando el procedimiento descrito por Matuszewski?°. EI EM también se calcul6
a una concentracion de busulfan de 4 mg/L. El estdndar interno se evalud por separado a la
concentracion de trabajo (0,1 mg/L). Se prepararon seis lotes diferentes de tres series de muestras
para cada concentracion descrita: a) en la serie uno se adiciond busulfan a una matriz de ACN; b) en
la serie 2 se realizo el pretratamiento a muestras de pacientes no tratados con busulfan y se adiciond
éste justo antes del analisis; y c) la serie 3 estaba compuesta por muestras de plasma a las que se
adiciono busulfan, posteriormente tratadas y analizadas de forma ordinaria. El EM se determin6
comparando la serie 2 con la serie 1, y la RE comparando la serie 3 con la serie 2. EI EM se considerd

aceptable si presentaba una desviacién maxima de +15% normalizada por IS.

Para evaluar la RE, se valoré que los datos fueran consistentes, precisos y reproducibles (CVintalote
<15%1 CVinterlote <15%)-

Estabilidad

El estudio de estabilidad se realiz6 a dos concentraciones de busulfan, 0,09 mg/L y 1,5 mg/L, cada
experimento en tres alicuotas independientes. Se evalud la estabilidad a temperatura ambiente a las
24 horas (h), 48 h 'y 72 h. Para analizar la estabilidad de la muestra refrigerada, se analizaron las
muestras a las 24 h, a las 72 h y a los 7 dias conservadas a 2-8°C. La estabilidad de las muestras
congeladas a —20°C se analizo a los 30 dias y 60 dias. Se evaluaron 3 ciclos de congelacion y
descongelacién. La estabilidad de los sobrenadantes en el autoinyector se estudié alas 24 hy alos 7
dias. Debido a la inestabilidad del busulfan previamente reportada, se realizd un estudio de
estabilidad a corto plazo. Para ello se analizaron las muestras de QC conservadas a temperatura
ambiente (20-25°C) y a 2-8°C durante 2 h, 4 h,6 hy 8 h.

La concentracién media para cada QC y condicién debi6 presentar una desviacion maxima de +15%

respecto a la concentracién nominal.
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1.1.2. RESULTADOS

El tiempo de retencion fue de 0,78 minutos para el busulfan y de 0,77 minutos para el IS. Se
observaron formas de picos cromatograficos aceptables, que no presentaban ni colas ni

interferencias. En la tabla 1 se muestran los pardmetros de masa para el analito y el IS.

Tabla 1. Configuracion del detector de espectrometria de masas para el busulfan y su estandar

interno, el [?Hs]-busulfan.

] ] Voltajes Energia de )
16n precursor 16n producto L Tiempo de
cuadrupolos colision . .
(m/z) (m/z) . ] retencion (min)
1/3 (Voltios) (Voltios)
Analito 264,1 151,0 12/16 11 0,78
IS 272,1 159,0 13/17 13 0,77

Todas las curvas de calibracion realizadas en la fase de validacion fueron lineales en el intervalo de
0,03-5 mg/L (R? = 0,9984). Durante la fase de validacion no se excluyd ningtn calibrador. EI CV
para el LLOQ fue del 6%, y el sesgo del 2,7% (n = 40).

Tanto la imprecision intraserial como interdiaria de las muestras de QC fueron inferiores al 8%, el
sesgo fue inferior al 10% (tabla 2). Los resultados de los materiales de control externo mostraron
una buena concordancia con los valores asignados (n = 12; R?>0,97). El sesgo medio obtenido fue
de -2,1%.

Tabla 2. Resultados de imprecisiéon intraserial e interdiaria, asi como sesgo para diferentes

concentraciones de busulfan (n = 15).

Concentracion Intraserial CV (%) Interdiaria CV (%) Sesgo (%)

busulfan (mg/L)

LLOQ (0,03) 6,38 6,00 2,7
QC1 (0,09) 5,61 7,20 9,6
QC2 (0,75) 6,13 7,08 9,0
QC3 (1,50) 5,85 5,01 5,6
QC4 (4,00) 4,89 6,63 83

CV, Coeficiente de variacién; LLOQ, limite bajo de cuantificacién; QC, control de calidad.
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En los materiales de blanco no se observaron interferencias en las transiciones® analizadas (n = 50).

El método se valid6 con muestras de plasma que contenian una elevada concentracion de
hemoglobina, Intralipid® o bilirrubina (figura 27). El %Interferencia medio fue de —3,1%, -3,2% y
-1,5%, respectivamente. El sesgo maximo calculado en todas las concentraciones de interferente fue

inferior al error total del busulfan a 1,5 mg/L, de 12,8%.
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Figura 27. Interferogramas de hemoglobina, lipemia y bilirrubina a una concentracion de busulfan de 1,5 mg/L. La linea
gris representa el limite de aceptacion, de +15%. Cf es la concentracion del interferente en las soluciones: hemoglobina,
Intralipid® o bilirrubina.

No se observo contaminacion por arrastre por busulfan (n = 10) ni por IS (n = 10) en el material de

blanco.

Los resultados del efecto matriz y la recuperacion a diferentes concentraciones de busulfan

normalizados por IS se muestran en la tabla 3.

1 Una transicién es una pareja de un ion precursor y un ion producto (o fragmento) en un analito medido por
espectrometria de masas en tandem, modalidad en la que se puede seleccionar mas de una relacion m/z para
aumentar la especificidad. Un analito puede caracterizarse a su vez por una 0 mas transiciones.
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Tabla 3. Resultados del estudio de la matriz. Todos los resultados se expresan como desviacion
porcentual normalizada por estandar interno.

Concentracion de Efecto matriz Recuperacion
busulfan (mg/L) N Media (%) CV(%) | N Media (%) CV (%)
0,09 18 92,9 3,7 18 94,6 1,8
15 18 100,2 4,3 18 103,3 4,8
4 18 99,8 10,1 N.D.

CV, coeficiente de variacion; N, tamafio muestral; N.D., no determinado.

El busulfan es estable en plasma durante al menos 8 h a temperatura ambiente, 24 h a 2-8°C, y hasta
2 meses a—20°C (figura 28). En cambio, el busulfan no es estable cuando se conserva a temperatura
ambiente durante mas de 24 h (resultados no mostrados). La concentracion de busulfan disminuy6
menos del 15% tras tres ciclos de congelacion y descongelacion (figura 28). El sobrenadante
permanecio estable en el autoinyector durante 24 h: se observé una reduccién del 13,7% y del 8,9%
a concentraciones de busulfan de 0,09 mg/L y 1,5 mg/L, respectivamente. En cambio, ésta fue

significativa a los 7 dias: 18,9% para la concentracién de 0,09 mg/L, y 16,8% para la concentracion
de 1,5 mg/L de busulfan.

A. Estabilidad a corto plazo, 20-25°C B. Estabilidad a corto plazo, 2-8°C
120 120
-~ -~
S S
: 110 : 110
0 ' 0 ﬁz' 4
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Figura 28. Estabilidad del busulfan a diferentes condiciones y a dos concentraciones diferentes (linea punteada,
concentracion de 0,09 mg/L y linea continua, concentracién de 1,5 mg/L). En cada punto, se representa la media y el error
estandar de los 3 replicados. La linea roja representa el limite de aceptacion, de +15%.
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D. Estabilidad a 2-8°C
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Figura 28 (continuacion). Estabilidad del busulfan a diferentes condiciones y a dos concentraciones diferentes (linea
punteada, concentracion de 0,09 mg/L y linea continua, concentracion de 1,5 mg/L). En cada punto, se representa la media
y el error estandar de los 3 replicados. La linea roja representa el limite de aceptacion, de +15%.
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1.2. Ajuste de dosis del farmaco busulfan utilizado en regimenes de
acondicionamiento en pacientes pediatricos receptores de trasplante de

progenitores hematopoyeéticos

1.2.1. MATERIALES Y METODOS

Se incluyeron en el estudio Unicamente pacientes pediatricos a los que se administré busulfan por
via intravenosa cuatro dias consecutivos durante 3 h, junto con fludarabina'?®, fludarabina y
tiotepal?’, ciclofosfamida'?®, melfalan'?®, o ciclofosfamida y melfalan'®, La dosis inicial
administrada se baso en el AUC objetivo ajustada al peso corporal de cada paciente y siguiendo
nomogramas de dosificacion personalizados, segun el procedimiento descrito en estudios
anteriores*. El régimen de acondicionamiento incluyendo busulfan se inici6 en el dia —7 previo al
trasplante y finalizo el dia —4. Los nomogramas de dosificacion se disefiaron para lograr un régimen
de acondicionamiento mieloablativo o no mieloablativo. Se procedio a la deplecion de células T ex
vivo con timoglobulina o alemtuzumab en todos los pacientes que iban a someterse a un HSCT por
enfermedades no malignas y en aquellos pacientes con enfermedades malignas cuando el donante no
era un familiar directo. Durante el tratamiento con busulfan no se administraron ni paracetamol ni

azoles. Se administré levetiracetam como terapia profilactica anticonvulsiva.

Para medir la concentracién de busulfan en el plasma de los pacientes, se extrajeron muestras de
sangre en tubos Vacutainer™ K3-EDTA (Becton Dickinson, Milan, Italia). A continuacion, se
transportaron las muestras a temperatura ambiente, se centrifugaron a 2.500 g durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se procesaron o congelaron inmediatamente. Para el céalculo del AUC, se
extrajeron muestras de sangre inmediatamente antes de la infusion de busulfan (hora 0), al concluir
lainfusién, y 1 h, 2 hy 3 htras la infusion®. A partir del dia 2, la dosis de busulfan se ajusté a partir
de los resultados del AUC real obtenido el dia anterior (figura 29).

El protocolo para la extraccion, almacenamiento y analisis de sangre fue aprobado por el Comité
Etico del Hospital Vall d’Hebron [EOM(AG)027/2021(5825)]. Este estudio se realizd en
conformidad con los principios de la Declaracion de Helsinki y las leyes y regulaciones espafiolas y

europeas.
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| Calculo AUC real vy ajuste de la dosis l

| Monitorizacion busulfan |

T

Trasplante alogénico de
progenitores

\ hematopoyéticos de médula
. . osea de hermano HLA
Acondicionamiento idéntico

mieloablativo con
busulfan y ciclofosfamida

Figura 29. Representacion del tratamiento con busulfan previo al trasplante de progenitores hematopoyéticos en un
paciente pediatrico real. AUC, area bajo la curva; HLA, sistema del antigeno leucocitario humano.

1.2.2. RESULTADOS

1.2.2.1.Validacion clinica prospectiva

Se analizaron las concentraciones plasmaticas de busulfan en 15 pacientes pediatricos (n = 75
muestras; 7 nifias (46,7%); edad media: 4,4 £ 3,5 afios, rango de edad de 6 meses a 12 afios). La dosis
inicial administrada fue de entre 3 y 5 mg/kg/24 h de busulfan, independientemente de la edad (figura
30).

Tras las dosis iniciales de busulfan de 3 mg/kg/24 h (n = 3 pacientes), 4 mg/kg/24 h (n = 4 pacientes)
y 5 mg/kg/24 h (n = 8 pacientes), las AUC obtenidas para el primer dia de tratamiento fueron de entre
2.140,0 y 4.376,3 uM*min, entre 3.950,0 y 4.387,3 uM*min, y entre 3.585,8 y 7.897,6 uM*min,
respectivamente. Las AUC acumuladas para los cuatro dias de tratamiento fueron de entre 9.627,1y
21.110,4 pM*min, entre 15.799,9 y 22.211,4 uM*min, y entre 19.234,7 y 27.173,58 pM*min,

respectivamente.
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Figura 30. Representacion de las AUC medidas en pacientes pediatricos, segun la dosis inicial. Se representa la media y
el error estandar de cada punto: inmediatamente después de la infusién (0h), 1h, 2h, 3h y 4h postinfusion.

1.2.2.2.Estudio observacional retrospectivo diciembre de 2020 — mayo de 2023

Se incluyeron en el estudio 41 pacientes pediatricos tratados con busulfan entre diciembre de 2020 y
mayo de 2023 (29,3% mujeres; media de edad = 3 afios, rango de edad 2 meses—16 afios). Se
analizaron un total de 705 muestras, correspondientes a 141 AUC. El cociente HSCT alogénico
(aloHSCT)/autélogo (autoHSCT) fue de 4,9 (34:7). EI AUC acumulado objetivo se fijo entre 65000
y 95000 ng/mL*h, para alcanzar un régimen de acondicionamiento mieloablativo o no mieloablativo
dependiendo de la enfermedad en origen y el tipo de trasplante. La dosis inicial se fijé siguiendo

nomogramas de dosificacion personalizados y ajustando por peso (resultados no mostrados).

