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RESUMEN

Antecedentes: Hasta la fecha, Colombia no cuenta con un servicio especializado de medicién de concen-
traciones séricas de antiftingicos, procedimiento esencial para el adecuado manejo del tratamiento de las
infecciones invasivas por hongos.
Objetivos: Estandarizar y validar un protocolo simple, sensible y especifico, basado en la cromotogra-
fia liquida de alta eficiencia, que, cumpliendo con los parametros recomendados por la Food and Drug
Administration, permita detectar y cuantificar concentraciones séricas de posaconazol.
Meétodos: Se usé un equipo de cromotografia liquida de alta eficiencia Agilent, serie 1200, con detec-
tor ultravioleta de matriz de diodos y columna analitica Eclipse-XDB-C18. Como estandar primario
se utiliz6 posaconazol SCH56592 (lote IRQ-PAZ-10-X-103), y como control interno, itraconazol (lote
ZR051211PUC921). Lavalidacién se hizo teniendo en cuenta los parametros recomendados por la Food and
Drug Administration (selectividad, curvas de calibracién, recuperacién, exactitud, precision, sensibilidad,
reproducibilidad y estabilidad de la muestra) para este tipo de métodos.
Resultados: Los parametros cromatograficos mas adecuados fueron los siguientes: temperatura de la
columna, 25°C; deteccién ultravioleta, 261 nm; volumen de inyeccién, 50 wl; flujo, 0,8 ml/min; tiempo
de migracién, 10 min; fase mévil, acetonitrilo:agua (70:30). Los tiempos de retencién finales fueron de
3,4y 7,2 min para posaconazol e itraconazol, respectivamente, con un rango de cuantificacién amplio
y confiable, desde 0,125 hasta 16 pg/ml. Bajo estas condiciones el método fue selectivo, el R? de las
curvas de calibracién fue > 0,99 y el porcentaje de recuperacién fue del 98,7%, con un porcentaje del coe-
ficiente de variacién inferior al 10%. El porcentaje de error relativo en la exactitud, asi como el porcentaje
del coeficiente de variacién en la precisién, fueron inferiores al 15%, cumpliendo asi con los criterios de
aceptacion recomendados por la Food and Drug Administration.
Conclusiones: La selectividad y pureza de la sefial cromatografica obtenida, asi como los limites de detec-
cion y cuantificacién estandarizados, hacen de esta metodologia una excelente herramienta para el
seguimiento terapéutico de los pacientes bajo tratamiento con posaconazol.
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Standardisation and validation of an HPLC method for determining serum
posaconazole levels in Colombia

ABSTRACT

Background: Colombia currently does not have a specialised service for measuring antifungal levels in
serum, which is of prime importance for the proper treatment and correct management of invasive fungal
infections.
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Aims: To standardise and validate a simple, sensitive, and specific protocol, based on high performance
liquid chromatography, complying with the parameters recommended by the Food and Drug Adminis-
tration, to detect, identify, and quantify serum concentrations of posaconazole.

Methods: A high performance liquid chromatography Agilent series-1 200 equipment was used with
ultraviolet diode array detector and analytical column-Eclipse XDB-C18. Posaconazole-SCH56592 (batch
IRQ-PAZ-10-X-103) was used as the primary control and itraconazole (batch ZR051211PUC921) was used
as an internal control. The validation was performed taking into account all criteria recommended by the
Food and Drug Administration (selectivity, calibration curves, recovery, accuracy, precision, sensitivity,
reproducibility, and stability of the sample).

Results: The most suitable chromatographic conditions were the following: column temperature 25°C,
ultraviolet detection at 261 nm, 50 pl injection volume, flow volume 0.8 ml/min, 10 min running time,
mobile phase of acetonitrile:water (70:30), and final retention times of 3.4 and 7.2 min for posaconazole
and itraconazole, respectively, with a wide and reliable quantification range (0.125 pg/ml to 16 pg/ml).
Using these parameters, the method was selective, R? in the calibration curves was > 0.99, and the percen-
tage recovery was 98.7%, with a coefficient of variation less than 10%. The relative error for accuracy and the
coefficient of variation for precision were less than 15%, all meeting the acceptance criteria recommended
by the Food and Drug Administration.

