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Planteamiento y objetivo

PLANTEAMIENTO Y OBJETIVO

La anfotericina B (AmB) es un antibidtico macrélido poliénico polihidroxilado con
un resto de aminoazucar, obtenido a partir de cultivos de Streptomyces nodosus (Gold, W.
et al. 1956). Es la droga antimicotica que mayor espectro de actividad tiene de todos los
antimicéticos sistemicos, y debido a su mayor potencia como antifangico y al menor
desarrollo de resistencias del agente patdgeno frente a dicho farmaco, hoy en dia sigue
siendo el farmaco de eleccion en el tratamiento de micosis sistémicas oportunistas, muy
frecuentes en estados de inmunodepresion asociados a patologias como el SIDA vy el
cancer (Meyer, R. D. 1992).

La forma comercial de la AmB recibe el nombre de Fungizona® y consiste en una
solucion micelar del principio activo con deoxicolato sddico que se administra por via
intravenosa debido a que presenta una biodisponibilidad oral practicamente nula. Esta
formulacién fue descrita en 1958 por Bartner y sus colaboradores, y lleva utilizandose
desde entonces hasta la actualidad (Bartner, E. et al. 1958). Los efectos adversos de este
medicamento son en general frecuentes e importantes, por ello se han desarrollado nuevas
formulaciones del compuesto tales como liposomas (Ambisome®, Vestar Ltd.) y complejos
lipidicos (Amphocil®, Zeneca Ltd. y Abelcet®, The Liposome Company Inc.), con miras a
una disminucion de la toxicidad del mismo (Guo, L. S. et al. 1993).

En la actualidad la formulacién innovadora, Fungizona®, continua siendo la més
utilizada debido a que las nuevas formulaciones desarrolladas plantean serios problemas
referidos a la disponibilidad, idoneidad y precio de las materias primas (Lang, J. K. et al.
1990); esterilidad y apirogeneidad (Amselem, S. et al. 1990); produccion a gran escala
(Barthel, D. et al. 1988); reproducibilidad del proceso de produccion en términos de
distribucion de tamafios, eficacia de encapsulacion, perfiles de liberacion y presencia de
productos no deseados; estabilidad quimica, reacciones de hidrolisis (Grit, M. et al. 1992)
y peroxidacion (Kucuk, O. et al. 1992); estabilidad fisica, agregaciéon y fusion de las
vesiculas (Simon, S. A. et al. 1991), pérdidas del principio activo encapsulado (Offringa, J.
C. etal. 1987), entre otros.

Hoy en dia se siguen realizando investigaciones dirigidas a la bdsqueda de nuevas
formulaciones del farmaco que disminuyan la toxicidad del mismo y ademas resuelvan los
problemas de estabilidad y viabilidad asociados a las formas de administracion
desarrolladas hasta el momento.

Las microemulsiones de AmB realizadas por el Departamento de Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de
Madrid pueden ser una alternativa para la administracion de este farmaco reduciendo
considerablemente su toxicidad, ya que el empleo de sistemas dispersos coloidales de
tamanos de particula menores a 1 um pueden lograr una vectorizacion pasiva del farmaco a
su lugar de accion (Moreno, M. et al. 2001). Esto permite mejorar el indice terapéutico del
farmaco asi como proteger al organismo de efectos secundarios del mismo

Por ello, dado que la linea de investigacion del Departamento ha obtenido unas
microemulsiones de AmB que presentan buenas condiciones tecnoldgicas, el objetivo de
esta Tesis es el estudio farmacoldgico de las mismas; de forma paralela se han intentado
mejorar estas microemulsiones introduciendo cambios en sus parametros de disefio, se han
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caracterizado estas nuevas microemulsiones y asimismo se ha hecho el estudio
farmacoldgico de las mas idoneas.

Para desarrollar este objetivo se realiza el siguiente planteamiento:
 Optimizacion de microemulsiones de AmB, que incluye:

o Disefio de diversas formulaciones del farmaco en microemulsiones
parenterales. Comparacion de distintas técnicas de emulsificacion y de
distintos tensioactivos y caracterizacion de las microemulsiones por PCS,
y estudios de viscosidad. También se evaluard el contenido en principio
activo de las microemulsiones y su estabilidad.

i Estudios farmacocinéticos, que incluye:

o Realizacién de un ensayo piloto usando conejos como animales de
experimentacion mediante la administracion intravenosa en bolus de
dosis Unicas de farmaco para conocer los parametros farmacocinéticos de
la AmB como son: volumen de distribucion, semivida y aclaramiento del
farmaco en esta nueva forma farmacéutica. Se analizaran las
concentraciones plasmaticas del farmaco mediante el uso de
cromatografia en capa liquida (HPLC).

« Puesta a punto y validacion de métodos analiticos que nos permitan el
estudio farmacocinético de la AmB en plasma de una forma sensible,
exacta y precisa.

« Realizacién de estudios comparativos de la farmacocinética de la AmB
administrada en microemulsiones y de la farmacocinética de la forma
comercial de AmB (Fungizona®) mediante la administracién intravenosa
en bolus de dosis Unicas de farmaco.

« Realizacién de estudios farmacocinéticos tras la administracion por
perfusion intravenosa de las microemulsiones en comparacion con la
formulacién comercial Fungizona®.

i Estudios de toxicidad aguda, que incluye:

o Estudios de toxicidad aguda en dosis Unica en ratones de las
formulaciones desarrolladas y seleccionadas en comparacion con la
formulacién comercial Fungizona®. Calculo de la DLs, (dosis letal 50)
por diversos métodos.

o Realizacién de estudios “in vivo” de la toxicidad subaguda de las
microemulsiones de AmB tras la administracion de diferentes dosis de
farmaco durante cinco dias consecutivos en ratones, en comparacion con
la formulacién comercial Fungizona®.

o Andlisis de diversos pardmetros sanguineos indicadores de
nefrotoxicidad y analisis histopatoldgico de los rifiones de los ratones
tras recibir una dosis multiple de farmaco durante 5 dias.
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o Realizacion de estudios “in vivo” de la toxicidad subaguda de las
microemulsiones de AmB tras la administracion por perfusion
intravenosa de diferentes dosis de farmaco durante cuatro dias
consecutivos en conejos, en comparacion con la formulacion comercial
Fungizona®.

o Andlisis de diversos pardmetros sanguineos indicadores de
nefrotoxicidad de los conejos tras recibir una dosis multiple de farmaco
durante 4 dias.

i Estudios de eficacia, que incluye:

o Realizacion de estudios de eficacia del farmaco en ratones
Inmunocompetentes para comprobar si dichas microemulsiones
enmascaran la actividad antimicoética del farmaco. Se emplearan distintas
dosis de farmaco en distintas condiciones de infeccion y se compararan
con la formulacién comercial Fungizona®.

« Medida del tiempo de supervivencia y de la colonizacion de las cepas de
Candida albicans en los 6rganos diana, rifiones y cerebro, durante la
infeccidn sistémica en ratones inmunocompetentes.

« Realizacion de estudios de eficacia del farmaco en ratones neutropénicos
para comprobar si dichas microemulsiones enmascaran la actividad
antimicética del farmaco. Se emplearan distintas dosis de farmaco en
distintas condiciones de infeccion y se comparardn con la formulacion
comercial Fungizona®.

« Medida del tiempo de supervivencia y de la colonizacion de las cepas de
Candida albicans en los 6rganos diana, rifiones y cerebro, durante la
infeccidn sistémica en ratones neutropénicos.

1 Analisis estadistico de los datos derivados de cada una de cada una de las fases
de la investigacion.
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MICROEMULSIONES
1. INTRODUCCION

1.1. Concepto y denominacién

Las microemulsiones son soluciones coloidales, transparentes, termodindmicamente
estables, en las que pueden coexistir cantidades equivalentes de liquidos no miscibles,
como por ejemplo agua y un solvente no polar, debido a la presencia de uno o varios
compuestos tensioactivos con un balance hidréfilo-lipéfilo (HLB) adecuado.

Soluciones coloidales con estas caracteristicas fueron descritas por primera vez en
1943 por Hoar y Schulman (Hoar, T. P. et al. 1943), siendo inicialmente denominadas
soluciones micelares hinchadas, emulsiones transparentes, micelas solubilizadas, etc. El
término microemulsién fue introducido también por Schulman (Schulman, J. H. et al.
1959) y es la denominacion que ha prevalecido.

También se define a las microemulsiones como sistemas acuosos y oleosos fluidos,
transparentes 'y termodindmicamente estables, estabilizados por un surfactante
generalmente acompafiado de un cosurfactante, el cual puede ser un alcohol o una amina
de cadena corta u otra molécula de caracter anfifilico débil (Aboofazeli, R. et al, 1994).

Aspecto de la Ejemplo de Diametro medio de las particulas
dispersion dispersion 0°m ™ 10°m (m) 100 m &)

Visible por el ojo Suspensién arcillosa 500 500 000 -
Limite de visibilidad Mezcla de almidon 100 100 000 -
Opaco lechoso Emulsion 10 10 000 -
Lechoso muy blanco  Emulsion homogénea 1 1000 10 000
Lechoso azulado Limite de la emulsién 0,1 100 1 000
Transparente azulado Microemulsion 0,05 50 500
Opalescente Microemulsion 0,01 10 100
Transparente Solucién micelar 0,002-0,006 2-6 20-60

Tabla 1. Aspecto de las dispersiones.

Aunque el término microemulsion induce similitud con el de emulsion, existen
importantes diferencias entre ambas dispersiones coloidales, no sélo en cuanto a su aspecto
y propiedades sino también en el didmetro medio de las particulas (Tabla 1). La diferencia
fundamental entre las emulsiones y las microemulsiones es la inestabilidad termodindmica
de las emulsiones que puede conllevar a una separacion de fases (Shinoda, K. et al. 1987).
Otra diferencia importante es la relativa a su apariencia y su formacién, mientras que las
emulsiones son sistemas dispersos turbios que necesitan un aporte de energia mecanica
para su formacion, ya que no son termodinamicamente estables, las microemulsiones son
claras o translucidas y se forman espontaneamente al poner en contacto los componentes y
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esto tiene grandes implicaciones en el coste de su produccién a gran escala. EI tamafio de
las gotas de una microemulsion (20-500 A) es muy inferior al de las gotas de una emulsion
(superiores a 1000 A), es decir, aproximadamente unas 100 veces inferior. Asimismo, en
determinadas microemulsiones las fases que las constituyen pueden ser continuas.

Recientemente se estan comenzando a utilizar los sistemas autoemulsificables de
liberacion de farmacos SEDDS (self-emulsifying drug delivery systems), para mejorar la
disolucién y absorcion de principios activos lipofilicos. Los SEDDS son soluciones
isotropicas claras y transparentes formadas por mezclas de aceites y surfactantes no idénicos
en ausencia de agua que representan un vehiculo eficiente para la administracion in vivo de
emulsiones.

Asi mismo también existen los sistemas automicroemulsificables de liberacion de
farmacos SMEDDS  (self-microemulsifying drug delivery systems), no son
microemulsiones propiamente dichas, pero si se pueden considerar sistemas muy
proximos. Los SMEDDS incluyen generalmente una mezcla de tensioactivo, aceite y
farmaco que cuando se introduce en el organismo se dispersa rapidamente en forma de
goticulas de aproximadamente el mismo rango de tamafio que aquellas observadas en las
microemulsiones. Una vez dispersado el sistema se espera que tenga un comportamiento
"in vivo" semejante al de las microemulsiones O/A.

Por otra parte, también en ocasiones se han identificado las microemulsiones con las
soluciones micelares. Sin embargo, las microemulsiones se diferencian de las soluciones
micelares por su mayor capacidad de solubilizacion y su mayor estabilidad termodindmica,
con un minimo aumento en el tamafio de gota.

Sistemas de liberacion
de farmacos

Ventajas

Desventajas

Micelas

Microemulsiones

Emulsiones

Liposomas

Nanoparticulas

Baja viscosidad, pequefio
tamafio de goticula, facil
preparacion y muy estables

Alta solubilidad de farmacos,
pequefio tamafio de goticula,
facil preparacion y muy
estables

Pequefia cantidad de
tensioactivos y alta solubilidad
del farmaco

Formados por lecitina y
colesterol, presentes en el
organismo

Estabilidad muy alta, y
degradacidn lenta en el
organismo por lo que se usan
en vacunas.

Baja solubilizacidn y toxicidad potencial
de los tensioactivos

Porcentaje elevado de tensioactivos,
toxicidad potencial de los tensioactivos y
la solubilidad de farmacos esta
influenciada por condiciones ambientales

Alta viscosidad, inestabilidad y tamafio de
goticula grande.

Alta viscosidad, dificultad de preparacidn,
a menudo se degradan tras ser
administrados.

Solubilidad limitada de farmacos,
dificultad de preparacion, dificultad para
controlar el tamafio de goticula

Tabla 2. Ventajas y desventajas de distintos sistemas de liberacién de farmacos.

En las Tablas 2 y 3 se describen las propiedades fisicas de las microemulsiones y de
otros sistemas dispersos y de liberacion de farmacos con sus ventajas y desventajas.
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Caracteristicas Micelas Microemulsiones Emulsiones Liposomas
Obtencién Si Si No No
esponténea

Estabilidad Si Si No No
termodinamica

Turbidez Transparente Transparente Turbio Turbio
Tamafio de < 0.01 micras < 0.1 micras 0.5-5 micras  0.025-25 micras
particula

Uso de_ _ No Si No No
cotensioactivo

Concentracién de < 5% >10% 1-20% 0.5-20%
tensioactivo

Concentracion de < 1% 1-30% 1-30% 1-30%

la fase dispersa

Tabla 3. Caracteristicas fisicas de distintos sistemas de liberacion de farmacos.
1.2. Estructura

Las microemulsiones se forman bajo una amplia gama de concentraciones de
tensioactivo, de proporciones agua/solvente lipofilo, de rangos de temperatura, etc., y
presentan una variabilidad estructural muy amplia. Inicialmente, por similitud con las
emulsiones fueron descritas como sistemas en los que una de las fases se halla dispersa en
la otra formando microgotas de un tamafio comprendido entre 10 y 100 nm.

Sin embargo, se ha puesto de manifiesto que ademas de las microemulsiones
formadas por microgotas de agua (de tipo A/O) o de solvente lip6filo (de tipo O/A),
existen también microemulsiones con estructura bicontinua en las que tanto la fase acuosa
como la fase oleosa presentan continuidad macroscépica (Figura 1).

A/O O/A BICONTINUA
Aceite W&?
Agua
Aceite
ON Tensioactivo de alto HLB* .N Tensioactivo de bajo HLB* o cotensioactivo

*HLB: balance hidrofilico-lipofilico

Figura 1. Esquema de la estructura de microemulsiones directas (O/A), inversas (A/O) y bicontinuas.
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1.3. Aplicaciones industriales

Las aplicaciones industriales de las microemulsiones, son muy variadas y estan
siendo utilizadas por un gran nimero de industrias tales como: quimica, de detergentes, de
sangre artificial, alimentarias, farmaceuticas, etc. Algunas de las aplicaciones mas
importantes son como medio de reaccion, como catalizadores no especificos, en la
recuperacion terciaria del petréleo, en procesos de extraccion, como formulaciones
farmacéuticas, cosméticas, fitosanitarias, etc., por su gran capacidad de solubilizacion y
también porque mejoran la velocidad de reacciones quimicas en medios heterogéneos y
aumentan los rendimientos (Chen, D. H. et al. 2001, Lee, M. H. et al. 2000, Hanaoka, T. et
al. 2001).

1.4. Propiedades fisico-quimicas

Las microemulsiones presentan un conjunto de propiedades fisico-quimicas de gran
interés teorico y tecnologico, entre las que destacan las siguientes:

- Formacion espontanea a temperatura ambiente al ponerse en contacto sus
componentes, debido a su estabilidad termodinamica.

- Homogeneidad macroscopica, es decir, transparencia e isotropia dptica, asi
como heterogeneidad microscopica debido a la existencia de peliculas
interfaciales de moléculas de tensioactivo que separan localmente la fase acuosa
de la fase organica.

- Valores de tension interfacial extraordinariamente bajos, del orden de 107
mN/m, entre las fases acuosa y organica.

- Gran capacidad de solubilizacion tanto de compuestos solubles en agua como
solubles en solventes no polares en el mismo sistema.

- Se comportan como liquidos newtonianos y de viscosidades bajas, similares a la
del agua.

- Capacidad de ser filtradas.

2. TEORIAS SOBRE LA FORMACION Y ESTABILIDAD
TERMODINAMICA

2.1. Interpretacion en términos de las propiedades interfaciales

El concepto primitivo sobre la naturaleza de las microemulsiones, desarrollado por
Schulman y su escuela, fue una consecuencia directa de su tratamiento experimental. Un
experimento tipico de formacion de una microemulsién consistia en adicionar un alcohol
de longitud de cadena media (por ejemplo, pentanol) a una emulsion formada por agua e
hidrocarburo estabilizada por un tensioactivo i6nico (un jabon). A una determinada
concentracion de alcohol, se producia una transicion espontanea en la que la emulsién
(sistema Opticamente no transparente) se convertia en un sistema completamente
transparente y dotado de estabilidad: una microemulsion.
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Para explicar esta emulsificacion espontanea, asi como su estabilidad
termodindmica, Schulman postuld la existencia de una tension interfacial negativa; al
afiadir alcohol a la emulsion estabilizada por un tensioactivo ionico, la tension interfacial
entre el agua y el aceite iria disminuyendo progresivamente hasta que, para un cierto valor
de concentracion del alcohol, la tension interfacial resultaria negativa. Ello implicaria la
liberacion de una energia libre superficial capaz de romper las gotas de la emulsion en
unidades cada vez mas pequefias que no serian observables a simple vista.

Hidrocarburo

Alcohol | | Tensioactivo

Figura 2. Representacion esquematica del mecanismo de curvatura interfacial
al formarse una microemulsion.

Prince (Prince, L. M. 1967) amplié los postulados de Schulman al considerar el
espesor de la monocapa interfacial e introdujo el concepto de tension diferencial entre la
interfase monocapa/hidrocarburo (m,") y monocapa/agua (r,') de modo que cuando m,' es
mayor que ' la fase externa sera la de hidrocarburo y en caso contrario seria la fase
acuosa (Figura 2). También sefial6 que la influencia del alcohol, el cotensioactivo, es
doble, pues por una parte aumenta la tension interfacial gracias a la penetracion de las
moléculas del alcohol y por otra parte produce una disminucion de la tension interfacial
inicial entre el agua y el hidrocarburo.

Més recientemente Rosano (Rosano, H. L. et al. 1987), modificando el concepto de
tension interfacial negativa, sefialaron que la difusion de los componentes anfifilos a traves
de la interfase podria disminuir la tension interfacial temporalmente hasta cero,
provocando la emulsificacion espontinea. Sin embargo, consideraron que la tension
interfacial en equilibrio permaneceria positiva a diferencia de la opinién sustentada por la
escuela de Schulman al considerar esencial la existencia de una tension interfacial
negativa.

También debe destacarse la contribucion de Ruckenstein (Ruckenstein, E. 1975), que
puso de manifiesto que las microemulsiones podian formarse espontaneamente e
irreversiblemente en presencia de una tension interfacial muy pequefia pero positiva.

2.2. Interpretacion en términos de solubilizacion

A partir de los estudios sobre el comportamiento fasico de los compuestos
tensioactivos de los que fue pionero Ekwall (Ekwall, P. 1975), se conocian los estados de
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agregacion de los sistemas formados por tensioactivo ionico, alcohol y agua. Las
caracteristicas de los diagramas ternarios de estos sistemas se muestran en la Figura 3.
Friberg (Friberg, S. E. 1977), demostré que se podia solubilizar en soluciones de micelas
inversas tales cantidades de hidrocarburo que la composicion de solucion resultante podia
considerarse una microemulsion (L;). Por otra parte, la misma solucion coloidal se podia
obtener a partir del hidrocarburo, agregandole el alcohol y a continuacién el agua y el
tensioactivo idnico, sin que tampoco en este caso se produjese ninguna separacion de fases.
Estos resultados indujeron a considerar que el alcohol, el tensioactivo i6nico y el agua son
los componentes que forman la estructura béasica de las microemulsiones, siendo éstas
visualizadas como maodificaciones de dichas estructuras iniciales (soluciones micelares
inversas) debido a la presencia del hidrocarburo.

Friberg interpreté que la influencia del hidrocarburo en la solucion de micelas
inversas era puramente de dilucion, quedando la estructura micelar inalterada, por lo que se
propuso una identificacion de las microemulsiones del tipo A/O con las soluciones de
micelas inversas.

Cristales liquidos de
estructura hexagonal

TA Cristal liquido
02\?/_:0 AP, laminar
oﬁ;/‘gi‘*:éi‘“’ ?9,9.9,9,°
PISRCESICES é?‘l’?é?&?é?"’?
T4pT T4

Q¥ %oy
o—- -0 -0 o
oo Poa

Figura 3. Diagrama esquematico de fases en equilibrio de un sistema ternario agua (A), tensioactivo
i6nico (TA) y alcohol (ROH), a presion y temperaturas constantes.

De forma anéloga se explica la formacion de microemulsiones del tipo O/A, aunque
la relacion entre éstas y las soluciones de micelas normales no es tan directa, pues no se
forman para algunas relaciones tensioactivo/alcohol.

2.3. Estabilidad termodindmica
Basandose en modelos simplificados se han desarrollado diversas teorias para

explicar la estabilidad termodinamica de las microemulsiones. Sin embargo, ninguna de
ellas ha resultado completamente satisfactoria. En los primeros tratamientos se consideraba
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que la tension interfacial era el factor dominante en la estabilidad de las microemulsiones.
Sin embargo, se comprobd que otros factores juegan un papel igualmente importante.
Ruckenstein (Ruckenstein, E. 1975) desarrollé un modelo para explicar la estabilidad
termodinamica de las microemulsiones donde se considera la existencia de microgotas
monodispersas distribuidas al azar en el seno de una fase liquida. En su tratamiento
expresé el cambio de energia libre de formacion de una microemulsiéon, AGu(R), mediante
la contribucion de tres términos principales:

AGM(R) = AG]_ + AGZ + AGg

donde:
AG; = Incremento de la energia interfacial.
AG; = Incremento de la energia libre de interaccion entre las gotas.

AG3 = Incremento de la entropia en el proceso de dispersion de las gotas de la
microemulsion.

La energia libre de interaccion entre las gotas, AG,, depende de un término negativo
debido a la atraccion de Van der Waals y de un término positivo debido a la repulsion
electrostatica. Se comprobo que el término debido a las fuerzas de atraccion de Van der
Waals era insignificante en comparacion a los otros términos. En el tratamiento
desarrollado por Ruckenstein se puso de manifiesto que la formacion espontanea de una
microemulsion puede producirse sélo si la tension interfacial es tan baja que la energia
libre de la interfase recién creada pudiera compensarse por la entropia de dispersion de las
gotas en el medio.

La estabilizacion de las microemulsiones requiere que el tensioactivo posea un
balance hidrofilo-lipéfilo adecuado. Ello puede conseguirse con:

-Un tensioactivo no ioénico, como por ejemplo un alcohol graso etoxilado, en un
intervalo de temperaturas adecuado.

-Una combinacién de un tensioactivo hidrofilo (HLB alto) generalmente de caracter
ionico, con un compuesto anfifilo hidréfobo (HLB bajo) denominado
cotensioactivo, que es generalmente un alcohol de longitud de cadena intermedia.

-Un tensioactivo iénico de doble cadena hidrofoba, como por ejemplo dioctil
sulfosuccinato sodico (AOT).

3. ASPECTOS RELATIVOS A LA FORMULACION

3.1. Formulacion con tensioactivos no idnicos

Los tensioactivos no iénicos, por lo general, no necesitan la presencia de un
cotensioactivo para formar microemulsiones. Con tales sistemas, la tyemperatura es el

11
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factor mas importante ya que los tensioactivos no iénicos ven incrementada su lipofilia a
medida que aumenta la temperatura. Dado que los sistemas agua-aceite solubilizados
presenta propiedades similares a bajas concentraciones de tensioactivo, es muy frecuente el
uso de diagramas pseudo-binarios de fases en los cuales se representan las fracciones de
fase acuosa y oleosa, a un porcentaje en peso fijo del tensioactivo, en funcion de la
temperatura. La Figura 4 representa un diagrama pseudo-binario de fases simplificado.

Il AlO

(6]

TEMPERATURA

Il o/a

AGUA ACEITE

Figura 4. Diagrama de fases pseudo-binario.

Las regiones de fase Unica isotropicas con concentraciones altas y bajas de fase
acuosa, la y Ig, corresponden a microemulsiones O/A 'y A/O, respectivamente. La region
de tres fases intermedia, 11, representa un estado de transicion entre las fases A/O y O/A;
en esta region se localiza la Temperatura de Inversion de Fases (Phase Inversion
Temperature o PIT) del sistema, porque a dicha temperatura se produce inversion del signo
de la emulsiéon (Shinoda, K. 1968). En la parte inferior del diagrama encontramos una
region de dos fases lo/a, compuesta de fase acuosa y oleosa con tensioactivo disuelto.
Después de ser mezcladas, suele formarse una macroemulsién O/A. Del mismo modo, la
region llao, a altas temperaturas, representa una region de dos fases compuesta de fase
acuosa y oleosa con tensioactivo disuelto que, tras agitacion dan lugar a una
macroemulsion A/O.

La presencia de sales minerales solubles en agua disminuye la temperatura de
inversion de fases de compuestos tensioactivos no ionicos, este efecto es mas sensible
cuanto mayor es la concentracion en sales de las microemulsiones (Mitchell, D. 1981).

El PIT aumenta también ante la presencia de liquidos no polares tales como
tensioactivos aniénicos que a menudo se afiaden a compuestos no i6nicos para mejorar sus
propiedades.

3.2. Formulacion con tensioactivos idnicos
Para la formulacion de microemulsiones inversas del tipo A/O en sistemas con

tensioactivos ionicos es de gran utilidad adicionar hidrocarburo a las soluciones de micelas
inversas que se forman en los sistemas agua/tensioactivo idnico/alcohol (Figura 3). Las

12
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microemulsiones del tipo directo, O/A, se forman en una estrecha region y solo para ciertas
relaciones de agua/tensioactivo, por lo que su formulacion resulta mas compleja.

Benceno cb"é

-

—_— S,

0%  20% 50% 75% 90%

Pentanol

Pentanol

Pentanol

Pentanol
Pentanol

2 TA

Figura 5. Desarrollo del area de una microemulsion: agua (H,0O), alcohol (pentanol), tensioactivo (TA).
Por adicion de una hidrocarburo aromatico (benceno).

Uno de los factores que intervienen en el desarrollo de la superficie de la
microemulsion es la cantidad de hidrocarburo a emulsificar (Figura 5), (Friberg, S. E.
1977).

Las sales minerales solubles intervienen esencialmente sobre las interacciones
electrostaticas de las microemulsiones formadas por tensioactivos ionicos, disminuyendo la
repulsion entre las gotas de agua, y mejorando las posibilidades de solubilizacion de la fase
organica, que se traduce por un aumento del area de existencia de microemulsion en
pequefias cantidades de sales (menos de un 1%), mientras que un exceso reduce la
ionizacion de las moléculas de tensioactivo y, como consecuencia, el area de la
microemulsion (Belloca, A. 1980).

3.3 Componentes de las microemulsiones de uso farmacéutico

La correcta formulacion de microemulsiones para uso farmacéutico o cosmético
exige una seleccién adecuada de sus componentes, en cuanto a sus caracteristicas
organolépticas (aceptables segln la via de administracion a la que estén destinadas las
formulaciones), propiedades fisico-quimicas (pH, viscosidad, punto de fusion, estabilidad
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quimica, naturaleza ionica, etc.) y propiedades bioldgicas (ausencia de toxicidad y de
poder sensibilizante o irritante).

Los componentes de las microemulsiones farmacéuticas pueden agruparse en
cuatro categorias:

- Componentes hidréfilos: Agua, propilenglicol, soluciones salinas, polietilenglicol,
etc.

- Componentes hidrofobos: Aceites vegetales, ésteres de acidos grasos, aceites
minerales, triglicéridos, etc.

- Tensioactivos: De naturaleza no idnica o ionica (cationicos, anionicos o
anfoteros).

- Cotensioactivos: Alcoholes, glicoles, derivados de propilenglicol, derivados de
poliglicerol, etc.

3.4. Tipos de cosurfactantes empleados para la preparacion de
microemulsiones de uso farmacéutico

Uno de los mayores problemas encontrados en la preparacion de microemulsiones ha
sido la eleccion del tipo de surfactante y/o cosurfactante que estabilice el sistema.

Los cosurfactantes poseen tres funciones esenciales:
1. Permiten obtener tensiones interfaciales muy bajas.

2. Introducen mayores posibilidades sobre las estructuras al actuar sobre la
curvatura de la interfase, en funcién de sus propiedades reoldgicas y de la
relacion entre la fuerza del grupo hidrofilo y la importancia de la cadena
carbonada, incluyendo su ramificacion.

3. Mejoran la fluidez de la pelicula interfacial.

Gran parte de los estudios realizados emplean en la preparacion de microemulsiones
aminas o alcoholes toxicos de cadena corta tales como butanol y butilamina, y esto es
debido a que la mayoria de los surfactantes no forman microemulsiones sin la presencia de
cosurfactantes (Aboofazeli, R., et al. 1993, Aboofazeli, R., et al. 1994, Atwood, D., et al.
1992). Hay notables excepciones como los surfactantes aniénicos de doble cadena di-2-
etil-hexilsulfosuccinato sodico (AOT) y dioctadecil dimetil amoniobromico (DDAB) y
surfactantes no i6nicos de cadena sencilla como los n-alquilpolyoxietileneteres (Brij®)
(Warisnoicharoen, W. et al. 2000).

Ademas, afiadido al problema de toxicidad, la presencia de cosurfactantes en la
microemulsion afecta a la estabilidad de las mismas, ya que este tipo de microemulsiones
se rompen cuando se diluyen. Esto sucede porque el cosurfactante generalmente se reparte
en las tres fases de la microemulsion (region interfacial y la fase acuosa y oleosa). Asi que
tras una dilucion, parte del cosurfactante pasa de la region interfacial a la fase continua
para restablecer el equilibrio y por lo tanto se destruye la integridad de la microemulsion.
La supresion del uso de cosurfactantes en la formulacion de microemulsiones supondria
una gran ventaja para el uso farmacéutico.

14
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Otro serio problema desde el punto de vista de la formulacién es que la mayoria de
los trabajos de investigacion han realizado hasta ahora estudios de formacion de
microemulsiones usando aceites aromaticos y alifaticos tales como hexano y benceno, los
cuales no son apropiados para formulaciones farmacéuticas (Atwood, D. et al. 1983,
Malcolmson, C. et al. 1998).

Recientemente y debido al gran interés que presentan estos sistemas como
potenciales vehiculos de liberacion de farmacos, un gran numero de estudios han sido
publicados en los que se usan surfactantes i6nicos menos tdxicos y el surfactante
biocompatible lecitina (Trotta, M. et al. 1995, Trotta, M. 1999, Gasco, M. R. et al. 1991,
Aboofazeli, R. et al. 1993, Aboofazeli, R. et al. 1994, Atwood, D. et al. 1992, Shinoda, K.
et al. 1991).

El uso de surfactantes no ionicos tales como los n-alquilpolyoxietilen eteres son
particularmente atractivos porque es posible formar microemulsiones sin la necesidad de
un cosurfactante. Ademas su uso estd aumentando considerablemente debido a su baja
irritabilidad y a su elevada estabilidad quimica. También es posible crear microemulsiones
acuo-oleosas en un limitado rango de concentraciones con lecitina sola, sin embargo se
requiere la presencia de un cosurfactante con el fin de producir microemulsiones en un area
mayor.

Para tratar de evitar el uso de alcoholes o aminas tdxicas como cosurfactantes,
algunos investigadores han recurrido al uso de alcoholes polihidricos aceptados
farmacéuticamente, tales como sorbitol (Ktistis, G. 1990). Aunque estos compuestos se
consideran cosurfactantes, no realizan su funcion en la capa interfacial, sino que actdian
disminuyendo el balance hidrdfilo-lipofilo del surfactante, mediante la reduccion de la
solubilidad de los grupos polares de la fase acuosa (Eicke, H. F. 1979).
Desafortunadamente, a pesar de que estos cosurfactantes no son tdxicos, las
microemulsiones que los contienen no son diluibles.

Otro tipo de tensioactivos empleados en la formulacién de microemulsiones para uso
farmacéutico son los tensioactivos formados por un azucar y los tensioactivos fluorinados.
Los tensioactivos formados por un azlcar tienen un gran numero de aplicaciones
farmacéuticas debido a su baja toxicidad, a su biocompatibilidad y a su excelente
biodegradabilidad, ademéas ofrecen una alternativa muy atractiva al uso de tensioactivos
etilenoxidados no idnicos, debido a su menor influencia por la temperatura. Un ejemplo de
este tipo de tensioactivos son los ésteres de sucrosa cuyas propiedades lipofilicas e
hidrofilicas pueden ser reguladas por la variacion de la longitud de cadena de los acidos
grasos que lo componen (Garti, N. et al. 1999).

Los tensioactivos fluorinados se caracterizan por presentar uniones intramoleculares
muy fuertes y por el contrario, interacciones intermoleculares muy debiles. Poseen
excepcionales caracteristicas térmicas, quimicas e inercia biologica, baja tensién
superficial, alta fluidez, poca solubilidad en agua y alta capacidad de disolucion de gases.
Por todas estas caracteristicas, estos compuestos son candidatos excepcionales para
producir sustitutos de la sangre y otros fluidos biocompatibles (LoNostro, P. et al. 1999).

Para un uso farmacéutico, no importando que tipo de microemulsién se requiera, sélo
los surfactantes no i6nicos o zwiterdnicos deberian ser considerados como los menos
toxicos, los menos afectados por el pH, o por la presencia de sales, etc... (Attwood, D. et al.
1983).
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En la Tabla 4 y como resumen de este capitulo, aparecen reflejadas las
consideraciones necesarias cuando se formulan microemulsiones. Si todas ellas se tienen
en cuenta durante la formulacion, las microemulsiones pueden considerarse vehiculos
potenciales de la liberacion de farmacos.

Componentes Posibles consecuencias

Aceites polares Pueden impedir la formacion de
microemulsiones

Aceites de bajo peso molecular Pueden alterar la solubilizacion del farmaco
en la region interfacial

Cosurfactantes Las microemulsiones que los contienen
pueden no ser diluibles

Surfactantes de cadena alquilica larga  Pueden no formar microemulsiones en un
intervalo de temperaturas apropiado

Farmacos con propiedades Pueden alterar el area de existencia y causar
tensioactivas cambios de fase tras su liberacion

Presencia de electrolitos, tampones u Pueden afectar a la estabilidad y alterar el
otros aditivos area de formacion de las microemulsiones

Tabla 4. Algunos problemas que pueden derivarse del uso de determinados componentes en la formulacién
de microemulsiones.

4. ESTRUCTURAY TECNICAS DE CARACTERIZACION

4.1. Estructura

Como resultado de las investigaciones que se han realizado en los ultimos afios, se
puede afirmar que las microemulsiones no se ajustan a un solo modelo estructural. Las
estructuras mas conocidas de las microemulsiones son las basadas en microgotas esféricas
de tamafio uniforme de una de las fases en el seno de la otra.

En la Figura 6 pueden observarse dos estructuras opuestas. En la de tipo directo
(O/A), las moléculas de tensioactivo se sitian con la cadena hidréfoba hacia el interior, lo
cual crea un medio interno apolar que permite la solubilizacién de compuestos lipofilos. En
las de tipo inverso (A/O) las cabezas polares se dirigen hacia el interior de la estructura
formandose un medio polar que favorece la solubilizacion de agua o compuestos hidréfilos
en su interior. Ademas de estas dos estructuras se han propuesto un gran ndmero de
estructuras bicontinuas o en forma de esponja, las cuales no han sido totalmente
identificadas. Entre las diversas estructuras bicontinuas propuestas destacan el modelo de
Scriven, relacionado con estructuras de tipo cubico; el de Shinoda, relacionado con la
estructura laminar; el de Talmon y Prager, basado en el modelo de "Voronoi", etc.
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Figura 6. Transiciones estructurales desde microemulsiones inversas (A/O) a microemulsiones directas
(O/A) a través de microemulsiones bicontinuas.

Al aumentar la concentracion de agua o bien la temperatura, se produce una
transicion de las microemulsiones inversas (A/O) a microemulsiones directas (O/A),
pasando por una serie de estructuras bicontinuas que pueden presentar birrefringencia.

4.2. Técnicas de caracterizacion

La caracterizacion de la estructura de las microemulsiones se realiza mediante
diversas técnicas experimentales. En las microemulsiones que presentan estructuras de tipo
directo (O/ A) o inverso (A/O) se caracteriza el tamafio y forma de las microgotas asi como
las interacciones entre ellas. En las bicontinuas existen diversos parametros para su
caracterizacion como, por ejemplo, la distancia promedio mé&xima entre dos dominios
acuosos o lipdfilos. Asimismo, es importante estudiar la influencia de diversos parametros,
tales como la estructura de las moléculas de tensioactivo o del componente lipofilo, la
temperatura, composicion y la naturaleza de aditivos (como, por ejemplo, alcoholes,
electrolitos, etc...). No obstante, dada la complejidad de estos sistemas, los resultados
obtenidos a partir de una sola técnica, generalmente no son suficientes para caracterizar de
un modo inequivoco un sistema en microemulsion. Por ello generalmente es necesaria la
comprobacion o el apoyo de varias técnicas. Para caracterizar microemulsiones son
destacables las siguientes:

4.2.1.Diagramas de fases: Son indispensables en el estudio de las microemulsiones. Los
limites de las zonas de una fase se pueden obtener mediante la observacién directa de
mezclas de composicion conocida. La informacion obtenida puede complementarse con la
observacion microscépica con luz polarizada que permite diferenciar las fases anisétropas
de las isétropas.

4.2.2. Determinaciones de tensiones interfaciales: Son necesarias, ya que este parametro
es uno de los factores principales en la estabilidad de las microemulsiones. Para formar
estas dispersiones coloidales es indispensable que se produzca una disminucién
considerable de la tensién interfacial entre la fase acuosa y la fase oleosa del orden de 10
mN/m Para determinar estos valores extraordinariamente bajos de tensién interfacial se
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requieren técnicas experimentales muy especificas. En este sentido la técnica mas
adecuada es la de la gota giratoria (Spinning drop).

4.2.3. Técnicas de difusion: Dichas técnicas incluyen la difusion estatica y dindmica de la
luz, difusion de rayos X a angulo pequefio y difusion de neutrones. Estas técnicas de
difusion no solo proporcionan la informacién estructural de la microemulsion, sino que
también permiten determinar las interacciones entre las gotas, que pueden influir en la
estructura y propiedades de las microemulsiones. Sin embargo, estas técnicas tienen
algunas limitaciones, puesto que para la interpretacion de los resultados se requiere el
ajuste a un modelo tedrico. Asimismo, en algunas de ellas es necesario diluir la muestra
con el fin de reducir las interacciones entre las particulas.

4.2.4. Viscosidad: Las medidas reoldgicas permiten deducir la forma de los agregados,
pues si son esféricos muestran mayor resistencia a fluir.

La reologia estudia las propiedades de flujo que adquiere un sistema tras someterlo a
la accion de una fuerza de cizalla. El distinto comportamiento ante esa fuerza de
deformacion, permite clasificar los fluidos en Newtonianos y no-Newtonianos (Garcia, S.
et al 1995).

Una relacion lineal entre la fuerza de cizalla y la velocidad de deformacion, permite
definir un fluido Newtoniano como aquél en el que la viscosidad es constante. La no-
linealidad aporta cardcter no-newtoniano. A su vez, los fluidos no-newtonianos pueden
dividirse en: pseudoplasticos, plasticos y dilatantes.

