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PALABRAS CLAVE Resumen

Darunavir; Introduccion: Darunavir es uno de los farmacos inhibidores de la proteasa de Gltima generacion
Inhibidor de utilizado para el tratamiento de la inmunodeficiencia adquirida por VIH debido a su destacada
proteasa; eficacia terapéutica y su mejor tolerancia, entre otras peculiaridades. Varios estudios demues-
Tratamiento tran una correlacion entre la dosis y el efecto de darunavir, aunque todavia no se ha establecido
antirretroviral; un intervalo terapéutico para las concentraciones del farmaco. Estos factores junto con una
Monitorizacion elevada variabilidad farmacocinética interindividual ademas de interacciones farmacoldgicas
farmacocinética; con otros farmacos, refuerzan la idea de la importancia de disponer de un método sensible para
LC/MS/MS la monitorizacion de sus concentraciones plasmaticas en pacientes tratados.

Objetivos: Validacion técnica de un método para la determinacion de las concentraciones
plasmaticas de darunavir mediante LC/MS/MS.

Materiales y métodos: El proceso de validacion se desarrollo segin el procedimiento descrito
en la guia ICH Topic Q 2B Validation of Analytical Procedures: Methodology (CPMP/ICH/281/95).
El darunavir se extrae del plasma mediante una precipitacion de proteinas. La separacion cro-
matografica se consiguié utilizando una columna X-Bridge™ C18 3,5 um 2,1 x 100 mm (Waters®)
con un programa de elucion en gradiente de acetonitrilo y tampon. Para la deteccion de los anali-
tos, se utilizo un espectrometro de masas de triple cuadrupolo Quattro micro con electroespray
en modo de ionizacion positivo.

Resultados: Linealidad (0,1-10 wg/mL): y=18,85x-150,4 r?: 0,997. Precision: CV intraensayo:
1,07-4,62%. CV interensayo: 2,72-4,70%. Exactitud: intra-ensayo: 1-9%; inter-ensayo: 2-7%; LD:
0,05 pg/mL; LQ: 0,15 pwg/mL.

Conclusiones: Este método desarrollado basado en LC/MS/MS, posee una adecuada sensibilidad
y reproducibilidad para la determinacion de darunavir en plasma de pacientes tratados.

© 2010 AEBM, AEFA y SEQC. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

* Este trabajo corresponde a una comunicacion cientifica presentada y premiada en el Ill Congreso Nacional del Laboratorio Clinico
celebrado en Valencia del 14 al 16 de octubre de 2009.
* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: spajares@clinic.ub.es (S. Pajares Garcia).

1888-4008/$ - see front matter © 2010 AEBM, AEFA y SEQC. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.
doi:10.1016/j.labcli.2010.12.002


dx.doi.org/10.1016/j.labcli.2010.12.002
http://www.elsevier.es/LabClin
mailto:spajares@clinic.ub.es
dx.doi.org/10.1016/j.labcli.2010.12.002

128 S. Pajares Garcia et al
KEYWORDS Development and assessment of a method for the determination of darunavir in
Darunavir: plasma by LC-MS/MS

Protease inhibitor;
Antiretroviral

Abstract

Introduction: Darunavir is a latest generation of protease inhibitors (PI) drugs used as a treat-
ment of HIV infection owing to its improved efficacy and its better tolerance among other
characteristics. Several studies have demonstrated a correlation between the dose and the
effect of darunavir, although a therapeutic range for the drug concentrations has not yet been
established. These factors, besides the high inter-individual variability and the adverse effects
resulting from drug interactions, reinforce the need for having a sensitive method for monitoring

Objective: Technical validation of a new method for darunavir plasma concentration monitoring

Materials and methods: The method validation procedure was based on the recommendations
published in the guidelines ICH Topic Q 2B Validation of Analytical Procedures: Methodology
(CPMP/ICH/281/95). Darunavir was extracted from plasma samples by a protein precipitation
procedure. The chromatographic separation was achieved with a gradient program (acetoni-
trile/buffer) on an X-Bridge™ C18 3.5 um 2.1x100mm (Waters®). Analytes quantification is
performed by electrospray ionization in positive mode, a Quattro Micro triple quadrupole mass

Results: Linearity (0.1-10 wg/mL): y=18.85x-150.4 r2: 0.997. Precision: Intra-assay CV: 1.07-
4.62%. Inter-assay CV: 2.72-4.70%. Accuracy: Intra-assay: 1-9%. Inter-assay: 2-7%. LOD:

Conclusion: The developed method based on LC/MS/MS has an adequate sensibility and repro-

ducibility for the determination of plasma concentrations of darunavir in treated patients.
© 2010 AEBM, AEFA y SEQC. Published by Elsevier Espafa, S.L. All rights reserved.
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0.05 pg/mL, LLOQ: 0.15 pg/mL.
Introduccién

El tratamiento de la enfermedad producida por el VIH se
fundamenta en una terapia combinada de varios farma-
cos antiretrovirales incluyendo generalmente dos analogos
nucleosidicos de la transcriptasa inversa (INRT), junto con
un inhibidor de la proteasa (IP) o un inhibidor no nucleo-
sidico de la transcriptasa inversa (INNRT). En los Ultimos
anos se han desarrollado nuevas opciones terapéuticas que
aportan una mayor eficacia y tolerancia y sobretodo con
especial interés en el desarrollo de tratamientos dirigidos
a pacientes que han tenido experiencia previa con trata-
mientos antiretrovirales y que han presentado resistencia a
estos farmacos'.

Darunavir (DRV) es uno de los nuevos inhibidores de pro-
teasa de ultima generacion con potente actividad frente
a diferentes cepas virales del VIH resistentes a otros IP.
Darunavir recibe el nombre comercial de Prezista® y es utili-
zado en combinacion con otros farmacos antiretrovirales en
pacientes con experiencia previa de tratamientos antiretro-
virales y en pacientes ‘‘naive’’.

Actividad antiviral

Darunavir presenta en su estructura molecular un grupo
3(R), 3a(S), 6a(R)-bistetrahidrofuraniluretanoisostero
(fig. 1). Este grupo favorece la formacion de fuertes enlaces
de tipo puentes de hidrogeno con el centro activo de la
proteasa. Este tipo de unidon representa una asociacion
rapida con la enzima y también una disociaciéon lenta

teniendo como consecuencia una mayor eficacia y duracion
de accion contra la proteasa viral. La K4 (indicadora de
la afinidad o fuerza de union del enzima al sustrato) del
darunavir es de Ky 4,5 x 10~'2 mol/L, 100 veces superior al
amprenavir (Kq 3,9 x 107" mol/L), otro farmaco inhibidor
de la proteasa, el cual presenta una estructura quimica
similar al darunavir?3.
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Figura 1  Estructura molecular de darunavir (presenta un
grupo 3(R), 3a(S), 6a(R)-bistetrahidrofuraniluretanoisostero).
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