Conclusions: The selectivity and chromatographic purity of the obtained signal, as well as the standardised
limits of detection and quantification, make this method an excellent tool for therapeutic monitoring of

patients treated with posaconazole.
© 2016 Asociacion Espaiiola de Micologia. Published by Elsevier Espafia, S.L.U. All rights reserved.

Desde hace mas de una década se viene observando un
alarmante aumento en la incidencia de las infecciones flngi-
cas invasivas (IFI) causadas tanto por hongos filamentosos como
por levaduras. Dicho aumento responde al creciente niimero de
pacientes inmunosuprimidos, principalmente pacientes infecta-
dos por el virus de la inmunodeficiencia humana, trasplantados,
o personas bajo quimioterapia o siguiendo algin tipo de terapia
inmunosupresora®!”. Paralelamente a este aumento de casos de IFI,
y mds preocupante atin, son los continuos reportes de aislamientos
de hongos resistentes a varios de los antiftingicos disponibles en el
mercado??13,

Entre los antifingicos utilizados para el tratamiento de las IFI
se encuentra el posaconazol, un derivado azélico aprobado por
la Food and Drug Administration (FDA) en el afio 2006 para su
uso en personas'?; este antiftingico es indicado como tratamiento
profilactico para infecciones invasivas por especies de Aspergillus
y Candida, tanto en pacientes sometidos a procesos de inmuno-
supresion como en aquellos con malignidades hematolédgicas o
neutropenia debido a quimioterapia'22%-2123, Igualmente, diferen-
tes estudios en fase 11 han demostrado que el posaconazol es
efectivo para el tratamiento de la candidiasis esofagica, inclui-
das aquellas refractarias a los azoles, asi como en el tratamiento
de IFI refractarias a otros antifiingicos'?. En Colombia el posa-
conazol es usado cada vez mas como profilaxis antiftingica en
pacientes sometidos a trasplante de médula 6sea, asi como en aque-
llos con diagnéstico de leucemia mieloide aguda; igualmente, este
antifingico es usado como tratamiento en infecciones refractarias
causadas por algunos hongos filamentosos.

El mecanismo de accién del posaconazol consiste en inhibir la
sintesis del ergosterol mediante su unién a la enzima lanosterol-
14a-desmetilasa, presente en la mayoria de los hongos. Debido
a que su estructura quimica es diferente a la del fluconazol y el
voriconazol'?, este antifiingico puede interactuar fuertemente con
otros dominios de la enzima diana, teniendo incluso efecto sobre
cepas mutantes resistentes a otros azoles'>; lo anterior hace del
posaconazol el antiftingico azdlico mas potente que se encuentra
disponible actualmente en el mercado'2.

Debido a su estructura lipofilica, el posaconazol debe ser sumi-
nistrado después de haber ingerido alimentos preferiblemente
ricosen grasa, lo que incrementala absorcién respecto a suadminis-
tracién en ayunas; la concentracién plasmatica maxima se alcanza
tras 5-8 h’. La dosis terapéutica del posaconazol recomendada para

el tratamiento de las IFI es de 800 mg/dia, que deben suministrarse
en dos dosis de 400 mg cada 12 h o cuatro dosis de 200 mg cada
6 h. Los valores de referencia en sangre considerados eficaces estan
entre 0,7 y 1 pg/ml, y no se han publicado concentraciones séricas
asociadas a toxicidad®'6.13, Su vida media es de 35h y la concen-
tracién en equilibrio se puede alcanzar después del séptimo dia'4.