Un aumento en la fuerza de cizalla supone una disminucion de la viscosidad en un
fluido pseudoplastico, a diferencia del aumento de viscosidad que caracteriza a un fluido
dilatante. En caso de un fluido pléstico, es necesario aplicar una tension de empuje minima
a fin de provocar el flujo. Ese valor de ruptura, se conoce como umbral de flujo. Un cuerpo
plastico puede comportarse como un fluido Binghan o Casson, segun sea constante o no la
relacion entre la velocidad de deformacion y la fuerza aplicada a partir del punto de
ruptura.

La tixotropia permite estudiar en los fluidos su mayor o menor capacidad de
regeneracion tras sufrir el efecto de una fuerza de cizalla, consecuencia de la cual la red
molecular se destruye y necesita mas o menos tiempo para reconstruirse. El reograma de
este tipo de fluidos muestra una curva de histéresis, donde puede observarse que ante una
misma intensidad de fuerza la rama descendente muestra mayor gradiente de velocidad,
debido a que el sistema no ha podido recuperarse completamente y ofrece menor
viscosidad.
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Curva ascendente

CICLO DE
HISTFRFSIS

Curva descendente

Valor critico

(gradiente de velocidad (ys))

Velocidad de cizalla

Fuerza de cizallamiento ( ¢ dina/cm?)

Figura 7. Curvas de flujo caracteristicas. A, liquido Newtoniano. B, sustancia Bingham. C,
sustancia Bingham con tixotropia. D, material pseudoplastico. E, pseudoplastico con
tixotropia. F, sustancia dilatante.

El fendmeno contrario se conoce como reopexia, se trata de un aumento reversible de
la viscosidad del sistema al someterlo a una fuerza de cizalla. En la Figura 7 aparecen
reflejados los distintos tipos de flujo existentes.

En la siguiente tabla se encuentran recogidas las ecuaciones para determinar la
viscosidad (u) cuya unidad en el Sl es el Pascal-segundo y sus unidades son N-s/m® o
Kg/m-s, y en el CGS la unidad es el Poise.

Modelo Newtoniano Plastico  Pseudoplastico  Dilatante
(Bingham) (Ostwald)*

Ecuacion u=oly o=Go+puy p=ky™n>1  y=ke" n<l

* k y n son los indices de consistencia y flujo respectivamente; v es la velocidad de cizalla 'y
o es la tension de cizalla.

Tabla 5. Ecuaciones para la determinacion de la viscosidad.

4.2.5. Conductividad electrica: De modo similar a las emulsiones, a las microemulsiones
de tipo directo (O/A) les corresponde una elevada conductividad, mientras que la
conductividad de las microemulsiones de tipo inverso (A/O) es baja. No obstante, al diluir
las microemulsiones (A/O) pueden mostrar un aumento pronunciado de conductividad,
indicativo del intercambio de iones entre las gotas, que es el llamado "fendmeno de
percolacién”.

4.2.6.Resonancia nuclear magnética (NMR): Mediante medidas del coeficiente de
autodifusion se obtiene informacion del estado o localizacion de las moléculas en una
microemulsion y de la existencia de estructuras de tipo directo, inverso o bicontinuas o de
interfases deformables y flexibles con un tiempo corto de vida media.
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4.2.7. Técnicas para determinar el tamafio de goticula: La amplia variedad de tamafios
de las gotas de microemulsion, asi como la imposibilidad de diluirse en algunos casos
hasta diluciones infinitas, hace muy dificil la medicion precisa del tamafio de goticula.
Generalmente en los sistemas de medida del tamafio de goticula se utilizan concentraciones
muy bajas con el fin de disminuir las interacciones entre las particulas, no siendo muy
correcto este proceso en el caso de las microemulsiones, puesto que no es posible diluir
estos sistemas sin afectar a su estructura. Es por ello que existe una gran variedad de
técnicas que han empleado diversos autores, teniendo en cuenta cada una de ellas sus
limitaciones (Swarbrick, J. et al. 1994). Las técnicas mas comunes son:

- Microscopia electrénica. En principio es posible medir el tamafio de las gotas
utilizando microscopia de transmision electrénica (TEM). Muchos autores han
publicado los resultados obtenidos utilizando la microscopia electronica con
criofractura. (FFEM).

- Métodos de barrido. Los métodos que se han utilizado hasta ahora en el estudio
de microemulsiones son small angle x-ray scattering (SAXS), small angle neutron
scattering (SANS), dynamic, static ,photon, o electrophoretic light scattering (DLS,
SLS, PLS, ELS).

De todos ellos el méas utilizado en el campo farmacéutico es la espectroscopia de
correlacion fotonica, también Ilamado dynamic light scattering (DLS). La espectroscopia
de correlacion fotonica analiza las fluctuaciones en la intensidad de barrido que ocurre en
intervalos de tiempo muy cortos debidos al movimiento Browniano de las particulas.

4.2.8. Test de centrifugacion. Se realiza a elevada velocidad y durante un tiempo mas o
menos largo, y se observa si se ha producido una separacion de fases.

4.2.9. Ciclos de congelacidon-descongelacion. La elevada estabilidad de wuna
microemulsion se comprueba cuando tras someterla a sucesivos ciclos de congelacién-
descongelacion se recupera la estructura original.

Ademaés de estas técnicas, también son de interés para conocer la estructura de las
microemulsiones las siguientes: pH, métodos de fluorescencia dindmica y estéatica, (time-
resolved fluorescence quenching, TRFQ) birrefringencia eléctrica, videomicroscopia
(VEM), estudios de calorimetria diferencial de barrido (DSC), etc.

5. APLICACIONES FARMACEUTICAS DE LAS
MICROEMULSIONES

5.1. Introduccion

Las investigaciones realizadas en los ultimos afios han permitido desarrollar
formulaciones adecuadas para la administracion de farmacos, principalmente por via topica
(accion local y accidn sistémica), por via oral y por via parenteral (Tabla 6). También en el
ambito cosmético las microemulsiones han suscitado un gran interés para el desarrollo de
nuevos preparados.
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Principio activo

Via de

Signo de

administracion microemulsion

Referencia

a-Tocoferilacetato Transdérmica O/Ay AIO Rangarajan, M. et al. 2001
.Prostaglandina E Transdérmica O/A Ho, H. et al. 1998
8-Metoxalen y Fucomarinas Transdérmica O/Ay A/O Baroli, B. et al. 2000
Bupranolol y Timolol Transdérmica O/Ay AIO Kemken, J. et al. 1991
Diclofenaco Transdérmica O/A Kriwet, K. 1995
Difenhidramina clorhidrato Transdérmica A/O Schmalfup, U. et al. 1997
Doxorrubicina Transdérmica O/Ay AIO Gasco, M. R. et al. 1988
Felodipino Transdérmica O/A Trotta, M. et al 1997
Hematoporfirina Transdérmica AJ/O Trotta, M. et al 1994
Hidrocortisona Transdérmica O/Ay AIO Lehmann, L. et al. 2001
Lidocainay prilocaina Transdérmica O/Ay AIO Kreilgaard, M. 2001
Metotrexato Transdérmica O/Ay AIO Alvarez-Figueroa M. J.
2001
Nortriptilina clorhidrato Transdérmica O/A Moreno, M. et al. 2000
Piroxicam Transdérmica O/Ay AIO Dalmora, M. E. et al. 2001
Prednisona Transdérmica O/A Gasco, M. R. et al. 1988
Propanolol Transdérmica O/A Ktistis, G. et al. 1998
Testosteronay Transdérmica O/A Malcolmson, C. et al. 1993
Progesterona
Tetracaina Transdérmica O/A Garcia, M. J. 1998
Tetracaina clorhidrato Transdérmica A/O Changez, M. et al. 2000
Bifenil dimetil dicarboxilato Oral O/A Kim, C. K. et al. 2001
Calcitonina y el péptido Oral A/O Constantinides, P. P. et al.
RGD 1995
Ciclosporina A Oral O/A Holt, D. W. et al. 1994
Diazepam Oral O/A Trotta, M. et al. 1990
Flurbiprofeno Oral SMEDDS Park, K. M. et al 1999
Halofantrine Oral SMEDDS Khoo, S. M. et al. 1998
Hormona del crecimiento Oral AJ/O Cho, Y. W. 1992
Idebenona Oral SMEDDS Kim H. J. et al. 2000
Indometacina Oral SMEDDS Farah, N. et al. 1994
Insulina Oral O/A Gasco, M. R. et al. 1992
Insulina Oral O/A Ho, H. et al. 1996
Levobunolol Oral O/A Gallarate, M. et al. 1993
Péptidos Oral A/O Owen, A. J. etal. 1992
Vasopresina Oral A/O Ritschel, W. A. 1993

Tabla 6. Principales principios activos formulados en microemulsiones.
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Principio activo Via de Signo de Referencia
administracibn microemulsion

Anfotericina B iv. O/A Moreno, M. et al. 2001

Felodipino iv. O/A von Corswant, C. V. et al.
1998

Flurbiprofen iv. O/A Park, K. M. et al. 1999

Indometacina iv. O/A Trotta M. 1999

Testosterona propionato iv. O/A Malcolmson, C. et al.
1997

Pilocarpina Ocular O/A Hasse, A. et al. 1997

Timolol Ocular O/A Gasco, M. R. et al. 1989

Retinol Ocular O/A Radomska, A. et al. 2000

Clonixinato de lisina i.m. AJ/O Pineros, I. 2000

Bromo-metoxi-zidovudina Vaginal A/O D'Cruz O. J. et al. 2001

Farmacos polares Nasal O/A Sommerville, M. L. et al.
2000

Vacunas Nasal O/A O'Hagan, D. T. 1998

Tabla 6. (Continuacion) Principales principios activos formulados en microemulsiones.

Las aplicaciones farmacéuticas y cosméticas de las microemulsiones derivan
directamente de sus propiedades.

Por su elevada capacidad de solubilizacidon, las microemulsiones permiten solubilizar
principios activos y excipientes hidrosolubles en un medio lip6filo, compuestos
liposolubles en medio hidrdéfilo, asi como ambos tipos de compuestos (hidrosolubles y
liposolubles) conjuntamente en una misma formulacion transparente sin separacion de
fases. Debido a las caracteristicas estructurales de las microemulsiones es posible
solubilizar compuestos quimicamente incompatibles sin que se produzca interaccion entre
ellos.

La capacidad de solubilizacion de las microemulsiones, la estabilidad
termodinamica, el pequefio tamafio de sus agregados, la transparencia, la fluidez y la
extensibilidad son propiedades esenciales para la formulacion de preparados cosméticos y
dermofarmacéuticos.

5.2. Administraciéon transdérmica de microemulsiones

Se han realizado un gran ndmero de estudios en el que se han disefiado
formulaciones en forma de microemulsion para la administracién transdérmica de
farmacos (Ho, H. et al. 1998). Se han evaluado microemulsiones tanto O/A como A/O para
la liberacién de prostaglandina E1 cuyos componentes son &cido oleico como fase oleosa,
estabilizada por una mezcla de Labrasol y Plurol oleico CC 497 como tensioactivos.

También se han disefilado microemulsiones para la liberacion transdérmica de
indometacina y diclofenaco compuestas por lecitina, IPP y agua (Dreher, F. et al. 1997) y
se ha podido comprobar que favorecen la penetracion cutanea de diversos principios
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activos (lidocaina, tocoferol, etc.) (Kreilgaard, M. 2001, Rangarajan, M. et al. 2001), en
comparacion con otras formas farmacéuticas como las emulsiones, geles o soluciones de
aplicacion topica. Igualmente se ha demostrado que pueden actuar como reservorio
logrando la liberacion prolongada de algunos farmacos (propanolol, doxorrubicina,
prednisona, etc.). (Ktistis, G. et al. 1998, Gasco, M. R. et al. 1988, Gasco, M. R. et al.
1988).

La mayoria de los estudios que se han publicado sobre las microemulsiones se basan
en su aplicacion en el campo dermatoldgico, debido a la amplia variedad de excipientes
potenciales. Se utilizan los surfactantes menos irritantes y se formulan a las menores
concentraciones. Un factor adicional a considerar es la seguridad de la formulacion, porque
concentraciones elevadas de surfactantes (1-25%), cosurfactantes, o cosolventes (5-10%),
promueven la penetracion a través de la piel de otros componentes, no sélo terapéuticos
sino también irritantes y carcinogénicos. También la viscosidad de la microemulsion y el
volumen de la fase dispersa son factores a tener en cuenta a la hora de formular
microemulsiones para la administracion transdérmica de farmacos (Trotta, M. et al. 1990).

Se han realizado estudios con el fin de conocer como afectan cada uno de los
excipientes de la formulacidn a la penetracion del mismo a través de la piel, es el caso del
farmaco felodipino que ha sido formulado en forma de microemulsién O/A constituida por
Tween 20, taurodeoxicolato, IPM vy alcohol bencilico, y formulaciones de lidocaina en
forma de microemulsién constituida por lecitina, alcanol, dodecano, y agua (Trotta, M. et
al. 1997, Choi, S. Y. et al. 1999).

Recientemente se ha publicado un trabajo en el que se han combinado diversas
estrategias para la liberacion de farmacos, como es el caso de piroxicam con -
ciclodextrinas formulado en microemulsiones O/A. Estas microemulsiones estan
constituidas por IPM vy el tensioactivo cationico hexadeciltrimetilamonio (Dalmora, M. E.
A. et al. 2001). En un estudio similar, esta vez empleando un tensioactivo anionico, se
demostré que la permeabilidad del trinitrato de glicerina se elevaba 10 veces si se
formulaba en micelas de AOT, en micelas inversas y en microemulsiones A/O.

Una aplicacion muy interesante de las microemulsiones son los organogeles
constituidos por microemulsiones de gelatina (MBGS) que contienen canales acuosos que
permiten el paso de sustancias hidrofilicas mediante la iontoforesis (Kantaria, S. et al.
1999). Los MBGs se preparan con una gran variedad de tensioactivos y aceites como IPM
y Tween 80 (Figura 8). También han surgido nuevos organogeles de monoestearato de
sorbitan para el transporte transdérmico de ciertos farmacos y antigenos (Murdan, S. et al.
1999).

Una ventaja terapéutica de la administracion transdérmica de farmacos en forma de
microemulsiones, es el poder facilitar el paso a través de la piel de farmacos de dificil
penetracion percutanea, como son los farmacos hidrofilicos, por ejemplo el clorhidrato de
difenhidramina. Esta microemulsion contiene Tween 80 y Span 20 junto con IPM.
También se incluyo en la formulacion colesterol y se vio que favorecia la penetracion del
farmaco y &cido oleico que no ejercia ningun efecto. Las microemulsiones facilitan el
transporte de estos compuestos alterando las propiedades de la barrera lipidica del estrato
corneo incrementando su penetracion (Schmalfup, U. et al. 1997).
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Figura 8. Estructura de un MBG segun Atkinson, P. J. et al. 1991.

5.3. Administracion parenteral, pulmonar y ocular de microemulsiones

Las microemulsiones inyectables, ademas de las ventajas derivadas de la capacidad
de solubilizacion, presentan unas caracteristicas especiales como consecuencia del pequefio
tamafio de sus agregados. Se pueden someter a filtracion esterilizante sin que experimenten
ninguna modificacion. Asimismo, permiten administrar lipidos por via intravenosa como
fuente de calorias, lo cual solamente se podia lograr mediante la formulacion de
emulsiones de pequefio tamafio de gota, con los problemas derivados de la inestabilidad
termodinamica de las mismas. También cabe destacar las investigaciones realizadas con
microemulsiones formuladas con componentes fluorados capaces de solubilizar oxigeno,
como potenciales sustitutos de la sangre.

Las microemulsiones tienen un elevado potencial como vehiculos en la
administracion parenteral de principios activos, a causa de su elevada capacidad
solubilizadora. Sin embargo, su utilizacion por via intravenosa requiere cumplir unos
rigurosos requisitos de ausencia de toxicidad de la formulacion. Por este motivo, hasta
ahora no hay casi publicaciones acerca del uso de microemulsiones por la via intravenosa.
Algunos estudios han mostrado que las microemulsiones pueden formularse incorporando
triglicéridos de cadena media como componente no polar y fosfatidilcolina y alcoholes de
cadena corta (C3-Cy4), como surfactante y cosurfactante respectivamente (Von Corswant, C.
et al 1998, Aboofazeli, R. et al 1994). Los alcoholes de cadena C3-C4 no son aceptables
para su utilizacién por via intravenosa, pero, los triglicéridos de cadena media y la
fosfatidilcolina son utilizados en emulsiones nutricionales (Davis, S. et al 1983).

Uno de los estudios méas recientes de sistemas de liberacién de farmacos para uso
parenteral ha sido la preparacion y evaluacion de microemulsiones O/A de flurbiprofeno.
Los sistemas se prepararon utilizando como fase oleosa etil oleato y Tween 20 como
tensioactivo. La solubilidad del farmaco fue 8 veces mayor que en la solucion tampon,
pero no se observaron diferencias significativas en el comportamiento farmacocinético
después de su administracion a ratas (Park, K. M. et al. 1999). Asi mismo se han realizado
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estudios "in vivo" para ver la respuesta hemodindmica producida por microemulsiones
formuladas y caracterizadas para la administracion por via endovenosa. Las
microemulsiones estan formadas por Miglyol 810N (MCT), fosfatidilcolina (Epicuron
200), PEG 400, polietilen glicol (660)-12-hidroestearato y etanol. Se demostrd que dichos
sistemas poseen una estructura bicontinua que tras diluirse pasa a formar una emulsion
O/A. Se realizaron estudios de solubilizacion en las microemulsiones de felodipino y el
antioxidante H 290/58 pero los estudios "in vivo™ sdlo se realizaron con los sistemas libres
de farmaco (Von Corswant, C. et al. 1998).

Se han desarrollado formulaciones para la administracion pulmonar de farmacos en
microemulsiones de agua en el propelente HFA estabilizadas por un tensioactivo
fluorocarbonado no i6nico. En estos estudios se demuestra la formacion de
microemulsiones aunque no se han incluido datos en los que se haya incorporado algun
farmaco a dichos sistemas (Patel, N. et al. 1998).

También se han realizado estudios de desarrollo y caracterizacion de
microemulsiones O/A para la liberacion ocular de farmacos. Las microemulsiones
contienen como principio activo pilocarpina y como cosurfactantes lecitina, propilenglicol
y PEG 200, y como fase oleosa IPM. Estas formulaciones de baja viscosidad han
demostrado no ser irritantes en ojos de conejos, y se observd un prolongado efecto
farmacoldgico en comparacion con la administracion del farmaco en solucion acuosa. Esto
puede ser debido a un incremento de la biodisponibilidad o a un aumento de la retencion
del farmaco, o a ambos (Hasse, A. et al. 1997).

5.4. Administracion oral de microemulsiones

Se ha investigado la utilizacion de microemulsiones para favorecer la estabilidad y
mejorar la absorcion y la biodisponibilidad de péptidos (insulina, vasopresina,
ciclosporina) y proteinas desde el tracto gastrointestinal, por via peroral, intraluminal y
rectal. (Ritschel, W. A. 1993, Constantinides, P. P. 1995).

El uso de microemulsiones O/A, para la liberacién oral de principios activos se ha
centrado en la liberacion de péptidos lipofilicos, particularmente de ciclosporina. Existen
dos formas de dosificacién comercializadas de ciclosporina, denominadas Sandimmune,
una de ellas es una solucion con aceite de oliva que también contiene etanol y Labrafil M
1944 Cs, y la otra son cépsulas blandas de gelatina que contiene, aceite de maiz, gelatina,
glicerol, etanol deshidratado y Labrafil M 2125 CS. A partir de estas formulaciones, sin
embargo, la magnitud y velocidad de absorcidn del principio activo varia de forma intra e
interindividual, presentando una biodisponibilidad oral entre el 7-90%. Por ello ha sido
necesario desarrollar una formulacién efectiva de ciclosporina con unas caracteristicas de
absorcion mas repetibles, de manera que muchos investigadores estan estudiando esta
posibilidad utilizando diferentes sistemas de microemulsiones.

En un estudio sistemético, Ritschel (1993) publicé la absorcion gastrointestinal de
ciclosporina A utilizando sistemas de microemulsiones O/A. En la actualidad existe una
nueva formulacién de ciclosporina A (Sandimmune Neoral) desarrollada recientemente por
Sandoz (Holt, D.W. et al 1994). Esta nueva formulacién es una microemulsion
preconcentrada similar a los SEDDS (self-emulsifying drug delivery systems) puesto que
forma una microemulsion O/A tras una autoemulsificacion in vivo, y que contienen la
ciclosporina A, con un surfactante, un cosolvente hidrofilico y una mezcla de solventes
hidrofilicos y lipofilicos. En estudios clinicos esta formulacion presenta menores
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variabilidades inter e intraindividuales comparada con el Sandimmune original. En un
estudio relacionado se prepard una formulacion para la liberacion de ciclosporina A en
forma de microemulsion O/A que contenia Cremophor EL® como tensioactivo,
Transcutol® como cosurfactante y Captex 355®como la fase oleosa. La biodisponibilidad
de esta nueva formulacion super6 en 3,3 y 1,25 a las que poseen las formulaciones de
Sandimmune® y Sandimmune Neoral® respectivamente (Gao, Z. G. et al. 1998).

Un estudio farmacocinético con la formulacion en forma de microemulsion
Sandimmune ciclosporina A Neoral permiti6 comprobar las mejoras respecto a la
biodisponibilidad producidas por dicho farmaco debido a una reducida variabilidad intra e
inter paciente y también demostrd su efectividad frente al tratamiento de la psoriasis
(Erkko, P. et al. 1997). Muy recientemente se han realizado ensayos farmacocinéticos de
formulaciones en forma de microemulsién para la administracién oral de Neoral® y un
macrélido inmunodepresor denominado SDZ RAD. Estos estudios se han realizados en
primates y parece que presentan unos resultados de eficacia y tolerancia muy
esperanzadores (Hausen, B. et al. 2000). También se han realizado estudios de
formulaciones orales de SEDDS libres o incluidos en cépsulas de gelatina para la
administracion oral de valsopdar, un analogo de la ciclosporina frente a la infusién
intravenosa del farmaco. (Muller, E. A. et al. 1997). El antimalarico halofantrine también
se ha formulado en forma de SEDDS y SMEDDS y se comprob6 que la biodisponibilidad
de estas formulaciones superaba en 6 y 8 veces la de los comprimidos (Khoo, S. M. et al.
1998).

Se han estudiado también nuevas formulaciones de SMEDDS conteniendo
flurbiprofeno. Estas formulaciones estaban constituidas por etiloleato, etanol y fosfolipidos
y presentaron diferencias ventajosas frente a las formulaciones ya comercializadas en
forma de soluciones (Park, K. M. et al. 1999). Asi mismo en otro estudio realizado se
prepararon microemulsiones O/A de indometacina constituidas por IPM, lecitina,
isolecitina y etanol (Ktistis, G. 1997).

Las microemulsiones A/O han sido racionalmente utilizadas para servir de barreras
fisicas y metabdlicas a moléculas solubles en agua, particularmente péptidos y proteinas.
La formulacién de microemulsiones A/O para ser usadas como SEDDS o SMEDDS se ha
investigado usando tensioactivos tanto de bajo como de alto HLB, generalmente ésteres de
sorbitan y Tween 80. La fase oleosa incluia cadenas de longitud larga o media de
glicéridos (Constantinides, P. P. et al. 1997).

Recientes publicaciones describen microemulsiones autoemulsificables (SMEDDS),
utilizadas para la liberacion de péptidos ya que no requieren elevadas temperaturas para su
preparacion. Ritschel y colaboradores formularon vasopresina en microemulsiones A/O, y
se vio que aumentaba su absorcion en el intestino delgado mucho mas que si se formula en
una solucién acuosa. También se han utilizado las microemulsiones A/O para incorporar
calcitonina, utilizando glicéridos de cadena media (Owen, A. J. 1992), los cuales mejoran
la estabilidad de las proteinas a temperatura ambiente y mejoran significativamente la
absorcion oral y rectal de calcitonina. Ho, H., y colaboradores (1996), prepararon
microemulsiones de fase externa oleosa que contienen insulina para la administracion oral.
Utilizaron &cidos grasos de poligliceroles como surfactantes no-iénicos y alcoholes de
cadena corta como cosurfactante. De los resultados del test de estabilidad, medidas de
viscosidad y la demostracion de efectividad "in vitro™ en la proteccion de la insulina de los
acidos del estomago, se puede decir que la microemulsion podria utilizarse en el
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tratamiento de la diabetes, si el test "in vivo" confirmase la eficacia oral de esta
formulacion.

Constantinides, P.P. y colaboradores (1994), elaboraron una microemulsion, estable,
libre de alcoholes, con glicéridos de cadena media (Capmul MCM). Incorporaron
principios activos solubles en agua, que tenian diferentes caracteristicas fisico-quimicas
(Calcitonina, SK&F 106760). Evidenciaron que no se producian dafios tisulares
macroscopicos durante 4-6 horas despues de administrarse las microemulsiones con una
dosis de 3,3 ml/kg de peso. Se vio que las actividades farmacoldgicas de los principios
activos no se vieron comprometidas en ningin momento. Los mismos autores en un trabajo
posterior (1995), demostraron que microemulsiones A/O de diferente composicion y
tamarfio de particula pueden mejorar la absorcion del péptido SK&F 106760 en ratas desde
un 0,5% a partir de una solucion salina a mas de un 29% en la microemulsion. EI aumento
de la absorcidn se vio que era dependiente de la composicion lipidica de la microemulsion,
aunque no existe una correlacion entre el tamafio de particula y el aumento de
biodisponibilidad.

5.5. Ventajas de las microemulsiones

En la elaboracién industrial de las microemulsiones, resulta de gran interés la
formacion espontanea y la estabilidad termodindmica de las mismas, puesto que las
caracteristicas de la formulacion no dependen del orden de incorporacion de los
componentes, ni de la temperatura de elaboracion, ni de la velocidad de agitacion, ni de la
cinética de enfriamiento, como ocurre con las emulsiones y sus propiedades se mantienen a
lo largo del tiempo sin observarse coalescencia, sedimentacion o separacion de fases,
siempre que se conserve la misma composicion y el intervalo de temperaturas de
estabilidad.

La formacion espontanea constituye un factor econdémico importante, ya que
solamente se precisa un minimo de energia mecanica para facilitar el mezclado y la
homogeneizacion de todos los componentes y un minimo de energia calorifica cuando sea
necesario fundir alguno de ellos. La posibilidad de preparar microemulsiones en frio
facilita la incorporacion de principios activos termosensibles, aceites esenciales, etc. Por su
baja viscosidad, las microemulsiones se adaptan con facilidad a las cadenas de envasado y
permiten una correcta dosificacion.

Las microemulsiones son en la actualidad unos vehiculos de alta innovacién
tecnoldgica y ocupan un lugar importante entre los nuevos sistemas terapéuticos para la
vectorizacion de farmacos.
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ANFOTERICINA B
1. INTRODUCCION

La anfotericina B (AmB) es un farmaco perteneciente al grupo de los antibiéticos
poliénicos de accién antimicética, producido por diferentes especies de Streptomyces,
encontradas por Gold y colaboradores en bancos de vegetacion en descomposicion en las
orillas del rio Orinoco, en Venezuela, en 1956 (Gold, W. et al. 1956). Desde entonces la
AmB continta siendo el farmaco de eleccién para la mayoria de las infecciones flngicas a
nivel sistémico, a pesar de sus importantes efectos secundarios y el continuo desarrollo de
nuevos compuestos (Figura 9).

La estructura quimica de la AmB fue elucidada en 1970 (Mechlinski, W. et al. 1970).
La molécula estd compuesta por un gran anillo macrélido cerrado por una lactona con 37
atomos de carbono. Una parte del anillo macrélido esta formado por una rigida cadena
lipofilica con 7 dobles enlaces y en la parte opuesta hay un ndmero similar de grupos
hidroxilo. Por lo tanto la molécula es anfipatica y se cree que dicha caracteristica es vital
para comprender su mecanismo de accion. El anillo macrolido contiene el aminoazucar
micosamina unido al anillo por un enlace a-glicosidico.

OH
OH
2 W\N\ ‘ OH
COOR
OM
NHa
o) OH
CH,

Figura 9. Anfotericina B.

2. MECANISMO DE ACCION

Los lugares de actuacion de los antifingicos deben ser exclusivos de la célula
fangica. Esta premisa limita gran parte de las posibilidades ya que, en ambos casos, el
hongo y el hospedador son seres eucariotas. Por este motivo, el desarrollo de estos
compuestos no ha sido tan espectacular como el de los antibacterianos. La mayoria de los
antifangicos acttan sobre la sintesis de la membrana celular, puesto que en ella estriba
gran parte de las diferencias que existen entre ambos tipos de células.
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La membrana celular o citoplasmatica de la célula fungica es muy semejante a la de
las células de los mamiferos, con la diferencia de la presencia de ergosterol en lugar de
colesterol. Por este motivo, el ergosterol y los diferentes metabolitos y enzimas que
participan en su biosintesis son las dianas de actuacion de la gran mayoria de los
antifangicos.

La Figura 10 representa la via biosintética del ergosterol, indicando los lugares de
actuacion de diversos antifungicos. Los mas importantes en este grupo son los polienos
(anfotericina B), y los compuestos az6licos (ketoconazol, fluconazol e itraconazol).
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Figura 10. Biosintesis de ergosterol y lugares de interferencia de los antifingicos.

Sobre la membrana citoplasmatica se dispone la pared celular, esencial para la
fisiologia del hongo y ausente en las células de los mamiferos. Esta estructura esta formada
por proteinas y polisacaridos, fundamentalmente quitina, glucanos y mananos, cada uno de
estos componentes es una diana potencial para la actuacion de los agentes antifungicos, en
las que se centra gran parte de la investigacion de los nuevos antifingicos.

Los demas compuestos antifungicos acttan interfiriendo en la sintesis de los acidos
nucleicos (flucitosina) o interaccionando con el sistema de microtdbulos que participa en la
separacion de los cromosomas durante la mitosis (griseofulvina). (Figura 11)

30



Anfotericina B

‘-I.I.I.I.I.I.I.I.I..‘ ‘-I.I.I.I.I.I.I.I..
- INHIBEN LA SINTESIS DE = I ALTERAN LA PERMEABILIDAD s
n ERGOSTEROL: a B DE LA MEMBRANA CELULAR: u
: Azoles (Imidazoles y Triazoles), : : Polienos (Anfotericing B, :
" Tiocarbamatos, Derivados a u Nistatina, Natamicina), "
" morfolinicos, Alilaminas (Terbinafing) = ® Ciclopiroxolamina -
| q v
...................-’ .................l’
\ / Manoproteinas
] -Glucano
_ B-Glucano, quitina
] Manoproteinas
J S EEEEEEEEEEN
o* ) Yo
S INHIBEN LASINTESISDE %
“.......... ‘-.......‘ - LAPAREDCELULAR -
. :
: _INHIBEN LA m 5 [NHIBENLA . . Alilaminas (Terbinafina), &
m SINTESSDERNA @ g MITOSIS g w  Detivados morfolinicos  m
- Y DNA: m " FUNGICA: = ®  (Amoralfina), Lipopéptidos ™
| | ] ] ] | |
m 5 Fluorocitosing W 5 Griseofulvina - (Equinocandinas, -
: : ®sasnnnnn? : Mulundocandinas, :
Ysannnnnnnsn? ™ Aculeacina, n
n Pneumocandinas) u
. :
*
.............l‘

Figura 11. Mecanismo de accién de los compuestos antifingicos.

Por el momento, los compuestos antifungicos que acttan sobre la sintesis proteica,
solo existen en fase de investigacion.

La AmB se une a los esteroles de la membrana citoplasmatica de las células fangicas
produciendo una alteracion de la permeabilidad y una pérdida de protones, cationes y
metabolitos en la célula esenciales para la vitalidad del hongo, lo que puede conducir a la
muerte celular (Figura 12) (Hoitsma, J. A. et al. 1991). Mediante estudios
espectrofotométricos se ha demostrado la interaccion existente entre los esteroles y los
grupos poliénicos (Lampen, J. O. et al. 1959, Schroeder, F. et al. 1971) y, estudios
realizados por microscopia electronica han demostrado la existencia de defectos en
membranas expuestas a polienos (Verkleij, A. J. et al. 1973, Tillack, T. W. et al. 1973).
Esta alteracion en la permeabilidad que produce la anfotericina B en las membranas se ha
utilizado para introducir otros agentes en las células fangicas, como por ejemplo 5-
fluorouracilo, o la rifampicina que es un inhibidor de la sintesis de RNA, o la tetraciclina
que disminuye la sintesis proteica (Medoff, G. et al. 1971, 1972, Kwan, C. N. et al. 1972).
El uso de AmB puede producir efectos reversibles a bajas concentraciones y efectos letales
a altas concentraciones (Kotler-Brajtburg, J. et al. 1974, 1977).

31



Anfotericina B

o — ——

Poro formado
por el farmaco

_ ’
Exterior celular U lones /\

—— -

Membrana del hongo

cecs

Ergosterol /

Interior celular Parte hidrofébica de la AmB
Parte hidrofilica de la AmB

Figura 12. Mecanismo de accién de los antifingicos poliénicos. La unién
al ergosterol dafia la membrana. Se produce liberacién de iones
y dafio irreversible del hongo. (Page, C. P. y cols. 1998)

Asimismo se cree que el mecanismo de accion de la AmB es debido a un dafio
oxidativo en las células fangicas. La AmB parece provocar una cascada de reacciones
oxidativas unidas a su propia oxidacion y estos metabolitos oxidados pueden actuar como
factores de estimulacion de los macrofagos que contribuyen a la accién antifungica. Por
otra parte, en su modo de accion, la anfotericina B tiene propiedades inmunocoadyuvantes
tanto en relacion con la inmunidad serolégica como con la mediada por células.

3. NUEVOS FARMACOS ANTIFUNGICOS

En los ultimos afios han aparecido nuevas moléculas con actividad antifungica,
muchas de ellas en proceso de investigacion. Se intentan buscar nuevos farmacos con alta
actividad antifungica y baja nefrotoxicidad, pero hasta el momento, continua siendo la
AmB el farmaco de eleccién para el tratamiento de micosis sitémicas en pacientes
inmunodeprimidos. A continuacion mencionamos algunas de las moléculas antifingicas
mas importantes en proceso de estudio y desarrollo en los Gltimos afios:

- Triazoles: Voriconazol (CAS-137234-62-9, UK-109496) es un nuevo
antifangico con un amplio espectro de accion que puede ser administrado tanto
por via oral como i.v., presenta una farmacocinética compleja ya que es
metabolizado por la citocromo P450, y puede presentar interacciones con otros
farmacos, y por ello se deben realizar nuevos estudios de toxicidad a nivel
clinico (Hoffman, H. L. et al. 2002, Kappe, R. 2001), Ravuconazol (Roberts, J.
et al. 2000), Posaconazol (Hoffman, H. L. et al. 2000), SCH-56592 (Barchiesi,
F. et al. 2000), VRC, D-0870, UR-9825 (Meletiadis, J. et al. 2002), ER-24161,
BMS-207147, SSY-726, CS-758 (Kamai, Y. et al. 2002), SS-750 es un nuevo
antifingico cuyo mecanismo de accion se basa en la unién selectiva de dicha
molécula a la citocromo P450 de los hongos (Matsumoto, M. et al. 2002).
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Imidazoles: Lanoconazol (Fujukawa, K. et al. 2000), AFK-108 (Hori, K. et al.
2000).

Poliénicos: SPK-843 (Bruzzese, T. et al. 2001).

Nikomicinas y Polioxinas: Las nikomicinas mas activas son la X, Z, | y J. Son
antifangicos naturales peptidil-nucleosidicos cuyo mecanismo de accion
consiste en la inhibicién de la quitin sintetasa, pero que hasta el momento han
presentado una actividad atenuada in vivo (Chen, W. et al. 2000, Zhang, D et al.
1999).

Osmotina: Es una proteina PR-5 del tabaco que produce apoptosis en hongos
(Narasimhan, M. L. et al. 2001).

Lipopéptidos: Tipo equinocandinas: Caspofungina (MK-0991) (CAS) (Groll,
A. H. et al. 2001) que ha sido recientemente aprobada para su uso en los
Estados Unidos y cuyo mecanismo de accion consiste en inhibir la sintesis de
1,3-B-D-glucano. Recientes estudios han demostrado que la caspofungina
presenta un comportamiento paraddjico ya que en un estudio realizado en
conejos neutropénicos con CAS a diferentes dosis en comparacion con
Fungizona®, a pesar de que los animales tratados con CAS presentaban una
mejoria significativa en la supervivencia, dichos animales presentaron un
incremento en la carga residual fungica (log CFU/g) y en el antigeno seroldgico
de galactomanosa (GMI) (Petraitiene, R. et al. 2002). LY-303366 (Roberts, J, et
al. 2000). Otros lipopéptidos: Micafungina (FK-463) (Muller, F. M. et al.
2001), A-192411.29 (Nilius, A. M., et al. 2000), Tensina obtenido de la cepa de
Pseudomonas fluorescens 96578 (Nielsen, T. H. et al. 2000).

Azasordarinas: GW-471552, GW-471558 (Martinez, A. et al. 2001, Herreros,
E. etal. 2001).

Amiodarona: Farmaco antiarritmico que ha demostrado tener una cierta
actividad antifungica (Courchesne, W. E. 2002).

Proteinas antifungicas semejantes a la ciclofilina (CLAP): han sido aisladas
de diversas leguminosas, y ademas de poseer actividad antifingica, inhiben la
transcriptasa reversa, la proteasa e integrasa del virus HIV-1 (NG, T. B. et al.
2002, Ye, X. Y. et al. 2002). Dentro de este grupo se encuentran la Faseina A'y
B que son dos proteinas antifungicas obtenidas de las semillas de Phaseolus
vulgaris (Ye, X. Y. et al. 2002).

Aceite de origanum: Es un aditivo alimentario que posee un amplio espectro
de accion antimicrobiana debido a su alto contenido en derivados fendlicos tales
como timol y carvacrol (Manohar, V. et al. 2001).

Existen un gran nimero de moléculas en la naturaleza con actividad antifingica, el
problema comun a practicamente todas estas moléculas es su toxicidad, ya que es muy
dificil encontrar moléculas que sean selectivas y actlen frente a las células flngicas sin
causar dafio a las células humanas, por ello, de todo este gran numero de compuestos
descritos previamente, tan sélo uno, la caspofungina, ha podido ser comercializada hasta el
momento. Ademas, no so6lo se han intentado aislar moléculas con actividad antiflngica,
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sino que se han intentado mejorar las moléculas existentes mediante cambios en su
estructura quimica, o también se han intentado sintentizar nuevas moléculas en el
laboratorio con dicha capacidad. En la Tabla 7 aparecen algunos de los compuestos

antifingicos naturales aislados de organismos presentes en la naturaleza.

Moléculas Estructura Organismo de Referencia
antifungicas origen
Bombardolidas y-lactona Hongo Bombardioidea  Hein, S. M. et al. 2001

Amino alcoholes

Saponina triterpénica

CJ-19784

Multiplolidos Ay B
Hematocina

Brasilonide B

PF-1163AyB
Xantoepocina
BE-31405

Cladosporide Ay B-D

Glicésidos

Pinitol, Santolinilol,
Hispidulina,
Belamcanidina 'y
Ridentina

PAFP-s
Noroudemansina A

Matemicina Ay B

Tetrina C

Aurantosidos D, Ey F

Siringomicina E

Derivados de L-
alanina

Saponina triterpénica

Flavona

Lactonas
Diketopiperazina

Macrélido

Pentanorlanostano
Glicosidos

Mono-sesquiterpenos

Péptido
Metoxiacrilato
Macrolactona
Macrélido poliénico

glicosado

Glicosidos del acido
tetrdmico

anartia

Esponja marina tropical
Haliclona n. sp

Hojas de Lepidagathis
hyalina

Hongo
Acanthostigmella sp.