En la tabla 4 se muestra un resumen de las principales indicaciones de trasplante hematopoyético en
nuestra cohorte de pacientes (completada con el tipo de trasplante -autélogo o alogénico-, farmacos
antineoplésicos administrados y exposicién objetivo de busulfan). Las indicaciones méas prevalentes
para el acondicionamiento de busulfan previo a HSCT fueron neuroblastoma de alto riesgo (n = 7),
anemia de células falciforme (n = 6), enfermedad granulomatosa crénica (n = 4) y linfohistiocitosis
hemofagocitica. Otras indicaciones menos prevalentes y no incluidas en la tabla han sido

adrenoleucodistrofia ligada a X, sindrome de Hurler, o sindrome de Griscelli tipo 1.
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Tabla 4. Resumen de las indicaciones de trasplante hematopoyético, con referencia al tipo de

trasplante (aut6logo o alogénico), farmacos antineoplasicos administrados y exposicién objetivo de

busulfan.
) Tipo de Otros farmacos Exposicién objetivo a
Pacientes Enfermedad ) o ]
trasplante antineoplasicos busulfan
(ng/ml*h)
Neuroblastoma de alto ) ,
7 . Autdlogo Melfalan 85.000
riesgo
Anemia de células o ] )
6 ) Alogénico Ciclofosfamida 85.000-95.000
falciformes
Enfermedad
4 o Alogénico Fludarabina 70.000
granulomatosa crénica
Linfohistiocitosis . .
4 » Alogénico Fludarabina 85.000-95.000 (n = 2)
hemofagocitica
70.000 (n=2)
Inmunodeficiencia ) )
3 ) Alogénico Fludarabina 65.000
combinada grave
Leucemia mieloblastica . Melfalan 'y
3 Alogénico ] ) 85.000-95.000 ( n=2)
aguda ciclofosfamida
70.000-75.000 (n=1)
Leucemia mielomonocitica ) Melfalan y
Alogénico 85.000-95.000

juvenil

ciclofosfamida

A los pacientes incluidos en el estudio se les administrd busulfan junto con otros farmacos

quimioterapéuticos como fludarabina (n = 17), fludarabina y tiotepa (n = 4), ciclofosfamida (n = 7)

o ciclofosfamida y melfalan (n = 6) en aloHSCT (figura 31). Para el tipo de trasplante autoHSCT,

siempre se administré busulfan junto a melfalan (n = 7).
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m Fludarabina
Ciclofosfamida y Melfalan
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m Melfalan
Fludarabina y Tiotepa

Figura 31. Regimenes de acondicionamiento administrados. Se representan los farmacos antineoplasicos administrados
junto a busulfan.

En funcion del AUC real calculado a partir de las mediciones de busulfan, se ajustd la dosis en 37 de
41 pacientes (90%) para alcanzar el AUC objetivo. La dosis se aumentd de media un 10,2% el primer
dia. Entre el primer y el cuarto dia hubo diferencias en la dosificacion de entre —51,5% y +75,5%
(figuras 32 y 33). En la figura 32 se representa la diferencia porcentual total en la dosis entre el
cuarto y el primer dia de tratamiento de los 37 pacientes. En la figura 33 se grafican los cambios
producidos en los AUC medidos en 4 de los pacientes en los que se ajustd la dosis de busulfan.

Ajuste de dosis (diferencia porcentual %)
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Figura 32. Ajuste de dosis para alcanzar el AUC acumulado objetivo, expresado como diferencia porcentual de la dosis de
busulfan administrada entre el primer y el cuarto dia.
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Figura 33. Evolucion de las areas bajo la curva medidas durante los dias de tratamiento en cuatro pacientes pediatricos
incluidos en el estudio. PT, paciente.

Los eventos adversos, incluidos el rechazo del injerto y/o fallecimiento, ocurrieron en 7 pacientes
después del HSCT (19%), con un seguimiento de al menos 6 meses (tiempOseguimiento Medio = 17

meses). La tasa de supervivencia fue del 89%.

73



METODOS Y RESULTADOS

2. Monitorizacion de antivirales utilizados en pacientes

trasplantados como profilaxis frente al citomegalovirus

2.1. Desarrollo y validacion de un método por LC-MS/MS para la

medida de los antivirales ganciclovir, aciclovir y letermovir
2.1.1. MATERIALES Y METODOS

Se han publicado diversos métodos para la medida de antivirales por HPLC-UV, HPLC-FLD y LC-
MS/MS. Se han desarrollado métodos que miden tanto un Unico analito como paneles de diversos
antivirales y sus metabolitos. En este trabajo se ha optado por la medida simultanea de los tres
antivirales ganciclovir, aciclovir y letermovir por LC-MS/MS.

Reactivos
La sustancias puras de ganciclovir, [?Hs]-ganciclovir, aciclovir, [?H4]-aciclovir, letermovir y
[*3C,2H3]-letermovir fueron suministradas por Alsachim (Estrasburgo, Francia). El acetonitrilo y el
metanol de calidad LC/MS fueron suministrados por Honeywell (Charlotte, NC, Estados Unidos) y
Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), respectivamente. Intralipid® fue
suministrado por Fresenius Kabi Espafia (Barcelona, Espafia). El agua se obtuvo mediante un sistema
de purificacion Purelab® flex (ELGA LabWater, Wycombe, Reino Unido). Para preparar controles
de calidad internos y calibradores, asi como para los diferentes estudios de validacion, se utilizaron

sueros de pacientes no tratados con farmacos antivirales.

Equipamiento
Se utilizé para el analisis un cromatografo liquido Nexera X2 acoplado a un espectrémetro de masas

en tdndem Shimadzu LCMS-8060 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japén) equipado con una fuente

de ionizacion por electrospray.

2.1.1.1.Desarrollo del método

El anélisis cromatografico se realizé en una columna Nucleosil™ 120-3 C18 de 40x4,6 mm, 3 um,
de Macherey—Nagel (Duren, Alemania). La columna se mantuvo a una temperatura de 28°C. La fase

movil A contenia acido férmico (0,1% v/v) en agua; la fase movil B contenia acido formico (0,1%

v/v) en metanol. La elucién en gradiente se realiz6 a un caudal constante de 1 mL/min. El gradiente

74



METODOS Y RESULTADOS

consistio en varias etapas (figura 34): 1) aumento gradual de fase mdvil B del 0% al 80% en 1,6
minutos. 2) Se mantuvo al 80% de fase moévil B durante 1,7 min, y posteriormente 3) se incrementd
hasta el 90% durante 1,5 minutos. 4) Se mantuvo brevemente al 90% de fase movil B (0,25 min).
Por ultimo, se restablecieron las condiciones iniciales durante un minuto. EI tiempo total de elucién

cromatografica fue de 6,5 minutos.

100
80—
60 -
40—
20

% fase movil B

T T T T T T 1
o0 1 2 3 4 5 6

Figura 34. Gradiente cromatogréfico, referido al porcentaje de la fase movil B.

Las transiciones de masas de los analitos y sus IS se detectaron mediante monitorizacion de

reacciones multiples (MRM) (se describen en la tabla 5).

Tabla 5. Parametros optimizados del espectrometro de masas para los tres farmacos antivirales y sus

estandares internos.

) Precursor Producto Voltajes Energia de colision
Analito
(m/z) (m/z) cuadrupolos 1/3 (V) (eV)
152,3 28/29 15
Ganciclovir 256,1
135,3 10/10 31
152,3 27/30 12
Aciclovir 226,1
135,3 11/10 28
4243 28/29 32
Letermovir 573,2
382,4 20/30 33
[?Hs]-ganciclovir 261,1 152,3 28/29 15
[2Ha]-aciclovir 230,1 152,3 27130 12
[*3C,2Hs]-letermovir 577,2 424,3 28/29 32

La temperatura de la interfaz del espectrometro de masas se establecié en 400°C, la temperatura de

la linea de desolvatacion se fijo en 250°C, y la temperatura del bloque térmico fue de 400°C. Como
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gas nebulizador se emple6 gas nitrégeno, a una velocidad de flujo de 3 L/min. También se emple6
nitrégeno como gas de secado a una velocidad de flujo de 4 L/min, y aire seco para calentar, a una
velocidad de flujo de 16 L/min. El detector de masas se ajustd al modo de iones positivos. Los datos

se analizaron con el software LabSolutions™ de Shimadzu.

Preparacion de la muestra

Las muestras de pacientes, los controles de calidad (QC) y los calibradores (100 pL) se mezclaron
con la solucién de estandar interno (25 pL) en un eppendorf. A continuacién, se afiadié acetonitrilo
(400 pL) para precipitar las proteinas. Las muestras se agitaron en un mezclador tipo vortex durante
1 miny se centrifugaron a temperatura ambiente (6 min, 10.000 g). Se evapor6 una alicuota de 100
uL del sobrenadante hasta sequedad y finalmente se reconstituyd en 400 uL de fase movil A.

Finalmente, sélo un microlitro del sobrenadante se inyect6 en la columna.

La solucion de IS consistid en [2Hs]-ganciclovir y [Has]-aciclovir a 10 mg/L, y [**C,?H3]-letermovir
a 1 mg/L, en metanol-agua (1:1, v/v).

2.1.1.2.Validacion analitica del método

El estudio de validacion se disefi6 de acuerdo con las directrices de la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA), actualizadas en 20223,

Linealidad
Para evaluar la linealidad del método, se procesaron curvas de calibracién una vez al dia durante 5
dias. Para el ganciclovir y el aciclovir, se analizaron seis calibradores con concentraciones de 0,1
mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 5 mg/L, 10 mg/L y 25 mg/L; para el letermovir, se evaluaron seis
calibradores con concentraciones de 0,01 mg/L, 0,02 mg/L, 0,05 mg/L, 0,1 mg/L, 0,5 mg/Ly 2 mg/L.
Las curvas de calibracidn se obtuvieron trazando la relacion del area del pico de los analitos entre el
IS frente a la concentracion nominal de los calibradores. La linealidad se confirmé cuando la recta

de regresion lineal ponderada ajustada rindi6 un coeficiente de correlacion superior a 0,995.

Sensibilidad o limite bajo de cuantificacién

El limite inferior de cuantificacion (LLOQ) se determiné evaluando la relacion sefial-ruido (>10:1)
y calculando la imprecisién y el sesgo (criterio de aceptacion para ambos: <15%). El coeficiente de
variacion se calculd a partir de replicados y el sesgo se calculé comparando las concentraciones

obtenidas con la concentracién nominal (n = 80).
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Exactitud y precision

El anélisis de la exactitud y la precisién se realiz6 una vez al dia durante 5 dias no consecutivos. Se
realizaron cinco duplicados a cuatro concentraciones de control de calidad. Se calcularon el sesgo y
el CV a partir de los datos de cada serie y para cada concentracion. El error analitico total se calcul6
como [sesgo (%)| + 1,96 x CV (%) (ecuacion 4, capitulo 1.1). Los criterios de aceptacién fueron un

sesgo maximo del £15% y un CV dentro del £15%.

La veracidad del ensayo se evalué mediante la medicién de muestras de programas de garantia de la
calidad externa (external quality assesment, EQA) del programa SKML (Paises Bajos) excepto para
el LTV (programa EQA no disponible). El rendimiento se consider6 aceptable si los resultados
estaban dentro de +15% de los valores consenso o asignados.

Selectividad y contaminacion por arrastre

La selectividad del método se evalué comparando las respuestas de las muestras LLOQ con las
respuestas de los blancos. Los blancos se prepararon por triplicado a partir de 6 mezclas de sueros
de pacientes (o lotes). La selectividad en matrices lipémicas y hemolizadas se evalu6 analizando
muestras a tres o cuatro concentraciones clinicamente significativas de farmaco antiviral (0,25, 0,6,
2,5y 15 mg/L para ACV 0,25, 1,25, 5y 15 mg/L para GCV; y 0,25, 0,75y 2 mg/L para LTV) en
concentraciones crecientes de Intralipid® o hemoglobina, hasta 10 g/L de Intralipid® y hasta 500
mg/dl de hemoglobina. El porcentaje de interferencia se evalu6 segun la ecuacion 3 descrita en el

capitulo 1.1. Se considerd aceptable una interferencia <15%.

La contaminacion por arrastre se evalu6 comparando el area del pico de una muestra de blanco de 3
lotes individuales inyectada inmediatamente después del calibrador mas alto con el area del pico del
LLOQ. Las muestras de blanco debian carecer de pico detectable para el analito o el estandar interno
en el tiempo de retencion esperado (<10% de la respuesta o sefial del analito; menos del 5% de la

respuesta del IS).

Dilucion
La integridad de la dilucidn se verifico afadiendo suero de pacientes no tratados a una concentracion
tres veces superior al limite superior de cuantificacion para cada analito (75 m/L para ACV y GCV,
y 6 mg/L para LTV). Posteriormente, estas muestras de suero concentradas se diluyeron 3, 5y 10
veces con suero de pacientes no tratados previamente a la preparacion de la muestra y se analizaron
inmediatamente después por quintuplicado. La exactitud se consider aceptable si los resultados se
encontraban entre el 85% y el 115% de las concentraciones nominales. La imprecision no debio

superar el 15%.
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Efecto de la matriz y recuperacion

Se prepararon muestras de QC en seis mezclas diferentes de suero humano de pacientes no tratados
con antivirales. El efecto matriz se evalu6 comparando el area de pico del QC en extractos? de
muestras de suero con el area de pico del QC preparado en metanol-agua (1:1, v/v). La recuperacion
se determin6é comparando el area de pico de las muestras de QC tratadas segun el procedimiento
habitual con el area de pico de QC en extractos de muestras de suero. El efecto matriz y la

recuperacion se consideraron aceptables si el CV era inferior al £15%.

Estabilidad
Las muestras de QC enriquecidas con todos los analitos a tres concentraciones para cada analito se
prepararon en fresco y se analizaron por triplicado. Las muestras de QC se analizaron tras su
almacenamiento durante 24 h y 48 h a temperatura ambiente (20-25°C) y durante 48 h, 7 dias y 30
dias a 2-8°C. Para determinar la estabilidad del sobrenadante, los sobrenadantes de las muestras de
QC se almacenaron en el automuestreador o en la mesa de trabajo durante 24 h, 48 hy 72 hy, a

continuacion, se analizaron. Por ultimo, se evaluaron tres ciclos de congelacion-descongelacion.

También se analizé la estabilidad de las muestras reales de pacientes almacenadas a —20°C, a los 30
y a los 60 dias. La estabilidad se evalué analizando las muestras el dia 0 y un mes (n = 10) o dos

meses (n = 10) después de su almacenamiento a —20°C.
A continuacién, se comparé la respuesta de cada analito con la del dia 0, se calculd la diferencia
porcentual media y se definié como suficientemente estable si los resultados se encontraban dentro

del £15% de las concentraciones nominales.