El escaso metabolismo del posaconazol se da predominante-
mente a través de la via uridin-difosfato-glucuronil-transferasa,
y no por enzimas del sistema citocromo P450, aunque si tiene la
capacidad de inhibir el sistema CP3A4, por lo que puede presentar
problemas de interacciones medicamentosas'S. Al igual que para
todos los medicamentos antimicrobianos, durante la terapia anti-
fangica es necesario que el posaconazol alcance concentraciones
sanguineas adecuadas para evitar posibles fallos en el tratamiento
debido a esta causa, mas atn si se tiene en cuenta la alta variabilidad
farmacocinética entre pacientes reportada para este antifiingico'®.
En este sentido, se recomienda que, independientemente de la pre-
sentacién y la via de administracién del posaconazol, se realice
constantemente una monitorizacion terapéutica del medicamento.
Algunos autores plantean que la medicién de las concentraciones
sanguineas alcanzadas desde el inicio de la terapia podrian dar
una pista de cémo de eficientes son las concentraciones séricas'!.
Algunos investigadores han justificado incluso la importancia de
realizar esta monitorizacién en pacientes bajo terapia profilactica,
lo que permitiria al médico tomar decisiones oportunas que lle-
ven, en caso de ser necesario, al uso de un tratamiento profilactico
alternativo’.

Aun siendo recomendable y necesario, actualmente no se
encuentra disponible en Colombia un servicio para la deter-
minacién de las concentraciones sanguineas de posaconazol en
pacientes bajo tratamiento, lo que posiblemente expone a estos a
terapias ineficientes que generan complicaciones clinicas, prolon-
gaciones innecesarias de hospitalizacién y posibles sobrecostes al
sistema de salud. En el mejor de los casos el médico envia muestras
clinicas al exterior, con los costes que ello implica y el tiempo que
estos procedimientos consumen. Por todo lo anterior, el objetivo
de este estudio fue estandarizar y validar en Colombia un método
bioanalitico por cromotografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para
la determinaciény cuantificacién de posaconazol en suero humano,
cumpliendo con todos los criterios de aceptacién de los parametros
recomendados por la FDAS. Este método fue desarrollado previa-
mente por Cendejas-Bueno et al. en el afio 20123,
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Materiales y métodos
Estdndares y reactivos

Como producto estandar se utiliz6 posaconazol (SCH56592)
100% puro, lote IRQ-PAZ-10-X-103, de Merck Sharp & Dohme
Corporation™. Como control interno se utiliz6 itraconazol 99,5%
puro, lote ZR0O51211PUC921, de Janssen Pharmaceutica™. Estos
antifangicos fueron diluidos en dimetilsulf6xido (DMSO) (refe-
rencia 445103, Carlos Erba™). Para el tratamiento y analisis
de las muestras se utiliz6 acetonitrilo grado HPLC (referencia
1.00030.5000, Merck™), agua tipo 1 (equipo Milli Q Direct 16,
Millipore™) y filtros de celulosa Agilent Captiva de 0,45 pm (refe-
rencia 5190-5109, Agilent Technologies™).

Equipo HPLC y condiciones cromatogrdficas

Se utiliz6 un equipo HPLC Agilent serie 1200 (Agilent
Technologies™) con detector ultravioleta de matriz de diodos, y
una columna analitica Eclipse XDB C18 (4,6 x 150 mm, 5 um) marca
Agilent. Durante la estandarizacién de la metodologia analitica se
realizaron varios ensayos para determinar las mejores condiciones
en cuanto al método, la fase moévil, la longitud de onda, el volu-
men de migracion, el flujo, el tiempo de migracién y los tiempos de
deteccion que permitieran la clara identificacién del posaconazol,
asi como del control interno (itraconazol).

Preparacion de las soluciones estdndar

Parala preparacién del estandar primario se diluyeron 3,2 mg de
posaconazol en 2 ml de DMSO; la solucidn se agité durante 2 min
en un vortex y luego fue sometida a ultrasonidos durante 5 min,
obteniendo una solucién stock a una concentracién de 1,6 mg/ml.
A partir de esta solucién se prepararon dos curvas estandar, una
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Tabla 1
Condiciones cromatograficas para la determinacién de posaconazol en suero
Parametro
Método Isocratico, acetonitrilo:agua (70:30)
Flujo 0,8 ml/min
Volumen de inyeccién 50l
Deteccion UV: 261 nm
Columna C18,150 x 4,6 mm, 5 um
Precolumna C18, 20 x 4,6 mm
Temperatura de columna 25°C
Estandar interno Itraconazol
Unidades de concentracién wg/ml