Hongo Xylaria
multiplex

Hongo Nectria
haematococca

Nocardia brasiliensis

Penicillium sp

Cladosporium sp.

Raices de Terminalia
alata

Artemisia sp.

Semillas de Phytolacca
americana

Pterula sp.

Actinomicetes sp.

Streptomices sp.

Esponja marina
Siliquariaspongia
japonica
Pseudomonas syringae

Clark, R. J. et al. 2001

Yadava, R. N. 2001

Watanabe, S. et al. 2001

Boonphong, S. et al. 2001
Suzuki, Y. et al. 2000

Mikami, Y. et al. 2000

Nose, H. et al. 2000, Sasaki,
T. etal. 2000, lgarashi, Y. et
al. 2000, Okada, H. et al.
1998

Hosoe, T. et al. 2001
Hosoe, T. et al. 2000
Srivastava, S. K. et al. 2001

Tan, R. X. et al. 1999

Shao, F. et al. 1999
Engler-Lohr, M. et al. 1999

Nadkarni, S. R. et al. 1998,
Mukhopadhyay, T. et al.
1999

Ryu, G. et al. 1999

Sata, N. U. et al. 1999

Sorensen, K. N. et al. 1998

Tabla 7. Nuevas moléculas antifingicas aisladas en los Ultimos 6 afios.
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Moléculas Estructura Organismo de Referencia
antifungicas origen
Sulfatos de Sulfatos esteroidicos  Esponja marina Tsukamoto, S. et al. 1998

Acantosterol A-J
Espirofungina

Arugosina F

IWF4

Anserinonas Ay B
Polaramicinas Ay B
Jerangolidos

Ascosterosido

Maltofilina

Péptido
Benzoquinonas

Macrolidos

Triterpeno

Acanthodendrilla sp.

Streptomices
violaceusniger

Hongo Ascodesmis
sphaerospora

Hojas de Beta vulgaris

Holtzel, A. et al. 1998
Hein, S. M. et al. 1998

Nielsen, K. K. et al. 1997

Hongo Podospora Wang, H. et al. 1997

anserina

Streptomices
higroscopicus

Myxobacteria
Sorangium cellulosum

Ascotricha amphitricha

Meng, W. et al. 1997
Gerth, K. et al. 1996

Gorman, J. A. et al. 1996

Stenotrophomonas Jakobi, M. et al. 1996

maltophilia

Tabla 7. (Continuacién) Nuevas moléculas antiflngicas aisladas en los ultimos 6 afios.

4. INTERACCIONES DE LA ANFOTERICINA B CON OTROS

FARMACOS

Podemos resumir las interacciones de la AmB con otros farmacos en cuatro grandes

grupos (Tabla 8):

Interaccion producida Farmaco
Flucitosina
Aumenta el efecto antimicrobiano Minociclina
Norfloxacino
Rifampicina
Ketoconazol
Disminuye el efecto antimicrobiano
Aciclovir
Aumenta el efecto del farmaco administrado Cisplatino

conjuntamente

Relajantes musculares no
despolarizantes

Aumenta la toxicidad del farmaco administrado

conjuntamente

Corticoesteroides
Glucosidos digitalicos
Pentamidina
Zidovudina

Tabla 8. Interacciones de la AmB con otros farmacos.
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1. Aumenta el efecto antimicrobiano

Incrementa la penetracion de la flucitosina, el norfloxacino y la rifampicina
en la célula fungica, debido a la alteracion de la permeabilidad de la membrana
celular causada por la AmB que aumenta la captacion de estos farmacos, o
también puede ser debido a un enlentecimiento de la excrecion renal de estos
farmacos provocada por la nefrotoxicidad que causa la AmB (Beggs, W. H.
1986). La minociclina, debido a su naturaleza lipofilica, también ve
incrementado su efecto en presencia de la AmB debido a la interaccion del
farmaco con los acidos grasos libres que se encuentran en las membranas de las
células fangicas (Cartwright, R. Y. 1978, Hughes, C. E. et al. 1984).

. Disminuye el efecto antimicrobiano

Varios estudios han demostrado la ineficacia de la combinacién del
ketoconazol y de la AmB en tratamientos de infecciones fungicas, y se ha
demostrado la interferencia de la AmB con la accién de otros imidazoles tales
como clotrimazol, itraconazol, fluconazol o miconazol (Sud, I. J. 1983).

. Aumenta el efecto del farmaco administrado conjuntamente

Varios estudios han demostrado el efecto incrementado que ejerce la AmB
sobre el aciclovir, el cisplatino y los relajantes musculares no despolarizantes;
esto se cree que es debido a la hipocalemia inducida por la AmB que puede
incrementar la actividad de dichos farmacos (Malewicz, B. et al. 1983, Bickers,
D. R. 1994).

. Aumenta la toxicidad del firmaco administrado conjuntamente

La pérdida de potasio ejercida por la AmB puede verse incrementada por la
administracion conjunta de corticoesteroides (hidrocortisona), glucocorticoides,
mineralocorticoides, inhibidores de la anhidrasa carbonica, corticotropina
(ACTH) y glictsidos digitalicos, incrementando la toxicidad de dichos
farmacos y pudiendo causar en el paciente una disfuncion cardiaca (Bickers, D.
R. 1994). También el uso de farmacos que causan nefrotoxicidad tales como
pentamidina parenteral, aminoglucdésidos, ciclosporina A o diuréticos, asociado
a la administracion de AmB puede incrementar el riesgo de aparicion de
toxicidad renal, por eso la administracion simultanea de estos farmacos debe
realizarse bajo un estricto control médico (Antoniskis, D. et al. 1990). El uso
concomitante de la AmB junto con agentes antineoplasicos puede incrementar
el riesgo de aparicion de broncoespasmos, hipotension y toxicidad renal.
También el uso de AmB junto con sucralfato disminuye los niveles plasmaticos
de colistina (19%), por su posible formacion de quelatos no absorbibles, y junto
con la zidovudina se potencia la mielotoxicidad y la nefrotoxicidad. (USP DI
2000)

El uso simultdneo de radioterapia junto con AmB puede incrementar el
riesgo de anemias u otros efectos hematoldgicos.
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5. NUEVAS FORMULACIONES DE AMB

En las ultimas décadas los investigadores han evaluado el uso de vesiculas de
fosfolipidos conocidas como liposomas como un sistema de vectorizacion para la
administracion de AmB, con el objetivo de atenuar sus efectos nefrotoxicos e incrementar
su potencial terapéutico.

Lopez-Berestein y sus colaboradores crearon la primera formulacion liposomal de
AmB experimentada en humanos (Lopez-Berestein, G. et al. 1984). Su experiencia sirvio
para el desarrollo de nuevas formulaciones lipidicas de AmB por la industria farmacéutica.
En diciembre de 1995 fue aprobada por la FDA (U. S. Food and Drug Administration) la
comercializacion en Estados Unidos de la primera formulacién lipidica de AmB en forma
de complejo lipidico o ABLC, denominada Abelcet® (The Liposome Co., Princeton, NJ).
Posteriormente, otra formulacion lipidica de AmB en forma de dispersion coloidal, ABCD
(Amphotec®; Sequus Pharmaceuticlas, Menlo Park, CA), recibi6 la aprobacién por parte de
la FDA en diciembre de 1996. Recientemente un tercer producto en forma de liposomas,
ya comercializado en otros paises, fue aprobado por la FDA en agosto de 1997, (L-AmB).
(AmBisome®; NeXstar Pharmaceuticals/Fujisawa, San Dimas, CA). (Figura 13)

25 - ¢ GE

Amphotec® Abelcet® AmBisome®

Figura 13. Nuevas formulaciones de AmB. (Boswell, G. W. et al. 1998)

Actualmente se esta estudiando la posible eficacia de formulaciones en aerosol de
AmB liposomal y complejos lipidicos de AmB para el tratamiento preventivo de
infecciones fungicas sistémicas en pacientes transplantados de pulmoén (Ruijgrok, E. J. et
al. 2000, Palmer, S. M. et al. 2001).

También se estd investigando una nueva formulacion de AmB en forma de
emulsiones lipidicas. Esta nueva formulacion se prepara mediante la mezcla de AmB con
emulsiones lipidicas usadas para nutricion parenteral, de manera que se convierte en una
formulacion barata y muy féacil de preparar (Storm, G. et al. 1997). No obstante, deben
realizarse nuevos estudios para evaluar los posibles dafios renales y extrarrenales y la
eficacia terapéutica del farmaco.
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Echevarria, y sus colaboradores han desarrollado nanosferas y mezclas micelares de
AmB con poloxamer que han resultado ser menos tdxicas en estudios in vivo realizados en
ratas (Echevarria, I. et al. 2000). También han resultado tener menos capacidad hemolitica
sin perder la actividad antifingica, nuevas formulaciones de particulas de complejos de
AmB con fosfolipidos preparadas por atomizacion (APCPs) (Kim, J. C. et al. 2001), o
nuevas formulaciones de micelas de un copolimero denominado PEO-b-PHSA en el cual
se introduce la AmB (Lavasanifar, A. te al. 2002).

Uno de los avances mas recientes dentro de las formulaciones lipidicas de AmB, es
el desarrollo de nuevos liposomas con propiedades particulares, tales como los
inmunoliposomas (IL), los liposomas de larga circulacion (LCL) o los cocleatos. Los IL
contienen en su superficie anticuerpos especificos de hongos que los vectorizan
directamente a la célula fungica. Se han realizado varios estudios en los que se comprob6
la mejor actividad de los IL frente a L-AmB en ratones con aspergilosis pulmonar y
también se comprobd la mayor eficacia de los IL frente a la AmB incorporada en LCL
(Otsubo, T. et al. 1998). Los LCL estan recubiertos con polietilenglicol, lo que les
proporciona una superficie estéricamente estabilizada que les permite permanecer mayor
tiempo en la circulacién, por lo que un mayor nimero de liposomas puede llegar intacto al
lugar de la infeccion, mejorando asi la eficacia in vivo (Storm, G. et al. 1997).

Los cocleatos son ensamblajes supramoleculares lipidicos, compuestos por
fosfolipidos cargados negativamente, productos naturales y cationes divalentes. Varios
estudios realizados con AmB cocleato han demostrado que dosis elevadas de hasta 20
mg/kg son muy eficaces y reducen considerablemente los efectos renales perjudiciales en
comparacion con L-AmB (Graybill, J. R. et al. 1999).

Varios estudios realizados han intentado modificar ligeramente la estructura de la
AmB para disminuir su toxicidad sin alterar su eficacia, entre las modificaciones realizadas
se encuentran: AmB metil ester, N-ornitil AmB metil ester, V-28-3B-metil ester y la
conjugacion de AmB con arabinogalactano mediante un enlace imina o amina. Muchas de
estas modificaciones han alterado la eficacia de la AmB y por lo tanto se ha abandonado la
investigacion y otros estan en proceso de estudio como los conjugados de AmB con j3-
arabinogalactano que han demostrado una baja toxicidad del compuesto en ratones, pero se
deben realizar nuevos estudios con el fin de determinar su eficacia in vivo. (Ehrenfreund-
Kleinman, T. et al. 2002).

5.1. Mecanismo de accién

El mecanismo de accién de AmBisome® ha sido documentado gracias a estudios in
vitro e in vivo que muestran como los liposomas de AmBisome® y los liposomas sin
principio activo se acumulan en el lugar del organismo donde se encuentra la infeccion
fangica, y se pegan a la pared celular de los hongos tanto filamentosos como no. La rotura
de los liposomas de AmBisome® ocurre tras la unién de dichos liposomas con la pared
fangica, lo que conlleva la union de la AmB al ergosterol de la membrana flngica,
produciendo la lisis celular (Fujii, G. 1996, Hiemenz, J. W. et al. 1996, Adler-Moore, J. et
al. 1993).

Este mecanismo de accién difiere del propuesto para Abelcet®, en el que las lipasas
fangicas acttan para liberar la AmB en los tejidos y para Amphotec®, en el que el producto
es fagocitado por el sistema reticuloendotelial y libera la AmB a la circulacion (Perkins,
W. R. et al. 1992, Fielding, R. M. et al. 1992).
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Cuando la AmB se encapsula en los liposomas o se formula en forma de complejos
lipidicos o dispersiones coloidales la toxicidad hacia células humanas se ve reducida
notablemente. Esto permite usar mayores concentraciones de AmB durante periodos mas
largos de tiempo, sin variar la eficacia del principio activo (Walsh, T. J. et al. 1998, Sequus
Pharmaceuticals 1998, The Liposome Company 1988).

5.2. Composicion y estructura

En AmBisome®, la AmB se une fuertemente a la membrana liposomal mediante la
formacion de uniones de carga no covalentes entre la micosamina positivamente cargada
de la AmB y el diestearoilfosfatidilglicerol (DSPG) cargado negativamente e interacciones
hidrofobicas con el colesterol de la membrana. La capa lipidica esta formada por fosfatidil
colina deshidrogenada, colesterol, DSPG y AmB en una proporcion 2:1:0.8:0.4 (Adler-
Moore, J. et al. 1993) (Tabla 9).

Por el contrario Abelcet® es un complejo lipidico en el que la AmB esta unida a dos
fosfolipidos: dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG)
(Janoff, A. S. et al. 1988). Amphotec® es una dispersion coloidal de AmB en el que la
AmB se une a colesterilsulfato (Guo, L. S. S. et al. 1993).

Las moléculas constituyentes de las emulsiones lipidicas son: triglicéridos,
fosfatidilcolina de huevo y glicerol. Deben realizarse nuevos estudios ya que no se sabe
con certeza el tipo de complejos que forman estos compuestos con AmB formulada con
deoxicolato sodico (Storm, G. et al. 1997).

Producto Fabricante Tamafo Configuracion

AmBisome®  NeXstar 45-80 nm tamafio medio Liposomas unilaminares de
Pharmaceuticals de volumen por DLS*  tamafio esférico
(criofractura
electromicroscopica)

Amphotec®  The Liposome Didmetro hidrodindmico Complejos en forma de

Company medio de 115nm. Grosor disco sin volumen interno
4 nm (DLS con laser).  acuoso (EM* y difraccién
de rayos X)
Abelcet® Sequus 1.6-11.1 pm (el 90% de  Estructuras en forma de

Pharmaceuticals las particulas tienenun  lazo (EM y difraccion de
tamafio de 1.6-6 um) rayos X)

*DLS, dynamic light scattering; EM, Microscopio electrénico

Tabla 9. Tamafio y configuracion de nuevas formulaciones de AmB
5.3 Costes de la terapia

Actualmente estas nuevas formulaciones de AmB tiene un uso limitado debido a su
excesivo coste y su uso esta restringido a aquellos pacientes que no toleran la AmB en

forma de deoxicolato sédico (Fungizona®), ya que los efectos adversos de esta formulacién
son muy elevados (Tabla 10).
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Producto Cantidad Precio* Dosis Dosis
9) %) (mg/kg/d) (paciente de 70 kg) (mg/d)

Fungizona® 1 11.29 0.5-1 35-70

AmBisome® 1 3768.00 1-5 70-350

Abelcet® 1 2000.00 1-5 70-350

Amphotec® 1 1600.00 1-4 70-280

*Datos obtenidos del Red Book afio 2000 (Compafiia de economia médica).

Tabla 10. Comparacion del coste de la terapia antifangica con diferentes formulaciones de AmB.

6. FARMACOCINETICA DE AMB

6.1. Aplicacion de los ordenadores en farmacocinética

El uso de los ordenadores ha facilitado enormemente el desarrollo de los estudios
farmacocinéticos. Existen una serie de programas informaticos que hacen mas sencillos los
calculos en los estudios farmacocinéticos y que poseen entre otras, las siguientes
caracteristicas:

1. Ajustan las concentraciones del farmaco frente al tiempo a una serie de modelos
farmacocinéticos, y elijen aquel al que mejor se ajuste.

2. Ajustan los datos a modelos farmacocinéticos y farmacodinamicos definidos por
el usuario.

3. Realizan simulaciones.
4. Se pueden aplicar en farmacocinética clinica.

A continuacion se citan los programas informaticos usados en el desarrollo de esta
memoria y la direccion de internet en la que se pueden consultar sus caracteristicas mas
detalladamente:

e WINNONLIN (www.pharsight.com/tools/wnl/index.htm)
Este programa es fécil de usar tanto para analisis compartimental como no
compartimental de datos. Con este programa compatible con Excel se pueden
manejar un gran numero de sujetos y perfiles diferentes. Posee una gran
libreria de modelos para regresion no lineal y se pueden estimar pardmetros
farmacocinéticos, este software ademas proporciona para cada parametro los
intervalos de confianza.
Este ha sido el programa utilizado para analizar los datos farmacocinéticos que
se recojen en la parte experimental de esta Tesis doctoral.
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e S-PLuUs 2000 (www.stats.ox.ac.uk/pub)
Es un programa que aporta mejoras en facilidad de manejo, rendimiento y
fiabilidad. Contiene nuevas funciones y dialogos para modelos de efectos
mixtos, analisis de supervivencia, control de calidad y andlisis discriminante.
También incluye documentacion actualizada, enlaces a Bloomberg y a otros
suministradores de datos financieros y herramientas mejoradas para el manejo
de datos. Se empled en esta Memoria para el analisis de los datos de eficacia.

e  STATGRAPHICS (www.statgraphics.com)
Es un programa de andlisis estadistico que incluye conexion directa con datos
externos, asistente de uso, graficos e informes, disefio de experimentos, control
de calidad y anélisis de datos vivos. Se empled en esta Memoria para el
andlisis estadistico de los datos.

e E-VIEws ECONOMETRIC VIEWS (Www.estim.com.tr/Eviews.html)
Es un programa sencillo, que lleva incorporadas las herramientas
economeétricas y de prediccion mas frecuentes que se empled en esta Memoria
para el calculo de la Dosis Letal 50 (DLso)

e KINETICA 2000 (www.innaphase.com/kinetica.htm)
Es un programa farmacocinético y farmacodindmico de gran utilidad en
estudios poblacionales.

e ADAPTII
Este programa es de gran utilidad para crear modelos farmacocinéticos
mediante el uso de ecuaciones integrales y diferenciales, también permite
simulaciones y regresion no lineal.

6.2. Farmacocinética de AmB

Tras la administracion oral en humanos, la AmB presenta una absorcion casi nula en
el tracto gastrointestinal. Tras una administracion por via oral de 3 g/dia se pueden llegar a
alcanzar concentraciones plasmaticas de 0,1-0,3 ug/ml, es por ello que la via de eleccion
para el tratamiento de las infecciones flngicas sistémicas sea la via endovenosa, y en casos
de meningitis, la raquidea (Gallis, H. A. et al. 1990, Ching, M. S. et al. 1983). No se
emplea la via intramuscular, ya que su aplicacién es dolorosa y por eso se administra por
perfusion intravenosa lenta. Para dosis superiores a 50 mg se pierde la proporcionalidad de
las dosis, y las concentraciones plasmaticas observadas son menores que las estimadas
segun las bases de linealidad (Daneshmend, T. K. et al. 1983).

Tras la administracion por perfusion i.v. en humanos, la AmB se separa del
deoxicolato y se una a proteinas séricas sobre todo a B-lipoproteinas (91-95%) vy
eritrocitos. También se fija a los tejidos, probablemente a las membranas celulares que
contienen colesterol, por lo que su volumen de distribucién es elevado, aproximadamente 4
I/kg (Brajtburg, J. et al. 1984). Penetra mal en los diversos compartimentos del organismo,
apenas atraviesa la barrera hematoencefalica, si bien atraviesa la placentaria. Entre los
diversos tejidos, las mayores concentraciones de AmB se alcanzan en higado, bazo, rifion y
pulmones. El higado es el sitio donde se produce la mayor acumulacion, conteniendo méas
del 41% del total de la dosis (Christiansen, K. J. et al. 1985). La AmB se acumula poco en
tejido adiposo y en musculo. La concentracion de AmB en liquidos peritoneal, pleural y
sinovial es habitualmente menor del 50% de la concentracion plasmatica, mientras que en
el liquido cefalorraquideo no llega al 4% de la concentracion plasmatica, aunque las
variaciones interindividuales son muy grandes.
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Un 3% de la AmB administrada se elimina por orina y la mayoria del farmaco se
metaboliza en el higado y se elimina por bilis (Craven, P. C. et al. 1979). Se han
demostrado niveles detectables del antibidtico en bilis mas de 12 dias despues de su
administracion, en orina después de 23-35 dias y en algunos tejidos, como el hepatico y el
renal, 12 meses después de finalizado el tratamiento y no se detectan sus metabolitos ni en
sangre ni en orina (Benson, J. M. et al. 1988). El aclaramiento total (Cl) de la AmB es de
aproximadamente 1,8 I/h, mientras que el aclaramiento renal (Clg) es muy inferior, sobre 1
ml/min (0,06 I/h).

La AmB sigue un patron bifasico o trifasico, segun los autores (Hutchaleelaha, A. et
al. 1997, Atkinson, A. J. et al. 1978), de eliminacidn plasmatica, con una semivida inicial
de 24-48 horas, seguida de una fase de eliminacion més lenta que dura unos 15 dias,
probablemente debido a una redistribucion desde los tejidos periféricos
extraordinariamente lenta.

Segun Atkinson y sus colaboradores tras una administracion i.v. de 1 mg/kg de AmB
se obtienen concentraciones plasmaticas en un rango de 0,5-4 ug/ml que disminuye con
otros tratamientos adicionales y la concentracion en estado estacionario alcanza una
concentracion de 0,5 ug/ml (Atkinson, A. J. et al. 1978). Sélo el 5-10% del farmaco es
excretado por orina o bilis. La hemodialisis habitualmente no modifica la concentracién
plasmatica de AmB, excepto en pacientes hiperlipidémicos en los que la concentracion
disminuye aparentemente debido a la union a la membrana de didlisis del complejo AmB-
lipoproteinas.

El perfil farmacocinético de este fArmaco varia en los nifios en los que se ha descrito
un volumen de distribucion menor (<4 I/kg) y mayor aclaramiento (>0,026 1/h). Las
concentraciones plasmaticas méaximas se encuentran reducidas, siendo el 50%
aproximadamente de las alcanzadas en los adultos con dosis equivalentes.

En la insuficiencia renal grave puede aumentar el aclaramiento plasmatico total de
anfotericina B, apareciendo una disminucion en la concentracion plasmatica del farmaco;
puesto que la eliminacion renal de la AmB sin modificar es mas baja en los pacientes
urémicos, el incremento en el aclaramiento del farmaco en estos pacientes no puede
explicarse por las modificaciones en la funcion renal. Aunque no se han identificado
metabolitos de la AmB, parece evidente que la principal via de eliminacion es la hepatica.
Esto sugiere que el aclaramiento hepatico aumenta cuando falla la funcién renal (Florez, J.
et al. 1997). En un estudio realizado por Morgan y sus colaboradores, el Clg en pacientes
con fallo renal (de 1 a 2,4 I/h), no fue significativamente diferente al observado en
pacientes sanos voluntarios, las concentraciones séricas fueron menores, presentando un
VVd mayor, probablemente causado por una disminucion en la union a proteinas. Y cuando
se corrigieron las concentraciones plasmaticas, teniendo en cuenta la menor unién a
proteinas no se encontraron diferencias significativas entre individuos sanos y con
insuficiencia renal (Morgan, et al. 1983).

Las nuevas formulaciones de la AmB han demostrado poseer propiedades
farmacocinéticas que difieren de las de la AmB acomplejada con deoxicolato sodico Este
comportamiento diverso puede explicar la causa de su menor toxicidad y puede permitir
aproximarnos a su posible mecanismo de accion (Tabla 11) Aunque la interpretacion de los
valores de los pardmetros farmacocinéticos resulta complicada, ya que los métodos de
deteccion de la Amb en sangre no diferencian entyre AmB libre y la unida a proteinas o
encapsulada en liposomas o formando complejos lipidicos.
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Farmaco Cmax (ug/ml)  AUC (ugh/ml)/ V(I/kg) CL(ml/h/kg)
(dosis)
AmBisome® 83,0+ 35,2 555 + 311 0,11 +0,08 11+6
(5 mg/kg)
Amphotec® 31 43 43 117
(5 mg/kg)
Abelcet® 1,7+0,8 14+7 131+7,7 436 +188,5
(5 mg/kg)
Fungizona® 1,1+0,2 17,1+5 5+2,8 38+15
(0,6 ma/kg)

Cmax: Méaxima concentracion plasmatica; CL: Aclaramiento; AUC: Area bajo la curva; V: Volumen de

distribucion

Tabla 11. Parametros farmacocinéticos comparativos de formulaciones de AmB tras la administracion de
dosis maltiples en humanos.

6.2.1. Complejos lipidicos de anfotericina B (ABLC. Abelcet®)

Datos en animales

Varios estudios en animales han permitido comparar las concentraciones en tejidos,
DLso (dosis letal 50), y el efecto terapéutico de ABLC en comparacion con la AmB
convencional. Dosis Unicas de ABLC (1 mg/kg) inyectadas a ratones y conejos generaron
menores concentraciones plasmaticas pero mayores concentraciones en higado, bazo y
pulmones, y ligeramente menores concentraciones en rifiones en comparacion con la
formulacién convencional de AmB (Hiemenz, J. W. et al. 1996, Clark, J. M. et al. 1991).

Datos en humanos

Al igual que los datos obtenidos en animales, los niveles plasméaticos de ABLC son
menores y se obtienen mayores concentraciones en higado, bazo y pulmones en
comparacion con la formulacion convencional de AmB (Hiemenz, J. W. et al. 1996). Se
obtienen valores menores de AUC y valores significativamente mayores del volumen de
distribucion y aclaramiento tras la administracion de ABLC en comparacion con la AmB
convencional (Kan, V. Et al. 1991). Sin embargo las concentraciones obtenidas en rifion
son semejantes para ambas formulaciones, e incrementos en la dosis de ABLC producen
un aumento significativo en las concentraciones del farmaco en higado, bazo y pulmones,
solo un ligero aumento en los rifiones mientras que no se elevan los niveles plasmaticos
(Janoff, A. S. et al. 1993, Olsen, S. J. et al. 1991). LDs, para ABLC es de 40 mg/kg en
comparacién con el valor de 3 mg/kg para la AmB convencional (Hiemenz, J. W. et al.
1996). Ademas, mientras que niveles elevados de colesterol, particularmente los niveles de
colesterol LDL, alteran la nefrotoxicidad y la disposicién de la AmB convencional, el
comportamiento farmacocinético y la toxicidad renal de ABLC es independiente de las
elevaciones de los niveles de colesterol LDL.

El aumento del aclaramiento y el mayor volumen de distribucion en estado
estacionario asi como las bajas concentraciones séricas de AmB tras la administracion de
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ABLC, puede sugerir que ABLC permanece en la circulacion sistémica hasta que son
degradados por fosfolipasas, son secuestrados por células fagociticas o desaparecen de la
circulacién sanguinea a través del endotelio discontinuo del tejido fagocitico mononuclear.
ABLC aumenta la distribucion a los tejidos de AmB en comparacion con la AmB
convencional. Esto favorece la penetracion a los tejidos lo que produce mayores
concentraciones intracelulares de AmB, y esto se traduce en un beneficio clinico en el
tratamiento de micosis sistémicas permitiendo que llegue méas farmaco a los tejidos
infectados (Rapp, R. P. et al. 1997).

6.2.2. Dispersion coloidal de anfotericina B (ABCD. Amphotec®)

Datos en animales

Las propiedades farmacocinéticas de ABCD se compararon con la AmB
convencional en ratas, perros y ratones. De los resultados de estos estudios se dedujo que
en comparacion con la AmB convencional los niveles plasméaticos de ABCD son menores,
presenta una mayor semivida, un mayor volumen de distribucién y una concentracion
menor en rifiones. El aclaramiento de AmB desde los tejidos fue mucho mas lento para
ABCD que para la formulacion convencional de AmB, pero al igual que con ABLC, la
concentracion en higado es mayor (Fielding, R. M. et al. 1991).

Datos en humanos

Sanders y sus colaboradores estudiaron la farmacocinética y la tolerabilidad de dosis
Unicas de ABCD de 0,25 a 1,5 mg/kg en 15 pacientes sanos. Los pardmetros obtenidos se
ajustaron a un modelo tricompartimental en el que el Cmax, el AUC y el Vss aumentan
proporcionalmente segun la dosis, y el Cl permanece constante en ese rango de
concentracion.

Amantea y sus colaboradores realizaron un estudio farmacocinético poblacional de
ABCD vy su efecto en la funcién renal en 75 pacientes recibiendo transplantes de médula
Osea (Amantea, M. A. et al. 1995). Los pacientes recibieron diversas dosis de ABCD (de
0,5 a 8 mg/kg/dia) durante 28 dias. Se monitorizaron las concentraciones plasmaticas y los
valores de creatinina séricos. Los parametros farmacocinéticos de ABCD se ajustaron a un
modelo bicompartimental, con un incremento del aclaramiento plasmatico y el volumen de
distribucion, con dosis mayores. La semivida terminal de eliminacion fue de 29 h. Durante
la terapia no se observo ningn cambio en la funcidn renal de los pacientes, y por lo tanto
se concluyd que ABCD parecid ser una formulacion segura y no tdéxica en pacientes
transplantados de médula dsea. Como en todos los estudios, s6lo se determind la
concentracion total de AmB.

6.2.3. Anfotericina B liposomal (L-AmB, AmBisome®)

Datos en animales

Las propiedades farmacocinéticas de L-AmB se han investigado en ratones, ratas y
conejos. A pesar de que L-AmB se concentra particularmente en los 6rganos del sistema
reticuloendotelial, al igual que otras formulaciones lipidicas de AmB, la captacion por
parte de estas células es méas lenta en comparacién con ABCD o ABLC. Aunque no se
conocen del todo los mecanismos que producen mayores concentraciones plasmaticas de
L-AmB puede que jueguen un papel importante el pequefio tamafio de goticula, con un
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diametro menor de 100 nm, el uso de una bicapa lipidica relativamente mas rigida y la alta
transicion de temperatura de sus componentes lipidicos (Adler-Moore, J. P. et al. 1998,
Storm, G. et al. 1998). EI mayor impacto en las propiedades farmacocinéticas de esta
formulacién es que no so6lo presenta mayores concentraciones plasmaticas sino que
permanece mayor tiempo en circulacion en comparacion con otras formulaciones lipidicas
(Lee, J. W. et al. 1994, Proffitt, R. T. et al. 1991).

Estudios realizados por Gondal y sus colaboradores en ratones, demostraron que las
concentraciones de AmB en higado y bazo eran mayores mientras que las concentraciones
de AmB en rifién y pulmones eran comparables para L-AmB y Fungizona® (Gondal, J. A.
et al. 1989).

Boswell y sus colaboradores investigaron el perfil farmacocinético y toxicoldgico de
L-AmB en ratas tras la administracion de dosis Unicas y multiples (Boswell, G. W. et al.
1998). A las ratas se les administré dosis de 1, 3, 9 y 20 mg/kg/dia. Los resultados
obtenidos indicaron que para dosis de 20 mg/kg/dia de L-AmB se obtuvieron
concentraciones plasmaticas de AmB 100 veces mayores en comparacion con la AmB
convencional y que a esas dosis L-AmB producia una ligera nefrotoxicidad y una
moderada hepatotoxicidad.

Tras la administracion de L-AmB en conejos sanos, se obtuvieron concentraciones
entre 4 y 7 veces mayores en tejido cerebral que con Fungizona®, ABCD o ABLC. A
pesar de ello, ninguna de las formulaciones lipidicas de AmB ni la formulacion
convencional presentan niveles detectables en liquido cefalorraquideo en ausencia de
inflamacion meningocerebral (Groll, A. et al. 1997).

Datos en humanos

Los parametros farmacocinéticos para L-AmB en humanos son similares a los
obtenidos en animales. Los picos medios y los niveles plasméaticos minimos obtenidos para
AmB tras el tratamiento con L-AmB a una dosis de 4 mg/kg fueron de 46 pg/mly 4 pg/mi
respectivamente. Al igual que en los datos obtenidos en animales, las concentraciones en
tejidos, determinadas tras realizar la autopsia a 3 pacientes fue mayor en higado y bazo
(Ringden, O. et al. 1991).

Se determiné el AUC para las dosis de L-AmB de 1, 2,5 y 5 mg/kg/dia. Se observo
gue seguia una cinética no lineal, con un patrén de eliminacion bifasico. Este modelo
sugiere una captacion del farmaco por las células del sistema reticuloendotelial seguido de
una redistribucion (Walsh, T. J. et al. 1995). También Heinemann y sus colaboradores
observaron una eliminacion bifésica de L-AmB (Heinemann, V. et al. 1997).

Walsh y sus colaboradores administraron L-AmB a 36 pacientes con fiebre
neutropénica en varias dosis. El tratamiento se mantuvo hasta erradicar la enfermedad. Un
dato de interés fue que dosis elevadas de L-AmB de 7,5 mg/kg/dia presentaron un AUC en
el primer dia de terapia considerablemente mayor que el observado el ultimo dia, por el
contrario para dosis de L-AmB de 1, 2,5y 5 mg/kg/dia los valores de AUC fueron menores
el primer dia que el Gltimo. Estos resultados pueden sugerir que existe un mecanismo
alternativo de eliminacion de la AmB dosis dependiente provocado cuando L-AmB se usa
a dosis elevadas (Walsh, T. J. et al. 1998).
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En un estudio realizado por Heinemann y sus colaboradores, se administro L-AmB a
un paciente con fallo renal transplantado agudo y aspergilosis pulmonar. Se observaron
concentraciones maximas y minimas elevadas en plasma de AmB al igual que en pulmon.
Los autores pensaron que estas concentraciones anormales de farmaco en tejidos pueden
ser debidas a que por un funcionamiento anormal del tejido hepatico, disminuye el
aclaramiento hepatico y por lo tanto el aclaramiento pulmonar comienza a adquirir
importancia (Heinemann, V. et al. 1997).

6.2.4. Emulsiones lipidicas de anfotericina B

Ayestaran y sus colaboradores, (Ayestaran, A. y cols. 1996), compararon el
comportamiento farmacocinético de AmB en emulsiones lipidicas con AmB deoxicolato
sodico en una solucion de dextrosa al 5% en 16 pacientes neutropénicos con infecciones
fangicas. De los resultados obtenidos se pudo concluir que el perfil farmacocinético de la
AmB en emulsiones lipidicas difiere de la AmB en una solucion de dextrosa al 5%. Las
mayores diferencias se observaron en el volumen de distribucidn en estado estacionario y
el volumen de distribucion del compartimento central, que fueron mayores para la AmB en
emulsion lipidica, siendo AUC y Cmax menores.

7. TOXICIDAD DE AMB

La toxicidad es el conjunto de manifestaciones no deseables que siguen a la
administracion de cualquier sustancia en un organismo vivo. Existen dos tipo de toxicidad,
la toxicidad aguda tras dosis Unica, que aparece rapidamente de forma inmediata después
de una Unica toma del medicamento a dosis muy superiores a las habitualmente utilizadas
en terapéutica, o tras dosis mdltiple, que se manifiesta a corto plazo después de varias
administraciones consecutivas, y la toxicidad cronica, que se manifiesta tardiamente, como
consecuencia de la administracion repetida y prolongada en el tiempo de una determinada
sustancia activa, y que es consecuencia de la acumulacion de esta sustancia en el
organismo hasta alcanzar un valor critico.

Para determinar la toxicidad de un medicamento, antes de su comercializacion se
debe someter a ensayos de toxicidad en animales (raton, rata, conejo, cobaya, perro o
mono), para determinar la dosis letal 50 (dosis que provoca la muerte del 50% de los
animales sometidos al ensayo expresada en mg/kg). Sin embargo debe sefialarse que la
toxicidad es funcion de numerosos factores tales como: via de administracion,
concentracion del principio activo, animal de experimentacion, condiciones del ensayo,
caracteristicas intrinsecas del principio activo y metabolismo del principio activo.

7.1. Mecanismos de toxicidad

Los mecanismos de toxicidad de la AmB no estan del todo claros. El aclaramiento
renal del farmaco es muy lento, excretandose sin modificacion menos de un 5% del
farmaco administrado y sélo un 0.3-2.0% de la AmB se fija al tejido renal (Kaloyanides,
G. J. 1994, Christiansen, K. J. et al. 1985). La nefrotoxicidad es el resultado directo de la
accion de la AmB sobre los tubulos renales asi como de la induccion de una
vasoconstriccién renal y como consecuencia se produce una reduccién en el flujo
sanguineo renal y en la tasa de filtracion glomerular (Baley, J. E. et al. 1990). También se
ha demostrado "in vivo" que parte de la nefrotoxicidad puede ser causada por el vehiculo
de la formulacion que es deoxicolato sddico (Zager, R. A. et al. 1992).
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La AmB es insoluble a pH neutro y por lo tanto el farmaco se formula con
deoxicolato sddico, formando agregados que una vez reconstituida forma una suspension
coloidal. Estos agregados son relativamente inestables y se disocian rapidamente después
de la administracion, liberando la AmB a la circulacion sanguinea.

Los principales mecanismos de toxicidad estan representados en la Figura 14 y son
discutidos a continuacion:

1. Cambios en la permeabilidad de la membrana

Los efectos nefrotdxicos de la AmB estan mediados por cambios en la
permeabilidad de membrana, el mismo mecanismo que es responsable de la
actividad antifngica (Sawaya, B. et al. 1995). La AmB libre actGa uniéndose a
los esteroles, y particularmente al ergosterol de la membrana fangica. Ademas,
pero en grado menor, la AmB también se une a los esteroles de las células
eucariotas, como por ejemplo colesterol, y esto produce un efecto nefrotdxico
ya que las células del rifidn son muy ricas en colesterol. La estructura de la
AmB permite que dicha molécula funcione como un falso fosfolipido y penetra
en las membranas celulares donde ejerce principalmente dos efectos dafinos: el
oxidativo, y el ionoforico.

1) Alteracion de la
permeabilidad de membrana

2) Vasoconstriccion

Oxidativo
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Figura 14. Principales mecanismos de nefrotoxicidad de la AmB (Fanos, V. et al. 2000).
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El efecto oxidativo consiste en una autooxidacion de la molécula de AmB
en su region poliinsaturada y produce una peroxidacion lipidica dafiando la
membrana celular. Este dafio puede ser inhibido por antioxidantes, tales como
vitamina E (Brajtburg, J. et al. 1990). El efecto ionoforico es el que causa la
AmB sobre la permeabilidad de la membrana produciendo una salida del
contenido celular e incrementa la captacion de pequefios solutos con lo que se
produce un consumo de oxigeno y cambios irreversibles que conducen a la
muerte celular (Brajtburg, J. et al. 1990). El dafio renal esta directamente
relacionado con la cantidad de AmB administrada (Miller, R. P. et al. 1969).

2. Vasoconstriccion

La vasoconstriccion producida por la AmB esta principalmente determinada
por una vasoconstriccion preglomerular y podria estar relacionada con un efecto
directo de la AmB sobre las células del musculo liso (Sabra, R. et al. 1990).
Alternativamente, la vasoconstriccion podria estar mediada por el tromboxano,
mientras que la angiotensina Il y la endotelina no se ven implicadas en dicho
mecanismo (Ford, D. M. 1994).

Estudios realizados en ratas han demostrado que la administracion de
pentoxifilina incrementa la produccion de prostaglandinas y esto ayuda a
prevenir el dafio renal (Ford, D. M. 1994). También la administracion de
bloqueantes de canales de calcio, agonistas selectivos del receptor de dopamina
A, descarga salina y manitol pueden limitar los efectos nefrotoxicos de la AmB
(Kaloyanides, G. J. 1994).