Andlisis de muestras

El andlisis de las muestras se realiz6 después de la validacién. Cada serie analitica incluy6 algunos
blancos, un calibrador cero y seis calibradores, 4 niveles de QC y las muestras de pacientes. Se
revisaron las respuestas de los estandares internos y los tiempos de retencidn, y se prestd especial
atencion a la presencia de contaminacion por arrastre. Se establecié como criterio para la aceptacion
de la serie que al menos el 75% de los QC procesados estuviesen dentro de un £15% respecto a la

concentracion nominal.

2 El término extracto se refiere a una muestra de blanco (sin farmaco) preparada de forma habitual mediante
precipitacion de proteinas y evaporacion, a la que se afiade el farmaco al final, en la etapa de reconstitucion.
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2.1.2. RESULTADOS

Se obtuvo una buena respuesta tanto para los analitos como para los IS con el aducto® protonado
[M+H]+. Para aumentar la especificidad, se seleccionaron dos transiciones de masa para los tres
analitos (tabla 5). El tiempo de retencién para GCV, ACV y LTV fue de 1,6, 1,7 y 3,4 min,
respectivamente. El tiempo total de elucion fue de 6,5 min. Los tres compuestos coeluyeron con sus
equivalentes IS. EI método propuesto permitio obtener una buena resolucion y respuesta de la sefial
del analito, formas de pico simétricas y tiempos de analisis cortos (figuras 35A, 35B y 35C).
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Figura 35A. Cromatograma del calibrador 3 (1 mg/L) de ganciclovir.
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Figura 35B. Cromatograma del calibrador 3 (1 mg/L) de aciclovir.

3 Un aducto es un producto AB formado por la unién de dos moléculas A y B, sin que se produzcan cambios
estructurales en ellas.
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Figura 35C. Cromatograma del calibrador 3 (0,05 mg/L) de letermovir.

Se evaluo la linealidad mediante analisis de regresion lineal de GCV y ACV hasta 25 mg/L; y la
linealidad de LTV hasta 2 mg/L. Se obtuvieron valores de coeficientes de correlacion R? >0,993
(figura 36). El LLOQ se definié como 0,1 mg/L para GCV y ACV, y 0,01 mg/L para LTV (n = 80),
ambos seleccionados en funcion de la concentracion clinicamente relevante. A estas concentraciones,
la relacion sefial/ruido fue >10:1. No se observé contaminacion por arrastre en ninguno de los
analitos (n = 15) o ni de los IS (n = 15).

La imprecision intraserial e interdiaria en todos los materiales de QC dio valores de CV <8% y <11%
respectivamente. El sesgo fue inferior al 15% con respecto a la concentracion nominal para todas las

concentraciones y analitos. Los resultados se muestran en la tabla 6.
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Figura 36. Rectas de regresion lineal en las que se representan la media de los valores obtenidos en diferentes curvas de
calibracion (n = 3) frente a los valores tedricos para ganciclovir (A), aciclovir (B) y letermovir (C).

80



METODOS Y RESULTADOS

2,0

1,5-

1,0

0,5

R%=0,999
1 1 1 1
00 05 1,0 1,5 2,0

Concentracién nominal (mg/L)

Valores observados (mg/L)

0,0

C)

Figura 36 (continuacion). Rectas de regresion lineal en las que se representan la media de los valores obtenidos en
diferentes curvas de calibracidn (n = 3) frente a los valores tedricos para ganciclovir (A), aciclovir (B) y letermovir (C).

Tabla 6. Resultados de los estudios de precision y exactitud, asi como el error analitico total (n =
25).

LLOQ QC bajo QC medio QC alto

Intraserial CV (%) 2,4 2,4 1,8 1,6
Sesgo (%) 2,5 -4,0 -35 11,0

GCV Interdiaria
CV (%) 2,6 55 4,3 46
Error total % 6,5 8,2 6,5 13,6
Intraserial CV (%) 6,7 57 55 4,6
Sesgo (%0) 7.4 6,8 6,7 10,4

ACV Interdiaria
CV (%) 7,6 8,4 7,5 10,6
Error total % 18,5 16,2 15,8 18,0
Intraserial CV (%) 7,9 49 4.4 3,1
Sesgo (%) 6,4 4,9 9,1 -5,5

LTV Interdiaria
CV (%) 7.7 52 6,9 7,0
Error total % 19,4 13,0 16,4 10,6

CV, coeficiente de variacion; LLOQ, limite bajo de cuantificacion; QC, control de calidad.

Los resultados obtenidos de las muestras de EQA mostraron una buena concordancia con los valores
asignados (n = 16; R?= 0,989 para GCV y R?= 0,971 para ACV). Todos los resultados obtenidos se
situaron dentro del +£15% de los valores asignados. El sesgo medio fue de —7,8% y —8,5% para GCV

y ACV, respectivamente.
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No se observaron interferentes en las muestras de blanco (n = 18). El sesgo medio de la medida del

porcentaje de interferencia, incluso a altas concentraciones de interferente, fue aceptable, <15% para

todos los analito

s (figura 37).
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Figura 37. Interferogramas de hemoglobina y lipemia a cuatro concentraciones de ganciclovir y aciclovir, y a tres
concentraciones de letermovir (media). La linea continua gris representa el limite aceptable de £15%. Cf es la concentracion

del interferente en las soluciones: hemoglobina e Intralipid®.

No se observo contaminacién por arrastre en ninguno de los analitos (n = 15) ni estandares internos

(n = 15). La concentracion media y el CV (%) de las diluciones de QC fueron aceptables, por lo que
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se podrian diluir las muestras de pacientes con sueros de pacientes no tratados hasta un factor de
dilucion de 10.

La media del efecto matriz y la recuperacion normalizados por 1S se muestran en la figura 38.

Ganciclovir

== 0,1
1
25
Aciclovir
1204 ............................. - 01
1I
100 25
=3
80 "1 -
EM RE
Letermovir
1204 ....................................
— 8'21
100 4
g i L 2
80 - -

Figura 38. Representacion de los resultados de recuperacion (RE) y efecto matriz (ME) para cada analito. Se representa la
media y el error estandar para cada concentracidn. Las lineas discontinuas rojas representan el +20%, mientras que las
lineas continuas oscuras representan el +15%.

No se observd pérdida sistematica de sensibilidad para los analitos a temperatura ambiente, 2—8°C o
—20°C. Las concentraciones disminuyeron menos de un 15% tras 3 ciclos de congelacion/
descongelaciéon. Los sobrenadantes fueron estables en el automuestreador durante 72 h y a
temperatura ambiente durante 7 dias. Aunque la pérdida de sefial fue significativa para los tres
analitos, se compenso con la pérdida de sefial equivalente del estandar interno. La variacién media
del experimento de reinyeccion en comparacion con las concentraciones iniciales al mes y a los dos

meses fue inferior al 10% para los tres analitos.
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2.2. Utilidad clinica de la medida de los antivirales ganciclovir, aciclovir

y letermovir en el paciente adulto trasplantado

2.2.1. MATERIALES Y METODOS

La validacion clinica consistié en un estudio observacional no dirigido, en el que se evalué la
necesidad de monitorizar, la posible variabilidad intra e interindividual y la interaccion con otros

farmacos.

Todos los pacientes incluidos en el estudio fueron adultos a los que se administré ganciclovir,
aciclovir o letermovir por via oral una o dos veces al dia. EI farmaco se midi6é en muestras de suero
de pacientes tratados segun la practica clinica estandar de profilaxis antiviral del Hospital
Universitario Vall d'Hebron, Barcelona, Espafia. Se calcularon las concentraciones minimas (Cmin)
para cada paciente. Se recogieron muestras de suero antes de la administracion del farmaco en tubos
de suero Vacutainer™ con gel separador (Becton Dickinson, Milan, Italia). La muestra se obtuvo en
sangre periférica, se centrifugd a 4000 g durante 5 min y se congel6 a —20°C hasta su analisis. Las

muestras se analizaron en diferentes series analiticas.

Para la validacion clinica del ganciclovir, se estudiaron las concentraciones del farmaco en 13
pacientes adultos trasplantados de pulmén (51 afios, rango de edad 44—61 afios) que recibieron
valganciclovir (profarmaco del ganciclovir) 450 mg dos veces al dia. EI 39% de los pacientes fueron
mujeres. Para la validacion de aciclovir y letermovir, se incluyeron 11 receptores adultos de
trasplante de progenitores hematopoyéticos o enfermedad hematoldgica para cada uno de los
farmacos. La dosis profilactica de valaciclovir (profarmaco del aciclovir) fue de 200 o0 400 mg dos
veces al dia. El letermovir se suministré diariamente por via oral en comprimidos de 480 mg. En la
cohorte de pacientes tratados con valaciclovir, el 27% de los cuales fueron mujeres, la mediana de
edad fue de 62 afios (rango de edad 18—67 afios). Los pacientes tratados con letermovir tuvieron una
mediana de edad de 51 afios (rango de edad 18—67 afos), el 27% fueron mujeres. La mayoria de los

pacientes incluidos en el estudio fueron tratados con ambos antivirales simultdneamente.
Se evalud la variabilidad intra e interindividual del letermovir en seis pacientes que tomaban aciclovir

y letermovir de forma concomitante. Se realizaron un minimo de 3 mediciones seriadas durante 15

dias.
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El protocolo de recogida, almacenamiento y andlisis de las muestras fue aprobado por el Comité de
Etica (CEIC) del Hospital Vall d'Hebron [EOM(AG)028/2024(6269)]. El estudio se realizé de

acuerdo con la legislacién espafiola y europea, y los principios de la Declaracion de Helsinki.

2.2.2. RESULTADOS

El método desarrollado se aplico en 79 muestras clinicas obtenidas en el Hospital Universitario Vall
d'Hebron. Se descartaron los pacientes con alteraciones hepaticas graves (definidas como Child—
Pugh clase C) o moderadas (definidas como Child—Pugh clase B) junto con alteraciones renales

moderadas (<50 ml/min).

En particular, se midieron las concentraciones de ganciclovir en 21 muestras de suero. La tabla 7
muestra las caracteristicas demograficas y las pruebas de laboratorio habituales de los pacientes. El
69,2% de los pacientes fueron seropositivos al CMV (n = 9). La carga viral de CMV fue no detectable
mediante un ensayo por PCR a tiempo real (AltoStar®) en todos los pacientes y muestras. La Cmin
mediana de los pacientes fue de 0,20 mg/L (0,10-0,85 mg/L). Los valores individuales se representan
en la figura 39.

Se realizaron 26 mediciones de aciclovir en 11 pacientes. Sus caracteristicas demogréficas y pruebas
adicionales de laboratorio se muestran en la tabla 7. La mediana de la Cmin fue de 0,28 mg/L. Las

concentraciones variaron entre 0,10 mg/L y 0,73 mg/L (figura 39).

Por ultimo, se midieron las concentraciones de letermovir en 32 muestras de suero de 11 pacientes.
La tabla 7 muestra las caracteristicas demograficas y pruebas de laboratorio rutinarias. Todos los
pacientes eran seropositivos a CMV. La carga viral de CMV en sangre total fue no detectable (n =
9), inferior a <500 Ul/ml (n = 1) o >500 Ul/ml (n = 1, 2.026 Ul/ml). Los valores medidos
correspondieron a Cmin de letermovir, con una concentracion mediana de 0,29 mg/L (intervalo,
0,05-2,17 mg/L) (figura 39).
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Tabla 7. Caracteristicas demograficas y pruebas de laboratorio rutinarias de los pacientes tratados

con ganciclovir, aciclovir y letermovir.

Unidades Ganciclovir Aciclovir Letermovir
Sexo % mujeres 39 (n=5) 27 (n=3) 27 (n=3)
Edad Afios 51 62 51

(46-56) (38 -65) (31-65)
Filtrado glomerular mb/min/
1,73m?

Gl >90, % 100 (n = 13) 72,7(n=8) 90,9 (n =10)
G2 60-89, % - 18,2 (n=2) 9,1 (n=1)
G3a 45-59, % -- -- --
G3b 30-44, % -- -- --
G4 15-29, % -- 91(n=1) -
G5 <15, % -- -- -
Pruebas de laboratorio
ALT u/L 42,0 (29,0-61,0) 43,0 (15,5-58,0) 21,0 (11,5 - 29,5)
AST UL 20,0 (15,0-30,0) 38,0 (19,0-41,5) 15,0 (14,0-28,5)
GGT u/L 95 (57-152) 234 (178-348) 135 (80-218)
ALP u/L 94 (60-121) 106 (82-142) 84 (66-116)
Bilirrubina directa mg/dl 0,13 (0,10-0,17) 0,16 (0,14-0,26) 0,16 (0,10-0,27)
Bilirrubina total mg/d| 0,39 (0,35-0,50) 0,42 (0,32-0,56) 0,42 (0,29-0,58)
Urea mg/dl 47 (46-59) 27 (22-47) 19 (13-29)
Hemoglobina g/dl 11,2 (10,3-11,6) 9,3 (8,4-10,4) 8,7 (8,0-9,4)
Recuento de leucocitos x10%/L 7,6 (6,9-9,8) 2,1(1,4-3,2) 1,9 (0,0-2,7)
Recuento de plaquetas x10%/L 398 (250-475) 40 (20-56) 47 (14-61)

G1-G5, categoria de enfermedad renal crénica (ERC) basadas en el filtrado glomerular (glomerular filtration rate, GFR)
conforme a la guia KDIGO 2024. ALP, fosfatasa alcalina; ALT, alanina aminotransferasa; AST, aspartato
aminotransferasa; GGT, gamma-glutamil transferasa. La tabla incluye mediana y rango intercuartilico de las magnitudes.
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Figura 39. Mediciones individuales de los resultados de ganciclovir, aciclovir y letermovir. En la figura se representan la
media y la desviacion estandar de los resultados obtenidos por farmaco. Cmin, concentracién minima de farmaco.