Posaconazol: 3,4
Itraconazol: 7,2
10 min

Tiempo de retencién en minutos

Tiempo de migracién

usando como diluyente acetonitrilo:agua (70:30) y otra con suero
humano libre del medicamento. De la solucién stock se tomaron
10 pl y se realiz6 una dilucién 1:100, siendo este el valor de mayor
concentracion (16 pg/ml). Para preparar los restantes valores de
la curva de calibracién se realizaron diluciones dobles seriadas
hasta llegar a la concentraciéon mas baja evaluada en la curva
(0,125 pg/ml). Para el estandar interno se diluyeron 2 mg de itraco-
nazol en 1 ml de DMSO; la solucién se agit6 en vértex durante 2 min
y se someti6 a ultrasonidos durante 5 min. A partir de esta solucién
se hizo una dilucién 1:10 con DMSO para obtener una solucién del
control interno a una concentracién de 200 p.g/ml.

Preparacién y extraccién de las muestras

Para el control de calidad se prepararon tres muestras de suero
humano libre del medicamento, a las que se afiadi6 el estandar
primario de posaconazol para obtener igual nimero de sueros con
concentraciones conocidas diferentes (baja, media y alta) a 0,25; 8
y 16 pg/ml. Estos sueros fueron sometidos al proceso de extraccién,

N
> 7,20 itraconazol
I}

7,20 itraconazol

—— L

4 5 6 7

Tiempo (minutos)

Figura 1. Cromatograma representativo de las curvas de calibracién realizadas, en el que se observan los picos correspondientes al posaconazol y al control interno
(itraconazol), asi como los tiempos de retencién para los mismos. A: Analitos diluidos en solucién diluyente (acetonitrilo:agua). B: Analitos diluidos en suero.
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que comenz6 al afiadir a 150 .l de la muestra de suero 3 pl de la
solucién stock del control interno; posteriormente se afiadieron
147 pl de acetonitrilo frio, y la solucién se mezcl6 en vértex durante
30s. Parainducirla precipitacion, lamuestra se centrifugd dos veces
a13.800rpm a 15°C durante 15 min. El sobrenadante obtenido fue
filtrado a través de una membrana de 0,45 wm para posteriormente
inyectar 50 1 al equipo de HPLC.

Validacién del método analitico

La validacién del método analitico se realiz6 cumpliendo con
todos los criterios de aceptacion de los pardmetros recomendados
por la FDA para la validacién de este tipo de metodologias: selec-
tividad, linealidad, recuperacién, exactitud, precision, sensibilidad,
reproducibilidad y estabilidad de la muestra®. Para la evaluacion
de la sensibilidad se llevé a cabo la estimacién del limite de cuan-
tificacion y el limite de deteccién, que fueron calculados utilizando
la ecuacion y el método basado en la extrapolacién de la recta de
calibracién a concentracién cero.

Resultados
Estandarizacioén del método HPLC para el posaconazol

Las mejores condiciones cromatograficas para la determinacion
de posaconazol en suero se obtuvieron bajo los siguientes para-
metros (tabla 1): 25°C de temperatura de la columna, deteccién
ultravioleta a 261 nm, volumen de inyeccién de 50 ul, flujo de
0,8 ml/min, tiempo de migracién de 10 min, fase mévil de aceto-
nitrilo:agua (70:30) y tiempos de retencién de 3,42 y 7,20 min para
posaconazol e itraconazol, respectivamente (fig. 1).

Validacién del método segiin los pardmetros de la FDA

Selectividad

La selectividad del método analitico cromatografico fue demos-
trada al no evidenciarse en los cromatogramas de seis muestras
distintas de suero humano libres de medicamento la presencia de
picos apreciables, cuantificables o interferentes de posibles com-
puestos enddgenos (fig. 1B).