7.2. Incompatibilidades de la AmB

Debido a la gran cantidad de farmacos que presentan incompatibilidad con la AmB,
se aconseja no administrarla conjuntamente con ningun otro farmaco. La mayoria de las
incompatibilidades se producen por una precipitacion de la AmB debido a un cambio de
pH o a una rotura de la suspensién coloidal. La precipitacion de la AmB se produce si se
afiade a la AmB una solucién de cloruro sodico al 0,9 %. Algunos de los compuestos
incompatibles con la AmB son: amicacina sulfato, ampicilina, bencilpenicilina, cloruro
calcico, gluconato calcico, carbenicilina sddica, hidroclorhidrato de clorpromacina,
clortetraciclina hidroclorhidrato, cimetidina, hidroclorhidrato de difenhidramina,
hidroclorhidrato de dopamina, sulfato de gentamicina, kanamicina sulfato, nitrofurantoina
sodica, hidroclorhidrato de oxitetraciclina, polimixina B sulfato, cloruro potasico,
conservantes como alcohol bencilico, hidroclorhidrato de procaina, cloruro sédico,
estreptomicina sulfato, sucralfato, hidroclorhidrato de tetraciclina, hidroclorhidrato de
verapamilo y vitaminas.

7.3. Efectos adversos de la AmB

Los efectos adversos de este medicamento son, en general, frecuentes e importantes,
aunque se pueden evitar mediante la administracion de analgésicos, heparina,
antihistaminicos y antieméticos; también puede reducirse la incidencia con la
administracion del farmaco cada 2 dias. Los efectos secundarios mas caracteristicos son:

- Frecuentemente: alteraciones digestivas (tales como anorexia, nauseas, vomitos,
dispepsia, diarrea, calambres abdominales, dolor abdominal y mas raramente
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hemorragia gastrointestinal), renales (insuficiencia renal, acidosis tubular renal,
nefrocalcinosis, anuria), alérgicas y dermatolégicas (fiebre, dolor en el punto de
inyeccion, flebitis, tromboflevitis y mas raramente erupciones exantematicas, prurito y
reacciones anafilacticas), sanguineas (anemia y mas raramente hemorragias,
trombocitopenia, leucopenia, agranulocitosis, eosinofilia y leucocitosis),
neuropsiquidtricas (cefalea, malestar general y méas raramente neuropatia periférica y
convulsiones), metabdlicas (hipopotasemia) y osteomusculares (mialgia y antralgia).

- Ocasional o raramente: alteraciones hepatobiliares (hepatitis, ictericia colestatica,
incremento de los valores sanguineos de transaminasas y fosfatasa alcalina),
cardiovasculares (arritmias cardiacas, paro cardiaco, hipertension, hipotension y
sofocos), respiratorias (disnea, edema pulmonar, espasmos bronquiales), oculares
(vision borrosa, diplopia) y otorrinolaringoldgicas (sordera, alteraciones del equilibrio
y tinnitus).

7.4. Estrategias en la prevencion de la nefrotoxicidad y los efectos
adversos

La AmB es un farmaco altamente toxico que tan sélo debe ser administrado a los
pacientes que no sean hipersensibles a dicho farmaco o a los que no tengan alterada la
funcién renal. Durante la administracion de AmB el paciente debe ser monitorizado y
controlar como minimo el nitrégeno uréico en sangre y la creatinina sérica en dias alternos
durante la terapia, el magnesio y el potasio sérico dos veces por semana y realizar un
recuento sanguineo completo y un recuento de plaquetas semanalmente.

La mayoria de los pacientes que reciben AmB sufren alguna clase de disfuncion
renal, siendo los nifios y neonatos los menos susceptibles a los efectos nefrotdxicos. La
AmB, independientemente del tipo de formulacién en la que esté incluida, debe
administrarse poniendo especial atencion al estado de hidratacion del paciente;
generalmente se suele infundir antes y después del tratamiento una soluciéon salina
(Hiddemann, W., et al. 1997).

Como se ha comentado anteriormente, durante la administracién de AmB al paciente,
al menos 2 6 3 veces por semana se le deben evaluar los siguientes parametros: nitrégeno
uréico sanguineo (BUN), creatinina, potasio, sodio y magnesio. En el caso de que los
valores alcanzados en BUN o creatinina superen en 3 veces a los valores determinados
antes de comenzar el tratamiento, el régimen de dosificacion debe ser reajustado (Drouhet,
E. et al. 1987), de manera que el tratamiento debe ser suspendido al menos durante 24
horas y, posteriormente, administrar la mitad de la dosis y seguir aumentando segin nos
permitan los valores de BUN y creatinina. También es aconsejable la administracion
intravenosa de suplementos de magnesio y potasio si sus valores estan reducidos.
Igualmente se ha aconsejado la administracién concomitante de dopamina y furosemida
con el fin de prevenir mayores efectos toxicos (Ford, D. M. 1994, Camp, M. J. et al. 1998).

El uso de sales tan s6lo ha mejorado el dafio renal en humanos (Butler, K. M. y cols.
1990), y la administracion intravenosa de sodio se ha demostrado que mejora y ayuda a
prevenir alteraciones en la funcion renal. Los efectos colaterales asociados a la infusion
intravenosa tales como fiebre, escalofrios, hipotension, nauseas y vomitos pueden ser
prevenidos o reducidos disminuyendo la velocidad de infusion (Richardson, M. D. et al.
1997).
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Para reducir la fiebre se puede administrar tras la infusion endovenosa de AmB
antipiréticos como aspirina, paracetamol o ibuprofeno, antihistaminicos como
difenhidramina también puede ser util la administracion de hidrocortisona antes o durante
la infusion con AmB. En caso de vOmitos puede ser necesaria la administracion de
antieméticos.

Los ultimos estudios relacionados con la reduccién de la nefrotoxicidad causada por
la terapia prolongada de AmB han demostrado que el uso de espironolactona reduce los
requerimientos de potasio y previene la aparicion de hipocalemia en pacientes
neutropénicos tratados con AmB (Ugur, U. A. et al. 2002).

7.5. Efectos de la AmB en ensayos clinicos de laboratorio

A continuacion se describen los metabolitos, enzimas o parametros clinicos cuyo
valor fisioldgico se ve modificado con el uso de la AmB y que tienen un significado clinico
muy importante a la hora de detectar posibles efectos adversos asociados al uso de AmB:

1. Alanina aminotransferasa. Varios estudios han demostrado que tras la
administracion de AmB, se produjeron como efectos secundarios dafios hepaticos por
vasoconstriccion, ictericia, hepatitis y fallo hepatico agudo, lo que provocaba un
incremento fisioldgico en suero de esta enzima (Campo, C. et al. 1999).

2. Fosfatasa alcalina. Debido a los efectos secundarios provocados por la
administracion de AmB tales como hepatitis, o fallo hepéatico agudo, se produce un
incremento fisioldgico en suero de esta enzima.

3. Aspartato aminotransferasa. Se produce un incremento fisiolégico en suero
cuando aparecen como efectos secundarios tras la administracion de AmB fallo
hepatico agudo, hepatitis, ictericia o dafios hepaticos debidos a una vasoconstriccion.

4. Bilis. Se produce un incremento fisiologico de bilis en orina cuando la AmB
produce como efecto secundario dafios hepatotdxicos.

5. Bilirrubina. Se ha demostrado que niveles de AmB superiores a 96 mg/l tras un
tratamiento prolongado con dicho farmaco, cuando las concentraciones terapéuticas
son de 3,7 mg/l, producen un incremento de la bilirrubina en suero, como
consecuencia de un dafio renal agudo o por hepatitis. En un ensayo clinico realizado
con 556 pacientes tratados con AmB, 4% tuvo hiperbilirrubinemia. Este incremento
puede causar una disfuncion hepatocelular (Chariot, J. et al. 1968, Walsh, T. J. et al.
1998).

6. Amilasa. Se produce un incremento fisiolégico en suero. Algunos autores han
mencionado la hiperamilasemia como un efecto secundario producido tras la
administracion de AmB.

7. Calcio. Se produce una disminucidn fisioldgica en suero que se ha descrito como
efecto secundario tras la administracion de AmB (Mc Chesney, J. A et al. 1964).

8. Cristales. Se produce un incremento fisioldgico en orina y puede producirse
cilindruria. En casos de administracion de dosis elevadas de AmB o tratamientos
muy prolongados, pueden aparecer en orina cristales granulares e hialinos.
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9. Colesterol. Con concentraciones que superan los 96 mg/l de AmB en sangre, (la
concentracion terapéutica de la AmB es de 3,7 mg/l), se observa un incremento en
suero del colesterol. Estos incrementos en colesterol plasmatico se midieron por el
método de Liebermann-Burchard (Kim, E. et al. 1969, Gupte, R. D. 1968).

10. El color de las heces. Varios estudios publicados han descrito el color negruzco
que presentan las heces tras la administracion oral de AmB (Santangelo, R. et al.
2000, Robbie, G. et al. 1999).

11. Creatinina kinasa. Se produce un incremento fisiolégico en suero. Debido a
hipocalemias severas producidas tras la administracion de AmB se puede producir
rabdomiolisis.

12. Creatinina. Se produce un incremento fisiologico en suero. Este incremento es de
1,5 mg/dl en 24 pacientes (83%) desde 1 mg/dl tras la administracion de AmB en 29
pacientes (Butler, W. T. et al. 1964). Este efecto nefrotoxico se produce tras la
administracion de AmB durante varias semanas, y es reversible siempre que la
cantidad de AmB administrada no supere los 4 g (Beard, H. W. et al. 1960, Yates, J.
L. et al. 1960, Seabury, J. H. 1961). Puede producirse azotemia como efecto adverso
asociado a una disminucion de la funcion renal. También puede aparecer
nefrocalcinosis y acidosis renal tubular (Hill, G. J. H. et al. 1962, Berman, L. B. et al.
1963, Reynolds, E. S. et al. 1963, Wertlake, P. T. et al. 1963). En un ensayo clinico
realizado con 556 pacientes tratados con AmB, el 11% presentaron concentraciones
elevadas de creatinina en suero. En otro estudio realizado con 22 pacientes que
habian sido sometidos a un transplante de médula dsea y recibian administracion
simultinea de AmB y ciclosporina A, se observd que en dichos pacientes se
presentaba un incremento de nefrotoxicidad (VanOmmen, R. A. 1974, Ringden, O. et
al. 1994, Walsh, T. J. et al. 1998).

13. Aclaramiento de creatinina. Se produce una disminucion fisiolégica en orina de
mas del 36% debido al efecto nefrotoxico producido por la AmB. En un estudio
realizado en 10 pacientes a los que se les administraba AmB, tras 2 semanas se
observd una disminucion del aclaramiento de creatinina desde 94 ml/min a 69
ml/min (Mc Curdy, D K. et al. 1968).

14. Eosinofilos. Se produce un incremento fisioldgico sanguineo. La eosinofilia y las
discrasias sanguineas se han considerado por varios autores como efectos
secundarios.

15. Eritrocitos. Se produce una disminucion fisioldgica en sangre que aparece tras
varias semanas de tratamiento con AmB debido a interferencias con la produccién
eritrocitaria (Brajtburg, J. et al. 1985). Esta asociada a una depresion medular con
anemia hemolitica (Beard, H. W. et al. 1960).

16. Eritropoyetina. Se produce un descenso fisioldgico sérico y como consecuencia
de este descenso se produce anemia en pacientes a los que se administra AmB
(Brandiss, M. W. 1964, Lin, A. C. et al. 1990).

17. Tasa de filtracion glomerular. En un alto porcentaje de pacientes se produce un
descenso fisioldgico de produccién de orina (Rhoades, E. R. et al. 1961).
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18. Glucosa. Se ha descrito como efecto secundario tras la administracion de AmB
estados tanto de hiper como de hipoglucemia.

19. y-glutamiltransferasa. Se produce un incremento fisiolégico en suero debido a
hepatitis, ictericia, fallo hepatico agudo y vasoconstriccion hepatica asociada al
tratamiento con AmB.

20. Granulocitos. Se produce wuna disminucion fisiolégica en sangre. La
agranulocitosis ha sido descrita como efecto secundario por algunos autores.

21. Hematocrito. Se produce un descenso fisiologico en sangre relacionado con
depresion medular y anemia hemolitica (Miller, R. P. et al. 1969).

22. Hemoaglobina. La anemia normocitica y normocrémica se puede desarrollar como
efecto secundario. Se produce un descenso en sangre en pacientes recibiendo AmB
en un 18-35% (Yu, B. G. et al. 1998, Salama, A. et al. 1989). En un ensayo clinico
realizado con 556 pacientes tratados con AmB a un 5% se le diagnosticO anemia
(Brandriss, M. W. 1964, Walsh, T. J. et al. 1998).

23. Isocitrato deshidrogenasa. Se produce un incremento fisiolégico en suero debido
a la alteracion de la funcion hepatocelular.

24. Lactato deshidrogenasa. Se produjo un incremento fisiolégico en suero en un
paciente con leucemia mieloide aguda tratado con dosis elevadas de AmB, esto pudo
ser una respuesta idiosincrasica.

25. Leucocitos. Se produce un descenso 0 un incremento en sangre presentando
como posible complicacion ocasional del tratamiento con AmB, leucopenia,
agranulocitosis o leucocitosis. Se han publicado casos en los que pacientes
recibiendo AmB han presentado discrasias sanguineas.

26. Magnesio. Se produce una disminucion fisiolégica en sangre. La
hipomagnesiemia aparece como efecto secundario asociado a los efectos toxicos del
tratamiento con AmB (Burgess, J. L. et al. 1972). También se produce un incremento
fisiologico en orina tras una infusion iv durante 2 horas. Este incremento llega a ser
significativo a las 4 semanas de tratamiento.

27. Metotrexato. Se produce un incremento fisioldgico en suero. La administracion
de AmB junto con metotrexato incrementa su semivida de eliminacion y el AUC.

28. Mioglobina. Se produce un incremento fisioldgico en orina provocado por
rabdomiolisis.

29. Nitrogeno no proteico. Se produce un incremento fisiolégico en suero debido al
efecto nefrotoxico de la AmB (VanOmmen, R. A. 1974).

30. Sangre _en heces. Se han descrito casos de pacientes que presentaban
gastroenteritis hemorragica y melenas tras la administracion oral de AmB.

31. pH. Se produce un descenso fisioldgico en sangre. La acidosis se considera un
efecto secundario de la administracion de AmB. Sin embargo en orina se produce un
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incremento del pH como consecuencia de la disminucién de la tasa de filtracion
glomerular.

32. Plaguetas. Se produce un descenso fisiologico en sangre. La trombocitopenia ha
sido descrita como efecto secundario tras el tratamiento con AmB. En un ensayo
clinico con 556 pacientes tratados con AmB, 5% presentaron trombocitopenia.

33. Potasio. Se produce un descenso fisioldgico en suero. La hipocaliemia se
potencia con el uso concomitante de corticoesteroides y corticotropina y potencia el
efecto tdxico de los digitalicos. La hipocaliemia surge como efecto secundario
debido al efecto nefrotoxico que aparece tras varias semanas de tratamiento con
AmB, generalmente reversible si no se excede la concentracion de AmB en 4 ¢
(Burgess, J. L. et al. 1972). También se han descrito casos de hipercaliemia
asociados a dafios renales.

34. Aclaramiento de potasio. Se produce un incremento fisiologico en orina. La dosis
esta relacionada inversamente con la tasa de filtracion glomerular (Burgess, J. L. et
al. 1972).

35. Sodio. Se produce un descenso fisioldgico en suero, también relacionado con el
efecto nefrotdxico que causa el uso de AmB (Butler, W. T. et al. 1964).

36. Nitrégeno uréico en sangre. Se produce un incremento fisioldgico relacionado
con un fallo renal agudo, anuria y oliguria producidos tras la administracién de AmB.
Con el fin de evitar dafios renales mayores y cuando las concentraciones de nitrogeno
uréico en sangre superan los 50 mg/100 ml, se suprime el tratamiento (Miller, R. P.
et al. 1969).

37. Aclaramiento de &cido drico. Se produce un incremento fisiol6gico en orina que
estad inversamente relacionado con la tasa de filtracion glomerular.

7.6. Toxicidad de las nuevas formulaciones lipidicas de AmB

En general todas las nuevas formulaciones lipidicas de AmB han resultado ser menos
toxicas que la AmB en forma de deoxicolato sddico, aunque se han descrito casos en los
que los pacientes han desarrollado distintos efectos adversos a estas formulaciones como
anafilaxia, toxicidad cardiaca y fallo respiratorio y por lo tanto a pesar de la nefrotoxicidad
producida por la AmB en forma de deoxicolato sédico, se ha considerado el farmaco de
eleccion (Bishara, J. et al. 2001). También se han citado casos de alergia tanto en adultos
como en nifios a los componentes de las formulaciones lipidicas que impiden su uso en
estos pacientes debiendo ser utilizada la formulacion convencional (Tollemar, J. et al.
1993, Cesaro, S. et al. 1999).

De las tres nuevas formulaciones lipidicas de AmB, la AmB liposomal, siendo la méas
cara, es la que se considera menos nefrotoxica y la unica formulacion aprobada para el
tratamiento de fiebre neutropénica en pacientes que no responden a la terapia
antibacteriana. ABLC y ABCD tienen una toxicidad semejante aunque ABLC parece
presentar menos riesgos asociados a la infusion. Por el contrario ABCD en un estudio
realizado por Walsh y sus colaboradores en un tratamiento profilactico en pacientes
neutropénicos, demostré la mayor asociacion de este farmaco a efectos adversos
relacionados con la infusion, incluso mas que con la AmB convencional, lo cual limita

53



Anfotericina B

enormemente su uso, mientras que la disfuncion renal producida fue menor (Walsh, T. J. et
al. 1999).

Existen publicaciones contradictorias en las que no queda claro si realmente la
terapia con ABLC al ser usada en una dosis de 5 mg/kg/d tiene una incidencia nefrotoxica
menor que la AmB convencional y por ello se deben realizar mas ensayos clinicos que
demuestren su eficacia y seguridad (Carrigan, C. et al. 2001).

8. ESPECTRO DE ACCION Y RESISTENCIA

8.1. Espectro de accion

La AmB se utiliza desde hace 60 afios como antifangico de eleccion y referencia en
numerosas infecciones fungicas (Tabla 12). Posee un espectro de accién muy elevado
incluyendo hongos levaduriformes oportunistas del género Candida, excepto C. lusitanie,
los hongos dimorficos y la mayoria de los hongos micelares. Asimismo, es activa frente a
los agentes de las micosis endémicas, Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides Immitis y Paracocidioides brasiliensis.

Infeccion Hongo Farmaco de Eleccion
Aspergilosis Aspergillus (generalmente A. AmB
fumigatus)
Blastomicosis Blastomyces dermatitidis Itraconazol
AmB
Candidiasis Candida albicans, C. AmB
parapsilosis, C. tropicalis Fluconazol
Coccidioidomicosis Coccidioides Itraconazol
Fluconazol
AmB
Criptococosis Cryptococcus neoformans AmB
Histoplasmosis Histoplasma capsulatum Itraconazol
AmB
Mucormicosis Rhizopus, Mucor, Rhizomucor, AmB
Cunninghamella, Absidia
Paracoccidioidoomicosis Paracoccidioides brasilensis Itraconazol
AmB
Esporotricosis Sporothrix schenckii AmB
Itraconazol
Naegleria Naegleria AmB
Leishmaniasis Cutanea por: Leishmania Estibogluconato de sodio
mexicana, L. tropica, L. major, Antimoniato de meglumina

mucocutanea por: L. braziliensis,
visceral por: L. donovani, L.
infantum, L. chagasi

AmB

Tabla 12. Farmacos de eleccion para las principales infecciones fingicas y parasitarias
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Los dermatofitos (Epidermophyton, Microsporum y Trychophyton) son
habitualmente resistentes. También es el farmaco de eleccion para la terapia en pacientes
con fiebre neutropénica con baja respuesta a otros agentes antibacterianos (Meyer, R. D.
1992).

La AmB también se considera un farmaco de primera eleccion frente a infecciones
parasitarias producidas por Naegleria, y también se emplea, aunque no como farmaco de
eleccion, en las infecciones parasitarias producidas por Leishmania. Para el tratamiento de
Candida dubliniensis, que es una especie de Candida recientemente descrita y muy
relacionada con C. albicans que se ha presentado en pacientes con sida, también ha
resultado ser eficaz la AmB en la formulacion convencional y en las nuevas formulaciones
lipidicas (Quindos, G. et al. 2000).

Se han descrito varios casos en los que la AmB ha resultado eficaz frente a
zigomicosis nasal (Wali, Y. A. y cols. 2001), frente a keratitis producida por Fusarium
solani que pasé a causar una endoftalmitis fangica (Goldblum, D. et al. 2000), frente a
alternariosis ulcerativa cutanea (Lyke, K. E. et al. 2001) y frente a una alergia
broncopulmonar causada por Bipolaris hawaiiensis (Saenz, R. E. et al. 2001).

8.2. Resistencia

A pesar de la amplia utilizacion durante décadas, no existen apenas referencias
relacionadas con la resistencia a la AmB. Se han aislado cepas de C. albicans, que deben
su resistencia a un menor contenido de ergosterol en su membrana, lo que dificulta el
anclaje de la AmB vy, por ello, la alteracion de la permeabilidad. Estas células son, sin
embargo, menos virulentas al disminuir también su capacidad de crecimiento, por lo que
no tiene gran transcendencia clinica. En el laboratorio pueden obtenerse mutantes
resistentes de C. albicans, C. neoformans y Aspergillus spp. También se han obtenido
mutantes de C. lusitanie y de C. tropicalis tras el tratamiento con AmB.

También se han encontrado cepas resistentes de C. albicans con elevados niveles de
catalasa, lo cual confiere resistencia a la célula fangica frente al dafio oxidativo causado
por la AmB.

Los resultados de los estudios de susceptibilidad obtenidos para la AmB deben ser
interpretados con cautela, ya que es dificil valorar la resistencia a la AmB en estudios "in
vivo" e "in vitro". Los métodos propuestos hasta ahora para realizar estudios de la
susceptibilidad de la AmB "in vitro" han tenido una correlacion muy pequefia con los
resultados clinicos (Lozano-Chiu, M. et al. 1998). Las medidas de la minima concentracion
fungicida (MFC) han resultado ser mas relevantes que la minima concentracion inhibitoria
(MIC).

Las dificultades de la correlacién entre los estudios "in vivo" e "in vitro" se deben en
parte a la dificultad de estimar la respuesta clinica a los agentes antifungicos,
particularmente dada la naturaleza multifactorial de las infecciones fangicas en la mayoria
de los pacientes inmunodeprimidos. Debido fundamentalmente a que la respuesta clinica a
la AmB no estd tan solo relacionada con los estudios de susceptibilidad de la cepa
infectante a la AmB "in vitro", sino también con el desarrollo clinico de la enfermedad, la
persistencia de neutropenia y la existencia de catéteres u otros dispositivos protésicos
(Storm, G. et al. 1997, Mills, W. et al. 1994).
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8.3.  Desarrollo de estudios in vivo de la eficacia de agentes
antimicrobianos

Para realizar estos estudios de eficacia se considera al raton como el animal de
laboratorio de eleccién, debido al bajo coste econdmico de estos animales y a su facil
manejo. Se emplean grupos de 10 animales a los que se les infecta con el microorganismo
patdgeno y posteriormente se les administra el farmaco en estudio y se observa el efecto
producido por el farmaco en el animal. El efecto del farmaco se puede medir facilmente
contando los animales que no mueren tras un periodo largo de tiempo o midiendo el
crecimiento del microorganismo patdgeno en los 6rganos diana del animal, determinando
si el farmaco inhibe el crecimiento del microorganismo o lo mata.

Los modelos animales no se asemejan exactamente a las infecciones en humanos, ya
gue se emplean cepas muy virulentas para estos estudios y se emplean dosis muy elevadas
de patogenos, de manera que el curso de la infeccion es rapido y severo. Ademas, los
animales poseen un historial inmunoldgico indefinido y probablemente nunca hayan estado
en contacto con el patdgeno, por lo tanto carecen de anticuerpos frente a estos
microorganismos. El valor de estos estudios en modelos animales es que son sistemas
precisos y reproducibles para evaluar cuantitativamente la accion del antibidtico en seres
ViVvos.

8.4. Posologia de AmB

La AmB en forma de deoxicolato sodico se administra, para el tratamiento de
infecciones fungicas sistémicas, por perfusion intravenosa en una solucién de dextrosa al
5% durante 2 a 3 horas una vez al dia en dosis que varian de 0,4 a 1 mg/kg. La dosis
habitual del complejo lipidico de AmB (ABLC) varia entre 3-5 mg/kg i.v. una vez al dia,
administrado por perfusion durante 2 horas. La dosis recomendada de AmB sulfato de
colesterol (ABCD) es de 3-4 mg/kg i.v. administrados a razén de 1 mg/kg/hora una vez al
dia. Finalmente la dosis de AmB liposomal es de 3 a 5 mg/kg i.v. administrados durante 1
a 2 horas por perfusion intravenosa una vez al dia. Estas nuevas formulaciones lipidicas
estan indicadas en caso de intolerancia a la AmB convencional por causa de una
nefrotoxicidad excesiva, excepto AmB liposomal que también se utiliza para el tratamiento
de posibles infecciones fungicas en pacientes neutropénicos con fiebre y para el
tratamiento de leishmaniosis visceral (Abramowicz, M. et al. 2001).

8.5. Eficacia de las nuevas formulaciones lipidicas de AmB

Los estudios de eficacia de formulaciones lipidicas realizados tanto en humanos
como en animales de laboratorio han demostrado que dichas formulaciones poseen una
eficacia semejante a la AmB en forma de deoxicolato sodico y que la ventaja
farmacoldgica que poseen estas nuevas formulaciones es que al ser menos toxicas pueden
ser administradas en dosis mayores, (Wong-Beringer, A. y cols. 1998, Rapp, R. y cols.
1997). Aungue algunos estudios, tanto "in vitro™ como "in vivo", han demostrado que la
eficacia de la AmB liposomal es de 4 a 8 veces menor que la Fungizona®, y que existe una
diferencia de eficacia significativa (Pahls, S. et al. 1994).

A continuacion mostramos en las Tablas 13, 14 y 15 los ensayos clinicos mas
importantes que se han hecho con las formulaciones de AmB de mayor uso (AmB en
forma de complejos lipidicos ABLC, AmB liposomal y AmB en forma de dispersion
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coloidal ABCD) en pacientes con diversos tipos de enfermedades y diferentes infecciones
fangicas sistémicas. En todos estos estudios se ha visto como estas nuevas formulaciones
no mejoran la eficacia de la AmB pero si resultan ser menos toxicas en algunos casos.

8.6 Relacion concentracion-efecto

Se han realizado algunos estudios con el fin de determinar las propiedades
farmacodinamicas antifungicas de la AmB. Klepser y sus colaboradores han realizado
estudios de este tipo frente a C. albicans demostrando que la actividad antifungica de este
farmaco es dosis dependiente. Pero in vivo en la eficacia de la AmB no sélo influye la
dosis sino otra serie de factores (Klepser, et al. 1997).

Las propiedades farmacocinéticas de la AmB fueron investigadas por Andes en
ratones neutropénicos infectados con Candida (Andes, D. 1999). Se administraron dosis
unicas de AmB a las dosis de 0,25, 1 y 4 mg/kg para determinar el efecto "in vivo" de
distintas concentraciones de AmB. El resultado obtenido fue la cinética no linear que tiene
la AmB. Los valores de las semividas plasmaticas y el area bajo la curva (AUC) fueron
respectivamente de 13,7-27 h y 9,7-83,3 mgh/l. El parametro mejor correlacionado con la
eficacia clinica fue el pico/MIC (concentracion minima inhibitoria). Los resultados
obtenidos indican que el efecto letal es dependiente de la concentracion "in vivo".
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Referencia Farmaco (dosis) Duracion N° de Infeccién Resultado
tratamiento  pacientes
Blau, I. W. et AmBisome® (1-3 3 dias 59 vs 134 Pacientes AmBisome® y
al. 2000 mg/kg/d) vs Fungizona® historicos inmunodeprimidos  Fungizona®
(Img/kg/d) con infecciones eficacia
fungicas semejante
Bohme, A. et  AmBisome®(3-5 Varfa 73 vs 72 Pacientes con AmBisome®
al. 1996 mg/kg/d) en dias alternos histéricos neumonia fue eficaz
granulocitopénica
Coker,R.J. AmBisome®(3 mg/kg/d)  Media de 27 23 Criptococosis AmBisome®
et al. 1993 Pacientes con HIV dias fue eficaz
Davidson, R. AmBisome®(3-4 3 dosis 88 Leishmaniosis AmBisome®
N.etal. 1996 mg/kg/d) (13 visceral fue eficaz
4 mg/kg/d)
Di Martino, AmBisome®(1 mg/kg/d, Varia 106 TLeishmaniosis AmBisome®
L.etal. 1997 2 dosis, 3 mg/keg/d, 2,3 0 11 visceral en nifios fue eficaz
4 dosis) 1mg/kg/d)
Ellis, M et al. AmBisome®(4 mg/kg/d) Varia 70 Aspergillosis AmBisome® a
1998 vs Fungizona®(1 altas dosis no
mg/kg/d) supone una
ventaja
Freire, M. et AmBisome® (10,14 020  Media 5 dias 32 Leishmaniosis AmBisome®
al. 1997 mg/kg) visceral fue eficaz
Heinemann, AmBisome®(200 mg/d) Media de 15 100 Candidiasis AmBisome®
V. et al. 1995 dias fue eficaz
Juster- AmBisome® (2.5-7 Media 3 24 neonatos Candidiasis AmBisome®
Reicher, A. mg/kg/d) semanas de bajo peso sistémica fue eficaz
et al. 2000
Kelsey, S. M. AmBisome® (2 mg/kg/d) 3 dfas por 161 Profilaxis en Eficacia
et al. 1999 vs placebo semana (87 pacientes semejante
AmBisome®) neutropénicos
Kriiger, W. et AmBisome®(1-5 Media de 13 60 Transplante de Resultados no
al. 1995 mg/kg/d) dias médula 6sea muy buenos
Leenders, A. AmBisome® (4 mg/kg/d) 21 dias 28 Meningitis Eficacia
C.A.P.etal. vs Fungizona® (0.7 (15 criptocdcica semejante
1997 mg/kg/d) en pacientes con AmBisome®)
HIV
Leenders, A. AmBisome® (5 mg/kg/d) Varia 66 micosis sistémicas Eficacia
C.A.P.etal. vs Fungizona® (1 (32 ligeramente
1998 mg/kg/d) en pacientes AmBisome®) mejor con
neutropénicos AmBisome®
Lotf, T. et al. AmBisome® (1 mg/kg) en 1 semana 58 Infecciones AmBisome®
1999 pacientes con transplante fungicas sistémicas fue bueno
de higado para prevenir
Mills, W. et  AmBisome® en pacientes Media de 12 133 Micosis sistémicas ~ AmBisome®
al. 1994 neutropénicos dias fue eficaz
Mota- AmBisome®(2-3 Media de 17 20 Micosis sistémicas ~ AmBisome®
Miranda, A. mg/kg/d) Pacientes dias fue eficaz
et al. 1994 inmunodeprimidos

Tabla 13. Estudios méas importantes realizados sobre la eficacia de AmB liposomal en humanos.
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Referencia Farmaco (dosis) Duracion N° de Infeccién Resultado
tratamiento  pacientes
Nowoczyn, AmBisome® (1.5-2.5 Media de 15 10 Nifios AmBisome®
V.etal. 1992 mg/ke/d) dias neutropénicos fue eficaz
Prentice, H. AmBisome®(1, 3 Varfa 338 Niflos y adultos con Eficacia
G.etal. 1997 mg/kg/d) vs Fungizona® (102 fiebre neutropénica  semejante
(1 mg/kg/d) Fungizona®)
Ringdén, O. AmBisome®(0.5-5 Media de 18 99 Micosis sistémicas ~ AmBisome®
et al. 1991 mg/kg/d) en pacientes dias (64 con fue eficaz
inmunodeprimidos infeccion)
Ringdén, O. AmBisome®(0.5-5 Media de 15 15 nifios pacientes AmBisome®
et al. 1994 mg/kg/d) dias inmunodeprimidos fue eficaz
Russo, R. et  AmBisome®(4 mg/kg/d) 10 dias 8 Leishmaniosis AmBisome®
al. 1995 visceral fue eficaz
Seaman, J. et AmBisome®(3-5 3 dosis 16 Leishmaniosis AmBisome®
al. 1995 mg/kg/d) visceral (L. donovani) fue eficaz
Sohail, M. A. AmBisome® vs Segin el 9 Sinusitis fungica No se
et al. 2001 Fungizona® (1mg/kg/d) paciente aguda fulminante obtuvieron
en pacientes con HIV, muy buenos
diabéticos o resultados
inmunodeprimidos
Sundar, S. et  AmBisome® (5 mg/kg/d) 46 (1 dosis), 91 Leishmaniosis AmBisome®
al. 2001 45 (5 dias) visceral india fue eficaz
Thakur, C.  AmBisome®(2 mg/kg/d) 3 dias 30 Leishmaniosis AmBisome®
P. 1996 visceral fue eficaz
Thakur, C. AmBisome® (15 AmBisome® 34 Leishmaniosis AmBisome®
P. 2001 mg/kg/d) vs Fungizona® 1 dosis visceral fue eficaz
(Img/kg/d) Fungizona® pero de coste
20 dias elevado
Tollemar,]J. AmBisome® (1 mg/kg/d) Cuando n° 76 Pacientes con AmBisome®
et al. 1993 vs placebo neutréfilos sea (40 placebo) transplantes de fue buen
< 0.5 hasta > médula 6sea profilactico
0.5
Tollemar,J. AmBisome® (1 mg/kg/d) 5 difas 77 Micosis sistémicas ~ AmBisome®
et al. 1995 vs placebo en pacientes (37 placebo) fue buen
con transplante de higado profilactico
Walsh, T. et  AmBisome® (3 mg/kg/d, Segun 687 Pacientes Eficacia
al. 1999 10.8 dfas) vs Fungizona® farmaco (343 neutropénicos con semejante
(0.6 mg/kg/d, 10.3 dias) AmBisome®) fiebre
Walsh, T.J]  AmBisome®(1, 2.5,5y 7.5 Vatia 36 Fiebtre neutropénica AmBisome®
et al. 1995 mg/kg/d) fue eficaz

Tabla 13. (Continuacién) Estudios mas importantes realizados sobre la eficacia de AmB liposomal en
humanos.
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Referencia Farmaco (dosis) Duracion N° de Infeccion Resultado
tratamiento paciente
S
Adedoyin, A. ABLC vs Fungizona® Segin la dosis 150 Leishmaniosis Tasas de
et al. 1997 Pacientes con terapia yla mucocutanea supervivencia
antineoplasica y neutropénicos  enfermedad o HIV semejantes
Anaissie, E.  ABLC (5 mg/kg/d) vs 2 semanas 231 HIV, Tasas de
J. etal. 1995  Fungizona® (0,6-1 mg/kg/d) candidiasis supervivencia
semejantes
Cannon, J. P. ABLC vs AmBisome (3-5 Mas de 3 dias 67 Micosis El éxito terapéutico
et al. 2001 mg/kg/d) pacientes con fiebre sistémicas fue semejante en
neutropénica los 2 grupos
Fleming, R. ABLC (3 mg/kg/d 10 dias) vs  Segtin la dosis 75 Micosis Ambas
V.etal. 2001 AmBisome (4 mg/kg/d 15 sistémicas  formulaciones igual
dias) pacientes con leucemia de efectivas
Fortun, J. et  ABLC vs AmBisome® en Segin la dosis 56 Micosis No se observaron
al. 1999 pacientes transplantados sistémicas diferencias
significativas
Grasela, D. ABLC (0.6,1.2,2.5y5 Segun la dosis 40 Leishmaniosis
et al. 1993 mg/kg/d) (42,21, 10 y 5 dias) mucocutanea No descrito
vs Fluconazol (0,6
mg/kg/42d)
Herbrecht, ABLC (conc. Media 4.11 Media: 38.7 46 Infecciones ABLC fue eficaz
R. etal. 2001 mg/kg/d) pacientes dias fungicas
transplantados, con leucemia o sistémicas
pediatricos
Hiemenz,]J. ABLC (5 mg/kg/d) vs grupo 6 semanas 151 Aspergilosis Estudio con
W. et al. 1995 historico de 122 pacientes con invasiva muchos sesgos;
Fungizona® (500 mg) ABLC es eficaz
Linden, P. et ABLC (conc media 4 semanas 71 Micosis ABLC es segura y
al. 2000 4.6mg/kg/d)pacientes sistémicas eficaz
transplantados
Lister, J. 1994 ABLC (4.7 mg/kg/d) en 27 dias 47 Candidiasis, ~ Buenos resultados
pacientes que no responden a aspergilosis y de eficacia
la Fungizona® otras micosis
Mehta,J et  ABLC (5 mg/kg/d) 68 dias 64 Micosis ABLC fue eficaz
al. 1997 sistémicas
Oravcova, E. ABLC en pacientes con cancer 1-25 dias 20 Candidiasis,  ABLC fue efectiva
et al. 1995 y desordenes hematolégicos (5 aspergilosis
mg/kg)
Sharkey, P.  ABLC (0.6 y 1.2, mg/kg/d) vs 4 semanas 20 Coccidioido ~ Buenos resultados
K. etal. 1991  Fluconazol (0,6 mg/kg/d) micosis de eficacia
Shatkey, P.  ABLC (1.2,2.5y 5 mg/kg/d) 6 semanas 55 HIV, Sin diferencias
K. etal. 1996 vs Fungizona® (0,7 mg/kg/d) meningitis estadisticas
criptocdcica significativas
Sundar, S. et ABLC (5 mg/kg/d) 1,2 0 5 dias 77 Leishmaniosis ~ ABLC fue eficaz
al. 1998 visceral
Sundar, S. et ABLC (7.5 0 10 mg/kg/d) 2 semanas 58 Leishmaniosis ABLC es eficaz a 5
al. 1999 visceral mg/kg/d
Walsh, T.J. ABLC (4.9 mg/kg/d) en 39 dias 228 Candidiasis, ~ Buenos resultados
et al. 1994 pacientes que no responden a aspergilosis y de eficacia
la Fungizona® otras micosis
Walsh, T.J. ABLC (5mg/kg/d o3 4 semanas 556 Micosis ABLC fue efectiva
et al. 1998 mg/kg/d) sistémicas con 3 mg/kg/d
Wingard,J.  ABLC (5mg/kg/d) vs Miximo 6 244 Micosis El éxito terapéutico
R. et al. 2000 AmBisome® (3 y 5 mg/kg/d) semanas sistémicas fue semejante en

pacientes neutropénicos

los 2 grupos

Tabla 14. Estudios mas importantes realizados sobre la eficacia de complejos lipidicos de AmB (ABLC) en
humanos.
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Referencia Farmaco (dosis) Duraciéon N° de Infeccion Resultado
tratamiento pacientes
Amantea, M. ABCD (0.5-8 mg/kg/d) 4 semanas 75 Micosis sistémicas Tratamiento
A. etal. 1995 pacientes con transplante seguro y eficaz
de médula 6sea
Anaissie, E.  ABCD (4 mg/kg/d) 6 semanas 133 Micosis sistémicas Eficacia
J. etal. 1998  Pacientes con funcién con: Aspergillus, semejante a
renal alterada Candida, Fungizona®
Histoplasma, pero menor
Criptococus. toxicidad
Berman, J et ABCD (2 mg/kg/d) 10,7 o 5 dias 29 Leishmaniosis ABCD fue
al. 1999 visceral eficaz
Bowden, R.  ABCD (0.5-8 mg/kg/d) 6 semanas 75 Aspetgillosis o ABCD resulté
A. et al. 1996 pacientes con transplante maximo candidiasis ser eficaz
de médula 6sea
Gaeta, G. B. ABCD 2 mg/kg/d 1 semana 12 Leishmaniosis ABCD fue
et al. 2000 visceral eficaz
Herbrecht, = ABCD (Conc media 4.050  Media 18 dias 572 Micosis sistémicas ABCD fue
R. et al. 1999, mg/kg/d) en pacientes (1-407) junto con eficaz
1997, inmunodeprimidos enfermedades
Gurwith, M. graves
et al. 1999,
Dupont, B.
1999, Guo, L.
S. et al. 2001
Herbrecht, = ABCD (Conc media 4.8 37 dias 21 Murcomicosis ABCD junto
R. etal. 2001 mg/kg/d) en pacientes invasiva con cirugia es
inmunodeprimidos eficaz
Noskin, G. et ABCD (3.9mg/kg/d) en 72 dias 176 Candidiasis Tratamiento
al. 1998 pacientes eficaz
inmunodeprimidos
Noskin, G et ABCD (4mg/kg/d) en 23 dias de 220 Candidiasis Tratamiento
al. 1999 pacientes transplantados de media eficaz
médula 6sea
Oppenheim, ABCD (4mg/kg/d para 18.5 dias de 168 Micosis sistémicas) ~ ABCD resulté
B. A. etal. aspergillosis, 3 mg/kg/d media en pacientes con ser eficaz
1995 para candidiasis desordenes
hematoldgicos
Sandler, E. S. ABCD (5 mg/kg/d) vs Segun 49 nifilos  Pcientes con fiebtre ABCD fue
et al. 2000 Fungizona® (1mg/kg/d) paciente neutropénica eficaz
Timmers, G. 1° ABCD (2mg/kg/div)  ABCD 13.9 24 Pacientes ABCD no fue
J. etal. 2000 o 1° Fluconazol (200 mg/d dias neutropénicos adecuado para
oral) 2° ABCD (4 Fluconazol profilaxis
mg/kg/d 21.2 dias antifungica
White, M. H. ABCD (4 mg/kg/d) vs Varia 101 ABCD  Pacientes con fiebtre Ambos
et al. 1996 Fungizona® retrospectivo 93 neutropénica tratamientos
(0.8 mg/kg/d) Pacientes Fungizona® igualmente
con transplantes de médula eficaces
Osea
White, M. H. ABCD (0.5-8 mg/kg/d) vs 235 82 ABCD Aspergillosis ABCD
et al. 1997 Fungizona® retrospectivo  diasABCD 22 261 invasiva respuesta muy
(0.1-1.4 mg/kg/d) dias Fungizona® semejante a
Pacientes con transplantes ~ Fungizona® Fungizona®
de médula 6sea
White, M. H. ABCD (4 mg/kg/d) vs <14 dias 213 Pacientes con fiebre ABCD fue
et al. 1998 Fungizona® (0.8 neutropénica eficaz

mg/kg/d)

Tabla 15. Estudios mas importantes realizados sobre la eficacia de dispersiones coloidales de AmB (ABCD)
en humanos.
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ESTUDIO ANALITICO DEL PRINCIPIO ACTIVO
1. MATERIALES EMPLEADOS

La anfotericina B (AmB) y la nistatina pulverizada empleada fueron suministradas
por Squibb Pharmaceutical Industry (Barcelona, Espafia); la anfotericina B USP estandar
por (Dumex® LTD, Dinamarca); el metanol para HPLC por Lab-Scan (Irlanda); el
dimetilsulfoxido (DMSQ) y el acetonitrilo por Panreac (Barcelona, Espafa); el etilen-
diamino-tetraacético disédico (EDTA) por Sigma-Aldrich (Barcelona, Espafia); y el
plasma para la validacion se tomd de conejos sanos. El agua utilizada fue doblemente
desionizada por un sistema de purificacion de agua modelo Milli-Q (Millipore, EEUU).