Finalmente, se observd una elevada variabilidad intraindividual en los resultados de pacientes
tratados con letermovir, representados graficamente en la figura 40.
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Figura 40. Mediana e intervalo intercuartilico de las mediciones de aciclovir (ACV) y letermovir (LTV) en seis pacientes
adultos incluidos en el estudio. PT, paciente; Cmin, concentracion minima.

2.2.2.1.Hallazgos casuales en pacientes tratados con letermovir: interaccion

farmacologica y toxicidad hepatica

Dado el reducido numero de pacientes estudiados, solo se observé un caso de interaccion con
tacrolimus, pero de notable repercusion. Fue una paciente de 54 afios, tratada profil&cticamente con
480 mg de letermovir cada 24 horas durante 100 dias. La PCR fue negativa para CMV minimo
durante 6 meses de seguimiento, con serologia positiva. Tras el inicio del tratamiento con letermovir
se obtuvieron Cmin de letermovir de 5,91 mg/L el dia +3 y 11,28 mg/L el dia +7, coincidiendo con

elevaciones de la concentracion del inmunosupresor tacrolimus a valores toxicos (superiores a 20
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ng/mL) los mismos dias: 21,6 ng/ml el dia +3 y 40,7 ng/ml el dia +7. El tacrolimus se habia
mantenido sin cambio de dosis, presentacion o via de administracion. Tras esta observacion, se retiro
el letermovir y las concentraciones de tacrolimus bajaron inmediatamente a 11,1 ng/ml el dia de la
retirada de letermovir, 11,8 ng/ml el dia +10 tras la retirada y 10,9 ng/ml el dia +14 tras la retirada.
Presentaba funcién hepética completamente normal, funcion renal alterada (filtrado glomerular

estimado de 30) y un peso corporal de sélo 38,8 kg.

También se observd un caso de toxicidad hepética en un paciente de 20 afios tratado
profilacticamente con 480 mg de letermovir cada 24 horas durante 100 dias. La PCR fue negativa
para CMV durante los 5 meses de seguimiento, con serologia positiva. Tras el inicio de la
administracion de letermovir se obtuvieron Cmin de 0,51 mg/L el dia +20, 1,26 mg/L el dia +32,
5,65 mg/L el dia +45, y 4,78 mg/L el dia +100. Se hall6 una destacada alteracion de las enzimas
hepaticas, coincidiendo con los cambios producidos en la concentracidn sérica de letermovir (figura
41).

—— AST,q

Resultado/basal

o | T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]
4-Apr-2024 9-May-2024 13-Jun-2024 18-Jul-2024

Figura 41. Evolucién de las concentraciones séricas de letermovir y las enzimas hepaticas AST y ALT. ALT, alanina
aminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa; LTV, letermovir. Se expresan como concentracion relativa, cociente
entre resultado puntual y el resultado basal.
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3. Optimizacion de la suplementacion vitaminica en poblacion

adulta mediante la medida de las vitaminas A, E, B1 y B6

3.1 MATERIALES

Las cuatro vitaminas propuestas en este proyecto tienen en comun su andlisis rutinario por métodos
cromatograficos. Aunque actualmente se siguen desarrollando métodos in-house para su medida,
numerosos fabricantes de reactivos comercializan kits multianalitos por HPLC-UV, HPLC-FLD y
LC-MS/MS completamente validados y preparados para su uso (Immuchrom, RECIPE,
Chromsystems, Eureka, etc.). En este trabajo, se utilizara la metodologia HPLC-UV para el analisis
de vitaminas Ay E, y HPLC-FLD para el analisis de vitaminas B1 y B6 mediante dos kits 1VD

comercializados por Chromsystems.

Se utilizd el kit Chromsystems Vitamins A and E in Serum/Plasma HPLC Reagent para medir
simultdneamente la vitamina A (medida como retinol) y la vitamina E (medida como alfa-tocoferol,
alfa-T); mientras que el TPP, vitimero* de la vitamina B1, y el piridoxal 5°-fosfato, vitamero de la
vitamina B6, se analizaron utilizando el kit de Chromsystems Vitamin Bl in Whole Blood and
Vitamin B6 in Whole Blood/Plasma - UHPLC Reagent (Chromsystems Instruments & Chemicals,

Munich, Alemania).

El fabricante proporciond reactivos de pretratamiento, calibradores, estandares internos y controles
de calidad internos en ambos Kits de reactivos. Los métodos son trazables a materiales certificados y
métodos de referencia por HPLC y se han validado de acuerdo con la normativa europea IVDR
2017/746. Nuestro laboratorio esta acreditado segin la norma UNE-EN ISO 15189:2022.

Los materiales de control externo fueron proporcionados por el programa EQA aleman Instand, con
una periodicidad trimestral (https://www.instand-ev.de/en/instand-eqas/ega-program/). Se utilizaron
dos esquemas: Vitaminas 01-290 (suero, para vitaminas A y E) y Vitaminas 02—291 (sangre total,
para vitaminas B1y B6). El proveedor definio los valores objetivo y calcul6 el indice de desviaciones

estandar (IDS o Z-score) respecto a otros participantes.

4 Los vitdmeros son compuestos quimicamente relacionados que tienen funciones vitaminicas, con diferente
grado de actividad.
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3.2 METODOS

3.2.1. Analisis por cromatografia liquida

El retinol y el alfa-tocoferol se detectaron mediante absorcion ultravioleta, mientras que el TPP y el
piridoxal 5’-fosfato (pyridoxal 5'-phosphate, PLP) se analizaron con un detector de fluorescencia.
La separacion cromatogréafica se realizdé con una o dos fases moviles, y en una columna de fase
reversa. El tiempo total de elucion cromatogréfica fue de 4 minutos por muestra para el ensayo
retinol/alfa-T y de 3,5 minutos para el ensayo TPP/PLP.

Verificacion analitica del método

Se realizé el estudio de la precision, la veracidad y el error total de las vitaminas A, E, B1 y B6
siguiendo las directrices de la Sociedad Espafiola de Medicina del Laboratorio (SEQCML)132-134, Se
estimd la imprecisién interdiaria mediante la medicion de dos controles internos (a diferente
concentracion) durante 15 dias por duplicado (n = 60), abarcando un periodo minimo de 3 meses
(diferentes calibraciones, temperatura ambiental, etc.). Se estudi6 el error aleatorio (EA) midiendo
la imprecision intraserial con una n de 20 repeticiones del mismo vial con dos mezclas de muestras
de pacientes. Se estudio la veracidad de los procedimientos de medida mediante el calculo del error
sistematico (ES) a partir de muestras de control de programas de EQA en un periodo de 6 meses 0
un minimo de 12 resultados. Finalmente, se calcul6 el error total (ET) sumando el error aleatorio a
la concentracién de control mas baja estudiada y el error sistematico (ecuacion 4, capitulo 1.1). Las
especificaciones de calidad para la aceptacion de la precision, la veracidad y el error total de las
vitaminas se establecieron de acuerdo con las especificaciones de variabilidad bioldgica obtenidas
de la pagina web https://biologicalvariation.eu/, de la European Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (EFLM). Las especificaciones de calidad se describen en la tabla 8.

Tabla 8. Especificaciones de calidad para las vitaminas A, E, B1 y B6 segun variabilidad bioldgica.

CVVB(()ptimo-minimo) (%) ESVB(éptimo-minimo) (%) EM PVB(éptimo-minimo) (%)

Vitamina A 1,5-4,6 3,0-9,1 5,2-15,7
Vitamina E 1,853 2,3-7,0 5,3-15,8
Vitamina B1 1,3-3,8 1,6-4,9 3,7-11,1
Vitamina B6 3,5-10,5 3,5-10,4 9,2-27,7

CV, coeficiente de variacion; EMP, error maximo permitido; ES, error sistematico; VB, variabilidad biolégica.
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Para la imprecision intraserial, se utilizo la especificacién del fabricante (<3%). El error méximo

permitido se calculé mediante la ecuacion 5%

EMP = 1,65 X CVyp + Syp (5)

3.2.2. Sujetos

Se incluyeron en el estudio voluntarios adultos sanos con edades comprendidas entre 18 y 65 afios.
El reclutamiento tuvo lugar durante un afio, desde el 1 de junio de 2023 hasta el 31 de mayo de 2024,
en el Hospital Universitario Vall d'Hebron, Barcelona, Espafia. El estudio fue aprobado por el Comité
de Etica del Hospital Vall d'Hebron [PR(AG)188-2023] y se llevd a cabo de acuerdo con la

legislacién espafiola y europea y los principios de la Declaracion de Helsinki.

Los voluntarios para el estudio fueron trabajadores del hospital, incluyendo enfermeros, personal
administrativo, de mantenimiento e informatico, cocineros, médicos o técnicos de laboratorio.
Fueron reclutados e informados por la Unidad Bésica de Prevencidn (UBP) del hospital. Previamente
a la extraccion, los médicos del departamento les realizaron un cuestionario completo para verificar
el estado de salud y habitos saludables de los voluntarios (ANEXO I, cuestionario para el paciente).
Por altimo, se firm6 un consentimiento informado por escrito. Los criterios de inclusion fueron: 1)
edad entre 18 y 65 afios, 2) indice de masa corporal (IMC) inferior a 30 kg/m?, 3) evaluacion positiva
del cuestionario de salud y 4) cumplimiento de un ayuno minimo de 8 horas. Los criterios de
exclusion fueron antecedentes patoldgicos como enfermedades malabsortivas (Crohn, colitis
ulcerosa), sindrome de intestino corto o cirugias relacionadas, hipercolesterolemia o enfermedad
renal, tratamiento farmacolégico crénico o de larga duracion, y consumo de suplementos

vitaminicos.

Se midieron otras magnitudes complementarias en la misma peticion analitica. Las concentraciones
séricas de las magnitudes bioguimicas, incluidas colesterol total (COL) y triglicéridos (TG), se
midieron con reactivos y analizador Siemens (Atellica™ CH 930; Siemens Healthineers, Erlangen,
Alemania); mientras que las concentraciones de magnitudes hematoldgicas, como la hemoglobina
(Hb), se midieron con un analizador Sysmex XN-1000 (Sysmex Corporation, Kobe, Japon). Las
magnitudes se clasificaron por perfil patoldgico y se revisaron para cada individuo con el objetivo
de identificar y excluir sujetos con patologia hepética, renal, malnutricion, dislipemias o inflamacion.

Finalmente, se calcul6 la mediana y el rango intercuartilico para cada una de ellas por sexo.
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Preparacion de las muestras

Las muestras de sangre se recogieron en tubos Vacutainer™ con K2EDTA y Vacutainer™ Serum
con gel separador (Becton Dickinson, Milan, Italia). Para la medida de las vitaminas, los tubos con
gel separador se transportaron y centrifugaron a temperatura ambiente, protegidos de la luz, y se
congelaron a —20°C hasta su analisis; los tubos de K2EDTA se congelaron directamente a —20°C.
Las muestras para el estudio se procesaron junto al resto de muestras rutinarias de pacientes, sin
tratamiento especial o separacion de las mismas. El criterio de aceptacion de los resultados fue
idéntico al criterio utilizado habitualmente para las muestras de pacientes.

El retinol y el alfa-T se midieron en muestras de suero y se prepararon mediante un Unico paso de
precipitacion de proteinas; el TPP y el PLP se midieron en muestras de sangre total. Para su medida,

estas muestras requieren de un paso previo de derivatizacion con un fluoréforo previamente a la

precipitacion de proteinas y separacion del sobrenadante.

3.2.3. Pruebas estadisticas

Los resultados se analizaron utilizando la versién 15.1 del programa estadistico STATA (StataCorp,
College Station, Texas, Estados Unidos) y las imagenes se editaron en el programa GraphPad Prism
(GraphPad Software, Boston, Massachusetts, Estados Unidos), version 10.2.3. Los intervalos de
referencia se calcularon por prueba siguiendo el flujo de trabajo descrito en la figura 42.
Los valores atipicos se detectaron y excluyeron mediante la prueba de exclusion de Tukey. Para las
distribuciones de datos paramétricas, se han utilizado las ecuaciones 6A y 6B. Para las distribuciones
de datos no paramétricas, se han utilizado las ecuaciones 6C y 6D.
Valor atipicoenel LIN = Q1 — 1,5 X IQR (6A)
Valor atipicoen el LSN = Q3 + 1,5 X IQR (6B)
Valor muy atipico enel LIN = Q1 — 3 X IQR (6C)
Valor muy atipico enel LSN = Q3 + 3 X IQR (6D)
en las que LIN y LSN son los limites inferior y superior de normalidad, mientras que IQR, Q1 y Q3

son el intervalo intercuartilico o interquartile range en inglés, y los cuartiles 1 y 3 del conjunto de

datos.
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Criterios de inclusion:
18 — 65 afios, y

IMC < 30 kg/m?, y

>8 horas de ayuno
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medicacion cronica, o
suplementos vitaminicos Ampliar el

tamaio
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Figura 42. Flujo de trabajo para el céalculo de valores de referencia por metodologia directa. Incluye los criterios de
inclusion y exclusion establecidos en este estudio. Cl, intervalo de confianza; IMC, indice de masa corporal; LIN, limite
inferior de normalidad; LSN, limite superior de normalidad.