Curvas de calibracién

Se construyeron dos curvas de calibracién con muestras patrén
preparadas tanto en la solucién diluyente (acetonitrilo:agua) como
en suero humano al afiadir cantidades conocidas de posaconazol.
Las muestras asi preparadas fueron sometidas al proceso de extrac-
cién y posteriormente analizadas. Cada una de las curvas se realiz6
por triplicado y con ocho concentraciones (0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4;
8y 16 g/ml). El coeficiente de determinacién R? fue siempre supe-
rior a 0,99 para todas las curvas (fig. 2); el error relativo porcentual
de cada uno de los puntos de las curvas de calibracién preparadas
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Tabla 2

Resultados obtenidos del andlisis de linealidad segtin las curvas de calibracién rea-
lizadas para el posaconazol en solucién diluyente acetonitrilo:agua (A) y suero
humano (B)

A) Curvas de calibracién en solucién diluyente

Concentracion del Promedio relacién Promedio Promedio

patrén (pg/ml) de dreas de las concentracion ER %

3 rectas experimental
0,125 14,0 0,1 -5,0
0,25 29,1 0,3 13
0,5 55,1 0,5 -2,8
1 113,2 1,0 0,4
2 2255 2,0 0,4
4 4437 4,0 -1,1
8 906,0 8,1 1,1
16 1.789,0 16,0 -0,1
Media (ER %) -0,7
Parametro Recta 1 Recta 2 Recta 3
a 2,31 -1,60 1,62
b 114,60 110,10 111,10
r 1,00 1,00 1,00
R2 0,9990 0,9990 1,0000
(Y=a+bX)
B) Curvas de calibracién en suero

Concentracién del Promedio relacion Promedio Promedio

patrén (mg/ml) de areas de las concentracién ER %

3 rectas experimental
0,125 15,7 0,1 12,1
0,25 30,5 0,3 9,2
0,50 61,0 0,5 9,6
1 118,3 1,1 6,4
2 226,2 2,0 1,8
4 436,1 3,9 -1,8
8 862,1 78 -3,0
16 1.791,1 16,1 0,8
Media (ER %) 3,7

Parametro Recta 1 Recta 2 Recta 3
a 0,87 -1,52 1,08
b 110,60 111,20 111,30
r 1,00 1,00 1,00
R? 0,999 0,998 0,999

ER %: error relativo porcentual.

tanto en la solucién diluyente como en el suero fue siempre inferior
al 15%, cumpliendo asi el criterio de aceptacién recomendado por
la FDA (tabla 2).

Porcentaje de recuperacion

Este parametro es relevante en la medida en que sea repro-
ducible y fue determinado en tres muestras con concentraciones
diferentes de posaconazol: 0,25 pg/ml (baja), 8 pwg/ml (media) y
16 pg/ml (alta). Fue calculado haciendo una comparacién entre

Curva de calibracién del posaconazol

En solucién diluyente

2.000 114,65 + 2,306
= 1500 R® = 0,0098
=
E 1.000
©
[0)
£ 50

0 5 10 15 20
Concentracion del patron (ug/ml)

Area (mAU)

En suero
2.000 y= 1210,64x +0,87
1.500 R®=0,9993

1.000
500

0
0 5 10 15 20

Concentracion del patron (ug/ml)

Figura 2. Representacion grafica de las curvas de calibracién del posaconazol.
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Tabla 3 Tabla 4
Resultados del andlisis de exactitud y precisién del ensayo realizado con tres puntos Estabilidad de las soluciones patrén

de la curva y por triplicado - —
A) En el inyector automatico

Precision y exactitud interensayo (n=9, 3 ensayos por triplicado)

Tiempo (dias) Areas para las diferentes concentraciones
Concentracion teérica Concentracion - -
(ug/ml) determinada (p.g/ml) Baja (0,25 pg/ml) Media (8 pg/ml) Alta (16 pg/ml)
0.25 Media 0.28 0 30,9 874,2 1.8394
%V 4.4 1 26,4 760,3 1.432,5
ER% 115 2 25,9 772,5 1.476,6
8 Media 83 5 24,4 781,55 1.623,2
%V 83 s 2,8 52,1 183,4
ER % 36 X 26,9 7971 1.592,9
16 Media 16.2 % CV 10,4 6,5 11,5
% CV 3,2
ER % 1,1 B) A temperatura ambiente
ER %: error relativo porcentual; % CV porcentaje del coeficiente de variacion. Tiempo (dias) Areas para las diferentes concentraciones