2. ESPECTROFOTOMETRIA UV/VIS

Esta técnica se ha utilizado en los analisis rutinarios del principio activo por su
comodidad y rapidez. Para su realizacion se empled un equipo Beckman DU-6.

Método

Se prepard una solucion de AmB en DMSO con una concentracion de 1 mg/ml.
Posteriormente se tomd una alicuota de dicha solucion y se diluyé en metanol hasta
obtener una concentracion final de 5 pg/ml, sobre la que se realizd un barrido
espectrofotométrico en un intervalo de longitudes de onda comprendido entre 200 y 600
nm, a una velocidad de barrido de 300 nm/min, y empleando una cubeta de 1cm de paso
optico.

1500
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1200
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900
750
600
450
300 A
150
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200 250 300 350 400 450 500
Longitud de onda (nm)

Absorbancia

Figura 15. Espectro de absorcion UV/VIS de la AmB en DMSO/metanol.
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Resultados

El espectro de absorcion UV/VIS de la AmB se observa en la Figura 15 y muestra
picos de absorcion a la longitud de onda de 405, 382, 363 y 344 nm, siendo el maximo de
absorcidn el pico correspondiente a una longitud de onda (1) de 405 nm; dicha longitud de
onda fue la seleccionada para el desarrollo de los métodos cuantitativos de analisis, tanto
espectrofotométricos como cromatograficos, utilizados en este trabajo de investigacion.

3. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA EFICACIA (HPLC)

Se puso a punto un método analitico para la identificacion y cuantificacion de la
anfotericina B en los ensayos de estabilidad realizados a las microemulsiones y en los
estudios farmacocinéticos realizados en conejos. Dicho método estd basado en el
desarrollado por Brassine, C. y sus colaboradores con algunas modificaciones realizadas
para esta Memoria (Brassine, C. et al. 1987). Muchos métodos han sido descritos para la
cuantificacion del principio activo por HPLC, como vemos en la Tabla 16, modificando
tanto la fase movil como la longitud de onda o el flujo de la fase mdvil, pero el método
elegido resulto ser el de mayor limite de deteccion, menor tiempo de retencion y presencia
de EDTA en la fase mdvil, ya que varios autores han publicado que en ausencia de EDTA
los picos de AmB no son ni cuantitativos ni reproducibles (Brassine, C. et al. 1987). Estos
factores son de importante consideracion a la hora de trabajar con muestras biolégicas.

Referencia  Columna Fase movil A Limitede Tiempode Flujo
(nm)  deteccion retencion  (M/min)
(pg/ml) (min)

Alak, A.etal.  Alltima ODS 316 Acetonitrilo: agua con 406 0,05 8,4 1
1996 (250 x 4,6 cm, 0,05 N de acetato

5um) sédico anihidro (34:66

v/v)

Bach, P. R. et  Ultrasphere-ODS  Acetonitrilo, metanoly 386 6,31 1,5
al. 1984 FR (15 cm x 4,6 5mM EDTA

mm ID, 5pm)  (187:449:354 v/+)
Betto, P. etal. MICRA-NPS C18 0,05M acetato sédico- 382 0,125 3 0,7
1997 FR (33 x 4,6 mm  acetonitrilo-metanol

ID, 1,51m) (40:30:30 v/v)
Brassinne, C.  pBondapack C18 Metanol-acetonittilo- 405 0,01 6 1,6
et al. 1987 B0cmx39mm 0,0025M EDTA

ID, 10pm) (500:350:200, v/v/¥)
Campanero, Nucleosil C18 Acetonitrilo — agua - 4c 407 0,001 4,2-4.4 1
M. A. etal. (120 x 4 mm ID,  acético (44:51:5, v/v)
1997 5pum)
Christiansen,  Octilsilano FR -8  Buffer acetato (0,01M, 407 0,05 8,77 2
K.etal. 1985  (10pm, 250nm)  pH 4) y metanol
Echevarria, I.  Ultrabase C18 FR  Acetonitrilo- 4c, acético 405 0,01 6 1
etal. 1998 @50 x 4,6 mm  (10%)- agua (41:43:16

1.D, 5um) v/v)

Tabla 16. Métodos cromatograficos para la determinacion y cuantificacion de AmB.
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Referencia Columna Fase movil A Limite de Tiempode Flujo
("m) deteccién retencion  (MVmin)
(ug/ml) (min)
Golas, C. L. et pBondapack C18  Acetonitrilo - tampén 405 - 10 1,5
al. 1983 FR (30 x 0,4cm, acetato soédico
10pum) acuoso, 10 mM, pH
7, (40:60, v/v)
Granich, G. G. pBondapack C18 Acetonitrilo y 0,01M 408 0,04 49+0,8 1,5
et al. 1986 FR (3,9 mm x 30 EDTA (pH 4,2; 40:60
cm) v/v)
Hosotsubo, H.  CLC-C8 columna  Acetonitrilo (60:40 405 0,01 6,6 -
etal. 1989 FR (15cmx6mm v/v) - tampén
ID, 5um) acetato sédico acuoso
0,01M, pH 7,4
Hulsewede, J.  Lichrosphere 100 Metanol - tampén 405 1-6,8 £0,5
etal. 1994 CI18 FR (250 x 4 fosfato (10 mM y 5 2-12,5+0,5
mm, 5pm) mM EDTA-Nay)
pH4 (40:60 v/v)
Lacroix, C. et  Ultrasphére C18 FR Metanol y agua (74:26 405 - 3,6 1
al. 1995 (75 x 4,6 mm ID, v/v) + 0,002 M
3pm) octano sulfonato
sodico, pH4,5
Lue, L.P.et pBondapack C18 Acetonitrilo-agua- 405 0,01 12,4 1,8
al. 2002 FR acido acético
(40:54:6, v/v)
Mayhew, J. Ultrasphere-ODS ~ 50% metanol en 388 0,04 19 1
W.etal. 1983 FR (15cmx 4,6 0,01M EDTA (6min)
mm ID, 5pm) 50% acetonitrilo en
0,01M EDTA (1min)
Moreno, M. A. Spherisotb C18 FR Metanol - EDTA 405 - 5 1,8
et al. 1998 (200 x 4,6 mm ID, 0,005 M (80:20 v/v)
Sum)
Ng, T.K.C.et Nova-Pak CI8 FR  Acetonitrilo- 405 0,313 10,21 -
al. 1996 (100 x 8mm, 4um)  10mM:acetato
aménico (30:70 v/v)
con 0,5% dietilamina
Polikandritou, pBondapack C18 Acetonitrilo - buffer 383 0,1 14 1,5
M.etal. 1996 FR (0,39 x 30 cm)  acetato 10mM, pH4
(37:63 v/v)
Wang, L. H. et pBondapack C18  45% acetonitrilo en 382 0,005 6-7 1
al. 1992 FR 300x 3,9 mm  2,5mM Na2 EDTA
1.D,10pm)

Tabla 16. (Continuacién) Métodos cromatogréaficos para la determinacion y cuantificacion de AmB.

Para llevar a cabo el andlisis se utilizd un cromatografo de liquidos HP serie 1050
con detector UV/VIS serie 1050 e integrador HP serie 3396 y, como fase estacionaria, una
columna Luna C18 de 150 x 4,6 mm y 3 p de tamafio de poro interno con una guarda
columna SecurityGuard® C18 (ODS, octadecil) de 4 x 3 mm estable a un pH entre 1,5 y 10
de Phenomenex.

Método

A) En metanol. Se prepar6 una solucion de AmB en DMSO con una concentracion de 100
ug/ml. A continuacion se tomé una alicuota de dicha solucion y se diluyé con metanol
hasta obtener una solucion del principio activo con una concentracion de 1 pug/ml. Dicha
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solucidn se paso por un filtro de membrana de nylon con un tamafio de poro de 0,45 um,
inyectandose en el cromatografo un volumen de 20pl.

B) En plasma. Se prepard una solucion de AmB en DMSO con una concentracion de 100
ug/ml. A continuacion se tomé una alicuota de dicha solucion y se diluyé con metanol
hasta obtener una solucion del principio activo con una concentracion de 2 ug/ml. Se
tomaron 2 ml de esta solucidn y se les afiadié 1 ml de plasma de conejo. La mezcla se agit6
y se centrifugd a 5500 rpm durante 20 minutos con el fin de precipitar las proteinas
plasmaticas y se inyectd el sobrenadante en el HPLC con una concentracion de AmB de
1,33 pg/ml.

Para ambos métodos se utilizd como fase movil una mezcla de metanol-acetonitrilo-
0.0025M EDTA sddico en una proporcion 40:30:30 v/v/v, manteniéndose un flujo de 1
ml/min. La longitud de onda del detector se fijé en 405 nm, que es el maximo de absorcion
de la AmB.

Resultados

Los resultados obtenidos en ambos métodos muestran un pico de AmB con un
tiempo de retencion de aproximadamente entre 5 y 6 minutos, claramente separado del
frente y del pico de anfotericina A sin interferencias (Figuras 16 y 17). Se observé también
una diferencia clara entre el cromatograma de AmB en metanol y en plasma, ya que este
segundo cromatograma presenta un desdoblamiento del pico de AmB, este detalle también
ha sido descrito por otros autores (Sanchez-Brunete, J. A. et al. 2001).

START

IF

START

Figura 17. Cromatograma de la AmB en plasma.
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4. VALIDACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO

Es la demostracion documentada de que los parametros que componen el método son

adecuados para los requisitos de los datos analiticos.

4.1. Parametros cromatograficos para la calibracion del sistema

La calibracion de un equipo consiste en un conjunto de operaciones que establecen

una serie de relaciones, en unas condiciones especificadas, entre los valores indicados por
un instrumento y los correspondientes valores conocidos. El objetivo fundamental de la
calibracién de un equipo es tener seguridad en la medida. Los parametros cromatograficos
que nos permiten caracterizar y definir los cromatogramas y calibrar el sistema son los
siguientes:

1. Relacion o factor de capacidad (K)

Da la relacion entre los tiempos de los solutos que intervienen en la fase
estacionaria y en la fase mdvil. Cuanto mas grande sea este factor, mas retenido
estard el soluto por la fase estacionaria.

tlR tR _tM

ot

Donde tr es el tiempo de retencion del principio activo, ty el tiempo muerto que es
el tiempo en el que aparece el frente de la fase movil y t'r es el tiempo de retencion
corregido . Los valores de la relacion de capacidad K deben ser:

> 1, con el fin de conseguir la separacion del compuesto de interés, tanto del
disolvente como de las posibles impurezas.

< 10-15, porque en este caso el tiempo de analisis serd demasiado largo,
aumentando la anchura del pico y haciendo mas dificil la resolucién y la deteccion.

2. Numero de platos teéricos (n)

3.

Este parametro indica la eficacia de la columna, ya que cuanto méas anchos sean los
picos, menor numero de ellos podrén resolverse en el mismo intervalo de tiempo, y
por lo tanto podran separarse menos componentes. Este parametro viene dado por
la siguiente expresion:

2 2
n:t—R2=5,545 L3 =16 o
o W, W,

Donde Wy es la anchura de base del pico, y W, es la anchura del pico a media
altura. La eficacia de la columna sera mayor cuanto mayor sea n.

Altura de plato o altura equivalente a un plato teérico (HEPT) (h

Es también un parametro que indica la eficacia de la columna, ya que cuanto mas
anchos sean los picos, menor numero de ellos podran resolverse en el mismo
intervalo de tiempo y, por lo tanto, podran separarse menos componentes. A menor
altura de plato mayor eficiencia de la columna.

h=—
n
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Donde L es la longitud de la columna. Asi, a mayor numero de platos tedricos y
menor altura de plato, mayor eficacia de la columna.

4. Factor de separacion o retencion relativa ()

Describe la posicion relativa de dos picos adyacentes (en nuestro caso, anfotericina
Ay B). Para el calculo de este parametro se utilizan los tiempos de retencién
corregidos, porque la separacion de los mismos depende de la interaccion selectiva
con la fase estacionaria.

Los valores de « son siempre > 1 (cuando o = 1 no existe separacion de los picos).
Este factor de separacion nos informa de la posicion relativa de dos picos, pero no
nos informa sobre la separacion real de dichos picos, que dependera de la eficacia
de la columna.

5. Resolucion (Rs 0 R)

Se expresa como el cociente entre la distancia de los maximos de los dos picos v el
valor medio de las anchuras de los picos en la base.

At

- W, + W,
2

Los valores de Rs menores de 0,8 indican una resolucion insuficiente. Valores
superiores a 1,5 indican una separacion hasta la linea de base.

Rs

Los parametros cromatograficos que se han obtenido con nuestro equipo y columna
para la anfotericina B, aparecen reflejados en la siguiente Tabla:

Parametro Valor Valor aceptado
K 2,6 10-15<K>1
n 4624
h 4,16.10°°
a 1,73 >1
Rs 4 >0,8

Tabla 17. Parametros cromatograficos.

5. VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS

La validacién de los métodos analiticos es el establecimiento de la evidencia
documental de que un procedimiento analitico conducird, con alto grado de seguridad, a la
obtencion de resultados precisos y exactos, dentro de los atributos de calidad previamente
establecidos. Es necesario validar para demostrar que los métodos son adecuados para los
analisis propuestos en las condiciones descritas, porque es parte integral del desarrollo de

68



Estudio analitico del principio activo

un método analitico, porque es necesario trabajar con metodos que ofrezcan confianza y
seguridad en los resultados, porque resulta mucho mas econémico trabajar con métodos
validados, y finalmente porque es de obligado cumplimiento segtn la norma 1SO 17025.

Los parametros de validacion que se deben considerar para los métodos analiticos
previamente descritos son:

1. Especificidad
El objetivo es demostrar que se alcanza el nivel discriminatorio deseado en los

ensayos de:

- ldentificacion: Consiste en establecer el nivel de discriminacion
adecuado entre compuestos de estructuras relacionadas que puedan estar
presentes. Se verifica mediante la comparacion de la muestra con un
estandar de referencia, debidamente caracterizado, o por comparacion
entre muestras que contienen el analito con otras que no lo contienen.

- Impurezas: Consiste en demostrar la capacidad discriminatoria del
método para separar el analito en presencia de las impurezas, productos
de degradacion o excipientes. Se puede comprobar adicionando al
analito (sustancia activa o producto medicinal) un determinado nivel de
impurezas 0 excipientes. Se emplean cromatogramas para demostrar la
separacion de los componentes individuales.

2. Linealidad

Es la capacidad de un procedimiento de ensayo para dar resultados directamente
proporcionales a la concentracion del analito en la muestra, en un rango del
procedimiento analitico definido. Se determina por tratamiento matematico, de
los resultados obtenidos en el analisis de muestras con concentraciones
crecientes del analito.

3. Rango

Es el intervalo entre los niveles superior e inferior, para los que se ha
demostrado que el procedimiento es adecuado en lo relativo a su precision,
exactitud y linealidad, para determinar el analito. Se calcula a partir de los
estudios de linealidad.

4. Exactitud

Expresa el grado de concordancia entre el valor aceptado como verdadero y el
obtenido con el procedimiento de ensayo. Da una indicacion de los errores
sistematicos, y se expresa como porcentaje de recuperacion o como diferencia
entre el valor medio y el aceptado como verdadero, junto con los intervalos de
confianza. Se puede calcular a partir de 9 determinaciones sobre, al menos, 3
niveles de concentracion.

5. Precisiéon

Expresa el grado de concordancia o de dispersion entre una serie de medidas
obtenidas de tomas multiples de una misma muestra homogénea, utilizando el
procedimiento de ensayo indicado. Da idea de los errores aleatorios, se puede
realizar a tres niveles: repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad y
se expresa como la varianza, desviacion estandar o coeficientes de variaciéon de
una serie de medidas.
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- Repetibilidad. Expresa la precision del procedimiento de ensayo cuando
es realizado por el mismo analista en cortos intervalos de tiempo, bajo
condiciones iguales en cuanto a equipos, reactivos, condiciones
experimentales y condiciones ambientales. Mide variaciones intra-
ensayo.

- Precision intermedia. Se refiere a las variaciones dentro de un
laboratorio, cuando el procedimiento se realiza en distintos dias,
analistas, equipos...

- Reproducibilidad. Expresa la precision entre laboratorios, y se establece
para los estudios de colaboracion.

6. Limites de deteccidn y cuantificacion

El limite de deteccién de un procedimiento analitico es la cantidad mas baja de
un analito que puede ser detectada pero no cuantificada como un valor exacto.
Se determina por el analisis de muestras con concentraciones conocidas del
analito, estableciendo el minimo nivel que puede ser detectado. El limite de
cuantificacion se define como la concentracién mas baja de analito que puede
determinarse cuantitativamente con aceptable precisién y exactitud.

7. Robustez

Es la capacidad del meétodo para permanecer inalterado, bajo ligeras
modificaciones en los parametros experimentales. Pone de manifiesto la
influencia que tienen pequefias variaciones en el método sobre los resultados.
Se determina introduciendo variaciones en el procedimiento y observando la
respuesta.

5.1. Espectrofotometria UV/VIS

Para validar el método analitico se partié de soluciones de AmB en DMSO con una
concentracion de 100 ug/ml. A continuacién se tomaron alicuotas de dichas soluciones y
se diluyeron con metanol hasta obtener una serie de soluciones patrén con un intervalo de
concentraciones comprendido entre 1 y 5 pug/ml. Dichas soluciones se valoraron mediante
espectrofotometria UV/VIS a una longitud de onda de 405 nm en un equipo Beckman DU-
6. De cada concentracion se realizaron 3 determinaciones utilizandose en todos los casos
metanol como blanco.

Como se observa en la Figura 18, a la longitud de onda seleccionada de 405 nm, no
hay interferencias en la deteccién de la AmB con otros componentes de la formulacion, por
lo tanto el método es especifico para determinar el principio activo a esa longitud de onda.
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Figura 18. Espectro de absorcion UV/VIS de la AmB en DMSO/metanol (A) y de
Brij® 96V en metanol (B).

Con el fin de comprobar que el tensioactivo utilizado para la formulacion en forma
de microemulsién no interferian en el espectro de absorcion de la AmB se realiz6 un
barrido espectrofotométrico de una solucién de 1 ml del tensioactivo Brij® 96V en 50 ml
de metanol en el mismo intervalo de longitudes de onda y a la misma velocidad de barrido.
Se pudo comprobar que el espectro de absorcién del tensioactivo Brij® 96V no interferia
con el de la AmB a la longitud de onda seleccionada (405 nm) para la realizacién de los
analisis cuantitativos.

La recta de regresion obtenida para este método se obtuvo por el analisis de regresion
por minimos cuadrados, obteniendo un coeficiente de determinacion superior a 0,99, por lo
tanto el método es lineal. La ecuacion de la recta de regresion y los valores de absorbancia
obtenidos son:

Abs = 0,1533*Conc + 0,0036
r’=0,9977

Figura 19. Ecuacién de la recta de regresién
lineal y coeficiente de correlacion.
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Concentracion (pg/ml) Absorbancia

-

0,1457
0,1482
0,1592
0,3045
0,3102
0,3228
0,4591
0,4653
0,4780
0,6145
0,6141
0,6432
0,7594
0,7582
0,7671

Tabla 18. Valores de absorbancia de distintas
concentraciones de AmB.

o1 o1 o A BB W W WDNDNDDNPEF P

1,0 -
0,8 1
0,6 1

0,4 1

Absorbancis

0,2 1

0,0 T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Concentracion (mcg/ml)

Figura 20. Recta de calibrado del método espectrofotométrico.

Los valores obtenidos para los parametros analizados en los ensayos de linealidad se
encuentran recogidos en las siguientes Tablas:
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Parametro Valor Valor
aceptado

Factor de respuesta 0,154

Coeficiente de variacion 2,873% < 5%

Varianza del error experimental total  1,964'107

Parametro Valor V.A. Parametro Valor V.A.
Valorde b 0,1533 Valor de a 0,0036
Varianzade b 3,920. 108 Varianza de a 4,312.107
Desviacion estandar 0,002 Desviacion estandar 0,006

deb de a

Desviacion estandar  0,129% < 2% Desviacion estandar 18,241%

relativa de b relativa de a

Limite superior de 0,1573 Limite superior de 0,0159

confianza confianza Incluye
Limite inferior de 0,1486 Limite inferior de -9,96.10° el0
confianza confianza

Test estadistico de b 75,555 > 2,145 Test estadistico de a 0,527 < 2,145

(V. A. = valor aceptado)

Tabla 19. Pardmetros correspondientes al analisis de regresion lineal: y =a + b x.

A la vista de estos resultados podemos concluir que el método es lineal dentro del
rango de concentracion utilizado, ya que los valores se encuentran dentro de los limites
especificados, y ademas es un método proporcional, puesto que la recta pasa por el origen
de coordenadas.

Precision

- Repetibilidad. A partir de seis soluciones de una concentracion de 3 pug/ml se procedi6 a
su lectura en condiciones experimentales analogas. Se calculé el coeficiente de variacion,
resultando siempre inferior al 5%.

CV=2077%

- Precision intermedia. Se analizaron tres soluciones durante tres dias consecutivos. Al
calcularse el coeficiente de variacion se observé que fue inferior al 5%.

CV=3,032%
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Exactitud

En el test de homogeneidad de varianzas, mediante la aplicacion del test de Cochran,
con respecto a los porcentajes de recuperacion se obtiene una Cexp = 0,3549 y una Ctab =
0,6838, con lo que se puede concluir que hay homogeneidad de varianzas. En el test de
validez de medias por el analisis de ANOVA para los porcentajes de recuperacion se
obtiene una Fexp = 1,52 y una Ftab = 3,48, por lo que se puede concluir que no hay
diferencias significativas entre los porcentajes de recuperacion. El intervalo de confianza
de la recuperacion media es de 97,76 a 101,25; es un valor aceptable por estar incluido en
el rango el valor de 100.

El intervalo entre los niveles superior e inferior para los que se ha demostrado que el
procedimiento es adecuado en lo relativo a su exactitud y linealidad se encuentra entre los
valores de concentracion de 1 a 5 pg/ml.

5.2. Cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) en metanol

Para validar el método analitico se partio de soluciones de AmB en DMSO con una
concentracion de 100 pug/ml. A continuacion se tomaron alicuotas de dicha solucién y se
diluyeron con metanol hasta obtener una serie de soluciones patrén con un intervalo de
concentraciones comprendido entre 0,05 y 2 ug/ml. De cada concentracion se efectuaron
tres determinaciones.

El método analitico cumple esta condicion como se puede observar en los
cromatogramas donde el pico de la AmB es definido y nitido en comparacion con un
cromatograma que no contiene AmB (Figura 21).

ST1RRT START
1E IF

1.1l%Y

R

S.616

558
sTopP ((-

Figura 21. Cromatograma de una microemulsién sin principio activo (A) y de una microemulsién con
principio activo (B) en metanol.
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Linealidad

La recta de regresion obtenida por este método se obtuvo por el analisis de regresion
por minimos cuadrados, obteniendo un coeficiente de determinacion superior a 0,99, por lo
tanto el método es lineal. Los valores de areas obtenidos y la ecuacion de la recta de
regresion son:

Concentracion (ug/ml) Area

0,5 269550
0,5 253684
0,5 257689
511829
518639
494760
975889
964002
956307
1426649
1509865
1440028
2044338
1901146
1952001

Tabla 20. Valores de area de distintas concentraciones de AmB.
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Figura 22. Recta de calibrado del método cromatografico.
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Abs = 484304*Conc + 15532

r’=0,9996

Figura 23. Ecuacién de la recta de regresién
lineal y coeficiente de correlacion.

Los valores obtenidos para los pardmetros analizados en los ensayos de linealidad se

encuentran recogidos en las siguientes Tablas:

Parametro Valor Valor
aceptado

Factor de respuesta 498446,504

Coeficiente de variacion 3,766% < 5%

Varianza del error experimental total 3,524.10°
Parametro Valor V.A. Parametro Valor V.A.
Valordeb 484304 Valor de a 15532
Varianza de b 4,826.10’ Varianza de a 2,767.108
Desviacion estandar 6949,2 Desviacion estandar  16640,9
deb de a
Desviacion estandar 1,434% <2%  Desviacion estandar 117,303%
relativa de b relativa de a
Limite superior de 499210,0 Limite superior de  51226.73
confianza confianza Incluye
Limite inferior de 469397,9 Limite inferior de -20162,73 el0
confianza confianza
Test estadistico de b 69,692 > 2145 Testestadisticodea 0,9333 <2,145

(V. A. = valor aceptado)

Tabla 21. Parametros correspondientes al analisis de regresion lineal: y =a + b x.

A la vista de estos resultados podemos concluir que el método es lineal dentro del
rango de concentracion utilizado, ya que los valores se encuentran dentro de los limites
especificados, y ademas es un método proporcional, puesto que la recta pasa por el origen

de coordenadas.
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Precision

- Repetibilidad. A partir de tres soluciones de trabajo de una concentracion de 2 pug/ml se
procedid a su lectura a diferentes tiempos, en condiciones experimentales analogas. Se
calculo el coeficiente de variacion, resultando siempre inferior al 5%.

CV =2,003%

- Precision intermedia. Se analizaron tres soluciones durante tres dias consecutivos. Al
calcularse el coeficiente de variacion se observd que fue inferior al 5%.

CV=1,021%
Exactitud

En el test de homogeneidad de varianzas, mediante la aplicacion del test de Cochran,
con respecto a los porcentajes de recuperacién se obtiene una Cexp = 0,2022 y una Ctab =
0,6838, con lo que se puede concluir que hay homogeneidad de varianzas. En el test de
validez de medias por el analisis de ANOVA para los porcentajes de recuperacion se
obtiene una Fexp = 1,13 y una Ftab = 3,36, por lo que se puede concluir que no hay
diferencias significativas entre los porcentajes de recuperacion.

Rango

El intervalo entre los niveles superior e inferior para los que se ha demostrado que el
procedimiento es adecuado en lo relativo a su exactitud y linealidad se encuentra entre los
valores de concentracién de 0,5 a 4 pug/ml.

Robustez

Se determind introduciendo como variacién en el procedimiento, el uso de dos
columnas cromatograficas Luna C18 de 150 x 4,6 mmy 3 u de tamafio de poro interno de
distintos lotes (Lote 418417 y Lote 347432) y se comprobd que el método permanecia
inalterado. Obteniendo tras la determinacion de la concentracion de tres soluciones de una
concentracion de 2 ug/ml un coeficiente de variacion menor al 5%.

CV=2,950%

5.3. Cromatografia de liquidos de alta eficacia (HPLC) en plasma

Para validar el método analitico se partio de una solucién de AmB en DMSO con una
concentracion de 100 pg/ml. A continuacion se tomaron alicuotas de dicha solucién y se
diluyeron con metanol hasta obtener una serie de soluciones patron con un intervalo de
concentraciones comprendido entre 0,2 y 3 ug/ml. Se tomaron 2 ml de cada una de estas
soluciones y se les afiadié 1 ml de plasma de conejo. La mezcla se agit6 y se centrifugé a
5500 rpm durante 20 minutos con el fin de precipitar las proteinas y se inyecto el
sobrenadante en el HPLC con una concentracion de AmB en un intervalo de
concentraciones comprendido entre 0,13 y 2 ug/ml. De cada concentracion se efectuaron
tres determinaciones.
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Especificidad

El método analitico cumple esta condicion como se puede observar en los
cromatogramas donde el pico de la AmB es definido y nitido en comparacion con un
cromatograma que no contiene AmB (Figura 24).
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Figura 24. Cromatograma de una microemulsién sin principio activo en plasma (A) y de una microemulsion
con principio activo (B) en plasma.

Linealidad

La recta de regresion obtenida por este método se obtuvo por el analisis de regresion
por minimos cuadrados, obteniendo un coeficiente de determinacion superior a 0,99, por lo
tanto el método es lineal. La ecuacion de la recta de regresion es:
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Figura 25. Recta de calibrado del método cromatografico.
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Abs = 382402*Conc + 4450
r’=0,9991

Figura 26. Ecuacién de la recta de regresion
lineal y  coeficiente  de

correlacion.

Concentracion (ug/ml) Area
0,13 57885
0,13 57331
0,13 52325
0,33 127398
0,33 123567
0,33 132567
0,66 253331
0,66 259741
0,66 255072
1,33 515643
1,33 526293
1,33 511129

2 764411
2 783902
2 753604

Tabla 22. Valores de area de distintas concentraciones de AmB.

Los valores obtenidos para los pardmetros analizados en los ensayos de linealidad se
encuentran recogidos en las siguientes Tablas:

Parametro Valor Valor
aceptado

Factor de respuesta 393792,04

Coeficiente de variacion 4,745% < 5%

Varianza del error experimental total ~ 3,492.10°

79



Estudio analitico del principio activo

Parametro Valor V.A. Parametro Valor V.A.
Valordeb 382402,00 Valor de a 4450,33
Varianza de b 7.421.10° Varianza de a 1,018.10°
Desviacion estandar 2729,62 Desviacion estandar  3197,17

deb de a

Desviacion estandar 0,712% <2% Desviacién estandar 71,698%

relativa de b relativa de a

Limite superior de 388150,00 Limite superior de  11182,88
confianza confianza Incluye
Limite inferior de 376653,99 Limite inferior de -2282,58 el0
confianza confianza

Test estadistico de b 140,09 > 2.145 Test estadistico de a 1,391 < 2,145

(V. A. = valor aceptado)

Tabla 23. Parametros correspondientes al analisis de regresion lineal: y =a + b x.

A la vista de estos resultados podemos concluir que el método es lineal dentro del
rango de concentracion utilizado, ya que los valores se encuentran dentro de los limites
especificados, y ademas es un método proporcional, puesto que la recta pasa por el origen
de coordenadas.

Precision

- Repetibilidad. A partir de siete soluciones de trabajo de una concentracién de 1,33 pg/ml
se procedio a su lectura a diferentes tiempos, en condiciones experimentales analogas. Se
calculo el coeficiente de variacion, resultando siempre inferior al 5%.

CV =1,519%

- Precision intermedia. Se analizaron tres soluciones de una concentracion de 0,66 pg/ml
durante tres dias consecutivos. Al calcularse el coeficiente de variacion se observo que fue
inferior al 5%.

CVv=1317%

Exactitud

En el test de homogeneidad de varianzas, mediante la aplicacion del test de Cochran,
con respecto a los porcentajes de recuperacién se obtiene una Cexp = 0,4224 y una Ctab =
0,6838, con lo que se puede concluir que hay homogeneidad de varianzas. En el test de
validez de medias por el analisis de ANOVA para los porcentajes de recuperacion se
obtiene una Fexp = 1,37 y una Ftab = 3,11, por lo que se puede concluir que no hay
diferencias significativas entre los porcentajes de recuperacion.
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El limite de deteccion observado para este método analitico correspondié a una
concentracion de 6 ng/ml (Figura 27), y el limite de cuantificacion correspondié a una
concentracion de 66 ng/ml.

Plasma

STRART /

1.857

AmB

El intervalo entre los niveles superior e inferior para los que se ha demostrado que el
procedimiento es adecuado en lo relativo a su exactitud y linealidad se encuentra entre los

valores de concentracion de 0,13 a 2 pg/ml.

Robustez

Se determind introduciendo como variacién en el procedimiento, el uso de dos
columnas cromatograficas Luna C18 de 150 x 4,6 mmy 3 u de tamafio de poro interno de
distintos lotes (Lote 418417 y Lote 387136) y se comprobd que el método permanecia
inalterado. Obteniendo tras la determinacion de la concentracién de tres soluciones de una
concentracion de 1 pug/ml un coeficiente de variacion menor al 5%.

CV=2,568%

6. LIMITE DE ANFOTERICINA A.

Este ensayo aparece recogido en la USP 23 para la determinacién del contenido en
anfotericina A del principio activo materia prima.

La AmB es un antifingico poliénico sintetizado por el Streptomyces nodosus, pero
nunca como compuesto puro, sino mezclado con una pequefia proporcion de anfotericina A
de menor actividad. Debido a ello, la USP obliga mediante este ensayo a determinar en qué
proporcién se encuentra esta forma del principio activo, estableciendo unos limites en
funcién de la via de administracion del farmaco. Asi para la via parenteral intravenosa, via
de administracion de las formulaciones desarrolladas en la presente memoria, la USP 23
(USP 23, 1995) establece un limite de anfotericina A para la materia prima menor o igual
al 5%.
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Método

Para la determinacién del contenido en anfotericina A, se llevan a cabo tres
preparaciones correspondientes a:

1. Preparacion problema de anfotericina B materia prima.
2. Preparacion estandar de anfotericina B USP RS.
3. Preparacion estandar de nistatina USP RS.

Las dos primeras preparaciones, se realizan pesando con exactitud una cantidad
aproximada de 50 mg de principio activo que se disuelven en 10 ml de DMSO y se
transfieren a un matraz aforado de 50 ml, enrasdndose a volumen con metanol.
Posteriormente, se transfieren 4 ml de esta disolucién a un matraz de 50 ml enrasdndose a
volumen con metanol, obteniéndose de este modo una concentracion final de principio
activo de 80 ug/ml.

Para obtener la preparacion estandar de nistatina, se pesa con exactitud una cantidad
aproximada de 20 mg que se disuelven en 40 ml de DMSO vy se transfieren a un matraz
aforado de 200 ml, enrasandose a volumen con metanol. Posteriormente, se transfieren 4
ml de esta disolucién a un matraz de 50 ml enrasandose a volumen con metanol,
obteniéndose de este modo una concentracion final de principio activo de 8 pg/ml.

A continuacion, y de una forma concomitante, se determinan las absorbancias de
dichas preparaciones en un espectrofotometro Beckman DU-6 y en una cubeta de 1 cm de
paso Optico, a las longitudes de onda de 304 y 282 nm, utilizando como blanco una
disoluciébn DMSO/metanol en proporciones 1:62,5.

Para calcular el % de anfotericina A presente en la materia prima, se aplica la
siguiente férmula:

25 Wn[(Ag2s2 X Ausos )- (Azos X Auzsz )]

% Anfotericina A =
Wu [(As2s2 X Anzos )- (Aszos X Anzsz )]

Donde:
« W,y =Peso en mg de nistatina USP RS.
« Wy = Peso en mg de anfotericina B materia prima.

« As2s2 Y Assos = Absorbancias de la preparacion estandar de anfotericina B USP
RS a 282y 304 nm.

« Anzs2 Y Anszos = Absorbancias de la preparacién estandar de nistatina USP RS a
282y 304 nm.

« Auzs2 Y Ausos = Absorbancias de la muestra problema a 282 y 304 nm.
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Las determinaciones se hicieron por triplicado obteniéndose el valor medio y la
desviacion estandar del contenido en anfotericina A de la materia prima, expresado en %.

Resultados

Los resultados obtenidos para determinar el limite de anfotericina A presente en la
anfotericina B materia prima se encuentran resumidos en la Tabla 24.

Numero de determinaciones % de Anfotericina A
Determinacion 1 5,29
Determinacion 2 4,58
Determinacion 3 5,12
Valor medio 4,99

Tabla 24. Limites de anfotericina A de la anfotericina B materia prima.

Como se puede comprobar, la AmB materia prima presenta una calidad aceptable
para su utilizacion por via parenteral intravenosa permitiendo por tanto su formulacién en
formas farmaceuticas destinadas a su administracion por dicha via.
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MICROEMULSIONES DE ANFOTERICINA B

Este estudio se realizd con el fin de mejorar tecnoldégicamente las microemulsiones
desarrolladas en el Departamento de Farmacia y Tecnologia farmacéutica de la UCM,
respecto al tamafio de goticula, estabilidad, propiedades reoldgicas y demas propiedades
farmacotécnicas. Para ello se sustituy0 el tensioactivo de las microemulsiones ya
desarrolladas (Tween® 80) por el tensioactivo Brij® 96V y también se modifico
ligeramente el método de obtencidn de las mismas.

Desde el punto de vista farmacéutico, las microemulsiones presentan numerosas
ventajas frente al resto de sistemas coloidales (emulsiones convencionales), y son una
alternativa como sistemas transportadores de farmacos. Estos agregados estables son
capaces de disolver cantidades considerables de sustancias liposolubles, hidrosolubles y
anfifilicas ya que presentan amplios dominios acuosos, oleosos e interfaciales. Las
microemulsiones son sistemas de facil preparacion, ya que se forman espontaneamente y
sus microestructuras se forman independientemente del orden de adicién de los distintos
componentes. Su transparencia optica y baja viscosidad aseguran una buena apariencia de
la forma farmacéutica y facilitan su manejo y dosificacion; su gran estabilidad hace de
ellas sistemas poco perecederos, con una larga vida media.