Se utilizo la inspeccion visual y estadisticas descriptivas para evaluar la necesidad de estratificacion
de las magnitudes (sexo y edad). Para comprobar la normalidad, se utilizo la prueba estadistica de
Saphiro—Wilk debido al tamafio de la muestra. Se consider6 significacion estadistica un p-valor
<0,05. Si la distribucion fue no paramétrica, se normalizaron los datos mediante transformacion de
Box—Cox. Los limites inferior y superior de normalidad se estimaron como los percentiles 2,5y 97,5.
Se calcularon los intervalos de confianza al 90% (90 percent confidence interval, 90% CI) para
ambos limites por magnitud y parametro. Para las magnitudes con distribucion no paramétrica,
también se calcularon los valores de referencia utilizando el método no paramétrico recomendado
por el CLSI'*®. Se calcul6 la relacion de sesgos (bias ratio, BR) para los limites inferior y superior
de los VR para evaluar las diferencias entre los actualmente usados y los calculados (ecuaciones 7—
9).
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LSNpgr — LINggr

SDip = 397 @)
LINggr — LIN
BRLIN = SD (8)
IR
LSNggr — LSN
BRusy = ——gp—— (9

en las que SDir es la desviacion estandar del intervalo de referencia (IR). LIN y LSN son los limites

inferior y superior de normalidad, mientras que REF es la referencia.

El alfa-T corregido por la concentracién de lipidos se calculé a partir de la concentracién de alfa-T
(umol/L) dividida entre el colesterol total (cociente alfa-T/COL, ecuacion 10) o la concentracion de
lipidos totales (colesterol + triglicéridos, cociente alfa-T/LT, ecuacion 11), en umol/mmol. EI TPP
se corrigié mediante el cociente entre la concentracion de TPP (ng/L) dividida por la hemoglobina
(g/L), en ng/g de hemoglobina (ecuacion 12).

concentracién de alfa—T en suero (uM) ( 0)

Cociente alfa — T/COL (umol/mmol) =

concentracion de colesterol en suero (mM)

Cociente alfa — T /LT (umol/mmol) =

concentracién de alfa—T en suero (uUM) ( 1)

concentracién de colesterol en suero (mM)+ concentracion de triglicéridos en suero (mM)

concentracion de TPP en sangre total (ng/L) (12)

Cociente TPP/Hb (ng/g) =

concentracién de hemoglobina (g/L)

Validacion clinica de los intervalos de referencia

Se extrajeron del SIL los resultados de las cuatro vitaminas entre los afios 2019 y 2024. Se
seleccionaron Unicamente muestras de adultos, con preanalitica correcta y resultado cuantificable (se
excluyo si estaba fuera del intervalo de medida). También se eliminaron los duplicados (pacientes
Unicos). El tamafio muestral final fue de 5984 pacientes para la vitamina A, 6398 pacientes para la
vitamina E, 2945 para la vitamina B1 y 2053 para la vitamina B6. Se aplicaron ambos VR, los

actualmente informados y los calculados. Se calcularon los resultados patolégicos o flagging rates,
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es decir, los resultados de pacientes que se encuentran fuera del intervalo de referencia, y se

compararon las proporciones por el test de Chi-cuadrado.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Verificacién analitica del método

Los resultados del programa EQA-Instand en los afios de duracién de estudio, 2023 y 2024, fueron
satisfactorios (IDS <2 para todos los resultados).

Los resultados de error aleatorio, imprecision interdiaria, error sistematico y error total se detallan

en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados de error aleatorio, error sistematico y error total para las cuatro vitaminas

estudiadas.
EA[baja] EAalta] CVibaja) CVlaita) ESqcexterno ET
(CV, %) (CV, %) (%) (%) (%) (%)
Vitamina A 3,11 1,93 3,92 5,97 8,2 13,3
Vitamina E 4,27 2,82 5,83 6,98 -0,4 7,4
Vitamina B1 0,44 0,39 4,73 5,58 -15 2,2
Vitamina B6 0,56 0,39 5,49 4,97 -2,0 2,9

CV, coeficiente de variacion; EA, error aleatorio; ES, error sistematico; ET, error total; QC, control de calidad.

3.3.2. Calculo de valores de referencia para vitaminas y parametros relacionados

Los datos demograficos y las pruebas analiticas de los sujetos incluidos en el estudio se detallan en
la tabla 10. Las mujeres representaron el 63,7% de todos los participantes, con una mediana de edad
de 39,2 afios; la proporcion de hombres fue del 36,3%, con una mediana de edad de 41,6 afios. Para
evaluar la variable confusora edad, los participantes se dividieron en cuatro grupos: 18-29 afios (n =
33, 22,6%), 30-39 afios (n = 40, 27,4%), 40-49 afos (n = 38, 26,0%) y 50-65 afios (n = 35, 24,0%).
No se excluy6 ningun voluntario por perfil patolégico. Todas las magnitudes bioquimicas mostraron
diferencias estadisticamente significativas por sexo a excepcion del colesterol. Ni el recuento de
linfocitos ni los marcadores de inflamacion—recuento de leucocitos, neutréfilos y plaquetas—

mostraron diferencias estadisticamente significativas por sexo (p>0,05).
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Tabla 10. Estadistica descriptiva y comparativa de pruebas de laboratorio entre voluntarias y

voluntarios, expresadas como mediana y rango intercuartilico (entre paréntesis).

Unidades Mujeres Hombres p-valor
Sexo % 63,7(n=93)  36,3(n=53) 0,0014
Edad Afios 39,2 (11,5) 41,6 (10,7) 0,1595
18-29 % 26,9 151
30-39 % 25,8 30,2

0,1269

40-49 % 26,9 24,5
50-65 % 20,4 30,2
Funcion hepética
ALT u/L 15 (6) 24 (15) <0,0001
AST u/L 18 (6) 22 (7) 0,0004
GGT u/L 14 (6) 21 (14) 0,0186
ALP u/L 56 (20) 62 (21) 0,0250
Funcién renal
Creatinina mg/dl 0,7(0,1) 0,9 (0,2) <0,0001
Urea mg/dl 32 (9) 37 (10) 0,0013
Factores nutricionales
Eritrocitos x102/L 4,5 (0,4) 4,9 (0,3) <0,0001
Hemoglobina g/dl 13,3 (1,2) 14,9 (0,9) <0,0001
Linfocitos x10%/L 1,8 (0,7) 1,8 (0,6) 0,9700
Metabolismo lipidico
Colesterol mg/dI 178 (35) 189 (50) 0,4453
Colesterol-HDL mg/dl 68 (14) 55 (21) <0,0001
Colesterol-LDL mg/dl 101 (32) 109 (44) 0,0162
Triglicéridos mg/dl 64 (37) 79 (41) 0,0056
Marcadores de inflamacién
Recuento de leucocitos x10%/L 5,5(1,8) 5,8 (1,8) 0,3973
Recuento de neutrofilos x10%/L 3,0(1,2) 3,0(1,2) 0,6306
Recuento de plaguetas x10%/L 239 (66) 233 (73) 0,8118

Se consider¢ significacion estadistica p<0,05. Las variables continuas se expresan como mediana y rango
intercuartilico (IQR). Se utilizé el test de Mann—Whitney para evaluar las diferencias entre variables continuas.
Se utilizd la prueba de Chi-cuadrado para evaluar las variables categdricas. ALP, fosfatasa alcalina; ALT,
alanina aminotransferasa; AST, aspartato aminotransferasa; HDL, lipoproteina de alta densidad; GGT, gamma-
glutamil transferasa; LDL, lipoproteina de baja densidad.
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Los valores atipicos detectados segun las ecuaciones 6A—D se muestran en la tabla 11. El porcentaje
de valores atipicos fue de entre el 2,2% y el 5,9%. En la tabla, se especifican el tamafio muestral
inicial y final por magnitud y cociente. Estratificados por intervalos de edad y sexo, los porcentajes
de valores atipicos por subclase fueron de méaximo un 4,1% para el alfa-T en el intervalo de edad de

entre 50 y 65 afios.

Tabla 11. Resumen de los valores atipicos detectados, estratificados por sexo y rangos de edad.

Alfa-
TPP PLP Retinol Alfa-T TPP/Hb Alfa-T/LT
T/COL
Tamafio
muestral 146 146 146 146 139 142 140
inicial
Tamafo
) 141 138 137 139 135 138 137
muestral final
Valores 3,3% 5,3% 5,9% 4,6% 3,0% 2,9% 2,2%
atipicos (n=5) (n=8) (n=9) (n=7) (n=14) (n=4) (n=3)
M 2,1% 3,4% 3,4% 2,1% 0,7% 0,7% 1,5%
(n=3) (n=5) (n=5) (n=3) (n=1) (n=1) (n=2)
. 1,4% 2,1% 2,7% 2,7% 0,7% 2,2% 0,7%
(n=2) (n=3) (n=4) (n=14) (n=1) (n=3) (n=1)
1,4% 1,4% 0,7% 0,7% 0,7% 0,7%
18-29 0%
(n=2) (n=2) (n=1) (n=1) (n=1) (n=1)
1,4% 1,4% 0,7%
30-39 0% 0% 0% 0%
(n=2) (n=2) (n=1)
2,1% 1,4% 0,7%
40-49 0% 0% 0% 0%
(n=3) (n=2) (n=1)
2,1% 0,7% 2,7% 4,1% 0,7% 2.2% 0,7%
50-65

(n=3) (n=1) (n=4) (n=6) (n=1) (n=3) (n=1)

Alfa-T, alfa-tocoferol; COL, colesterol; Hb, hemoglobina; LT, lipidos totales; PLP, piridoxal 5’-fosfato; TPP, tiamina
pirofosfato. M, sexo masculino; F, sexo femenino.
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Las cuatro vitaminas incluidas en este estudio mostraron una distribucién paramétrica (figura 43)

tras descartar los valores atipicos, mientras que los cocientes mostraron desviacion de la normalidad

(p>0,05). En la figura se muestran ejemplos de cada distribucién mediante una gréafica cuantil-

cuantil. Si la distribucion de la variable es paramétrica, se obtiene una linea recta de puntos (ejemplo

de la TPP y el retinol). Si la distribucion es no paramétrica, se observan desviaciones de la recta

central que representa la distribucion normal tedrica (ejemplo de los cocientes alfa-T/COL y

TPP/HD).
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Figura 43. Gréficos cuantil-cuantil para tiamina pirofosfato (TPP), retinol, cociente alfa-tocoferol/colesterol (alfa-T/COL),
y cociente TPP/Hb. El p-valor hace referencia a la prueba estadistica de normalidad de Saphiro—Wilk.
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No se realizé ninguna particion por sexo (figura 44) o edad (figura 45). En ambas figuras, el valor
de L(A) es igual a 1,727214 para el cociente TPP/Hb, —1,14114 para el cociente alfa-T/LT, y —

1,142716 para el cociente alfa-T/COL, conforme a la transformacion de Box—Cox realizada.
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Figura 44. Distribucion de los datos por sexo para todas las vitaminas y cocientes. M, sexo masculino; F, sexo femenino.
Alfa-T, alfa-tocoferol; COL, colesterol; Hb, hemoglobina; LT, lipidos totales; PLP, piridoxal 5’-fosfato; TPP, tiamina
pirofosfato.
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Figura 45. Distribucién de los datos por edad para todas las vitaminas y cocientes. Alfa-T, alfa-tocoferol; COL, colesterol;
Hb, hemoglobina; LT, lipidos totales; PLP, piridoxal 5’-fosfato; TPP, tiamina pirofosfato. Las lineas verdes representan la
desviacion estandar de la media de cada subgrupo de datos.
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Los intervalos de referencia calculados se detallan en la tabla 12, que especifica el tamafio muestral
para cada vitamina y cociente tras la eliminacion de valores atipicos. Se estimaron los 90% CI para
los limites de referencia inferior y superior (detallados bajo cada limite de referencia, en la tabla 12).
Todos los limites inferior y superior fueron estadisticamente diferentes a los limites utilizados
actualmente (BR >0,375), excepto en los casos del limite inferior de alfa-T y PLP. En todos los
limites de referencia, la anchura del 90% CI fue inferior a 0,2 veces la anchura del intervalo de

referencia.

Tabla 12. Intervalos de referencia actualmente informados e intervalos de referencia calculados para
vitaminas y cocientes. Para cada limite inferior y superior se indican intervalos de confianza al 90%
(90% ClI).

Vitamina/Cociente Unidades  VRinformados N LIN LSN
Retinol (Vitamina A) pmol/L 1,6-2,5 137 1,1 2,8
1,1-1.3 2,7-2,9
Alfa-T (Vitamina E) pmol/L 18,6-46,2 139 18,9 42,2
17,6 -214 41,6-43,2
Cociente alfa-T/COL pmol/mmol N.I. 138 5,2 8,9
4,9-53 8,6-9,3
Cociente alfa-T/LT pmol/mmol N.I. 137 45 7.4
4,2-4,6 7,3-7,5
TPP (Vitamina B1) nmol/L 78-144 141 85,9 181,6
78,1-95,8 173,3-187,8
Cociente TPP/Hb ng/g N.I. 135 246,2 561,1
237,4-269,7 535,0-588,8
PLP (Vitamina B6) nmol/L 51-183 138 57,0 165,7
48,2-60,9 155,2-176,6

Alfa-T, alfa-tocoferol; COL, colesterol; Hb, hemoglobina; LIN, limite inferior de normalidad; LSN, limite superior de
normalidad; LT, lipidos totales; PLP, piridoxal 5’-fosfato; TPP, tiamina pirofosfato; VR, valores de referencia.
N.l., no informado.