Baja (0,25 pg/ml) Media (8 pg/ml) Alta (16 pg/ml)

la respuesta en area obtenida para el posaconazol extraido 0 30,9 874,2 1.839,4
de la matriz biolégica (suero) y la respuesta obtenida del mismo 1 25,2 7222 1.579,0
en la soluciéon patrén. El porcentaje de recuperacién para el posa- ; ;2? ?gg'é 1'(5523'3
conazol fue de 98,7%, con un porcentaje del coeficiente de variacién s 29 664 1269
global de 6,7%. X 26,6 810,4 1.657,5

%CV 109 82 7,7
Exactitud y precision C)A—20°C

Estos parametros fueron valorados tanto a nivel intra como inter

ensayo, por triplicado y en dias distintos. Fueron preparadas tres Tiempo (dias) Areas para las diferentes concentraciones
muestras de suero con concentraciones diferentes de posaconazol: Baja(0,25pg/ml)  Media (8 pug/ml)  Alta (16 pg/ml)
0,25 pg/ml (baja), 8 wg/ml (media) y 16 pwg/ml (alta). Los valores de o 309 5742 18394
error rela.tlvo porcent.ual, enel caso de la exactitud, y los valor(.es'qel 1 241 765.9 1.431.9
porcentaje del coeficiente de variacion, en el caso de la precision, 2 30,9 824,0 1.615,5
estuvieron por debajo del 15%, lo que cumple con los criterios de 5 243 799,0 1.635,6
aceptacién recomendados por la FDA (tabla 3). s 38 45,6 166,7

X 27,5 815,8 1.630,6

%CV 14,0 56 10,2
Sensibilidad : desviacion estandar; x: promedio; % CV: porcentaje del coeficiente de variacion.

Se realizé por triplicado una curva de calibracién en suero con
3 puntos a concentraciones bajas y supuestamente cercanas al
limite de cuantificacién. Con esta curva se calcula la sefial ruido, la
desviacion estandar de la sefial y la pendiente. Los limites de detec-
cién y de cuantificaciéon para el ensayo bioanalitico basados en el

Tabla 5
Estabilidad de posaconazol en suero humano después de varios ciclos de congelacién/descongelacién
Concentracién tedrica Area basal Ciclo de congelacion/descongelacién Area Recuperacién relativa basal (%) % CV Promedio % CV
Baja (0,25 pg/ml) 32,9 Primero 34,2 104,2 5,6 3,0
Segundo 34,4 104,8 0,2
Tercero 34,0 103,7 3,2
Media (8 pg/ml) 856,7 Primero 910,8 106,3 3,9 3,6
Segundo 896,8 104,7 0,8
Tercero 773,6 90,3 6,2
Alta (16 pg/ml) 1.669,3 Primero 1.719,6 103,0 1,8 2,5
Segundo 1.688,9 101,2 1,2
Tercero 1.537,6 92,1 4,6

% CV: porcentaje del coeficiente de variacién.

Tabla 6
Estabilidad de la muestra de acuerdo con el periodo de tiempo de permanencia en el inyector del cromotografia liquida de alta eficiencia
Concentracion teérica Area basal Tiempo en el inyector Area Recuperacién relativa al basal (%) % CV Promedio % CV
Baja (0,25 pg/ml) 329 1 dia 35,5 107,9 4,6 5,0
2 dias 34,4 104,7 38
5 dias 294 89,6 6,4
Media (8 pg/ml) 856,7 1 dia 966,9 1129 6,9 53
2 dias 864,6 100,9 2,0
5 dias 758,9 88,6 6,9
Alta (16 pg/ml) 1.669,3 1 dia 1.812,4 108,6 4,6 2,7
2 dias 1.674,3 100,3 09
5 dias 1.594,5 95,5 2,7

% CV: porcentaje del coeficiente de variacién.
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modelo matematico de extrapolacién de la recta de calibracién a
concentracion cero fueron de 0,03 y de 0,125 p.g/ml, respectiva-
mente.