1. COMPONENTES DE LA MICROEMULSION
Los materiales empleados para la preparacion de microemulsiones fueron:

1.1 Miristato de isopropilo (Suministrado por Merck Chemicals, Madrid, Espafa).
También denominado IPM o 1-metiletil tetradecanoato, es un liquido oleoso, de baja
viscosidad, incoloro y practicamente inodoro, constituyente mayoritario de la fase
interna de la microemulsion, compuesto por ésteres de 2-propanol y acidos grasos
saturados de elevado peso molecular, principalmente acido miristico. Presenta un
peso molecular de 270,51, su formula empirica corresponde a C17H340; y su formula
estructural aparece reflejada en la Figura 28.

O

|
CHs- (CHy)1,-C-O - |c:H - CHs,

CH;

Figura 28. Férmula estructural del IPM.

Desde el punto de vista de sus propiedades fisicoquimicas, el IPM es un compuesto
soluble en acetona, cloroformo, etanol, acetato de etilo, grasas, alcoholes grasos,
aceites de sintesis, hidrocarburos liquidos, tolueno y ceras, siendo practicamente
insoluble en glicerina, propilenglicol y agua. EI IPM presenta numerosas
aplicaciones dentro del campo de la tecnologia farmacéutica como emoliente,
vehiculo oleoso, promotor de la absorcion a través de la piel y solvente de numerosas
sustancias de aplicacion topica, apareciendo por ello en numerosos preparados
farmacéuticos topicos y en formulaciones cosméticas. Debido a su gran estabilidad y
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1.2

1.3

86

resistencia frente a la oxidacion, hidrolisis y fendbmenos de enranciamiento, asi como
su practicamente nula toxicidad subcuténea e irritabilidad (Pope, D. G. 1994), es un
candidato idoneo para ser utilizado en formas farmacéuticas parenterales (Kibbe, A.
H. 2000).

Brij® 96V (Suministrado por Sigma Chemical Co., Madrid, Espafia). También
denominado deca-etoxi-oleil éter o polietilenglicol monoleil éter, es un liquido
viscoso, de color cremoso, que a temperaturas superiores a 40°C, toma un color
amarillento claro y translicido. Presenta una férmula estructural que aparece
reflejada en la Figura 29.

CH3(CH,)x(0O-CH,-CH,)yOH

X=nlmero de atomos de carbono de la
cadena alquilica
Y= ndmero de grupos oxidoetilénicos en la
cadena hidrofilica

Figura 29. Férmula estructural del Brij® 96V.

Es un tensioactivo no ionico producido por la polietoxilacion de acidos grasos
hidroxilados lineares. Estos productos suelen ser mezclas de polimeros de pesos
moleculares variados.

Se usa en la preparacion de microemulsiones y emulsiones tanto O/A como A/O, por
sus propiedades solubilizantes tanto de aceites esenciales como de vitaminas y otros
farmacos de baja solubilidad en agua. Es estable en medios altamente basicos o
acidos y se considera un agente no toxico ni irritante. Aparece descrito tanto en el
Formulario Nacional USP como en la Farmacopea Japonesa (Kibbe, A. H. 2000).

Lecitina (Suministrado por Sigma Chemical Co., Madrid, Espafia). Las lecitinas son
sustancias constituidas por una mezcla de compuestos, entre los que destacan en
funcidn del origen y del grado de purificacion de la lecitina, la fosfatidilcolina como
componente mayoritario, (Figura 30), la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina y el
fosfatidilinositol, todos combinados con triglicéridos, acidos grasos y carbohidratos,
obtenidos de un aceite vegetal como por ejemplo el de soja.

?HZ-O-CO-Rl R1=Acido graso
?HZ—O—CO—RZ R, = Acido graso
CH,-O-PO5;-OCH,CH,N*(CHs)s

Figura 30. Férmula estructural de la a-fosfatidilcolina.

Desde el punto de vista de su apariencia fisica, las lecitinas presentan aspectos muy
variados, desde semiliquidos viscosos hasta solidos pulverulentos, en funcién de su
contenido en &cidos grasos libres. Asimismo pueden variar en el color (de marrén a
amarillo claro) y en el olor dependiendo de que su origen sea animal o vegetal.
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1.4

Las lecitinas son solubles en hidrocarburos alifaticos, aromaticos y halogenados, asi
como en aceites minerales y acidos grasos, formando emulsiones cuando se
dispersan en agua y son practicamente insolubles en agua, y en solventes polares.

Desde el punto de vista de su estabilidad, las lecitinas se descomponen frente a
valores extremos de pH y a temperaturas superiores a 160°C cuando son expuestas
durante 24 horas. Asimismo, son higroscépicas, pudiendo sufrir fendmenos de
hidrolisis y descomposiciones de naturaleza microbiana. Deben almacenarse en
recipientes opacos para evitar la fotooxidacion y a bajas temperaturas alrededor de
los 4°C.

Finalmente, las lecitinas son sustancias que presentan una amplia variedad de
aplicaciones farmacéuticas asi como en las industrias cosmética y alimentaria.
Dentro del campo de la tecnologia farmacéutica, las lecitinas son muy utilizadas
como agentes dispersantes, emulsificantes y estabilizantes y se incluyen en
formulaciones destinadas a la administracion parenteral, como por ejemplo en la
nutricion parenteral, debido a la nula toxicidad que presentan, ya que son
componentes naturales de las membranas celulares.

La lecitina empleada en las formulaciones de tipo microemulsion desarrolladas en la
presente memoria fue de origen vegetal (soja), con un contenido en fosfatidilcolina
del 21%, en fosfatidiletanolamina del 22%, y en fosfatidilinositol del 19% y se
empled como agente tensioactivo de la formulacion (Kibbe, A. H. 2000).

Manitol (Suministrado por Merck Chemicals, Madrid, Espafia). EI D-manitol es un
alcohol hexacarbonado, relacionado con la manosa y con su isémero el sorbitol.

CH,OH
|
HO-C-H
|
HO-C-H
|
H-C-OH
|
H-C-OH
|
CH,OH
Figura 31. Férmula estructural
del manitol.

Es un polvo blanco, cristalino e inodoro con un sabor dulce que presenta una
estructura en forma de agujas ortorrombicas tras su cristalizacién con alcohol. Se
obtiene por extraccién alcohdlica en caliente a partir de numerosos productos
naturales, ya que esta presente en pequefias cantidades en practicamente todos los
vegetales y se produce comercialmente mediante reduccién catalitica o electrolitica
de monosacaridos tales como la glucosa y la manosa. Presenta un peso molecular de
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182,17, su formula empirica corresponde a CgH140s, Yy su formula estructural aparece
reflejada en la Figura 31.

Desde el punto de vista de su propiedades fisicoguimicas, el manitol tiene un punto
de fusién entre 166-168°C y es soluble en soluciones alcalinas, en etanol, en
glicerina, en agua, y practicamente insoluble en éter.

El manitol es un agente no higroscépico, estable tanto en estado seco como en
soluciones acuosas acidas o basicas y no se oxida en presencia del oxigeno
atmosférico, en ausencia de catalizadores.

El manitol se usa ampliamente en productos alimentarios como edulcorante, y en la
formulacién de preparados farmacéuticos como agente diluyente en la preparacion de
comprimidos, como plastificante en capsulas de gelatina, como diurético osmético en
una solucion sobresaturada al 20-25% (p/v) y como agente de carga en preparados
liofilizados, esta Ultima aplicacion es la que se va a emplear en la formulacién de
microemulsiones de anfotericina B en una proporcion del 5% (p/p) (Kibbe, A. H.
2000).

2. PREPARACION DE LAS MICROEMULSIONES

Para la preparacion de las microemulsiones, se pesaron cantidades determinadas de

agua y de lecitina y se mezclaron conjuntamente. Por otra parte se mezcl6 la fase oleosa
constituida por miristato de isopropilo (IPM), y el tensioactivo Brij® 96V. Ambas fases se
mezclaron en un vaso de precipitados con una agitacion de 16000 r.p.m. en un agitador
Ultra Turrax® T25 Basic (IKA Labortechnik), durante 2 minutos. Al finalizar dicho tiempo
la microemulsion se consideraba formada cuando se obtenia un fluido transparente, claro,
homogéneo, Gpticamente isotropico y estable.
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Figura 32. Diagrama de fases pseudo-ternario y area de formacion de microemulsiones en una

proporcion Brij® 96V/lecitina de 1:1 (p/p).
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Figura 33. Diagrama de fases pseudo-ternario y area de formacion de microemulsiones en una
proporcion Brij® 96V/lecitina de 1,5:1 (p/p).
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Figura 34. Diagrama de fases pseudo-ternario y area de formacion de microemulsiones en una
proporcion Brij® 96V/lecitina de 2:1 (p/p).
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Se determind el area de existencia de la microemulsion O/A de los cuatro
componentes ya indicados en la que permanecia estable a temperatura ambiente durante al
menos una semana, mediante la obtencion de un gran nimero de muestras. Se realizaron
varios diagramas de fases en los que se modificaba la proporcién de tensioactivo (Brij®
96V)/cotensioactivo (lecitina) en 1:1, 1,5:1y 2:1 (p/p), y se vio como se modificaba el area
de existencia de la microemulsion. En todos los diagramas de fases la proporciéon del
tensioactivo se mantuvo por debajo del 20% para evitar problemas de toxicidad.

Como se ve en la Figura 32, el menor area de existencia de microemulsion
corresponde al diagrama de fases en el que la proporcién de Brij® 96V:lecitina es de 1:1
(p/p), ademas estas microemulsiones presentaban unas propiedades fisicas y de
estabilidad peores que a otras proporciones.

Como se puede observar en los diagramas de fases obtenidos, a medida que se
aumenta la cantidad del tensioactivo Brij® 96V en la formulacion, se incrementa el area de
existencia de microemulsion. La razon de este comportamiento puede ser debido a las
propiedades altamente lipofilicas de la lecitina, que impiden la formacion espontanea de la
microemulsion sin la presencia de cantidades elevadas de tensioactivo. El tensioactivo
incrementa el caracter hidrofilico de la lecitina y como consecuencia favorece la curvatura
de la pelicula interfacial entre las dos fases y la formacion de la microemulsion.

De todas las microemulsiones formadas se seleccionaron aquellas con menores
proporciones de Brij® 96V:lecitina, debido a la toxicidad del polioxietilen éter. Ademés se
seleccionaron aquellas microemulsiones de mayor transparencia y mejores propiedades
reoldgicas. Es preciso destacar que se seleccionaron también aquellas microemulsiones en
las cuales la cantidad de lecitina fuera de aproximadamente un 10%, debido a la
importancia de la lecitina en la incorporacion de la anfotericina B, ya que la anfotericina B
es un compuesto anfifilico y sus moléculas se encuentran intercaladas en la monocapa
fosfolipidica de la lecitina en la superficie de la goticula de aceite, formando entre ambas
moléculas un complejo fuertemente unido (Moreno, M. et al. 2001, Lance, M. R. et al.
1996, Tabosa do Egito, E. S., et al. 1994)). Las microemulsiones seleccionadas aparecen
indicadas en la Tabla 25.

Microemulsion  Lecitina Brij® 96V  Agua IPM  AmB (mg/ml)

Al 10 15 70 5 20
Al 10 15 70 5 20
A2’ 10 15 70 5 30
A3’ 10 15 70 5 40
B 10 15 65 10 20
D" 10 20 67,5 25 20
g" 10 10 72,5 75 20

"Incorporacién de la AmB por el método | de inversion de fases

" Incorporacién de la AmB por el método Il mediante la mezcla de la AmB con la fase acuosa de la
microemulsion

Tabla 25. Composicion (en % p/p) de las microemulsiones de anfotericina B.
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3. INCORPORACION DE LA AmB A LAS MICROEMULSIONES
Para incorporar la AmB a las microemulsiones se emplearon dos métodos diversos.

o Método I: Se tomaron 10 ml de la microemulsién A, se calentd hasta alcanzar el
punto de inversion de fases (PIT) de los tensioactivos a 65°C y se le afiadieron 2ml
de una solucion acuosa de hidroxido soédico 0,1 M con diferentes cantidades de
AmB (20, 30 y 40 mg), obteniendo las microemulsiones Al, A2 y A3
respectivamente. Las microemulsiones se agitaron fuertemente en un vortex, hasta
obtener sistemas transparentes y el pH final de cada microemulsion se ajust6 a 8,5-
9,5 con acido ortofosforico 1N, ya que a este pH la AmB se incorpora totalmente a
la microemulsion y se considera un pH fisiologicamente aceptable (Moreno, M. A.
et al. 2001).

o Meétodo Il: Para aquellas microemulsiones en las que la AmB no se incorporaba
correctamente mediante el método del PIT, se empled un procedimiento diferente.
Se pesaron 20 mg de AmB que se disolvieron en 2 ml de una solucion acuosa de
hidroxido sddico 0,1 M y se mezcl6 con la fase acuosa de la microemulsion y la
lecitina (microemulsiones A, B, D y E). Una vez mezclado homogéneamente se les
afiadi6 la fase oleosa y se agité a 16000 r.p.m. durante 2 minutos.

Una vez formada la microemulsion se ajusté el pH de las microemulsiones con acido
ortofosfdrico 1N hasta un pH comprendido entre 8,5y 9,5.

La cuantificacién del principio activo presente en las distintas muestras se realizo por
HPLC y Espectrofotometria, segin el método descrito por Moreno, M. A. y sus
colaboradores (Moreno, M. A. et al. 1998). Se tomaron 10 ml de la microemulsion con
anfotericina B y se introdujeron en un matraz de 50 ml y se afiadi6 DMSO
(dimetilsulfoxido) hasta completar el volumen. EI matraz se sometio a ultrasonidos durante
10 minutos, y su contenido se transfirié a un tubo de centrifugacion de 50 ml. Se centrifugd
a 9000 r.p.m. durante 45 min y se elimino el sobrenadante. La solucidn resultante se diluyo
en metanol hasta alcanzar la concentracion de 2 ug/ml. EI nGmero de muestras estudiadas
para cada tipo de microemulsion fue de tres, y los analisis de cada muestra se realizaron
por triplicado.

El porcentaje de farmaco incorporado a la microemulsion fue de 98 + 1,5%,
obteniéndose una pequefia diferencia entre el farmaco afiadido y el recuperado que puede
ser debido al complejo fuertemente ligado que forman la lecitina y la AmB, lo que conlleva
la dificultad de separacion de pequefias cantidades de farmaco, siguiendo el método de
extraccion descrito, y la consiguiente pérdida con el sobrenadante.

4. ESTUDIOS REOLOGICOS Y DE VISCOSIDAD

Los estudios reoldgicos y de viscosidad son determinaciones necesarias para
caracterizar fisicamente las microemulsiones y controlar su estabilidad (Constantinides, P.
P. et al. 1995, Ktistis, G. et al. 1990).

La viscosidad y el comportamiento reoldgico de las microemulsiones se determino
por triplicado usando un viscosimetro de disco rotatorio Brookfield, modelo HB, dotado de
un sistema de procesamiento de datos Rheocalc V 1.1. Las medidas se efectuaron a una
temperatura de 25 + 1 °C, y el disco empleado fue el CP-41, adecuado para liquidos con
viscosidades menores de 975 cPs.
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El comportamiento reoldgico de las microemulsiones fue estudiado en ciclos de
"subida y bajada” con velocidades de giro del disco comprendidas entre 0y 25 r.p.m. En el
caso de que los perfiles correspondieran a fluidos newtonianos (r* > 0,99), el valor de la
viscosidad se determinGd a partir de la pendiente de la recta obtenida al representar
graficamente la fuerza de cizalla frente al intervalo de cizalla; sin embargo, en el caso de
que se tratasen de fluidos no newtonianos, el valor de viscosidad se obtuvo a partir del
valor calculado por el viscosimetro a la méxima velocidad de giro del disco (25 r.p.m.).

Los estudios reoldgicos que aparecen en la Figura 35, muestran que las
microemulsiones A y B presentan un comportamiento newtoniano con coeficientes de
determinacion de 0,9956 y 0,9996 respectivamente, lo que prueba la relacion lineal entre la
fuerza de cizalla y el intervalo de cizalla para dichos sistemas. Asi mismo se puede
observar que la viscosidad de la microemulsién B fue cuatro veces mayor que la de la
microemulsion A, siendo el porcentaje de agua, el Unico parametro de la formulacién que
varia para ambas microemulsiones, (65% para la microemulsiéon B y 70% para la
microemulsion A). La viscosidad de las microemulsiones Al, A2 y A3 fue analoga a la de
la microemulsion A.

Las microemulsiones D y E presentaron coeficientes de determinacion inferiores a
0,99 por lo que no fueron consideradas fluidos newtonianos, y sus viscosidades se
obtuvieron a partir del valor calculado por el viscosimetro a la maxima velocidad de giro
del disco (25 r.p.m.).
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Figura 35. Comportamiento reoldgico de distintas microemulsiones de AmB: A 1:1,5
lecitina/Brij® 96V, 70% de agua, B 1:1,5 lecitina/Brij® 96V, 65% de agua, E
1:1 lecitina/Brij® 96V, 72,5% de agua y D 1:2 lecitina/Brij® 96V, 67,5% de
agua.
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Se realizaron una serie de estudios en los que se observo la posible variacion de la
viscosidad de las microemulsiones con y sin principio activo, y se pudo concluir que la
presencia de AmB en las microemulsiones no alteraba los valores de viscosidad de las
mismas.

En la Figura 36, aparecen reflejados los valores de viscosidad para las formulaciones
estudiadas.
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Figura 36. Medida de viscosidad de las microemulsiones A, B, E 'y D.

En la Figura 37, se recogen los valores de viscosidad de las microemulsiones en
funcién del porcentaje de agua que poseen. Excepto para la microemulsion D, formulada
con un 67,5% de agua, para el resto de las microemulsiones, a medida que incrementamos
la cantidad de agua disminuye la viscosidad, por lo que el comportamiento anémalo de la
microemulsion D puede ser debido a la mayor presencia de tensioactivo en la formulacion.
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Figura 37. Medida de viscosidad en funcion del porcentaje de agua de las
microemulsiones A, B, Ey D.
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5. ESTUDIOS DE DILUCION DE LAS MICROEMULSIONES

Se realizaron estos estudios con el fin de determinar la integridad fisica de los
sistemas frente a un exceso de fase acuosa, ya que estas microemulsiones fueron disefiadas
para ser administradas por infusion intravenosa en una dilucion con suero glucosado al 5%.

Para realizar el estudio se procedié a diluir en una proporcion 1.5, v/v las
microemulsiones A y B en una solucién de suero glucosado isotonico al 5%, observandose
los posibles cambios fisicos en el sistema a lo largo del tiempo (72 horas). Tanto las
microemulsiones A y B y las microemulsiones Al, A2 y A3 con diferentes cantidades de
AmB (20, 30 y 40 mg respectivamente) resultaron ser estables frente a la dilucion,

La microemulsion E, cuya composicion presenta un porcentaje menor del
tensioactivo Brij® 96V (10%) y la microemulsion D, con un porcentaje muy reducido de
IPM (2,5%), presentaban peores caracteristicas fisicas que las demas, al ser menos
transparentes que las otras formulaciones y no poder ser consideradas fluidos newtonianos.
Ademas de enturbiarse se observd una precipitacion del principio activo a las 24 horas de
ser diluidas y tampoco fueron estables a temperatura ambiente, sin someterse a dilucién,
durante una semana, por la tanto tuvieron que ser rechazadas para posteriores estudios y se
desestimaron como sistemas para la administracion intravenosa del principio activo.

6. ESTUDIOS DEL TAMANO DE GOTICULA DE LA FASE
INTERNA

La determinacion del tamafio medio y la distribucién del tamafio de goticula de las
microemulsiones se realizO por PCS (Photon Correlation Spectroscopy) también
denominado Espectroscopia de Correlacion Fotonica, utilizdndose para ello un
fotocorrelador Malvern Zetamaster-S con un angulo fijo de 90°. El analisis de las muestras
se realizo a 25°C, el numero de determinaciones por cada muestra fue de 10 y el andlisis de
los datos se llevd a cabo automaticamente con el programa Contin.

B Microemulsién B con AmB

/\
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H Microemulsiéon A con AmB
| OMicroemulsién A sin AmB
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Figura 38. Distribucion de los tamafios de goticula de las microemulsiones A 'y B con y sin AmB.
(La AmB se incorpord por el método de temperatura de inversion de fases en una
concentracion de 2 mg/ml).
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Previo a su medida, todas las muestras fueron diluidas (1:5 v/v) con fase externa
(agua destilada ultrapura) y filtradas a través de filtros de membrana Sartorious de 0,45 um
de tamafio de poro, para eliminar particulas ajenas al sistema. Se vio que la cantidad de
AmB incorporada a la microemulsion A (20, 30 o 40 mg por cada 10 ml de
microemulsion) no alteraba significativamente el tamafio de goticula de la fase interna, ni
tampoco variaba el tamafio de goticula al variar de método de incorporacién de la AmB a
la microemulsion.

El tamafio medio de las microemulsiones A y B fue de 52,5 y 46,2 nm con una
polidispersién de 0,574 y 0,608 respectivamente y la incorporacion de AmB a la
microemulsion no afectd al tamafio medio ni a la distribucidn del tamafio de goticula de las
microemulsiones. La distribucion del tamafio de goticula de las microemulsiones presentd
dos modas diferentes de poblaciones de particulas. EI 80% + 5% de las goticulas de la
microemulsion presentaban un diametro medio de 15 + 10 nm, y un grupo muy reducido
de goticulas, que representaban menos del 15% del total de las goticulas, presentaban un
didmetro medio de 120 + 25 nm (Figura 38).

7. DETERMINACION DEL pH DE LAS MICROEMULSIONES

El pH de las microemulsiones debe estar comprendido entre 8,5 y 9,5 para asegurar
la estabilidad del farmaco en el seno de la formulacion y su correcta administracion por via
intravenosa sin causar irritacion ni otros dafios. Para su determinacion se empled un
pHmetro Crison micropH 2002, y el numero de determinaciones para cada muestra fue de
3.

8. ESTABILIDAD DE LAS MICROEMULSIONES

Para comprobar la estabilidad de las microemulsiones se realizaron una serie de
estudios de estabilidad:

8.1 Test de centrifugacion. Una de las condiciones que deben cumplir las
microemulsiones ademas de su transparencia es la posibilidad de someterse a una
elevada velocidad de agitacion sin que se produzca la separacion de las fases. Para
realizar este estudio las microemulsiones fueron centrifugadas en una centrifuga
Universal 32 Hettich Zentrifugen a 9000 r.p.m. durante 20 minutos. Los resultados
obtenidos aparecen reflejados en la Tabla 26, en la que se puede observar que en
ninguna microemulsion se produjo una alteracion en la viscosidad, pH o tamafo
medio de goticula de las mismas.

8.2 Ciclos de congelacion-descongelacion. Este estudio es importante para comprobar
si las microemulsiones son capaces de soportar choques térmicos y también para
determinar la estabilidad tanto fisica como quimica del sistema disperso. Se estudio
la integridad de las microemulsiones tras someterse sucesivamente a tres ciclos de
48 horas en los que se vari6 la temperatura. Cada ciclo consistia en un periodo de
24 horas a 25°C seguido de un periodo de 24 horas a -5°C. Los resultados obtenidos
aparecen reflejados en la Tabla 26, en la que se puede observar que en ninguna
microemulsion se produjo una alteracion significativamente importante en la
viscosidad, pH o tamafio medio de goticula de las mismas.
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Tiempo 0 Test de centrifugacion  Ciclos de congelacion-
descongelacion

pH Tamafio Viscosidad pH Tamafio Viscosidad pH Tamafo Viscosidad

(nm) (IP) (cPs) (nm) (IP) (cPs) (nm) (IP) (cPs)

A 93% 46,9 275+ 8,6 + 43,3 25,8 + 9,0+ 475 243 +
0,06 (0,585) 7,90 0,06 (0,595) 6,20 0,09 (0,565) 7,90

Al 88+t 52,5 23,6 £ 9,3+ 475 23,4 + 9,3+ 51,4 25,7 +
0,04 (0,520) 3,10 0,06 (0,540) 2,66 0,05 (0,530) 2,01

A2 88+ 61,3 235+ 8,5+ 55,1 26,1 + 8,5+ 58,1 26,1 +
0,12 (0,620) 2,59 0,06 (0,550) 4,75 0,11 (0,610) 2,11

A3 89% 58,4 275+ 8,9+ 46,4 273+ 8,5+ 46,9 28,2 +
0,09 (0,481) 5,47 0,02 (0,511) 4,02 0,06 (0,502) 3,68

B 88% 43,9 1026+ 85+ 42,5 10,7+ 8,7+ 47,8 122,1 +
0,02 (0,539) 4,39 0,02 (0,536) 3,89 0,07 (0,541) 2,70

IP = indice de polidispersidad

Tabla 26. Tamafio medio, viscosidad y pH de las microemulsiones A y B tras someterse a estudios de
estabilidad.

8.3 Estudios de estabilidad fisica y quimica. Se realizaron estudios de estabilidad de
las microemulsiones durante 21 dias a una temperatura de 25°C. A los tiempos 0, 7,
y 14 dias se tomaron muestras para analizar el pH, el tamafio medio de goticula, la
viscosidad y el contenido en principio activo (Tabla 27).

Tiempo 0 Tiempo 7 dias
pH Tamafio Viscosidad Contenido pH Tamafio Viscosidad Contenido
(nm) (IP) (cPs) en AmB (%) (nm) (IP) (cPs) en AmB (%0)
A 85% 36,4 319+ 101,4 + 8,6 + 41,8 29,9 + 96,4 +
0,12 (0,602) 3,10 2,5 0,04 (0,493) 3,02 23,1
Al 89+ 47,3 27,8 + 99,1+ 9,0+ 56,9 34,1+ 98,1 +
0,08 (0,515) 2,11 13 0,09 (0,587) 4,55 2,0
A2 89+ 55,6 33,8+ 97,3+ 8,7+ 52,9 36,7 + 98,1 +
0,06 (0,580) 4,17 0,9 0,13 (0,612) 3,20 15
A3 88+ 42,9 251+ 102,4 + 8,7+ 39,1 28,6 + 99,2 £
0,09 (0,619) 2,86 3,1 0,14  (0,487) 1,85 2,7
B 87+ 51,8 112,8 + 96,1 + 8,8+ 38,5 126,4 + 102,1 +
0,10  (0,498) 5,48 2,7 0,05 (0,603) 4,20 1,9

IP = indice de polidispersidad

Tabla 27. Tamafio medio, viscosidad, contenido en AmB y pH de las microemulsiones A y B tras
someterse a estudios de estabilidad durante 1 semana.

Los resultados obtenidos mostraron que las microemulsiones comenzaban a
sufrir fendmenos de degradacion al séptimo dia de almacenamiento y que por lo
tanto estos sistemas dispersos sufrian una inestabilidad fisica y quimica, debido
principalmente a la presencia de lecitina en la formulacion y a su posible
hidrolisis por la accion del medio acuoso sobre los fosfatidos presentes en su
composicion. Por lo tanto basandonos en el método descrito por Moreno, M. A.
y sus colaboradores, se liofilizaron las microemulsiones de AmB para conseguir
una mayor estabilidad tanto fisica como quimica del sistema (Moreno, M. A. et
al. 2001).

96



Microemulsiones de anfotericina B

9. LIOFILIZACION DE LAS MICROEMULSIONES

De todas las formulaciones estudiadas, se escogieron las 2 formulaciones que
presentaron mejores caracteristicas externas tras ser sometidas a los ciclos de cambio de
temperatura y al test de centrifugacion, para llevar a cabo estudios de estabilidad a largo
plazo mediante su liofilizacion. Estas dos formulaciones fueron las microemulsiones A 'y
B, ambas formulaciones con una concentracion del principio activo de 2 mg/ml de
microemulsion y en el caso de la microemulsion A la AmB se incorpord por el método de
inversion de fases por elevacion de la temperatura, mientras que para la microemulsion B
la AmB se incorpor0 junto con la fase acuosa y la lecitina.

Para llevar a cabo la liofilizacion de las microemulsiones fue necesaria la
introduccion de un agente de carga a la formulacion dadas las caracteristicas
fisicoquimicas de la mayoria de sus componentes. Asi se adiciond a la fase acuosa manitol
en una proporcion del 5%, p/v. Una vez obtenidas las microemulsiones de AmB se
dosificaron en viales de 30 ml con un contenido en microemulsion de 10 ml por cada vial
que fueron inmediatamente introducidos dentro de la cAmara del liofilizador y protegidos
de la luz. Seguidamente se llevo a cabo el proceso de liofilizacion de todas las muestras
preparadas en un liofilizador Telstar con las siguientes condiciones de trabajo:

« FEtapa de congelacion con una duracion de 2 horas y una temperatura del
producto final de aproximadamente -40°C, con una presion de cémara
atmosfeérica y una temperatura del condensador de 19°C.

« Etapa de desecacion primaria con una duracion de 24 horas y una temperatura
del producto de aproximadamente -36°C, con una presion de camara de 30
micrones y una temperatura del condensador de -50°C.

o FEtapa de desecacion secundaria con una duracion de 40 horas y una
temperatura del producto final de aproximadamente 30°C, con una presion en
camara de 30 micrones y una temperatura del condensador de -50°C.

9.1. Caracterizaciéon de las microemulsiones liofilizadas

Los estudios de caracterizacion de las microemulsiones liofilizadas se realizaron
sobre tres muestras tomadas al azar de la bandeja del liofilizador para cada microemulsion,
y los estudios realizados fueron los siguientes:

9.1.1 Aspecto, color y olor de las microemulsiones liofilizadas

Las microemulsiones liofilizadas presentaron un aspecto homogéneo, consistente,
pastoso, de escasa fluidez, de color amarillo cremoso y practicamente inodoras.

9.1.2 Contenido en humedad de las microemulsiones liofilizadas

Para la determinacion del contenido en humedad de las muestras se empleo la
técnica de Karl-Fisher, con un procesador Metrohm 658 Processor y 665 Dossimat.
El nimero de determinaciones por muestra fue de 3. Los resultados obtenidos
indicaron que el producto liofilizado posee una humedad de 0,86 + 0,06% para la
microemulsion Ay 0,79 + 0,04% para la microemulsion B.
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Este bajo porcentaje de humedad permite conservar en optimas condiciones a la
lecitina y al principio activo, evitando asi su degradacion.

9.1.3 Reconstitucion, aspecto y pH de las microemulsiones liofilizadas

Los viales se reconstituyeron con distinta cantidad de agua destilada dependiendo
de la formulacion (6,5 ml para la microemulsién Ay 7 ml para la microemulsion B)
y tras someterlo a agitacion para favorecer la formacion del sistema disperso, se
procedié a determinar su aspecto externo, color, homogeneidad, presencia de
particulas precipitadas y pH de la microemulsion de anfotericina B obtenida. La
evaluacion del pH de las microemulsiones se llevé a cabo en un pHmetro Crison
micro pH 2000.

La reconstitucion del producto liofilizado dio lugar a una microemulsion
transparente, clara de color amarillo claro, practicamente inodora y libre de
precipitados; es decir una microemulsion semejante a la microemulsion antes de
liofilizar para ambas formulaciones. La determinacién del pH de la microemulsion
reconstituida dio unos valores de 8,8 + 1,7 para la microemulsion A 'y 8,9 + 1,3
para la microemulsion B, con lo que no se tuvo que reajustar el pH.

9.1.4 Contenido en AmB de las microemulsiones liofilizadas

Para determinar una posible pérdida de principio activo en el proceso de
liofilizacion, se tomaron tres muestras al azar de la bandeja del liofilizador por cada
tipo de microemulsion y se analizo la cantidad de principio activo presente en ellas
por las técnicas de HPLC y espectroscopia previamente descritas. De los resultados
obtenidos se pudo concluir que no se producian pérdidas del principio activo en el
proceso de liofilizacion, ya que los porcentajes de recuperacion fueron de 98,4 +
2,9% para la microemulsion Aly 97,2 + 1, 5% para la microemulsion B.

9.1.5 Tamafio de goticula de las microemulsiones reconstituidas
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Se analiz6 el tamafio de goticula de las microemulsiones reconstituidas con el fin de
observar alteraciones en la estructura de la fase interna debidas al proceso de
liofilizacion. El analisis de los tamafios de goticula de las microemulsiones
reconstituidas se realizé por PCS siguiendo la metodologia previamente descrita
para las microemulsiones sin liofilizar. La distribucion de los tamafios de las
goticulas constituyentes de la fase dispersa de las microemulsiones de anfotericina
B liofilizadas y posteriormente reconstituidas se ajustaron a una curva bimodal con
dos poblaciones de distinto tamafio con un diametro medio de 46,5 nm y una
polidispersidad de 0,606 para la microemulsion B y 60,6 nm y una polidispersidad
de 0,608 para la microemulsion A (Figura 39).

Los resultados obtenidos indican que los procesos de liofilizacion y posterior
reconstitucion de las microemulsiones de AmB, no alteraron el tamafio de goticula
de la fase dispersa de la microemulsion.
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Figura 39. Distribucion de los tamafios de goticula de las microemulsiones
liofilizadas Ay B.

Comportamiento reoldqico v viscosidad de las microemulsiones reconstituidas.

La viscosidad de las microemulsiones liofilizadas y reconstituidas se determino a
25°C, siguiendo el mismo método empleado para las microemulsiones sin liofilizar.
Como se puede observar en la Figura 40, ambas microemulsiones presentan un
comportamiento newtoniano con un coeficiente de determinacion superior a 0,99,
este comportamiento es semejante al de las microemulsiones sin liofilizar, aunque
se observo una disminucion en el valor de viscosidad de las microemulsiones
liofilizadas, siendo de 17,7 + 5,9 cPs para la microemulsion Ay de 84,8 + 7,2 cPs
para la microemulsion B, lo que facilita su administracién y manejabilidad en el
momento de ser inyectadas.
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Figura 40. Comportamiento reoldgico de las microemulsiones liofilizadas A y B de AmB.
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9.2. Estabilidad de las microemulsiones liofilizadas de AmB

Estos estudios se realizaron con el fin de determinar las condiciones éptimas de
conservacion de las microemulsiones liofilizadas del principio activo. Para realizar estos
estudios se dispusieron muestras de los productos liofilizados en viales cerrados y
protegidos de la luz durante 6 meses a las siguientes condiciones:

« Temperatura 4°C.
o Temperatura 25°C.
« Temperatura 30°C y humedad relativa del 60%.

« Temperatura 40°C y humedad relativa del 75%.

Se tomaron muestras a tiempo 0 y a los 1, 3, y 6 meses, sobre las que se evaluaron
los siguientes parametros:

Estabilidad quimica:

Se prepararon soluciones de las muestras tomadas a los distintos tiempos con una
concentracion de 2 ug/ml, que fueron filtradas por 0,45 um, valorando por triplicado su
contenido en AmB mediante HPLC; dicho contenido en principio activo debia estar
comprendido entre 90-110% para que puedan ser consideradas como estables.

Estabilidad fisica:
« Contenido en humedad del producto liofilizado:

Se determind el contenido en agua de las muestras tomadas a cada tiempo mediante el
método de Karl-Fischer, utilizandose para ello el mismo aparato descrito anteriormente.
El contenido en humedad de las muestras debia ser inferior al 3% para ser consideradas
como estables (Moreno, M. A. 2000).

« Propiedades organolépticas del producto liofilizado:
Se evaluaron los cambios de color y olor de las muestras tomadas a los distintos
tiempos comparandolas con la muestra estudiada al comienzo del estudio. Las muestras

se consideraron como estables siempre que presentaran color amarillo cremoso claro y
fueran practicamente inodoras.

« Reconstitucion, aspecto y propiedades organolépticas del reconstituido:
Se estudio la facilidad en la reconstitucion de las muestras tomadas a los distintos
tiempos, asi como su aspecto, color y olor. Las muestras se consideraron como estables
siempre que su reconstitucién fuera rapida y diera lugar a un sistema disperso
transparente, Opticamente isétropo, de color amarillo claro e inodoro.

o pH del reconstituido:
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Se evaluaron los cambios de pH de las formulaciones reconstituidas a cada tiempo
mediante el empleo de un pHmetro Crison micropH 2002. El pH de las muestras debia
estar comprendido entre 8,5y 9,5 para ser consideradas como estables.

« Tamafio de goticula de la fase interna del reconstituido:

Se determind el tamafio de las goticulas constituyentes de la fase interna de las
muestras tomadas a los distintos tiempos mediante PCS siguiendo la misma
metodologia descrita anteriormente. Las muestras se consideraron como estables
siempre que el tamafio de sus goticulas fuera inferior a 200 nm.

« Comportamiento reoldgico y viscosidad del reconstituido:

Se evalud el comportamiento reoldgico determinando la viscosidad de las muestras
tomadas a los distintos tiempos, utilizando para ello el mismo aparato y las mismas
condiciones que se han descrito previamente. Los sistemas se consideraron como
estables siempre que presentaran valores bajos de viscosidad que no afectaran a la
integridad fisica de los mismos.

Un aumento considerable en la viscosidad de las microemulsiones es un parametro
claro que indica una desestabilizacion del sistema, posiblemente por un engrosamiento
del tamafio de goticula de la fase interna que hace que el roce entre las particulas sea
mayor y por lo tanto que aumente la viscosidad. Por ello existe una gran relacion entre
el tamafio de goticula de la fase interna y la viscosidad del sistema.

En las Tablas 28, 29, 30 y 31 se resumen los resultados obtenidos en los estudios de
estabilidad realizados sobre las microemulsiones A liofilizadas de AmB.

Los estudios de estabilidad a 4 °C mostraron que la microemulsion permanecia
estable fisica y quimicamente, ya que al cabo de 6 meses de almacenamiento no se
observaron cambios significativos en las propiedades del liofilizado ni del reconstituido y
los valores de pH, viscosidad, tamafio de goticula y contenido en principio activo sufrieron
alteraciones con el tiempo, pero se mantuvieron dentro de los limites considerados como
normales.

Sin embargo para las microemulsiones almacenadas a 25 °C, al cabo de 6 meses se
observaron variaciones en la tonalidad del liofilizado que adquiri6é un color mas anaranjado
lo cual estd muy relacionado con el contenido en principio activo de la microemulsion, que
se encontraba muy por debajo de los limites considerados como normales, entre 90 y
110%; ademas se observo una ligera disminucién del pH que permanecio dentro del rango
de la normalidad (de 8,5 a 9,5). El resto de los pardmetros evaluados permanecieron dentro
del rango de la normalidad y por lo tanto se puede concluir que se produce una
inestabilidad quimica del sistema y no fisica.
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Tiempo (meses)

Parametro analizado

0 1 3 6
PROPIEDADES DEL LIOFILIZADO v v v v
CONTENIDO EN HUMEDAD (%) 0,92 0,76 1,104 0,289
+0,03 +0,02 +0,05 +0,01
PROPIEDADES DEL RECONSTITUIDO v v v v
VALOR bE PH 8,76 8,59 8,57 8,52
+0,05 +0,09 +0,06 +0,04
TAMARO DE GOTICULA (NM) 72,40 54,70 49,20 71,30
(INDICE DE POLIDISPERSIDAD) (0,64) (0,62) (0,54) (0,63)
COMPORTAMIENTO REOLOGICO Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano
V/ISCOSIDAD (CPS) 11,80 22,10 23,60 25,70
+2,60 +5,90 +4,30 +8,20
CONTENIDO EN AMB (%) 98,50 96,46 95,80 98,70
+2,10 +1,90 +1,60 +1,80

Tabla 28. Resultados del estudio de estabilidad de la microemulsién A liofilizada a 4 °C.