Los cocientes TPP/Hb, alfa-T/COL y alfa-T/LT mostraron una distribuciéon no paramétrica de los
datos y por lo tanto los VR se calcularon ademas por el método no paramétrico. Los LIN para los
cocientes TPP/Hb, alfa-T/COL y alfa-T/LT fueron 243 ng/g, 5,2 pumol/mmol, y 4,5 pmol/mmol;

mientras que los LSN fueron de 572 ng/g, 8,8 umol/mmol y 7,4 pumol/mmol, respectivamente.
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Ningun limite inferior ni superior mostré diferencias significativas respecto a los limites calculados
mediante percentiles (BR <<0,375).

3.3.3. Aplicacion clinica de los intervalos de referencia

En cuanto a la aplicacion clinica de los VR calculados, se encontraron porcentajes de resultados
patoldgicos de hasta un 53,3% y un 51,8% para la vitamina A y la vitamina B1 aplicando los VR
informados actualmente, que se redujo hasta un 26,7% y un 23,5%, respectivamente, aplicando los
VR calculados en este estudio. Para las vitaminas E y B6, en cambio, los flagging rates fueron
superiores aplicando los VR calculados (tabla 13).

Tabla 13. Porcentaje de resultados patolégicos en una cohorte independiente de pacientes.

Resultados patoldgicos (flagging rates)

Segun VR Segun VR
actualmente informados calculados p-valor
Retinol (Vitamina A) n 3188 1589 <0,001
n total = 5984 % 53,3 26,7
Alfa-T (Vitamina E) n 878 1230 <0,001
n total = 6398 % 13,7 19,2
TPP (Vitamina B1) n 1525 692 <0,001
n total = 2945 % 51,8 23,5
PLP (Vitamina B6) n 265 386 <0,001
n total = 2053 % 12,9 18,8

VR, valores de referencia.

Por otro lado, se obtuvieron porcentajes de resultados patoldgicos del 27% para el cociente alfa-
T/COL, 23,9% para alfa-T/LT, y 25,1% para TPP/Hb.
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DISCUSIONES

Capitulo 1

Para garantizar una exposicion adecuada, en pediatria se han establecido diferentes nomogramas
basados en el peso corporal para determinar la dosis de busulfan®®1%, Ademas de los nomogramas,
se puede utilizar la monitorizacion del farmaco, que mide las concentraciones plasmaticas y estima
los parametros farmacocinéticos de busulfan®®’. En la actualidad, la TDM se aplica en la préctica
clinica en diversos hospitales y tiene como objetivo garantizar la exposicidn terapéutica deseada en
funcidn del tipo de trasplante y la enfermedad de base, mediante la individualizacion del ajuste de
dosis en funcion del calculo de aclaramiento de la dosis anterior'*®. En nuestro hospital la dosis inicial
de busulfan en pediatria se selecciona en funcion de nomogramas ajustados por peso corporal, y el

ajuste de dosis en funcién de la TDM*,

Se presenta en este proyecto un método analitico rapido, sencillo y robusto para monitorizar las
concentraciones de busulfan en muestras de plasma por LC-MS/MS. EI método descrito cumple los

requisitos de veracidad y precision y se ha validado para su aplicacion en la practica clinica.

Durante la monitorizacién farmacoterapéutica, es importante minimizar los tiempos de medicion, ya
que los resultados de los analisis deben ser enviados rapidamente, con el fin de que se puedan realizar
cambios en el tratamiento, si fuese preciso. Este método presenta varias ventajas con respecto a otros
métodos publicados para la monitorizacién de la concentracion de busulfan mediante LC-MS/MS!39-
147 "entre los que se encuentran un menor tiempo de medicion. Los resultados se obtienen en menos
de una hora y media. En este tiempo se incluyen el transporte y la recepcion de la muestra, la
preparacion del analizador y de la muestra y el tiempo necesario para la verificacion de los resultados.
Con respecto a los procedimientos de preparacién de la muestra, la duracién total del tiempo de
analisis es de 45 minutos. Otra diferencia importante es que este método emplea elucion isocréatica
con una Unica fase movil, por lo que requiere un menor consumo de reactivos y simplifica el
procesamiento del método. Ademas, el intervalo de medida es amplio, reduciendo el nimero de
muestras que es necesario diluir, lo que simplifica ain mas la preparacion de las muestras y el proceso
analitico. También se han evaluado compuestos interferentes enddégenos comunes y se han realizado
estudios de estabilidad a corto plazo. El método ha mostrado un buen rendimiento analitico entre los
afios 2020 y 2024.
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Respecto a la validacion clinica, en las diferentes series de muestras reales no se observaron
interferencias endodgenas ni exdgenas, y tampoco se observd contaminacion por arrastre, 1o que
garantiza la aplicabilidad del método en la préactica clinica. Los resultados de AUC correlacionaron
con la dosis administrada (figura 30). Tras la administracién de 3 mg/kg/24 h, 4 mg/kg/24 h'y 5
mg/kg/24 h de busulfan, las AUC obtenidas para el primer dia de tratamiento fueron de entre 2.140,0
y 4.376,3 pM*min, entre 3.950,0 y 4.387,3 pM*min, y entre 3.585,8 y 7.897,6 pUM*min,
respectivamente. Bartelink estableciéo un AUC acumulado de entre 78 y 101 mg/L*h o 19.001 y
24.604 uM*min para garantizar la eficacia y seguridad del paciente®. Equivaldria, extrapolado al
AUC objetivo diario para un tratamiento de 4 dias, a 19,25-25,25 mg/L*h (4.750-6.151 pM*min)*.
En el presente estudio, en cuatro pacientes se fijé un objetivo menor, de 65-75 mg/L*h (15.834—
18.270 uM*min), y en once pacientes, de 85-95 mg/L*h (20.706-23.142 uM*min), dependiendo
del régimen de acondicionamiento requerido. Las AUC acumuladas para los cuatro dias de
tratamiento, tras ajuste de dosis, fueron en global de entre 9.627,1y 27.173,58 uM*min, alcanzando
el objetivo terapéutico el 80% de los pacientes (12/15). Si se tiene en cuenta Unicamente el AUC del
primer dia, s6lo seis pacientes habrian alcanzado la exposicion deseada a busulfan (40%).

Por otra parte, se realiz6 un estudio observacional retrospectivo en el que se incluyeron 41 pacientes
pediatricos tratados con busulfan entre diciembre de 2020 y mayo de 2023. Este estudio no incluyo
pacientes adultos por ser el tratamiento mucho méas heterogéneo que en nifios, y producirse de forma
maés frecuente errores preanaliticos en la extraccion de muestra. La cohorte de pacientes incluyo

nifios de diferentes edades, enfermedades de base y regimenes de acondicionamiento (tabla 4).

En funcién del AUC real calculado a partir de las mediciones de busulfan, el ajuste de dosis fue
necesario hasta en un 90% de los pacientes para alcanzar el AUC objetivo. La dosis se aumento de
media un 10,2% el primer dia. Entre el primer y el cuarto dia hubo diferencias en la dosificacién de
entre —51,5% y +75,5% (figura 32). Similares resultados se han observado en otros grupos. En el
articulo de Chen et al., el ajuste de dosis fue necesario en el 86% de los pacientes siguiendo una
estrategia de ajuste de dosis por TDM*8, En una cohorte de 62 pacientes pediatricos, fue necesario
ajustar la dosis de busulfan en un 54% de los pacientes, aunque la exposicion adecuada a busulfan
no se relaciond con mejores resultados clinicos'*®; mientras que en otra cohorte de 34 pacientes
pediéatricos, se produjo ajuste de dosis en el 68% de los pacientes!®. En otra publicacién, compararon
la exposicion a busulfan midiendo las concentraciones del farmaco Unicamente un dia frente a la
medida durante dos dias, y obtuvieron AUC calculadas més proximos a las AUC objetivo en el grupo
que se monitorizé durante dos dias. En el primer grupo, un 87,6% de los pacientes alcanzaron una

exposicion terapéutica al busulfan tras ajuste de dosis, respecto al 97,4% en el segundo grupo®Z.

104



DISCUSIONES

Respecto a los resultados clinicos, los eventos adversos, considerando el rechazo del injerto y/o
fallecimiento, ocurrieron en un 19% de los pacientes, mientras que la tasa de supervivencia fue del
89%. Los resultados obtenidos contrastan con los previamente publicados, en los que la
administracion de busulfan oral sin monitorizacién resulté en un porcentaje de eventos adversos
mayor, del 30%, y una tasa de supervivencia global significativamente menor, del 53%*%2. Nuestros
resultados son consistentes con las series en las que se monitoriza busulfan: en una cohorte de 53
pacientes pediatricos sometidos a HSCT se obtuvo una tasa de supervivencia del 96% cuando se
monitorizaban diariamente®, lemura et al. estudiaron dos grupos de pacientes tratados con
regimenes de acondicionamiento diferentes (busulfan y ciclofosfamida frente a busulfan y
fludarabina). Compararon la tasa de supervivencia entre pacientes utilizando por un lado una
estrategia de dosificacion fija de busulfan y por otro lado una estrategia de dosificacion guiada por
monitorizacion. Para los pacientes con régimen de acondicionamiento busulfan y ciclofosfamida, no
encontraron diferencias significativas en la tasa de supervivencia. En cambio, en los pacientes
tratados con busulfan y fludarabina, obtuvieron una tasa de supervivencia del 57% para el grupo de
pacientes con una dosis fija de busulfan, y un 75,1% para los pacientes en los que hubo
monitorizacion®*. Finalmente, aunque no ha sido objeto de nuestro estudio evaluar la toxicidad,
puesto que no disponemos de grupo control, la bibliografia nos arroja mas informacion sobre la
necesidad de monitorizar el busulfan en nifios en este aspecto. En un grupo de 172 nifios sometidos
a HSCT divididos en dosificacion de busulfan por nomogramas segin peso (n = 46) y en dosificacion
guida por TDM (n = 126), se encontrd una proporcion significativamente mayor de enfermedad veno-

oclusiva en los pacientes sin monitorizar, del 29% frente al 15%, respectivamente®®,

Este estudio esta respaldado por profesionales de la Unidad de Oncohematologia Peditrica vy el
método se estd implementando actualmente en la unidad de farmacocinética. Este método permitira
disefiar en el futuro estudios farmacocinéticos, de manera que se minimice la toxicidad, se aumente

la eficacia de los tratamientos y se mejoren los resultados de los trasplantes.

La principal limitacién de este estudio fue que no se incluyeron pacientes control en el estudio
observacional descriptivo, por lo que los resultados obtenidos en cuanto a eventos adversos
Gnicamente se pueden comparar con otros trabajos publicados, pero no con nuestra propia poblacion

no monitorizada.
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Capitulo 2

Este estudio se disefi6 en respuesta a una necesidad clinica y se decidi6 desarrollar un método para
medir simultdneamente ganciclovir, aciclovir y letermovir, antivirales que los clinicos utilizan

habitualmente en los receptores de trasplantes.

Se han utilizado diferentes sistemas de medida para analizar los fArmacos antivirales, entre ellos la
HPLC-UV, HPLC-FLD, y LC-MS/MS son los mas ampliamente usados. La LC-MS/MS se
considera el método de referencia. A pesar de sus inconvenientes (requiere una elevada inversion
inicial, personal experto y es mas sensible a posibles incidencias), es exacta, selectiva, precisa y
sensible. Nosotros decidimos desarrollar un método rapido y sencillo por LC-MS/MS. Respecto a
las publicaciones anteriores, presenta diversas ventajas. Respecto a los métodos por HPLC-UV, es
mas rapido, sensible y especifico (no se han observado interferencias por compuestos end6genos ni
ex0genos)’%1%6, Respecto a los métodos por HPLC-FLD, es mas rapido y requiere menor volumen
de muestral®”%8 Este Gltimo punto es especialmente importante en hospitales con pacientes
pediatricos. Finalmente, respecto a los métodos por LC-MS/MS™%-164 presenta ventajas equivalentes
como reducido volumen de muestra, tiempos de elucion cortos, analisis de diferentes antivirales
simultdneamente y uso de estandares internos marcados isotOpicamente para cada analito. A
diferencia de los métodos publicados previamente por LC-MS/MS, se ha comprobado la viabilidad
del método en la préctica clinica analizando interferencias endégenas comunes, incluyendo tres
cohortes homogéneas de pacientes reales, evaluando la estabilidad a diferentes concentraciones y
condiciones, asi como en muestras de pacientes tratados con antivirales, y verificando la exactitud
del método para el aciclovir y el ganciclovir utilizando materiales de control de un programa de

aseguramiento de la calidad externo.

El desarrollo de métodos para analizar farmacos estructuralmente diferentes es un reto en nuestro
contexto profesional para optimizar los recursos hospitalarios. En este estudio nos enfrentamos a dos
retos: la diferencia de hidrofobicidad de las moléculas medidas y el rango terapéutico desconocido
del letermovir. En primer lugar, el letermovir es hidr6fobo, mientras que el ganciclovir y el aciclovir
son hidrofilos (unién a proteinas para GCV y ACV de 1-2 y 9-33%, respectivamente, y de 99% para
LTV; el coeficiente de reparto (log P) es —1,8 para GCV, —-0,95 para ACV y 4,58 para LTV). Por esta
razén, se ha afiadido un paso final al pretratamiento, en el que el sobrenadante se evapora hasta
sequedad y se reconstituye con la fase movil A. De esta manera, se mejoré significativamente la
recuperacion del letermovir respecto a la simple dilucion del sobrenadante (resultados no mostrados).
En segundo lugar, el letermovir esta indicado Gnicamente como profilactico y no como tratamiento,

por lo que las concentraciones esperadas eran bajas. Esta hipotesis se confirmoé en nuestro estudio,

106



DISCUSIONES

lo que condujo a establecer un intervalo de medida menor, con un LLOQ de 0,01 mg/L, respecto a
los antivirales ganciclovir y aciclovir. El intervalo de medida seleccionado en este método incluy6
tanto concentraciones subterapéuticas como supraterapéuticas y, por lo tanto, cubri6 los intervalos
de concentracion clinicamente Utiles. El intervalo de linealidad también abarco tanto las Cmin como

las concentraciones maximas (Cmax) para ACV y GCV (resultados no mostrados para Cmax).