Estabilidad de la muestra

Este parametro fue evaluado teniendo en cuenta el tiempo de
trabajo y las condiciones de temperatura a las que pueden ser
sometidas las muestras durante su procesamiento. Los porcenta-
jes del coeficiente de variaciéon encontrados al evaluar tanto la
estabilidad de las soluciones patrén del posaconazol después de
ser almacenado durante 24 h, 48 h y 5 dias en solucién diluyente
a temperatura ambiente, a —20°C y en el sistema de inyeccién
del equipo (tabla 4), como al evaluar el porcentaje de recuperacién
del antiftingico de muestras de suero sometidas a tres ciclos de con-
gelacion/descongelacién (tabla 5) y muestras almacenadas durante
uno, 2 y 5 dias en el sistema de inyeccién del equipo (tabla 6) estu-
vieron siempre por debajo del 15%, cumpliendo asi con los criterios
de aceptacién recomendados por la FDA.

Discusion y conclusiones

Los resultados del presente trabajo nos permitieron estandari-
zar y validar, siguiendo los parametros recomendados por la FDA,
una metodologia basada en HPLC que de manera sencilla y rapida
nos permite la identificacién y cuantificacién de concentraciones
séricas de posaconazol con un rango de cuantificacién amplio y
confiable que va desde 0,125 hasta 16 g/ml, similar a lo encon-
trado por Cendejas-Bueno et al. en 20123, La selectividad y pureza
de la sefial cromatografica obtenida, asi como los limites de detec-
cién y cuantificacién estandarizados, hacen de esta metodologia
una excelente herramienta para el seguimiento terapéutico de los
pacientes bajo tratamiento con posaconazol.

El tratamiento de muestras mediante la precipitacién de pro-
teinas con el uso de acetonitrilo es un método sencillo y rapido
de realizar, y presenta una alta reproducibilidad y firmeza. El
uso de una fase mévil, que no requiere la preparacién de soluciones
tampo6n o aditivos, simplifica de forma significativa el desarrollo del
ensayo y reduce los tiempos y costes de la prueba*?2,

El hecho de que la estabilidad o recuperacién de los farmacos
presentes en las muestras no se viera afectada ni por el tiempo de
almacenamiento (72 h) ni por las condiciones de almacenamiento
de la muestra (entre el rango de congelacién y la temperatura
ambiente) demuestra la estabilidad que la molécula de interés
(posaconazol) puede tener en el material biolégico cuando este sea
remitido para su andlisis.

Con el marcado incremento en la incidencia de las IFI en los
altimos afios, el poder disponer de una nueva herramienta de labo-
ratorio, altamente sensible y especifica, para la determinacién de
niveles séricos de posaconazol facilitara al personal médico la toma
de decisiones de forma mas confiable y permitira evitar asi los fallos
terapéuticos o las reacciones adversas, producto de concentracio-
nes séricas inadecuadas. Igualmente, el uso de esta herramienta
beneficiaria directamente al paciente al disminuir el riesgo de
complicaciones durante su tratamiento y mejorar posiblemente su
calidad de vida.

Finalmente, y desde el punto de vista econémico, este tipo de
analisis se puede efectuar a un coste relativamente bajo, com-
parado incluso con el coste de un andlisis de determinacién
indirecta de concentracién sérica de una molécula hecho mediante
el método de bioensayo. La implementacién de este tipo de
metodologia, considerada en la mayoria de los casos cara en coste-
efectividad, influye directamente en la reduccién de los gastos
causados al sistema de salud al permitir las modificaciones opor-
tunas en los esquemas de tratamiento, mejorar el manejo de las

complicaciones y disminuir los tiempos de hospitalizacion de los
pacientes.
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