Tiempo (meses)

Parametro analizado

0 1 3 6
PROPIEDADES DEL LIOFILIZADO v v v Anaranjado
Ooscuro
CONTENIDO EN HUMEDAD (%) 0,92 0,67 1,13 0,37
+0,03 0,03 +0,02 +0,04
PROPIEDADES DEL RECONSTITUIDO v v v v
VALOR DE PH 8,76 8,71 8,67 8,26
+0,05 0,07 0,07 +0,04
TAMARIO DE GOTICULA (NM) 72,40 72,7 62,10 66,9
(INDICE DE POLIDISPERSIDAD) (0,64) (0,69) (0,51) (0,62)
COMPORTAMIENTO REOLOGICO Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano
VISCOSIDAD (CPS) 11,80 25,7 23,6 18,9
+2,60 +0,52 +0,89 +2,20
CONTENIDO EN AMB (%) 98,50 96,31 93,44 84,50
+2,10 +1,86 +0,75 +3,80

Tabla 29. Resultados del estudio de estabilidad de la microemulsién A liofilizada a 25 °C.
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Tiempo (meses)

Parametro analizado

0 1 3 6
PROPIEDADES DEL LIOFILIZADO v Amarillo Amarillo Anaranjado
0oSscuro oscuro oscuro
CONTENIDO EN HUMEDAD (%) 0,92 0,68 141 0,31
+0,03 +0,02 +0,03 +0,04
PROPIEDADES DEL RECONSTITUIDO v v Amarillo Anaranjado
oscuro 0scuro
VALOR DE PH 8,76 8,52 8,08 8,00
+0,05 +0,03 +0,05 +0,09
TAMARO DE GOTICULA (NM) 72,40 48,4 55,9 60,4
(INDICE DE POLIDISPERSIDAD) (0,64) (0160) (0,60) (0,68)
COMPORTAMIENTO REOLOGICO Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano
V/ISCOSIDAD (CPS) 11,80 18,2 27,5 23,7
+2,60 +0,94 +0,87 +2,09
CONTENIDO EN AMB (%) 98,50 90,21 83,05 79,90
+2,10 +1,62 40,81 +3,08

Tabla 30. Resultados del estudio de estabilidad de la microemulsion A liofilizada a 30 °C y 60 % HR

Tiempo (meses)

Parametro analizado

0 1 3 6
PROPIEDADES DEL LIOFILIZADO v Anaranjado Naranja Naranja
oscuro
CONTENIDO EN HUMEDAD (%) 0,92 1,04 1,29 0,60
+0,03 +0,03 +0,06 +0,08
PROPIEDADES DEL RECONSTITUIDO v Anaranjado Naranja Naranja
VALOR DE PH 8,76 8,16 7,55 7,12
+0,05 +0,08 +0,21 +0,12
TAMARO DE GOTICULA (NM) 72,40 44,1 57,2 63,1
(INDICE DE POLIDISPERSIDAD) (0,64) (0,60) (0,59) (0,59)
COMPORTAMIENTO REOLOGICO Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano
VISCOSIDAD (CPS) 11,80 21,4 27,5 24,9
+2,60 +0,61 +0,67 +1,96
CONTENIDO EN AMB (%) 98,50 82,00 81,71 81,69
+2,10 +2,61 +1,62 +2,69

Tabla 31. Resultados del estudio de estabilidad de la microemulsién A liofilizada a 40 °C y 75 % HR
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En las microemulsiones almacenadas a 30°C y 60% de HR, desde el primer mes de
almacenamiento se observé un oscurecimiento del liofilizado y de la microemulsion
reconstituida, y también se observaron variaciones del contenido en principio activo que se
encontraron en torno al 80%. También se observaron disminuciones en el pH al tercer y
sexto mes de almacenamiento, pero no se alteraron ni los valores de viscosidad ni el
tamafo de goticula de la fase dispersa del reconstituido.

En las microemulsiones almacenadas a 40°C y 75% de HR, el oscurecimiento del
liofilizado y del reconstituido comenz6 a partir del primer mes de almacenamiento y
también la reduccién de los valores del contenido en AmB. El pH de la microemulsién
también disminuy0 al tercer y sexto mes de almacenamiento. Tampoco se observaron
variaciones en el tamafio de goticula ni en la viscosidad o contenido en humedad del
liofilizado; por lo tanto el sistema parece ser fisicamente estable pero no guimicamente.
Para comprobar estos resultados se almacenaron durante 6 meses a diferentes temperaturas
y humedades relativas microemulsiones liofilizadas tipo A sin principio activo. Los
resultados obtenidos aparecen reflejados en la Tabla 32.

En estas microemulsiones no se observaron cambios organolépticos ni en los
liofilizados ni en las microemulsiones reconstituidas, siendo el liofilizado de un color
amarillo cremoso, de consistencia pastosa y practicamente inodoro y el reconstituido
transparente y de un color amarillo claro. Tampoco se observaron variaciones en el tamafio
de goticula de la fase interna, ni en la viscosidad ni en el comportamiento reoldgico de los
sistemas, y el valor de pH permaneci6 constante con un valor aproximado de 6, ya que al
no incorporar el principio activo en una solucion de hidroxido sodico 0,1M el pH de la
microemulsion es proximo al pH neutro. Por lo tanto el sistema si es estable fisicamente, y
no quimicamente estable ya que el método de incorporacion de la AmB no result6 ser el
Optimo con los excipientes empleados.

v : @ 30°C 40°C
Parametro analizado 25°C 60% MR 7E06HR
PROPIEDADES DEL LIOFILIZADO v v v
CONTENIDO EN HUMEDAD (%) 1,19 1,01 0,86
40,10 +0,07 +0,07
PROPIEDADES DEL RECONSTITUIDO v v v
VALOR DE PH 6,21 6,19 6,24
+0,08 +0,07 +0,03
TAMARO DE GOTICULA (NM) 53,17 61,34 46,74
(INDICE DE POLIDISPERSIDAD) (0,58) (0,57) (0,61)
COMPORTAMIENTO REOLOGICO Newtoniano  Newtoniano  Newtoniano
VISCOSIDAD (CPS) 34,9 32,6 26,1
40,29 40,28 +1,02
CONTENIDO EN AMB (%) 0 0 0

Tabla 32. Resultados del estudio de estabilidad de la microemulsion A liofilizada sin
AmB durante 6 meses.
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En las Tablas 33, 34, 35y 36 se resumen los resultados obtenidos en los estudios de

estabilidad realizados sobre las microemulsiones B liofilizadas con AmB.

Parametro analizado

Tiempo (meses)

0 1 3 6
PROPIEDADES DEL LIOFILIZADO v v v v
CONTENIDO EN HUMEDAD (%) 0,86 0,87 131 0,41
+0,07 +0,03 +0,06 +0,05
PROPIEDADES DEL RECONSTITUIDO v v v v
\/ALOR DE PH 8,55 8,57 8,59 8,22
+0,08 +0,08 +0,05 +0,07
TAMARO DE GOTICULA (NM) 46,8 43,8 37,9 40,0
(INDICE DE POLIDISPERSIDAD) (0,58) (0,60) (0,59) (0,67)
COMPORTAMIENTO REOLOGICO Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano
V/ISCOSIDAD (CPS) 92,5 108,9 117,9 99,5
+1.88 +0,97 +0,69 +1,30
CONTENIDO EN AMB (%) 97,31 95,40 96,51 95,40
+1,18 +0,99 +0,93 +1,49
Tabla 33. Resultados del estudio de estabilidad de la microemulsién B liofilizada a 4 °C.
; ) Tiempo (meses)
Parametro analizado
0 1 3 6
PROPIEDADES DEL LIOFILIZADO v v v Amarillo
oscuro
CONTENIDO EN HUMEDAD (%) 0,86 0,90 0,62 0,14
+0,07 10,07 +0,04 40,03
PROPIEDADES DEL RECONSTITUIDO v v v v
V/ALOR DE PH 8,55 8,51 8,88 7,80
+0,08 +0,02 +0,06 +0,04
TAMARO DE GOTICULA (NM) 46,8 46,2 46,1 49,2
(INDICE DE POLIDISPERSIDAD) (0,58) (0,62) (0,63) (0,63)
COMPORTAMIENTO REOLOGICO Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano
VISCOSIDAD (CPS) 92,5 115,4 86,5 913
+1.88 +1,39 +0,94 +1,69
CONTENIDO EN AMB (%) 97,31 97,2 98,23 91,9
+1,18 +1,26 +1,69 +0,85

Tabla 34. Resultados del estudio de estabilidad de la microemulsion B liofilizada a 25 °C.
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Parametro analizado

Tiempo (meses)

0 1 3 6
PROPIEDADES DEL LIOFILIZADO v Amarillo Naranja Naranja
0oscuro oscuro
CONTENIDO EN HUMEDAD (%) 0,86 1,34 1,20 0,40
+0,07 40,09 +0,08 40,08
PROPIEDADES DEL RECONSTITUIDO v v Naranja Naranja
0Sscuro
VALOR DE PH 8,55 8,35 7,715 7,66
+0,08 +0,04 +0,09 +0,07
TAMARO DE GOTICULA (NM) 46,8 48,1 39,9 71,9
(INDICE DE POLIDISPERSIDAD) (0,58) (0,63) (0,59) (0,69)
COMPORTAMIENTO REOLOGICO Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano
VISCOSIDAD (CPS) 92,5 99,2 117,9 107,3
+1.88 +0,98 +0,67 +2,61
CONTENIDO EN AMB (%) 97,31 89,85 82,68 80,36
+1,18 +0,84 +2,69 +0,89

Tabla 35. Resultados del estudio de estabilidad de la microemulsion B liofilizada a 30 °C y 60 % HR.

Parametro analizado

Tiempo (meses)

0 1 3 6
PROPIEDADES DEL LIOFILIZADO v Anaranjado Naranja Naranja
oSscuro
CONTENIDO EN HUMEDAD (%) 0,86 119 1,01 0,86
+0,07 40,10 +0,07 +0,07
PROPIEDADES DEL RECONSTITUIDO v Anaranjado Naranja Naranja
0Scuro
VALOR DE PH 8,55 8,08 7,96 7,72
+0,08 +0,05 +0,04 +0,06
TAMARNO DE GOTICULA (NM) 46,8 45,1 39,5 43,9
(INDICE DE POLIDISPERSIDAD) (0,58) (0,60) (0,60) (0,67)
COMPORTAMIENTO REOLOGICO Newtoniano Newtoniano Newtoniano Newtoniano
VISCOSIDAD (CPS) 92,5 71,9 94,5 87,8
+1.88 +0,19 +0,89 +1,87
CONTENIDO EN AMB (%) 97,31 93,70 85,14 82,64
+1,18 +0,56 +2,34 +0,87

Tabla 36. Resultados del estudio de estabilidad de la microemulsién B liofilizada a 40 °C y 75 % HR.
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Los resultados obtenidos demostraron una estabilidad fisica de la microemulsion B
ensayada a diferentes temperaturas (4°C, 25°C, 30°C y 40°C) y humedades relativas (60 %
y 75% HR), y estabilidad quimica para la microemulsién B almacenada a una temperatura
de 4°C. A 25°C, se produjo una disminucion del contenido en principio activo, un
oscurecimiento de la formulacién y una disminucion discreta del pH al sexto mes de
almacenamiento. Para las formulaciones almacenadas a 30°C y 40°C la inestabilidad
quimica comenzo al mes de almacenaje y se incremento con el tiempo produciéndose una
disminucion del contenido en principio activo, un oscurecimiento del liofilizado y la
formulacién reconstituida adquirioé una tonalidad anaranjada.

Para comprobar que el oscurecimiento de la microemulsion era debido a problemas
de estabilidad del principio activo y no de la lecitina u otros componentes de la
microemulsion, se realizo un estudio de estabilidad de la microemulsion tipo B sin AmB a
diferentes temperaturas y humedades relativas durante 6 meses (Tabla 37). Al final de
dicho periodo se pudo comprobar que el sistema era fisicamente estable y no se produjeron
variaciones ni en el tamafio de goticula de la fase interna ni en la viscosidad y reologia ni
tampoco en las propiedades organolépticas ni del liofilizado ni de la microemulsién
reconstituida.

Por lo tanto el estudio de estos resultados nos permitié comprobar que la
microemulsion con principio activo es estable durante 6 meses a una temperatura de 4 °C
sin producirse degradacion de la AmB, y que el hecho de que a mayores temperaturas se
produzca inestabilidad quimica puede ser debido a una mala incorporacion del principio
activo en la formulacion y habria que intentar buscar nuevas formas de introducir el
principio activo en el sistema con el fin de mejorar la estabilidad a largo plazo.

2 - G 30°C 40°C
Parametro analizado 25°C 60% HR 7506HR
PROPIEDADES DEL LIOFILIZADO v v v
CONTENIDO EN HUMEDAD (%) 0,65 0,59 0,92
+0,08 +0,06 +0,05
PROPIEDADES DEL RECONSTITUIDO v v v
VALOR DE PH 6,68 6,71 6,50
+0,04 +0,03 +0,07
TAMARNO DE GOTICULA (NM) 60,38 43,78 57,36
(INDICE DE POLIDISPERSIDAD) (0,55) (0,59) (0,67)
COMPORTAMIENTO REOLOGICO Newtoniano  Newtoniano  Newtoniano
VISCOSIDAD (CPS) 96,14 88,96 100,81
0,30 +0,19 +1,01
CONTENIDO EN AMB (%) 0 0 0

Tabla 37. Resultados del estudio de estabilidad de la microemulsiéon A liofilizada sin
AmB durante 6 meses.
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9.3. Estabilidad de las microemulsiones reconstituidas de AmB a la
temperatura.

Se evalud la estabilidad a la temperatura de las microemulsiones de AmB, obtenidas
después de la reconstitucion de los productos liofilizados, con el objeto de establecer las
condiciones oOptimas de conservacion de dichos sistemas, asi como para determinar el
intervalo méaximo de tiempo que podria transcurrir entre la reconstitucion de la
formulacién y su administracion, sin que se produjesen fenomenos de degradacion del
principio activo o de la forma farmacéutica.

Los estudios de estabilidad se realizaron durante 72 horas, ya que, considerando que
la administracion de la formulacién recientemente reconstituida debe realizarse en
perfusion intravenosa lenta (4-8 horas), 3 dias suponian un margen de seguridad
suficientemente amplio ante la existencia de anomalias o retrasos en la administracion de
dicho preparado.

Para realizar el estudio, se procedi6 a la reconstitucion con agua destilada del
producto liofilizado, almacenandose posteriormente las microemulsiones reconstituidas a
las temperaturas de 8, 25, y 40°C. Durante todo el estudio se observo si se producian
alteraciones en el aspecto externo del reconstituido, con aparicién de precipitados, o
alteraciones en el color o en la transparencia de las muestras almacenadas. Se tomaron
muestras al inicio y al final del estudio, sobre las que se evaluaron los siguientes
parametros:

Estabili imi

Se prepararon soluciones de las muestras tomadas a los distintos tiempos con una
concentracion de 2 ug/ml, que fueron filtradas por 0,45 um y valoradas por triplicado
respecto a su contenido en AmB mediante HPLC. EI contenido en principio activo de las
muestras, debia estar comprendido entre 90-110 % para ser consideradas como estables.

Estabilidad fisica:

Se evaluaron los cambios en el tamafio de goticula de la fase interna,
comportamiento reoldgico y viscosidad, aspecto (color, olor, transparencia e isotropia
Optica) y pH de los sistemas reconstituidos, comparandolos con los resultados observados
en las muestras estudiadas al comienzo del ensayo. Las microemulsiones fueron
consideradas como estables siempre que presentaran un tamafio de goticula inferior a 200
nm, comportamiento reoldgico newtoniano y baja viscosidad, valores de pH comprendidos
entre 8,5y 9,5, color amarillo claro de la microemulsion reconstituida, asi como un aspecto
totalmente transparente y opticamente isétropo.

Los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad de las microemulsiones
reconstituidas frente a la temperatura, aparecen reflejados en la Tabla 38.
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Parametros analizados

T2 Tiempo pH Tamafio  Viscosidad Contenido en
(horas) (nm) (IP) (cPs) principio
activo (%)
Formulacion A
80C 0 89+0,04 494(057) 189+23 98,01+1,68
72 8,7+0,13 63,9(0,61) 234+17 9935+1,48
250G 0 89+0,04 494(057) 189+23 98,01+1,68
72 8,6 £0,15 635(0,55) 29,1+19 97,36+2,71
40°C 0 89+0,04 494(057) 189+23 98,01+1,68
72 8,5+ 0,09 98,6 (0,76) 22,8+24 101,26+1,90
Formulacion B
800 0 8,8 £ 0,07 36,3(0,57) 89,6+56 97,92+2,01
72 89+0,10 589(062) 983+4,6 99,51+1,86
250G 0 8,8 £ 0,07 36,3(0,57) 89,6+56 97,92+2,01
72 8,5+ 0,08 89,3(0,69) 99,2+3,7 102,10+1,01
40°C 0 8,8 £0,07 36,3(0,57) 89,6+56 97,92+2,01
72 8,7+0,13 72,5(0,66) 101,7+2,8 96,32+1,79

Tabla 38. Resultados del estudio de estabilidad a la temperatura de las microemulsiones reconstituidas de
AmB.

Al cabo de 72 horas las microemulsiones siguieron siendo estables,
independientemente de la temperatura a la que se almacenaran, aunque se pudieron
observar pequefias variaciones en el sistema, pero estas variaciones se encontraron dentro
del rango de normalidad. Se pudo observar en ambas formulaciones un ligero incremento
en el tamafio de goticula y en el indice de polidispersidad, y también un discreto
incremento en la viscosidad, pero ni en el pH ni en el contenido en principio activo, ni en
las propiedades organolépticas de la formulacion se observaron cambios y por lo tanto
estas formulaciones permanecieron estables en un periodo de 72 horas tras su
reconstitucion.

9.4. Estabilidad de las microemulsiones reconstituidas de AmB a los
ciclos de congelacion-descongelacion.

Se trata de un estudio de estabilidad muy caracteristico de las microemulsiones, que
se realizO con objeto de evaluar la integridad fisica y quimica de los sistemas
reconstituidos en las condiciones de maximo choque térmico. Para realizar el estudio, se
procedié a la reconstitucion del producto liofilizado con agua destilada, sometiendo
posteriormente a las microemulsiones reconstituidas a 3 ciclos alternos, de 24 horas, de
25°Cy -5°C durante 7 dias.
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Se tomaron muestras inicialmente y a los 7 dias, en las que se evaluaron los
siguientes pardmetros:

Estabili imi

Se prepararon soluciones de las muestras tomadas a los distintos tiempos con una
concentracion de 2 pg/ml, que fueron filtradas por 0,45 um y valoradas por triplicado
respecto a su contenido en AmB mediante HPLC. EI contenido en principio activo de las
muestras, debia estar comprendido entre 90-110 % para ser consideradas como estables.

Parametros analizados

Tiempo pH Tamafio Viscosidad Contenido en
(dias) (nm) (IP) (cPs) principio activo (%)

Formulacion A

0 8,6 +0,07 52,7(0,56) 23,7+3,8 99,36 + 1,02

7 8,7+0,08 650(0,65) 315+19 99,01 +£2,45
Formulacion B

0 9,0+ 0,03 60,7(0,58) 90,5+6,1 99,37 + 1,64

7 88+0,12 69,9(0,64) 99,6+5,0 97,36 + 2,08

Tabla 39. Resultados del estudio de estabilidad de las microemulsiones reconstituidas de AmB
a los ciclos de congelacién-descongelacion.

Estabili fisi

Se evaluaron los cambios en el tamafio de goticula de la fase interna,
comportamiento reoldgico y viscosidad, aspecto (color, olor, transparencia e isotropia
Optica) y pH de los sistemas reconstituidos, comparandolos con los resultados observados
en las muestras estudiadas al comienzo del ensayo. Las microemulsiones fueron
consideradas como estables siempre que presentaran un tamafio de goticula inferior a 200
nm, comportamiento reoldgico newtoniano y baja viscosidad, valores de pH comprendidos
entre 8,5y 9,5, el color amarillo claro de la microemulsion reconstituida, asi como un
aspecto totalmente transparente y opticamente isétropo.

Los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad a los ciclos de congelacion-
descongelacion de las microemulsiones reconstituidas aparecen reflejados en la Tabla 39.
Como se puede observar a partir de los datos indicados, ambas formulaciones presentaron
un ligero incremento en el tamafo de goticula y en el indice de polidispersidad y también
un discreto incremento en la viscosidad de las microemulsiones, pero dentro del rango de
la normalidad y por lo tanto los sistemas se mantuvieron fisica y quimicamente estables
hasta el final del estudio, sin observarse alteraciones en el color, la consistencia y la
transparencia de las mismas.
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9.5. Estabilidad de las microemulsiones reconstituidas de AmB en el test
de centrifugacion.

Este estudio tuvo como objeto la evaluacion de la integridad fisica y quimica de las
microemulsiones reconstituidas cuando son expuestas a la accion de una fuerza centrifuga.

Una vez reconstituido el producto liofilizado con agua destilada, se procedio a la
centrifugacion durante 20 minutos a una velocidad de 9.000 r.p.m. Las muestras se
tomaron al comienzo y al final del estudio, analizdndose sobre ellas los siguientes
parametros:

Estabili imi

Se prepararon soluciones de las muestras con una concentracion de 2 ug/ml, que
fueron filtradas por 0,45 um y se valord por triplicado en ellas su contenido en AmB
mediante HPLC. EI contenido en principio activo de las muestras, debia estar comprendido
entre 90-110 % para ser consideradas como estables.

Estabili fisi

Se evaluaron los cambios en el tamafio de goticula de la fase interna y en el aspecto
(color, olor, transparencia e isotropia Optica) de los sistemas reconstituidos, comparandolos
con los resultados observados en las muestras estudiadas al comienzo del ensayo. Las
microemulsiones fueron consideradas como estables siempre que presentaran un tamarfio de
goticula inferior a 200 nm, color amarillo claro de la microemulsion reconstituida, asi
como un aspecto totalmente transparente y opticamente isotropo.

Los resultados obtenidos en el test de centrifugacion aparecen reflejados en la Tabla
40.

Parametros analizados

Tiempo pH Tamafio Viscosidad Contenido en
(minutos) (nm) (IP) (cPs) principio activo (%)

Formulacion A

0 8,8+0,03 456(0,559) 199+472 97,60 + 1,35

20 85+0,12 61,0(0,48) 286+1,7 99,36 + 2,66
Formulacion B

0 9,1+0,08 61,8(0,59) 103,7+7,1 101,56 + 2,45

20 9,0+0,10 48,9(0,60) 98,7+3,7 98,39 + 3,01

Tabla 40. Resultados del estudio de estabilidad de las microemulsiones reconstituidas de AmB
al test de centrifugacion.

Los resultados obtenidos en el test de centrifugacion mostraron que las
microemulsiones permanecieron estables durante todo el estudio, no presentando
alteraciones fuera del rango de la normalidad en las propiedades organolépticas ni en las
propiedades fisicoquimicas.
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ESTUDIOS FARMACOCINETICOS DE
MICROEMULSIONES DE ANFOTERICINA B

Mediante los estudios farmacocinéticos se conoce la evolucion temporal de las
concentraciones de farmaco en el interior del organismo. En el caso de las
microemulsiones de AmB determinar la cinética de distribucion y eliminacion del farmaco
es de gran importancia para poder conocer su posible mecanismo de accion. Por ello se
realizaron estudios farmacocinéticos en animales de experimentacion usando diferentes
dosis y modos de administracion de estas nuevas formulaciones de AmB. Se realiz6 un
estudio piloto con el objetivo de obtener informacion para la realizacion del muestreo
definitivo.

Las formulaciones empleadas para estos estudios fueron:

« Microemulsiones de AmB conteniendo como tensioactivo Brij® 96V. Estas
microemulsiones han sido descritas y caracterizadas en el capitulo anterior. De
todas las microemulsiones formuladas se seleccionaron para los estudios
farmacocinéticos aquellas cuya apariencia y propiedades fisicoquimicas fueron
mas aceptables. Por ello se seleccionaron las microemulsiones A y B con una
proporcion de Brij® 96V/lecitina 1,5:1.

« Microemulsiones de AmB conteniendo como tensioactivo Polisorbato 80.
Estas microemulsiones fueron descritas por Moreno, M. A. (Moreno, M. A.
2000), y se caracterizan por ser altamente estables y muy poco téxicas (LDsp =
4 mg/kg) en comparacion con la formulaciéon comercial Fungizona® (LDso = 1,5
mg/kg). Tanto sus propiedades fisicas, tales como aspecto, viscosidad o tamafio
de goticula de la fase interna, o pH, y sus propiedades quimicas tales como el
contenido en principio activo, son muy semejantes a las microemulsiones
realizadas con el tensioactivo Brij® 96V, la diferencia principal esta en su
composicién, ya que estas microemulsiones poseen una relacion polisorbato
80/lecitina 2:1. Con el fin de simplificar la comprension de los estudios
realizados y los resultados obtenidos, se denominé a esta nueva formulacion
microemulsion C.

« Formulacién comercial Fungizona®. A pesar de los numerosos estudios
realizados sobre la farmacocinética de dicha formulacion, son pocos los estudios
realizados en conejos. Por ello, con el fin de comparar los resultados
farmacocinéticos obtenidos para las microemulsiones de AmB, fue necesario
estudiar el comportamiento farmacocinético de esta formulacién denominada
formulacion F.

Todos los estudios farmacocinéticos se realizaron en conejos y se dividio el trabajo
en tres apartados:

a) Se realizd un primer ensayo de las formulaciones tras la administracion de una
dosis de 1mg/kg en bolus i.v. con el fin de realizar un estudio comparativo del
comportamiento farmacocinético de las distintas formulaciones.
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b) Se realizO un segundo estudio con diferentes dosis de la microemulsion C
administradas por via i.v. en bolus, con el fin de comprobar si la farmacocinética es
dosis dependiente.

c) Por dltimo se realizd un estudio comparativo de la microemulsion C y la
formulacién comercial F (Fungizona®), tras ser administradas por perfusion i.v. en
una dosis de 1 mg/kg durante 4 dias en conejos con el fin de realizar un estudio
comparativo de ambas formulaciones.

Los estudios realizados con animales de experimentacién se realizaron en el
Animalario de la UCM, que es un Centro de Asistencia a la Investigacion suministrador y
usuario de animales de experimentacion, que cumple con los requerimientos legislativos
relativos a la experimentacion animal (D. C. 86/609/CEE; R. D. 223/1988; O. M.
13/X/1989).

1. ADMINISTRACION INTRAVENOSA EN BOLUS EN DOSIS
UNICA

1.1. Animales de experimentacion

Para realizar los estudios farmacocinéticos se emplearon como animales de
experimentacién, conejos machos albinos New Zealand, de un peso comprendido entre 2,5
y 3 kg. Los animales fueron alojados en jaulas independientes a una temperatura de 25°C y
con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, y recibieron comida y bebida sin restricciones
durante todo el estudio excepto en el momento en el que se les realizé la administracion del
farmaco, y durante la toma de muestras sanguineas. Los animales tuvieron un periodo de
adaptacion en el animalario de cuatro dias previo al estudio farmacocinético.

La administracién intravenosa del farmaco tipo bolus en un volumen de 2,5 ml, se
realizé por la vena marginal de la oreja izquierda, y la toma de muestras, un volumen de 2
ml, se realiz6 por la vena lateral de la oreja derecha, con el fin de evitar posibles
interferencias entre la dosis administrada y las muestras plasmaticas extraidas. Para cada
tipo de formulacion y cada dosis se emplearon 3 conejos y los andlisis de muestras
plasmaticas se hicieron por triplicado .

1.2. Dosis de farmaco administradas

Para la realizacién del estudio farmacocinético de la administracion i.v. en bolus de
formulaciones de AmB, se compar0 el comportamiento farmacocinético de las
microemulsiones de AmB con la formulacion comercial F, a la dosis de 1 mg/kg, ya que
ésta es la dosis maxima tolerada para la formulacién comercial.

Las microemulsiones, cuya concentracion en AmB para las 3 formulaciones
ensayadas era de 2 mg/ml, se diluyeron en suero glucosado en una concentracion al 5% p/v
hasta obtener una solucién con una concentracion de 1 mg/kg, teniendo en cuenta el peso
de cada animal (2,75 kg) y el volumen de inyeccion (2,5 ml). La esterilizacion de las
muestras se hizo por filtracion esterilizante mediante el uso de filtros de diametro medio de
0,22 um, y como queda reflejado en capitulos previos, esta esterilizacion no afectd al
tamafo de goticula interno de los sistemas dispersos, pero si a la concentracion de
principio activo incorporado, por ello se tuvo que reajustar la dosis teniendo en cuenta la
cantidad de principio activo retenido en el filtro.

114



Estudios farmacocinéticos

En el caso de la formulacion F, la dosis a administrar se preparé segun las
instrucciones del fabricante, usando agua estéril para la resuspension seguida de una
posterior dilucién en suero glucosado fisiologico al 5% p/v, hasta obtener la concentracion
de farmaco adecuada a las dosis a administrar que fue de 1 mg/kg.

1.3. Extraccion y analisis de las muestras

Se tomaron muestras plasmaticas heparinizadas a los 5y 30 minutosy 1, 2, 3,4, 7y
24 horas tras la administracion i.v. del farmaco a una dosis de 1 mg/kg. El analisis de las
muestras plasmaticas aparece reflejado en la Figura 41. Se tomaron las muestras
plasmaticas heparinizadas, y se sometieron a una centrifugacion de 5500 r.p.m. durante 20
minutos. El sobrenadante se congeld y se conservo a una temperatura de - 20°C hasta su
andlisis cromatogréafico. En el momento del anlisis se tomd el sobrenadante y se le afiadid
2 volimenes de metanol por cada volumen de plasma, con el fin de provocar la
precipitacion de las proteinas plasmaticas y asi evitar posibles interferencias en el analisis
cromatografico. Las muestras se sometieron a una centrifugacion de 5500 r.p.m. durante 20
minutos y una vez finalizado el proceso se tomo el sobrenadante, que tras ser filtrado por
un filtro de didmetro de poro de 0,45 um, se inyectd en el cromatografo para analizar su
contenido en AmB.

Tras finalizar el ensayo los animales fueron sacrificados mediante la administracion
intravenosa de 4 ml de pentobarbital sddico por la vena marginal de la oreja izquierda.

) ) ) " )
N N N N N
Metanol/
plasma f (gl'i\‘sr\j}s
—> —> | | —>

éé 2 & O

Muestras Se toma el Proteinas
plasmaticas  centrifugacion plasma Centrifugacion ~ Plasmaticas
heparinizadas 5 5500 1.p.m. a 5500 r.p.m.
durante 20 min. durante 20 min.
ANALISIS POR
HPLC

Figura 41. Esquema de la preparacion de muestras plasmaticas previo a su analisis por HPLC.

El método empleado para la determinacidon cuantitativa del principio activo en
plasma aparece descrito en la seccion de validaciones de métodos analiticos al inicio de
esta Memoria.
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1.4. Analisis farmacocinético

Se realiz6 un analisis farmacocinético compartimental y no compartimental de los
datos mediante el uso del programa farmacocinético WIN NONLIN 2.1. Para realizar
dicho estudio se analizaron los datos de cada conejo individualmente y posteriormente se
calcul6 la media de los parametros farmacocinéticos, que son los que aparecen reflejados
en las Tablas.

Para el anlisis no compartimental de los datos se empled el método log-trapezoidal
con extrapolacion hasta infinito recomendado por Chiou para calcular el area bajo la curva
(AUC), el area bajo el momento de la curva (AUMC) vy el tiempo medio de residencia
(MRT) (Chiou, W. L. et al. 1978).

Para el analisis bicompartimental de los datos se empled el algoritmo de
minimizacion de Gauss-Newton-Levenberg-Hartley, que permite la obtencion de
resultados con datos experimentales poco numerosos y es un método muy rapido
recomendado para el ajuste de modelos sencillos. El peso de cada valor observado (W;) se
calculé como el valor inverso a la varianza del valor observado (Z;):

-
var(Z,)

Se emplearon dos métodos para definir la precision del ajuste farmacocinético: el
Criterio de informacion de Akaike (AIC) y el Criterio de Schwartz (SC).

Las ecuaciones para calcular dichos métodos son:

AIC =nIn(O,s)+2p

SC =nIn(Q,)+ pIn(n)

donde p es el numero de pardmetros del modelo farmacocinético seleccionado
(bicompartimental, tricompartimental...), n es el numero de observaciones realizadas y
Owws es la funcidn objetiva de minimos cuadrados ponderados (weighted least-squares).
Esta funcién se calcula mediante la siguiente ecuacion:

Qs = 3 W (2, V)’

donde Z; es el valor observado, Y; es el valor predicho y W; es el peso de los valores
observados.
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1.5. Resultados obtenidos

A continuacién aparecen reflejados en las Tablas 41, 42, 43 y 44 los resultados
obtenidos en el estudio farmacocinético para cada una de las formulaciones de AmB en
conejos a una dosis de 1 mg/kg in bolus por via endovenosa.

Resultados del estudio farmacocinético de la formulacién F tras la administracion de
una dosis de 1 mg/kg en bolus i.v. a 3 conejos.

Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 MEDIADELOS 3

CONEJOS
Tiempo Conc Conc Conc Conc Desviacion
(h) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) estandar
0,083 2,98 3,62 3,71 3,42 0,40
0,5 1,67 1,74 2,07 1,82 0,21
1 1,25 1,64 1,78 1,54 0,28
2 1,29 1,43 1,17 1,29 0,13
3 0,98 0,93 0,90 0,94 0,04
4 1,11 0,89 0,87 0,95 0,14
7 1,03 0,77 0,65 0,80 0,19
24 0,57 0,47 0,34 0,45 0,11

Tabla 41. Resultados del estudio farmacocinético de la formulacién F tras la administracion de una dosis de
1 mg/kg en bolus i.v. a tres conejos.
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Figura 42. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracidn en bolus i.v. de la formulacion F.
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Figura 43. Representacion semilogaritmica de los valores medios y las desviaciones estandar de los
niveles plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la formulacion F.

En la Figura 42 se muestra que tras la administracion i.v. de 1 mg/kg de la
formulacion F, se observo una cinética biexponencial con una primera fase de eliminacién
rapida seguida de una segunda fase de eliminacién mas lenta. La concentracion maxima
media observada fue de 3,42 ug/ml y la minima de 0,45 ug/ml.

Mediante la representacion semilogaritmica de los valores medios de
concentraciones plasmaticas frente al tiempo (Figura 43), se puede observar una
distribucion bifésica en la que los pardmetros se ajustan a dos lineas rectas, cuyo punto de
inflexion se produce a las tres horas de la administracion del farmaco. Este tipo de
representacion informa sobre la distribucion del farmaco en el organismo, y en este caso se
puede decir que presenta una distribucion bicompartimental.
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Resultados del estudio farmacocinético de la microemulsion C tras la
administracion de una dosis de 1 mg/kg en bolus i.v. a 3 conejos.

Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 MEDIADELOS 3

CONEJOS
Tiempo Conc Conc Conc Conc Desviacion
(h) (ng/ml) (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) estandar
0,083 3,16 2,31 3,38 2,75 0,56
0,5 2,10 2,04 1,65 1,95 0,21
1 2,42 1,60 1,44 1,73 0,44
2 2,27 1,46 0,99 1,48 0,53
3 1,63 1,01 1,02 1,14 0,31
4 - 0,86 1,01 0,90 0,09
7 1,08 0,57 0,90 0,75 0,26
24 0,39 0,24 0,30 0,29 0,07

Tabla 42. Resultados del estudio farmacocinético de la microemulsién C, tras la administracion de una dosis
de 1 mg/kg en bolus i.v. a tres conejos.
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Figura 44. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion. en bolus i.v. de la microemulsion C.
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Figura 45. Representacion semilogaritmica de los valores medios y las desviaciones estandar de los
niveles plasmaticos de AmB tras la administracion. en bolus i.v. de la microemulsién C.

Tras la administracion i.v. de 1 mg/kg de la microemulsién C, se observo una
cinética biexponencial con una primera fase de eliminacion rapida seguida de una segunda
fase de eliminacién mas lenta. La concentracion méaxima media observada fue de 2,75
ug/ml y la minima de 0,29 pg/ml (Figura 44).

Mediante la representacion semilogaritmica de los valores medios de
concentraciones plasmaticas frente al tiempo (Figura 45) se puede observar una
distribucion bifésical en la que los parametros se ajustan a dos lineas rectas de pendiente
muy semejante, cuyo punto de inflexion se produce a las cuatro horas de la administracion
del farmaco. Este tipo de representacion informa sobre la distribucion del farmaco en el
organismo, y en este caso se puede decir que presenta una distribucion bicompartimental.
Debido a un error en el transporte de las muestras se produjo una caida de un tubo de

ensayo y por la tanto en el conejo 1 no se pudo obtener el valor de la concentracion
plasmatica a las cuatro horas.
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Resultados del estudio farmacocinético de la microemulsion B tras la administracion
de una dosis de 1 mg/kg en bolus i.v. a 3 conejos.

Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 MEDIADELOS 3

CONEJOS

Tiempo Conc Conc Conc Conc Desviacion

(h) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) estandar
0,083 8,94 9,89 8,11 8,97 0,89
0,5 6,86 7,64 6,72 7,07 0,49
1 5,95 6,16 5,78 5,96 0,19
2 531 5,16 5,26 5,24 0,08
3 3,78 4,11 3,72 3,87 0,21
4 3,36 3,53 3,43 3,44 0,08
7 1,83 2,02 1,15 1,66 0,45
24 0,72 1,01 0,74 0,82 0,16

Tabla 43. Resultados del estudio farmacocinético de la microemulsién B, tras la administracion de una dosis
de 1 mg/kg en bolus i.v. a tres conejos.
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Figura 46. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsion B.
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Figura 47. Representacién semilogaritmica de los valores medios y las desviaciones estandar de los
niveles plasmaticos de AmB tras la administracién en bolus i.v. de la microemulsién B.

En la Figura 46 se representtan las concentraciones frente al tiempo después de la
administracion de 1 mg/kg en bolus i.v. de la microemulsion B y se observo una cinética
biexponencial con una primera fase de eliminacion rapida seguida de una segunda fase de
eliminacion més lenta. La concentracion maxima media observada fue de 8,97 ug/ml y la
minima de 0,82 pg/ml.

En la representacion logaritmica de los valores medios de concentraciones
plasmaéticas frente al tiempo (Figura 47) se puede observar una distribucion bifésica en la
que los parametros se ajustan a dos lineas rectas de pendiente muy semejante, cuyo punto
de inflexion se produce a las siete horas de la administracion del fa&rmaco. Este tipo de
representacion informa sobre la distribucion del farmaco en el organismo, y en este caso se
puede decir que presenta una distribucion bicompartimental.
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Resultados del estudio farmacocinético de la microemulsion A tras la
administracion de una dosis de 1 mg/kg en bolus i.v. a 3 conejos.

Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 MEDIADELOS 3

CONEJOS
Tiempo Conc Conc Conc Conc Desviacion
(h) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) estandar
0,083 411 4,42 5,41 4,64 0,68
0,5 2,15 2,88 3,30 2,78 0,58
1 2,83 2,54 1,91 2,44 0,47
2 1,95 1,49 1,70 1,71 0,23
3 0,75 1,28 1,54 1,18 0,40
4 0,64 1,16 1,15 0,98 0,29
55 0,44 0,61 0,80 0,61 0,18
7 - 0,34 0,55 0,44 0,14
24 0,29 0,26 0,29 0,28 0,02

Tabla 44. Resultados del estudio farmacocinético de la microemulsion A, tras la administracion de una dosis
de 1 mg/kg en bolus i.v. a tres conejos.
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Figura 48. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion i.v. in bolus de la microemulsion A.
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Figura 49. Representacion semilogaritmica de los valores medios y las desviaciones estandar de los
niveles plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsién A.

En la Figura 48 se representtan las concentraciones frente al tiempo después de la
administracion i.v. de 1 mg/kg de la microemulsion A. Se observd una cinética
biexponencial con una primera fase de eliminacion rapida seguida de una segunda fase de
eliminacién mas lenta. La concentracion maxima media observada fue de 4,64 ug/ml y la
minima de 0,28 pg/ml.