La precision y exactitud del método cumplieron las especificaciones de la EMA®, El efecto matriz
fue cercano al 115% para el ganciclovir en las tres concentraciones estudiadas. Por el contrario, el
efecto matriz y la recuperacion se aproximaron al 85% para concentraciones elevadas de letermovir.
En ambos casos, se comprobo la reproducibilidad y el CV (%) fue inferior al 15%. ElI método
demostro ser selectivo, sin que se observaran interferencias significativas. En series de muestras
reales no se observd contaminacion por arrastre, la variabilidad del estandar interno fue inferior al
10% y la variabilidad del tiempo de retencién del analito y del estandar interno fue inferior al 2%. El
estudio de integridad de la dilucion mostr6 un rendimiento adecuado, garantizando una medicion

correcta de la Cmaéx para todos los farmacos, e incluso en caso de extracciones incorrectas.

Respecto a los estudios de estabilidad, no se observé pérdida sistematica de sensibilidad para los
analitos a temperatura ambiente, 2-8°C 0 —20°C. Otros grupos han obtenido las mismas conclusiones

para letermovirt>®% aciclovir®8164185 y ganciclovirt®164165,

Este estudio explord la monitorizacién de las concentraciones en la optimizacion de la terapia
preventiva con farmacos antivirales en tres cohortes de receptores de trasplantes. Se encontraron
concentraciones minimas medianas de 0,2 mg/L para ganciclovir, 0,29 mg/L para letermovir y 0,28
mg/L para aciclovir. Estos hallazgos son acordes a estudios previos. Katada et al. estudiaron las
concentraciones minimas de ganciclovir en 24 receptores de trasplantes de pulmaén. Encontraron una
mediana de 0,38 mg/L en 21 pacientes sin leucopenia, y una mediana de 1,61 mg/L en 3 pacientes
con leucopenial®. En otra publicacién, en la que se incluyeron 36 receptores de trasplante renal
tratados con 450 mg de valganciclovir al dia, se obtuvo una mediana de Cmin de ganciclovir de 0,4
mg/L (rango 0,1-2,7)*’. Royston et al. hallaron una Cmin de 0,286 mg/L (IQR: 0,131-0,591) en una
cohorte de 40 adultos receptores de trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos que
recibieron letermovir por via oral®®. Marty et al. encontraron una mediana mas alta de letermovir,

de 0,506 mg/L, en 34 pacientes que recibieron 240 mg de letermovir al dia®,
Por otro lado, se inspeccion6 visualmente las medidas seriadas de seis pacientes con tratamiento

concomitante de letermovir y aciclovir, y se observo una elevada variabilidad intraindividual en las

concentraciones séricas de letermovir (figura 40) respecto a la variabilidad observada para el
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aciclovir en los mismos pacientes. Sin embargo, el coeficiente de variacion intraindividual no se ha
podido calcular debido al reducido tamafio muestral. En la literatura, Royston et al. estimaron la
variabilidad interindividual e intraindividual del letermovir en un 84% y un 114%, respectivamente,
con una mediana de 8 valores por paciente!®®, Aunque la eficacia y la seguridad del letermovir han
quedado demostradas en diferentes estudios™®’®173 la elevada variabilidad intraindividual en
cohortes homogéneas que reciben la misma dosis sugiere incluso una mayor variabilidad en pacientes
complejos con comorbilidades. Se necesitan mas estudios para investigarlo y evaluar cémo afecta a

los resultados clinicos.

Los casos clinicos de pacientes tratados con letermovir expuestos en este estudio muestran la utilidad
de monitorizar el letermovir en pacientes complejos. En el primer caso, la introduccion de letermovir
produce en el paciente un aumento de la concentracion de tacrolimus por encima de niveles
nefrotoxicos por probable inhibicion del metabolismo a través del CYP3A4. Unicamente se
normaliza la concentracidn de tacrolimus cuando se retira el letermovir. En el segundo caso, a raiz
de una alteracidn hepatica probablemente por infeccion por virus Epstein-Barr, la concentracion
sérica del letermovir aumenta mas de diez veces el nivel basal, practicamente de forma simultanea a
las enzimas hepaticas ALT y AST. Aunque en este paciente no se identificaron interacciones
medicamentosas, se puede deducir del comportamiento inductor del farmaco que una larga
exposicion a concentraciones elevadas de letermovir, afectaria aumentando y/o disminuyendo las
concentraciones plasmaticas de farmacos concomitantes con rutas metabolicas y de transporte
relacionadas. Por otro lado, se desconoce si la exposicion a elevadas concentraciones de letermovir

en sangre conlleva efectos secundarios en el paciente.

Los dos hallazgos clinicos encontrados ponen de manifiesto la necesidad de monitorizar la
concentracion sérica del letermovir e incluso estudiar la farmacocinética del letermovir en
determinados casos. Este descubrimiento est4 en consonancia con articulos publicados previamente.
Robbins et al. encontraron que el tratamiento crénico con rifampicina contribuia a la disminucion
del letermovir debido a la induccién del transportador OATP1B*"4. Malespini et al. propusieron la
reduccion en la dosificacion del tacrolimus cuando los pacientes son tratados concomitantemente
con letermovir e inductores moderados del CYP3A4, como farmacos antifngicos!”. Otro estudio
probd que la coadministracion de letermovir y atorvastatina increment6 la concentracion plasmatica

de atorvastatina exponiendo asi a los pacientes a un mayor riesgo de eventos adversos*’.
Por el contrario, la seguridad y eficacia se ha comprobado en diferentes poblaciones y cohortes de

pacientes trasplantados que no han requerido ajustes en la medicacién o interrupcion del

letermovirl?3177.178
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Este estudio no esta exento de limitaciones. Se ha realizado una validacion clinica del método, pero
no un estudio farmacocinético, por lo que no se han podido relacionar las concentraciones obtenidas
con la infeccidn por antivirales durante el tratamiento completo o a largo plazo. Ademas, no se han
incluido concentraciones maximas de los farmacos, debido a que las medidas realizadas a Cméax han
sido limitadas o los grupos de pacientes monitorizados muy heterogéneos para un farmaco en

concreto.

Capitulo 3

En este estudio, se ha utilizado la metodologia HPLC-UV para el andlisis de vitaminas Ay E, y
HPLC-FLD para el analisis de vitaminas B1 y B6 mediante dos kits IVD comercializados por
Chromsystems. Aunque actualmente se siguen desarrollando métodos in-house para su medida™*-
185 la normativa europea 2017/746 exige una clara justificacion analitica o clinica del desarrollo de
métodos para aquellos analitos que dispongan de métodos comerciales. En el caso de las vitaminas
incluidas en este trabajo, los kits comerciales presentan un excelente rendimiento analitico,
cumpliendo las especificaciones de calidad en base a la variabilidad biol6gica y cubriendo las

necesidades clinicas de los pacientes.

Se calcularon valores de referencia mediante un enfoque directo para vitaminas que se analizan de
forma rutinaria en el laboratorio clinico, asi como cocientes que pueden ayudar a la interpretacion
del resultado. En nuestro laboratorio, que atiende a 1,5 millones de personas, es necesario y
obligatorio establecer valores normales para interpretar los resultados de vitaminas, debido a la
complejidad y variedad de pacientes tratados. Los valores de referencia (VR) se utilizan
habitualmente como limites de decision, y se asocian a estados de deficiencia, sub6ptimos o

t6xicos'®. Parece que existe consenso sobre los puntos de corte de deficiencia en las vitaminas

incluidas en este estudio’0%187-189

, pero no existen VR ampliamente aceptados para ellos. Se eligié
la aproximacion directa para el calculo de VR debido a que las pruebas de vitaminas sélo pueden ser
solicitadas por especialistas (pacientes hospitalizados y procedentes de consultas externas, quedando
excluida la atencion primaria), por lo que los datos del SIL disponibles no cumplirian el requisito
bésico para el calculo de VR por métodos indirectos: una elevada proporcion de individuos sanos en
la base de datos. Como alternativas a la metodologia directa, se podrian realizar estudios

multicéntricos!®*!%! o utilizar la metodologia indirecta siempre que sea posible®21%,
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Se reclutaron 146 individuos sanos utilizando criterios de inclusién y exclusion bien establecidos.
Para describir la poblacién seleccionada e identificar posibles sesgos en nuestros resultados, se
exportaron diversas pruebas de laboratorio relacionadas con el estado nutricional del individuo,
clasificadas por grupos patoldgicos. Los resultados, resumidos en la tabla 10, confirmaron la
ausencia de enfermedad aguda (marcadores inflamatorios negativos) o crénica (marcadores de

funcidn renal y hepética normales). Los voluntarios tampoco mostraron indicios de malnutricion.

Se evalud la adecuacién del tamafio de la muestra para todos los VR calculados. En todos los limites
de referencia, la anchura del intervalo de confianza al 90% fue inferior a 0,2 veces la anchura del
intervalo de referencia, como recomienda el CLSI*®®, Este punto es sumamente importante en el
calculo de VR y estéd influenciado por el tamafio muestral y la dispersion de los datos. Si los intervalos
de confianza de los VR no son suficientemente estrechos, seria recomendable aumentar el tamafio
muestral, asi como realizar una revision de los valores extremos, como se expone en la figura 42.
En cuanto a la exclusion de valores atipicos, que tiene un gran impacto en el intervalo de referencia
obtenido, el porcentaje de valores excluidos por prueba fue de maximo un 6%, e inferior al 4% si los
valores atipicos se estratificaban por subclase (edad y sexo). Por ultimo, no se realizaron particiones
por edad ni sexo, ya que no se observaron diferencias ni tendencias positivas 0 negativas entre los
grupos establecidos (figuras 44 y 45). Este hallazgo es acorde a estudios anteriores en los que no se

recomendaba la estratificacion por sexo o edad en las vitaminas estudiadas!®+2%,

En nuestro estudio, el intervalo de referencia para la vitamina A fue mas amplio que el intervalo
utilizado actualmente, mientras que para la vitamina E fue ligeramente mas estrecho. Los VR para
TPP y PLP mostraron diferencias moderadas para los limites inferiores de normalidad, pero
diferencias significativas para los limites superiores sugeridos por el fabricante. Todos los limites
inferiores y superiores calculados fueron estadisticamente diferentes a los establecidos por el
fabricante mediante el célculo de la razén de sesgos, excepto para el limite inferior de alfa-tocoferol
y PLP. Para las cuatro vitaminas, los VR utilizados actualmente no se ajustan a nuestra poblacion, lo
cual podria resultar en diagnosticos erroneos de hipo o hipervitaminosis, exceso de visitas a los
especialistas o retrasos en el ajuste de la suplementacion vitaminica en aquellos pacientes que lo

requieran.

En particular, los VR para la vitamina A fueron de 1,1-2,8 umol/L. El limite inferior fue comparable
pero el superior fue inferior a los publicados en un estudio multicéntrico de cinco paises europeos,
1,07-3,55 pmol/L para los hombres y 1,07—3,32 pmol/L para las mujeres'®’. En otro estudio saud,
los VR hallados para los hombres fueron de 1,05-3,39 umol/L (>20 afos) y, para las mujeres, de
0,73-2,66 pmol/L (10-30 afios) y 0,83-2,84 umol/L (>30 afios)!®. Las diferencias observadas

110



DISCUSIONES

podrian deberse a diferencias en la poblacion seleccionada, como factores dietéticos, ambientales o
genéticos. El intervalo de referencia calculado para alfa-T y cociente alfa-T/COL observados en el
presente estudio, 18,9-42,2 umol/L y 5,2-8,9 umol/mol, fueron méas estrechos que los valores
previamente publicados de 24,62-54,67 pmol/L y 5,11-11,27 pmol/mol**®°. Un articulo reciente
realizado en poblacion espafiola utilizando un enfoque indirecto obtuvo VR para alfa-T entre 17,3
pmol/L y 50,9 pmol/L%. En comparacién con nuestros resultados, el limite superior de ambos
estudios fue superior, lo que apoya la idea de que no sélo la muestra de referencia y la poblacién
seleccionadas, sino también la metodologia utilizada y el tratamiento estadistico de los datos tienen
una gran influencia en los VR obtenidos. Por otro lado, obtuvimos un intervalo similar pero
ligeramente mas estrecho para la TPP, 85,9-181,6 nmol/L, en comparacién con los valores
publicados anteriormente de 85-203 nmol/L!%. Lu et al. obtuvieron VR mas bajos, de 70-179
nmol/L?®. En pacientes con manifestaciones clinicas atipicas de encefalopatia de Wernicke o sin
antecedentes de consumo de alcohol, el diagndstico puede confirmarse mediante la medida de las
concentraciones de tiamina en sangre’®. En estos casos, es de suma importancia definir
correctamente los VR especificos de la poblacion, especialmente el limite inferior de referencia. Por
altimo, el intervalo de referencia obtenido para la PLP oscil6 entre 57,0 nmol/L y 165,7 nmol/L. van
Zelst et al. utilizaron dos intervalos de referencia para la PLP en sangre total?®>?%, 35-110 nmol/L
y 51-183 nmol/L.: los primeros, probablemente propios, pero no publicados; los segundos, calculados

por Steen et al. utilizando reactivos Chromsystems2%,

En este estudio, se calcularon VR para cocientes que corrigen la concentracion de vitamina E en
funcion del metabolismo lipidico. La fuerte asociacion entre el alfa-T y los lipidos séricos se ha
descrito previamente?®®. Thurnman et al. (1986) evaluaron diferentes cocientes lipidicos comparando
un grupo de pacientes control (n = 40) y un grupo de pacientes alcohdlicos (n = 85)2% . Utilizando
estas cohortes y realizando un analisis de regresion, calcularon puntos de corte para la deficiencia de
vitamina E en los diferentes cocientes. Utilizaron como referencia el cociente entre la concentracion
sérica del alfa-T y la suma de las concentraciones séricas de colesterol, triglicéridos y fosfolipidos.
Concluyeron que el cociente alfa-T/LT, seguido del cociente alfa-T/COL, eran los cocientes con
mayor capacidad diagndstica para detectar la deficiencia de vitamina E (sensibilidad y especificidad
del 95% y 99%, y del 86% y 94%, respectivamente). En publicaciones recientes se ha utilizado uno
u otro, el cociente alfa-T/LT o el cociente alfa-T/COL%:205207208 para evaluar la capacidad
diagnostica y aplicabilidad clinica de dichos cocientes, analizamos los porcentajes de resultados
patoldgicos de la vitamina E y de ambos cocientes, alfa-T/COL y alfa-T/LT, en una cohorte
independiente de 6398 pacientes. Obtuvimos un 19,2% de resultados patoldgicos en la vitamina E,

un 27% en el cociente alfa-T/COL y un 23,9% en alfa-T/LT aplicando los VR calculados a la cohorte
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de pacientes. Las diferencias entre dichos porcentajes fueron muy significativas (p<0,001). Al
desglosar estos porcentajes segun el limite de normalidad, las diferencias son aln mayores, pasando
de un 8,3% en el LIN para la vitamina E a un 12,2% en el cociente alfa-T/COL y un 19% en alfa-
T/LT. Cuando se revisan los datos detalladamente, se observan tanto concentraciones lipidicas bajas
gue aumentan la concentracién de vitamina E en consecuencia (falso positivo), como
concentraciones lipidicas muy elevadas con una concentracion de vitamina E baja (falso negativo).
Ford et al. s6lo recomendaron el uso del cociente alfa-T/COL para evaluar el estado de la vitamina
E en pacientes con enfermedades que conducen a una elevacion del colesterol LDL, como colestasis,
insuficiencia pancreética o trasplante hepético, pero no recomendaron el célculo del cociente en todos
los pacientest®®. En general, seria recomendable afiadirlo a criterio facultativo, y siempre en pacientes
con hipo- o hiper-trigliceridemia/colesterolemia. Dependiendo de la informacion adicional del
paciente, como el uso de estatinas o la colestasis, también podrian ser de gran utilidad para evitar

falsos positivos y falsos negativos que conduzcan a una interpretacion inexacta del resultado.

Por otro lado, se evalué la relacién entre la vitamina B1 y la hemoglobina y se obtuvo el intervalo de
referencia correspondiente, entre 246,2 ng/g y 561,1 ng/g de hemoglobina. Utilizando una cohorte
de pacientes independiente con un tamafio muestral de 2945, se calculd un porcentaje de resultados
patoldgicos similar para la vitamina Bl y para el cociente de TPP/Hb, del 23,5 y 25,1%,
respectivamente. Estos porcentajes no mostraron diferencias estadisticamente significativas (p =
0,152). En cambio, si son significativas cuando se separan por limite inferior y superior. Es decir,
mientras que 118 pacientes presentaban una vitamina B1 baja, s6lo 42 tuvieron un cociente TPP/Hb
disminuido. Por el contrario, 574 pacientes presentaron una vitamina B1 aumentada, mientras que
696 tuvieron un cociente elevado. Al menos 12 pacientes de esta cohorte mostraron sintomatologia
franca de sindrome de Wernicke por alcoholismo. Todos presentaron una vitamina B1 baja, pero 2
presentaron un cociente TPP/Hb normal. Por lo tanto, por el porcentaje de patolégicos detectados
podriamos deducir que el cociente es mas sensible que la medida de vitamina B1, pero esta Gltima
es mas especifica. Evliyaoglu et al. publicaron un analisis retrospectivo en el que consideraron la
inclusion de la correccion de la hemoglobina en la medicion de la vitamina B1 en pacientes no
anémicos debido a la posibilidad de errores postanaliticos que dieran lugar a resultados falsamente
elevados®®. Talwar et al. recomendaron el analisis de vitamina B1 en sangre total sélo cuando fuese
acompafiado de la concentracion de hemoglobina en un anélisis prospectivo en el Reino Unido*®.
Segun los resultados del presente estudio, seria recomendable informar ambos resultados siempre

que sea posible para complementar la informacién sobre el estado nutricional del paciente.

El presente estudio presenta algunas limitaciones. En primer lugar, aunque el intervalo de edad

elegido es el recomendado por el CLSI, la poblacion mundial es cada vez més anciana y el limite
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superior de 65 afos se queda demasiado corto. En segundo lugar, en este estudio no se tuvieron en
cuenta factores como el tabaquismo o el embarazo, que podrian afectar a las concentraciones de
vitaminas. Sin embargo, por lo que sabemos, no se incluyé a ninguna mujer embarazada. Finalmente,
la proporcién de mujeres en nuestro estudio es mayor (64%), debido a una mayor dificultad para

reclutar hombres en el estudio.
DISCUSION GLOBAL

En este proyecto se han evaluado tres aplicaciones de la medicina de precisién e individualizada
utilizando como herramientas la cromatografia liquida y la espectrometria de masas en el laboratorio
clinico. Se han utilizado por su gran versatilidad, su capacidad para cuantificar amplios intervalos de
medida, la preparacion sencilla de muestra y su elevado rendimiento analitico. En cuanto a las
aplicaciones estudiadas, se han seleccionado en funcion de las necesidades clinicas en nuestro

hospital.

Se han evaluado y monitorizado las concentraciones de farmacos (busulfan, ganciclovir, aciclovir y
letermovir) y vitaminas (A, E, B1 y B6) para el ajuste de dosis o suplementacién. La monitorizacién
de busulfan ha supuesto ajustes de dosis en el 90% de los pacientes estudiados, de hasta un cincuenta
0 un setenta por ciento en algunos pacientes. Se ha demostrado que la aplicacion de estrategias
basadas en el peso no es suficiente para alcanzar la exposicion deseada en cada paciente. Ademas, la
TDM se ha relacionado con mayores tasas de supervivencia y menores tasas de eventos adversos.
Por otro lado, la monitorizacion de antivirales ha expuesto una elevada variabilidad intraindividual
para el letermovir, que podria afectar especialmente a pacientes complejos 0 méas vulnerables (por
ejemplo, en el caso clinico de la paciente que presentaba un IMC bajo). Finalmente, los intervalos de
referencia calculados para las cuatro vitaminas han sido estadisticamente diferentes a los VR
utilizados actualmente, que no se ajustan a nuestra poblacion y pueden resultar en diagndsticos
erroneos. Se han definido VR para los cocientes alfa-T/COL y alfa-T/LT, dtiles en dislipidemias, y

para B1/hemoglobina, aplicable en pacientes con alteraciones de la hemoglobina.

Las cohortes de pacientes incluidos, la metodologia y la interpretacion de los resultados son
diferentes, pero todos convergen en un aumento de la seguridad del paciente y de la eficacia del
tratamiento. También convergen en su utilidad selectiva, es decir, que la necesidad de monitorizar
estos farmacos y vitaminas es especifica para algunos pacientes. Las terapias guiadas por
monitorizacion son especialmente prometedoras para los pacientes vulnerables o con caracteristicas

atipicas que afecten a la absorcion, distribucion, metabolismo o excrecion del farmaco o vitamina.
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Algunos ejemplos son los neonatos, los obesos, los pacientes oncolégicos, los enfermos criticos, o
sometidos a una cirugia mayor. También requeriran un ajuste en la dosificacion o tratamientos
terapéuticos personalizados individuos con polimorfismos genéticos, o pacientes con enfermedad
hepética o renal grave®’®, En estos pacientes, la estrategia guiada por monitorizacion se hace
indispensable, pues no suelen formar parte de los ensayos clinicos en la mayoria de los farmacos
comercializados, tienen un manejo especialmente complejo, y su respuesta al farmaco puede ser

completamente imprevisible.

La decisién del facultativo clinico responsable del paciente sobre el ajuste de la dosis se basaré en la
concentracion del farmaco y en algoritmos para el ajuste de dosis. Para evaluar la utilidad del TDM,
se deben tener en cuenta la fiabilidad de los métodos de andlisis y la calidad de los algoritmos. Los
rangos terapéuticos son especificos de una poblacion y no del paciente, por lo que en ocasiones no
coincidiran las concentraciones del paciente con el rango terapéutico establecido a una dosis fija. Es
mas, se ha propuesto que el intervalo objetivo para cada paciente varie individualmente en funcion

de sus caracteristicas demograficas y su estado clinico?*,

La administracion personalizada de farmacos y vitaminas es un objetivo de la medicina de precision,
gue tiene en cuenta la variabilidad de los genes, el entorno y el estilo de vida de cada individuo, lo
cual permite seleccionar la dosis y el tratamiento adecuados adaptados a cada paciente y a su
enfermedad. El objetivo principal de la medicina personalizada es optimizar los beneficios y
minimizar los perjuicios de una intervencién, mediante el uso de datos genémicos y otros datos
Omicos para apoyar la personalizacién de los tratamientos. La monitorizacién de farmacos y
vitaminas puede constituir uno de los cimientos del tratamiento personalizado, abarcando aspectos
gue no contemplan la farmacogendémica y el analisis de datos masivos, como las interacciones
farmacoldgicas, alteraciones imprevistas en la absorcién o metabolismo de farmacos y vitaminas,

situaciones agudas del paciente, etc.

La aplicacidn rutinaria de la TDM es compleja, por la falta de pruebas disponibles, la logistica del
muestreo e incluso la interpretacion de los resultados. La cromatografia liquida y la espectrometria
de masas permiten superar estas limitaciones ampliando el nimero de ensayos de farmacos y

reduciendo el volumen de muestra necesario.

A medida que la cromatografia liquida y los espectrometros de masas se incorporen al laboratorio
clinico como analizadores habituales, la TDM se convertird en una herramienta mas extendida, con
mayor numero de aplicaciones, y potencial no solo para medir sino para desarrollar nuevos farmacos,

en la era de la medicina de precision?'2,
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Se ha desarrollado y validado un método analitico por LC-MS/MS para la medicion del farmaco
antineoplésico busulfan que cumple las especificaciones del laboratorio y los criterios de
aceptacion de las caracteristicas metroldgicas segun la guia europea para la validacion de
métodos bioanaliticos.

En la cohorte de pacientes pediatricos evaluados, se ha modificado la dosis terapéutica en un
90% de los casos para alcanzar la exposicion a busulfan objetivada.

La tasa de supervivencia global y la tasa de supervivencia libre de eventos adversos en los
pacientes pediatricos monitorizados en el estudio ha sido elevada, y mayor que en las tasas

reportadas en la bibliografia en cohortes similares no monitorizadas.

Se ha desarrollado y validado analiticamente un método para la deteccién y cuantificacion
simultanea de los antivirales ganciclovir, aciclovir y letermovir. Las caracteristicas metroldgicas
evaluadas, a destacar la reproducibilidad, la sensibilidad y la especificidad, cumplen las
especificaciones del laboratorio y los criterios de aceptacion segun la guia europea para la

validacion de métodos bioanaliticos.

Se ha demostrado la aplicabilidad clinica del método para la medida de antivirales en diferentes
series analiticas y cohortes de pacientes trasplantados. No se han observado interferencias ni
contaminacion por arrastre, y el intervalo de medida ha sido adecuado y suficiente para

cuantificar las concentraciones de todas las muestras y pacientes incluidos.

Se ha observado una elevada variabilidad intraindividual del letermovir, y se han observado
interacciones farmacoldgicas no informadas por el distribuidor al menos en dos pacientes, con

importantes consecuencias en el curso clinico y el prondstico de los pacientes.

Se han calculado valores de referencia para las vitaminas A, E, B1 y B6 especificos para nuestra
poblacion. Estos difieren significativamente de los informados por el laboratorio con

anterioridad, lo que conlleva infra y supradiagndsticos del estado nutricional del paciente.

Se han obtenido limites de decision para parametros nutricionales que permitirdn una mejor
interpretacion del estado nutricional del paciente, siendo de especial interés en pacientes

complejos con alteraciones subclinicas y niveles normales o en zona gris de las vitaminas.
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ANEXO I. CUESTIONARIO.

CUESTIONARIO PARA EL PACIENTE

Edad

Sexo (F/IM)

Ayuno >8 horas (SI/NO)f
Obesidad 6 IMC>30 (SINO)

1. Tiene o ha tenido alguna de las siguientes patologias (Marcar si la respuesta es Sl):
Enfermedad renalf
Sindrome de intestino corto/Cirugias relacionadas’
Colitis ulcerosa/Enfermedad de Crohn®
Hipercolesterolemia®
Celiaquia
Ulcera géstrica
Diabetes mellitus
Hipotiroidismo
Hipertension arterial
Anemia

Otras enfermedades autoinmunes

2. Habitos de vida saludables (Marcar si la respuesta es Sl):
Ingesta esporadica de alcohol (nada 0 menos de una UBE/dia. Responder Sl en caso de que se
confirme la ingesta esporédica)
Ejercicio fisico regular (20-30 min diarios)

Alimentacion variada

3. Tratamientos farmacoldgicos habituales (Marcar si tratamiento actual):
Suplementos vitaminicos®
AINEs
Diuréticos
Antihipertensivos
Estatinas
Anticoagulantes orales

Antidiabéticos (metformina, insulina, etc.)

fCriterios excluyentes. Una o mas opciones marcadas, excluye al individuo del estudio.
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