Mediante la representacion semilogaritmica de los valores medios de
concentraciones plasmaticas frente al tiempo (Figura 49) se puede observar una
distribucidn bifésica en la que los pardmetros se ajustan a dos lineas rectas, cuyo punto de
inflexion se produce a las siete horas de la administracion del farmaco. Este tipo de
representacion informa sobre la distribucién del farmaco en el organismo, y en este caso se
puede decir que presenta una distribucion bicompartimental.

A continuacién se representa en las Figuras 50 y 51 los valores medios de las
concentraciones plasmaticas obtenidos para todas las formulaciones, en escala normal y
logaritmica.

Como se puede observar, los valores plasmaticos mas altos se obtienen con la
microemulsion B, en cambio el resto de las formulaciones presentan un perfil muy
semejante, variando tan so6lo la concentracion méxima obtenida siendo superior para la
formulacion A. Estos cambios en los valores plasmaticos de las formulaciones pueden
estar directamente relacionados con la composicion de las mismas, teniendo todas ellas una
viscosidad muy semejante excepto la formulacion B, que es la que presenta unos valores
superiores de concentracion plasmatica. Sin embargo la pendiente de la fase terminal es
muy semejante para la formulacién F, y las microemulsiones A 'y B, y es mas acusada para
la formulacion C. La distribucion de las formulaciones en el organismo sigue un
comportamiento andlogo presentando todas ellas una distribucion bifasica con una primera
fase de eliminacion lenta seguida de otra mucho maés rapida.
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Figura 50. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracidn en bolus i.v. de las 4 formulaciones.
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Figura 51. Representacién semilogaritmica de los valores medios y las desviaciones estandar de los
niveles plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de las 4 formulaciones.

1.6. Analisis no compartimental

Uno de los principios fundamentales de la farmacologia es la relacion en el tiempo
que existe entre el efecto del farmaco y la cantidad del mismo en el lugar de accion. La
cantidad de farmaco presente en el organismo esta directamente relacionada con los
procesos de absorcion, distribucién y eliminacion del farmaco, y también con la naturaleza
del principio activo y el régimen de dosificacion empleado. Los estudios farmacocinéticos
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permiten disefiar regimenes de dosificacion y frecuentemente facilitan la investigacion de
la cinética y los mecanismos de accién de los farmacos.

El primer estudio que debe ser realizado para evaluar datos de concentracion
plasmaética frente al tiempo debe ser un estudio no compartimental en el que se calculen los
siguientes parametros: AUC, AUMC, Cnax Y A, en inglés este primer analisis se denomina
SHAM, ya que se calcula la pendiente (slope, 1), la altura maxima (height, Cnax), €l area
bajo la curva (area, AUC) y el momento (moment, AUMC).

PARAMETROS ECUACIONES
SEMIVIDA PLASMATICA (t172) In?
n
Representa el tiempo que tarda la concentracion plasmatica ty, = E

del farmaco en reducirse a la mitad

AREA BAJO LA CURVA (AUC)

Es la superficie delimitada por el eje de abscisas y la curva
de concentracion plasmatica entre t=0 y t=~. Esta superficie
caracteriza la cantidad de medicamento que ha entrado en el
organismo.

AUC? = AUC! + AUC?”

1_Cn

.. C,

,—InC

n

(tn - tn—l)]

ACLARAMIENTO PLASMATICO (CL)

Representa el volumen de plasma totalmente depurado de
farmaco por unidad de tiempo. Caracteriza la importancia
de diferentes factores responsables de la eliminacién del
farmaco. El aclaramiento total corresponde a la suma de
mas aclaramientos en relacion con los distintos procesos de
eliminacion.

CL=———
AUC;

TIEMPO MEDIO DE RESIDENCIA (MRT)

Es el tiempo que, en promedio, permanece en forma
inalterada una molécula de farmaco en el organismo,
durante su transito por él.

VOLUMEN DE DISTRIBUCION (V)

Es el parametro que relaciona la cantidad de farmaco en el
organismo con la concentracién plasmatica. Existe una
relacion constante entre la concentracién plasmatica C y la
cantidad de farmaco administrado D; V=D/C.

V = MRT.CL

Tabla 45. Definicién y ecuaciones de los parametros farmacocinéticos obtenidos en el estudio no
compartimental de las distintas formulaciones de AmB.

Las ecuaciones para calcular dichos parametros aparecen descritas en la Tabla 45,
empleando el método log-trapezoidal para el calculo del AUC.
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Los resultados obtenidos en el analisis no compartimental aparecen reflejados en la
Tabla 46.

FORMULACIONES

PARAMETROS
F A B C
AUC 3228+731  2428+231  6590+1569  21,89+5,17
(ngh/mli)

AUMC 895,96 + 324,15 577,61+ 198,22 944,12 +363,64 355,75+ 99,78
(ngh*/ml)

MRT 2710+4,80  2378+811  1432+403  16,23+0,20
(h)
Crmax 3,89+0,48 513+0,92 9,40 + 1,01 2,92+0,54
(ng/ml)
Vs 2,12+0,21 2,44+0,64 0,54 +0,03 1,85+ 0,40
()
CL 0,08 + 0,02 010+001  0,037+0006  0,11+0,02
(I/h)
A 0,035+0,005 0,032+0,005 0,049+0,008 0,057 + 0,002
(h™)
Tue 19,84+314  21,20+517  1414+362  12,32+048
(h)

Tabla 46. Pardmetros farmacocinéticos no compartimentales de las diferentes formulaciones de AmB
administradas a conejos en una dosis de 1 mg/kg via i.v. en bolus (media + DE).

El valor de concentracién maxima en plasma tras la administracién del farmaco
(Crax), presentd un valor maximo de 9,40 ug/ml para la microemulsion B siendo menor en
la microemulsion A, y fue la microemulsion C aquella que present6 el menor valor siendo
de 2,92 pg/ml. La formulacion comercial F presentd un valor intermedio entre la
microemulsion Ay C. El valor de la pendiente terminal A fue mayor para la microemulsion
C y By tomé valores menores para las formulaciones A y F. Esto puede observarse en la
Figura 51, viendo el paralelismo existente entre las rectas terminales de las formulaciones.
El valor de A representa la velocidad de eliminacion del farmaco de la circulacion
sanguinea, a mayores valores de la pendiente, mas réapida es la eliminacion y menor es la
semivida del farmaco en sangre (Ty5). Para la formulacion C la semivida plasmatica es de
12,32 h en comparacion con la formulacién A cuya semivida es de 21,20 h. Otro pardmetro
muy relacionado con la eliminacién del farmaco de la circulacion sanguinea es el MRT
(tiempo medio de residencia 0 Mean Residence Time) que también presenta valores
menores para la formulacion C y B (16,23 y 14,32 h respectivamente) en comparacion con
el resto de las formulaciones que presentan valores superiores siendo maximo para la
formulacién F (27,10 h). Por el contrario el aclaramiento plasmatico es mayor para la
formulacion C (0,11 I/h) en comparacion con el resto de las formulaciones.
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La cantidad de farmaco que pasa a circulacion sistémica con el tiempo es diferente
para la formulacion F y C, y también se observan diferencias entre ambas formulaciones
respecto al CL, como se observa en la Tabla 46. EI comportamiento farmacocinético de la
formulacion C puede estar directamente relacionado con la diferente composicion de la
formulacién, ya que a semejanza de otras nuevas formulaciones de AmB, presentando en
su estructura componentes similares tales como la a-fosfatidilcolina, en el mecanismo de
eliminacion que presenta puede estar relacionado el sistema reticuloendotelial (Boswell, G.
W. et al. 1998). Lo cual explicaria para la formulacion C este mayor aclaramiento y menor
tiempo medio de residencia.

Sin embargo la formulacion A posee un comportamiento farmacocinético muy
semejante al de la formulacion comercial F y como posteriormente se vera en los estudios
de toxicidad aguda en dosis multiple, esta formulacion no presentard mejores
caracteristicas toxicologicas que la formulacion F, y esto puede ser debido a una mala
incorporacion de la AmB a la formulacion, lo cual incrementa la cantidad de principio
activo libre en plasma, y por lo tanto el sistema no presenta diferencias farmacocinéticas y
toxicoldgicas significativas.

La microemulsion B presenta una distribucion en sangre muy diferente del resto de
las formulaciones ya que los valores plasmaticos son mucho maés elevados. Esta
formulacion no parece ser fagocitada por el sistema reticuloendotelial, debido a los niveles
en plasma tan elevados que presenta, y como se vera en estudios posteriores de toxicidad
subaguda en dosis multiple, las caracteristicas toxicologicas de esta formulacién son muy
semejantes a las de la formulacion comercial F.

1.7. Analisis compartimental

La farmacocinética, mediante el analisis compartimental, permite desarrollar
modelos para predecir el comportamiento y la distribucion del farmaco tras su
administracion. En el andlisis compartimental de nuevas formulaciones de AmB se
evaluaron modelos bi y tricompartimentales para describir la evolucion temporal de las
concentraciones plasmaéticas del principio activo (Janknegt, R. et al. 1992).

En la bibliografia aparecen descritos dos modelos farmacocinéticos para describir el
comportamiento de las formulaciones de AmB en el organismo. Estos dos modelos son el
modelo bicompartimental y tricompartimental (Hutchaleelaha, A. et al. 1997, Atkinson, A.
J. et al. 1978). Con el fin de averiguar qué modelo se ajustaba mejor a los perfiles de las
distintas formulaciones en plasma, se emplearon dos métodos que permiten seleccionar el
mejor modelo farmacocinético para cada formulacién; estos métodos fueron el AIC o
Criterio de Informacion de Akaike y el SC o Criterio de Schwarz. También se puede el
emplear el test F pero diversos estudios han comprobado la mejor efectividad de los otros
dos métodos en comparacion con este Gltimo ya que este test tiende a seleccionar el
modelo mas simple aun cuando modelos mas complejos son los correctos, y por ello no se
utilizé (Ludden, T. M. et al. 1994). Los valores de AIC y SC obtenidos para los diferentes
modelos evaluados aparecen recogidos en la Tabla 47, y reflejan el mayor ajuste de un
modelo cuanto menor sea el valor obtenido.
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Formulacién CriterizssiLr;f?Ar\rlncgcién de Criterio(gE)Schwarz
Bicompartimental Tricompartimental Bicompartimental Tricompartimental
A -14,84 24,45 -14,05 25,64
B -23,79 -28,01 -23,47 -27,53
C -20,07 5,86 -19,75 6,34
F -14,61 11,18 -14,29 11,65

Tabla 47. Valores de AIC y SC para las formulaciones A, B, Cy F.

En todas las formulaciones estudiadas el modelo que mejor se ajustaba fue el
bicompartimental, y a continuacion quedan reflejados en las Figuras 52-59 los modelos
tedricos bicompartimental y tricompartimental junto con los datos experimentales.

Para la formulacion B ambos modelos presentaron valores muy semejantes, pero
frente a valores muy aproximados, siempre es mas correcto elegir el modelo mas sencillo
para describir los valores experimentales.

« Formulacion F

Como se puede observar en la Figura 52, el modelo bicompartimental define mas
correctamente el comportamiento de la formulacion F en el organismo, a pesar de que
los datos de la concentracion plasmatica a los 5 minutos y a la media hora tras la
administracion del farmaco no se predicen con exactitud con el modelo teérico.
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Figura 52. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la formulacion F, junto con las
predicciones segin un modelo bicompartimental.

Por el contrario en el modelo tricompartimental ninguno de los valores plasmaticos
comprendidos entre las 0,5 y 7 horas se ajustan al modelo tedrico, quizas el modelo
verdadero pudiera ser el tricompartimental pero no se disponen de datos suficientes
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para describir la primera fase de eliminacion del farmaco. Asi mismo los parametros
farmacocinéticos calculados mediante el modelo tricompartimental presentan unos
coeficientes de variacion muy elevados entorno al 200% en algunos parametros por
ejemplo el pardmetro A tiene un coeficiente de variacion de 264,62%, y el parametro 3
de 276,60%, y por ello se consideré el modelo bicompartimental como el mas
adecuado para este farmaco (Figura 53).

Concentracion (pg/ml)

0 T T T T T

-1 4 9 14 19 24
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Figura 53. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracién en bolus i.v. de la formulacién F, junto con las
predicciones segin un modelo tricompartimental.

Microemulsion C

Para la microemulsion C el modelo bicompartimental es el que describe mas
correctamente la disposicion de este farmaco en el organismo (Figura 54).
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Figura 54. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsiéon C, junto
con las predicciones segin un modelo bicompartimental.

Esto no s6lo se puede observar graficamente viendo la aproximacién de los valores
experimentales a los datos tedricos sino también a partir de los parametros AIC y SC.
Se observa claramente que para el modelo tricompartimental estos parametros
adquieren unos valores muy elevados indicando que el modelo no se ajusta
correctamente a los datos experimentales (Figura 55).
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Figura 55. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsiéon C, junto
con las predicciones segin un modelo tricompartimental.

Microemulsion A

Para la microemulsion A el modelo bicompartimental es el que describe mas
correctamente la disposicion de este farmaco en el organismo, ya que el modelo
tricompartimental presenta unos valores muy elevados de AIC y SC (24,45 y 25,64
respectivamente)(Figuras 56 y 57). Para esta formulacién el modelo bicompartimental
no se ajusta tan correctamente a los datos experimentales como en otras formulaciones
debido principalmente al dato de concentracion plasmatica obtenido a los 5 minutos,
que segun el modelo tedrico deberia ser inferior, entorno a los 4 ug/ml.

Concentracion (ug/ml)

Tiempo (h)

Figura 56. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasméticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsién A, junto con
las predicciones segin un modelo bicompartimental.
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Figura 57. Representacion gréafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsion A, junto con
las predicciones segin un modelo tricompartimental.

Microemulsiéon B

Para la microemulsion B el modelo tricompartimental es el que se ajusta mas
correctamente a los datos tedricos. Esto se puede observar graficamente o comparando
los valores de AIC y SC para ambos modelos, siendo ligeramente inferiores para el
modelo tricompartimental. Pero como la diferencia existente entre ambos modelos era
muy pequefia, se escogid el modelo bicompartimental para definir el comportamiento
del farmaco en el organismo, no s6lo por ser mas sencillo, sino porque los coeficientes
de variacion de los parametros calculados segin el modelo tricompartimental eran
muy elevados, (para el pardmetro vy el coeficiente de variacion es de 256,94%, y para
el pardmetro o es de 173,38%) , y por lo tanto se prefirio el modelo bicompartimental
cuyos coeficientes de variacidon no superaban el 45% (Figuras 58 y 59).
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Figura 58. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasméticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsion B, junto con
las predicciones segin un modelo bicompartimental.
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Figura 59. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsién B, junto con
las predicciones segin un modelo tricompartimental.

A continuacion se representan las curvas de concentraciones plasmaticas frente al
tiempo simuladas de todas las formulaciones siguiendo un modelo bicompartimental, en
escala normal y logaritmica (Figuras 60 y 61).

— Formulacién F

— Microemulsiéon C
7 4 —— Microemulsion B
—— Microemulsion A
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Figura 60. Representacion gréfica de los datos tedricos simulados a un modelo bicompartimental de
los niveles plasméaticos de AmB tras la administracién en bolus i.v. de todas las
formulaciones.
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Figura 61. Representacion gréafica de los datos tedricos simulados a un modelo bicompartimental de
los niveles plasméticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de todas las
formulaciones.

En la Figura 61 se puede apreciar la diferencia de pendientes de las fases terminales
de las formulaciones siendo muy parecidas para las microemulsiones C y B, menor para la
formulacién F y practicamente de pendiente 0 para la formulacién A, lo que indica su
reducida velocidad de eliminacion. También se aprecia claramente la diferencia de
pendientes de las fases iniciales siendo la de mayor pendiente la de la microemulsién F,
seguida de la microemulsion A. Las microemulsiones C y B poseen una pendiente inicial
muy semejante y ligeramente inferior al resto de las formulaciones.

Los parametros farmacocinéticos estimados con el modelo bicompartimental
aparecen reflejados en la Tabla 48.

Para todas las formulaciones el pardmetro o es muy superior al parametro B, y es
mayor para la formulacion F, que es la que presenta una pendiente superior en la fase
inicial. El resto de las formulaciones poseen un valor del pardmetro oo muy semejante. Por
el contrario, la pendiente de la fase terminal, llamada B, y el aclaramiento plasmatico es
mayor para la microemulsion C que para el resto de las formulaciones, lo cual indica una
mayor velocidad de eliminacion que puede estar relacionada con la captacion de dicha
formulacién por el sistema reticuloendotelial, al igual que ocurre con otras formulaciones
lipidicas de AmB (Janknegt, R. et al. 1992, Boswell, G. W. et al. 1998).

El valor del parametro B es précticamente igual en todas las formulaciones al
parametro A, calculado mediante el andlisis no compartimental de los datos ya que
representan lo mismo, excepto para la formulacion A en la que se obtiene un valor
ligeramente mas reducido en el anélisis bicompartimental de los datos (0,012 h™ para el
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analisis bicompartimental y 0,032 h™ para el anélisis no compartimental). Lo mismo
ocurre para el Vg, que es muy semejante en todas las formulaciones al Vg calculado
mediante el andlisis no compartimental excepto para la microemulsion A (4,35 | para el
analisis bicompartimental y 2,44 | para el andlisis no compartimental). Esta diferencia
considerable en el célculo de determinados parametros siguiendo un analisis no
compartimental o compartimental de los datos indica el peor ajuste de esta formulacion a
un modelo compartimental que el resto de las formulaciones.

PARAMETROS FORMULACIONES
F A B c
\(’IS)S 2035+017 4350+3,790 0,630+0,100 1,890 + 0,160
\(1)1 0,716+0,09 0617+0,056 0,291+0,010 0,945+ 0,070
\(1)2 13194011 373340340 0,339+0,080 0,945+ 0,060
(r‘f'el) 0114+002 0105+0,110 0,124+0,010 0,120 +0,010
(*rf_lf) 10374035 033740070 0,172+0,030 0,307 + 0,090
(*;_211) 0,563+0,15 0055+0,040 0,148+0,060 0,307 +0,100
(|(/:r|1) 0,082+001 0065+0,060 0,03+0002 0,113+ 0,006
s 16774049  0486+0,080 0,399+0,090 0,681+ 0,190
(hﬁl) 0,038+0,007 0012+0,020 0,046+0,010 0,054 +0,007
(mg ) 23714046 3678+0320 6,088+0690 1,576+ 0,200
(mg " 11174010 0372+0,170 2474+0,770 1,068 + 0,150

Tabla 48. Parametros farmacocinéticos bicompartimentales de las diferentes formulaciones de AmB
administradas a conejos en una dosis de 1 mg/kg via i.v. en bolus.

La constante de eliminacion k. es mayor para las formulaciones C y B (0,120 h y
0,124 h™ respectivamente), y el V es en todas las formulaciones inferior a 5 |, siendo de
un valor de 0,630 | para la microemulsion B en comparacion con el valor de 2,035 | para la
formulacién F. Para todas las formulaciones existe una diferencia significativa entre el
valor de las constantes kiz y ki, siendo la formulaciéon F la que presenta una diferencia
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mayor entre ambas constantes en comparacion con el resto de las formulaciones y sobre
todo con la microemulsién C que presenta un valor semejante de 0,945 h™ para ambas
constantes.

Este comportamiento tan diferente entre las microemulsiones y la formulacion F,
indica una diferencia fundamental en su distribucion por el organismo y una diferencia en
su actividad toxicoldgica que se vera altamente reducida en la microemulsién C y no tanto
en el resto de las microemulsiones, a diferencia de la formulacién comercial F, como se
vera en capitulos posteriores.

2. ADMINISTRACION INTRAVENOSA EN BOLUS EN DOSIS
UNICA: ESTUDIO DE PROPORCIONALIDAD SEGUN LA DOSIS
ADMINISTRADA

Este estudio se realizé con el fin de comprobar si dosis mayores de las nuevas
formulaciones de AmB en forma de microemulsion, presentaban un comportamiento
farmacocinético proporcional a la dosis administrada o si por el contrario, a mayores dosis
administradas el valor de los pardmetros farmacocinéticos era dosis-dependiente. Este
ultimo comportamiento dosis-independiente lo presentan las nuevas formulaciones
lipidicas de AmB tales como Abelcet®, Amphotec® y Ambisome® (Lee, J. W. et al. 1994,
Wasan, K. M. et al. 1998, Groll, A. H. et al. 2000 y Fromtling, R. A. et al. 1996).

Para realizar este estudio se seleccion6 la microemulsion C, que fue la que presentd
un mejor comportamiento toxicologico, y su comportamiento se comparé con el
comportamiento de nuevas formulaciones de AmB cuyos parametros farmacocinéticos
aparecen descritos en la literatura.

2.1. Animales de experimentacion

Para realizar los estudios farmacocinéticos se emplearon como animales de
experimentacion, conejos machos albinos New Zealand, de un peso comprendido entre 2,5
y 3 kg. Los animales fueron alojados en jaulas independientes a una temperatura de 25°C y
con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, y recibieron comida y bebida sin restricciones
durante todo el estudio excepto en el momento en el que se les realiz6 la administracion del
farmaco, y durante la toma de muestras sanguineas. Los animales tuvieron un periodo de
adaptacion de cuatro dias en el animalario previo al estudio farmacocinético.

La administracion intravenosa del farmaco tipo bolus en un volumen de 2,5 ml, se
realiz6 por la vena marginal de la oreja izquierda, y la toma de muestras en un volumen de
2 ml, se realizo por la vena marginal de la oreja derecha, con el fin de evitar posibles
interferencias entre la dosis administrada y las muestras plasmaticas extraidas. Para cada
dosis se emplearon 3 conejos y los andlisis de muestras plasmaticas se hicieron por
triplicado .

2.2. Dosis de farmaco administradas
Para la realizacion del estudio de proporcionalidad farmacocinético de la

microemulsion C segln la dosis administrada, se administraron por via i.v. in bolus las
dosis de 0,5, 1y 2 mg/kg.
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Para la preparacion de la microemulsion C, cuya concentracion en AmB era de 2
mg/ml, se diluy6 en suero glucosado en una concentracion al 5% p/v hasta obtener una
solucion con la concentracion del farmaco adecuada a la dosis a administrar, teniendo en
cuenta el peso de cada animal (2,75 kg) y el volumen de inyeccién (2,5 ml).

La esterilizacion de las muestras se hizo por filtracion esterilizante mediante el uso
de filtros de diametro medio de 0,22 um, y como queda reflejado en capitulos previos, esta
esterilizacion no afect6 al tamafio de goticula interno de los sistemas dispersos, pero si a la
concentracion de principio activo incorporado, por ello se tuvo que reajustar la dosis
teniendo en cuenta la cantidad de principio activo retenido en el filtro.

2.3. Extraccion y analisis de las muestras

La extraccion y el andlisis de las muestras plasmaticas se hizo siguiendo el protocolo
descrito en el estudio farmacocinético de las formulaciones de AmB mediante la
administracion intravenosa tipo bolus en una dosis de 1 mg/kg. Se tomaron muestras
plasméticas heparinizadas a los 5 y 30 minutos, 1, 2, 3, 4, 7 y 24 horas tras la
administracion i.v. del farmaco a cada una de las dosis a estudiar.

Tras finalizar el ensayo los animales fueron sacrificados mediante la administracion
intravenosa de 4 ml de anestesia con pentobarbital sodico por la vena lateral de la oreja
izquierda.

2.4. Analisis farmacocinético

Se realiz6 un analisis farmacocinético compartimental y no compartimental de los
datos mediante el uso del programa farmacocinético WIN NONLIN 2.1.

Para el andlisis no compartimental de los datos se emple6 el método log-trapezoidal
con extrapolacion hasta infinito recomendado por Chiou para calcular el area bajo la curva
(AUC), el area bajo el momento de la curva (AUMC) y el tiempo medio de residencia
(MRT) (Chiou, W. L. et al. 1978).

Para el analisis bicompartimental de los datos se emple6 el algoritmo de
minimizacién de Gauss-Newton-Levenberg-Hartley y se comprob6 la precision del ajuste
farmacocinético realizado mediante el Criterio de informacion de Akaike (AIC) y el
Criterio de Schwartz (SC).

2.5. Resultados obtenidos

A continuacién en las Tablas 49 y 50 aparecen reflejados los resultados obtenidos en
el estudio farmacocinético para la microemulsion C de AmB en conejos a las dosis de 0,5,
y 2 mg/kg en bolus por via endovenosa. Se realiz6 un analisis no compartimental de los
datos y dichos resultados se compararon con los resultados de otras formulaciones de AmB
descritos en la literatura.
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Resultados del estudio farmacocinético de la microemulsion C tras la administracion
de una dosis de 2 ma/kg en bolus i.v. a 3 conejos.

Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 MEDIADELOS 3

CONEJOS
Tiempo Conc Conc Conc Conc Desviacion
(h) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) estandar
0,083 13,11 11,96 13,26 12,76 0,71
0,5 6,14 6,13 5,23 5,67 0,52
1 4,49 3,37 4,16 4,03 0,57
2 2,90 2,35 2,50 2,56 0,29
3 3,08 2,48 2,25 2,49 0,43
4 2,29 1,66 1,64 1,79 0,37
7 1,57 0,93 0,99 1,09 0,35
24 0,17 0,57 0,65 0,45 0,26

Tabla 49. Resultados del estudio farmacocinético de la microemulsién C en una concentracion de 2 mg/kg,
tras la administracion i.v. en bolus a tres conejos.
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Figura 62. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsidn C en una dosis
de 2 mg/kg.
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Figura 63. Representacion semilogaritmica de los valores medios y las desviaciones estandar de los
niveles plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsion C en
una dosis de 2 mg/kg.

Tras la administracion i.v. de 2 mg/kg de la microemulsion C, se observo una
cinética biexponencial con una primera fase de eliminacién rapida seguida de una segunda
fase de eliminacion mas lenta. La concentracion maxima media observada fue de 12,76
ug/ml y la minima de 0,45 pg/ml (Figura 62).

Mediante la representacion semilogaritmica de los valores medios de
concentraciones plasmaticas frente al tiempo se puede observar una distribucién bifasica
en la que los pardmetros se ajustan a dos lineas rectas, cuyo punto de inflexion se produce
a las cuatro horas de la administracion del farmaco (Figura 63). Presenta una distribucion
bicompartimental, al igual que lo hacia la microemulsién C en una concentracion de 1
mg/kg estudiada previamente.
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Resultados del estudio farmacocinético de la microemulsion C tras la administracion
de una dosis de 0,5 mag/kg en bolus i.v. a 3 conejos.

Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 MEDIADELOS 3

CONEJOS
Tiempo Conc Conc Conc Conc Desviacion
(h) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) estandar
0,083 2,63 2,01 2,55 2,38 0,34
0,5 1,51 1,42 1,27 1,39 0,12
1 0,92 1,35 1,03 1,08 0,22
2 1,28 0,58 0,90 0,87 0,35
3 0,74 0,45 1,06 0,71 0,30
4 0,74 0,67 0,45 0,61 0,16
7 0,78 0,63 0,27 0,51 0,26
24 0,17 0,27 0,16 0,19 0,06

Tabla 50. Resultados del estudio farmacocinético de la microemulsién C en una concentracién de 0,5 mg/kg,
tras la administracién en bolus i.v. a tres conejos.
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Figura 64. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsidn C en una dosis
de 0,5 mg/kg.
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Figura 65. Representacion semilogaritmica de los valores medios y las desviaciones estandar de los
niveles plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsién C en
una dosis de 0,5 mg/kg.

Tras la administracion i.v. de 0,5 mg/kg de la microemulsion C, se observé una
cinética biexponencial con una primera fase de eliminacion rapida seguida de una segunda
fase de eliminacién mas lenta. La concentracion maxima media observada fue de 2,38
ug/mly la minima de 0,19 pg/ml (Figura 64).

Mediante la representacion semilogaritmica de los valores medios de
concentraciones plasmaticas frente al tiempo se puede observar una distribucién bifasica
en la que los parametros se ajustan a dos lineas rectas, cuyo punto de corte se produce a las
cuatro horas de la administracion del farmaco (Figura 65). Presenta una distribucion
bicompartimental, al igual que lo hacia la microemulsiéon C en unas concentraciones de 1y
2 mg/kg estudiadas previamente.
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A continuacion aparecen reflejadas en las Figuras 66 y 67 las concentraciones
plasmaticas frente al tiempo de la microemulsion C tras la administracion por via i.v. en
bolus en conejos de las dosis de 0,5, 1y 2 mg/kg.
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Figura 66. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de tres dosis diferentes de la
microemulsién C.

100,0 -

—— 2 mg/kg
—&— 1 mg/kg

Concentracion (mg/ml)

O,l T T T

0 5 10 15 20 25
Tiempo (h)

Figura 67. Representacién semilogaritmica de los valores medios y las desviaciones estandar de los
niveles plasmaticos de AmB tras la administracién en bolus i.v. de tres dosis diferentes de
la microemulsion C.
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Como se puede observar graficamente, el valor de la Cnax Obtenida en cada una de
las dosis no varia proporcionalmente. Y existe una gran proximidad para la Cmax obtenida
en las dosis de 0,5y 1 mg/kg y una gran distancia entre la Cnax para las dosis de 1y 2
mg/kg. También se observa graficamente un gran paralelismo entre las pendientes de
eliminacion de los perfiles farmacocinéticos de las 3 dosis estudiadas representadas en
escala logaritmica.

2.6. Analisis no compartimental

Se realiz6 un primer estudio no compartimental de los datos mediante el metodo log-
trapezoidal, con el fin de observar si existia una proporcionalidad entre los valores de los
parametros farmacocinéticos y la dosis administrada. Los resultados obtenidos aparecen
reflejados en la Tabla 51.

Microemulsion C

PARAMETROS
0,5 mg/kg 1 mg/kg 2 mg/kg
AUC 14,457 + 2,702 21,89 £5,170 39,359 + 8,896
(ngh/ml)
AUMC 227,748 + 93,936 355,75+ 99,78 538,961 + 168,659
(ugh’/ml)
MRT 15,753 £5,058 16,230 +0,200 13,693 + 6,064
(h)
Crmax 2,6735+0,450 2,920 + 0,540 14,995 + 1,175
(ng/ml)
Vs 1,906 + 0,753 1,850 + 0,400 1,739 £ 0,844
{)
CL 0,121 +£ 0,019 0,110 + 0,020 0,127 £ 0,025
(I/h)
A 0,0582 +0,021 0,057 +0,0028 0,057 + 0,055
(h™)
Tap 11,909 +4,807 12,320+0,480 11,962 + 6,654
(h)

Tabla 51. Parametros farmacocinéticos de la microemulsion C de AmB administrada a
conejos a las dosis de 0,5, 1 y 2 mg/kg via i.v. en bolus.

El analisis de los valores obtenidos permite observar que a mayor dosis administrada
de microemulsién se produce un incremento en el AUC practicamente proporcional para
las 3 dosis estudiadas, aunque el AUC de la dosis de 0,5 mg/kg deberia ser ligeramente
inferior en torno a los 10 ugh/ml. También se puede observar que los valores de Cnax para
las dosis de 0,5y 1 mg/kg son muy semejantes (2,67 y 2,92 ug/ml respectivamente) y
existe una gran diferencia entre la Cyax para la dosis de 1 y 2 mg/kg, siendo la Cyax a la
dosis de 2 mg/kg siete veces mayor.
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Sin embargo el resto de los pardmetros farmacocinéticos son muy semejantes para
los tres tipos de dosis, lo que indica que a estas concentraciones no parece gque exista una
farmacocinética dosis-dependiente, ya que tanto el aclaramiento plasmatico, CL, como la
semivida plasmatica Ty, y la pendiente de eliminacion A, presentan valores muy
semejantes. El tiempo medio de residencia es de aproximadamente 15 h, y el volumen de
distribucion Vg, es de aproximadamente 1,8 I.

Estos resultados obtenidos nos permiten concluir que a las dosis administradas la
microemulsion C no presenta una farmacocinética dosis dependiente, lo que no indican que
la administracion de dosis mayores en estudios posteriores pueda presentar una
farmacocinética dosis-dependiente, como ocurre con otras formulaciones lipidicas de AmB
(Janknegt, R. et al. 1992) (Ver punto 2.8).

2.7. Andlisis compartimental

Se realizé un analisis farmacocinético bicompartimental de los resultados obtenidos
tras la administracion por via i.v. tipo bolus de la microemulsion C a las dosis de 0,5y 2
mg/kg con el fin de realizar una comparacion con los resultados obtenidos a la dosis de 1
mg/Kkg.

Se analizaron los parametros AIC y SC para comprobar la precision del ajuste a un
modelo bicompartimental de los datos experimentales obtenidos. Los resultados obtenidos
aparecen descritos en la Tabla 52.

Formulacion Criterio de Informacion Criterio de Schwarz
de Akaike (AIC) (5C)
0,5 mg/kg -21,00 120,69
1 mg/kg -22,43 119,87
2 mg/kg -6,98 6,67

Tabla 52. Resultados de los valores de AIC y SC para la formulacion C a las dosis de 0,5, 1
y 2 mg/kg.

La dosis de 2 mg/kg es la que presenta un ajuste peor de los datos, por el contrario
las dosis de 0,5 y 1 mg/kg presentan un ajuste mucho mejor ya que el valor de los
parametros AIC y SC es inferior a -20.

Este mejor ajuste se puede observar directamente en las Figuras 68 y 69. En la dosis
de 2 mg/kg el valor de concentracidn plasmatica a las 3 horas se encuentra por encima de
los datos tedricos simulados, por el contrario el valor de concentracion plasmatica a las 7
horas se encuentra por debajo.

Sin embargo las concentraciones plasmaticas obtenidas para la dosis de 0,5 mg/kg se
superponen a las concentraciones tedricas simuladas y por ello los valores de AIC y SC
son menores. También se puede observar graficamente que las desviaciones estandar de las
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concentraciones plasmaticas a la dosis de 0,5 mg/kg son aparentemente mayores que para
la dosis de 2 mg/kg, aungue si observamos las Tablas 49 y 50 no es asi.
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Figura 68. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsion C en una dosis
de 0,5 mg/kg, junto con las predicciones segin un modelo bicompartimental.
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Figura 69. Representacion grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasméticos de AmB tras la administracion en bolus i.v. de la microemulsién C en una dosis
de 2 mg/kg, junto con las predicciones seglin un modelo bicompartimental.

En la Tabla 53 aparecen reflejados los valores de los pardmetros farmacocinéticos de
un modelo bicompartimental calculados tedricamente para las tres dosis de la
microemulsion C estudiadas.

Los valores obtenidos de Vss son muy semejantes para las dosis de 0,5y 1 mg/kg,

sin embargo es menor para la dosis de 2 mg/kg. El aclaramiento plasmatico CL presenta
valores muy semejantes para las 3 dosis de 0,120 I/h, al igual que la constante § de 0,06 h’
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! siendo ligeramente superior para la dosis de 2 mg/kg. También para la constante de
eliminacién K. se obtienen valores muy semejantes para las dosis de 0,5y 1 mg/kg (0,150
h'i) y sin embargo para la dosis de 2 mg/kg se obtiene un valor mucho maés elevado (0,350
h™).

Microemulsion C

PARAMETROS
0,5 mg/kg 1 mg/kg 2 mg/kg
Vss 1,837+0,090  1,890+0,160  1.431+0,162
(
\%! 0,700+ 0,064  0945+0070 0,351+ 0,077
(
Va 1,130+0,082  0945+0,060 1,080 +0,120
(
Ke 0,174+0017  0,120+0010 0,356 + 0,080
(h™)
K1 0,989+0238  0307+0090  1,427+0512
(h™)
Ko 0,609+0,112  0,307+0,100 0,464 +0,124
(h™)
CL 0,122+0,005  0,113+0,006 0,125+ 0,011
(I/h)
o 1,711 40,342 0,681+0,190 2,172+ 0,648
(h™)
§ 0,062 +0,004 0,054+ 0,007 0,076+ 0,011
(h™)
A 1,669 +0,225 1576+0,200 11,597 + 3,083
(mg/l)
B 0,0829+0,050 1,068+07150 2,635+ 0,359
(mg/1)

Tabla 53. Pardmetros farmacocinéticos bicompartimentales de las diferentes formulaciones
de AmB administradas a conejos en una dosis de 1 mg/kg via i.v. en bolus.

El valor de la constante A es mayor para la dosis de 0,5 mg/kg que para la dosis de 1
mg/kg, lo cual aparece reflejado en el calculo no compartimental de la Cyax para ambas
dosis que se presenta valores muy préximos entorno a 2,7 ug/ml. Este resultado indica un
resultado anémalo y dificil de explicar que puede estar relacionado con un error en la
medida de las concentraciones plasméticas o en la toma de muestras, ya que a tiempos tan
cortos, 5 minutos, un pequefio retraso en la toma de muestras conlleva una medida de
concentracion plasmatica menor debido fundamentalmente a la rapidez de eliminacion del
farmaco en esta primera fase tras la administracion i.v. Por ello las concentraciones
plasmaticas obtenidas para la dosis de 1 mg/kg a los 5 minutos pueden tener un error
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sistematico debido a una lenta toma de muestras y por lo tanto se obtiene concentraciones
plasmaticas menores a las teéricamente existentes.

La diferencia existente en la K para las 3 dosis administradas de la microemulsion C
pueden indicar que el farmaco presenta una cinética de eliminacién saturable cuyos
parametros se verian alterados con mayor relevancia tras administraciones del farmaco a
dosis mayores. Pero a las dosis de 0,5 1 y 2 mg/kg se obtiene valores semejantes del
pardmetro B, y del CL, y por lo tanto se podria concluir que a estas dosis la posible
eliminacién saturable del farmaco no se ve reflejada con claridad tras el analisis de los
parametros farmacocinéticos calculados para un modelo bicompartimental tras la
administracion intravenosa del farmaco en bolus.

2.8. Otros estudios realizados en conejos de proporcionalidad segun la
dosis administrada de nuevas formulaciones de AmB.

En la literatura se encuentran pocos estudios farmacocinéticos de AmB realizados en
conejos (Kwong, E. H. et al. 2001, Clemons, K. V: et al. 2001, Ramaswamy, M. et al.
2001). Generalmente los estudios farmacocinéticos realizados emplean como animales de
laboratorio en su mayoria ratas y ratones.

A continuacién en la Tabla 54, aparecen descritos los pardmetros farmacocinéticos
obtenidos en los estudios farmacocinéticos realizados en conejos por diversos autores, en
los ultimos 8 afios.

El analisis de los resultados obtenidos permite observar la gran variabilidad existente
entre los datos obtenidos por diferentes autores empleando las mismas formulaciones de
AmB a las mismas dosis. Por ejemplo si se observa el AUC para la Fungizona® en una
dosis de 1 mg/kg para 3 autores diferentes, se pueden observar grandes diferencias que
varian de 11,30 mgh/l a 35 mgh/I. También existen diferencias en los valores obtenidos
para el Vg siendo para la Fungizona® en una dosis de 1 mg/kg de 0,77 I/kg, muy semejante
al valor obtenido en esta memoria (0,84 I/kg).

También se puede observar que a iguales dosis de formulacién administrada, es el
Ambisome® aquella formulacién que presenta valores mas elevados de Crmax Y AUC, Y sin
embargo Abelcet® y Amphotec® presentan valores menores que la Fungizona®. La
microemulsion C presenta unos parametros farmacocinéticos cuyos valores se encuentran
proximos a los de la Fungizona®, pero son significativamente menores; por lo tanto su
comportamiento parece ser semejante al de las formulaciones de Abelcet® y Amphotec®.
Al presentar el Ambisome® una eliminacion saturable, los autores omiten los valores de
Vss 'y CL, ya que en cinéticas saturables carecen de valor real.

En los estudios realizados de proporcionalidad segun la dosis administrada tanto para
la formulacién comercial Fungizona®, como para la formulacién liposomal Ambisome® se
observa que, a mayores concentraciones de AmB, los pardmetros de Crmax Y AUC no se ven
incrementados proporcionalmente y por lo tanto este incremento de los parametros no
proporcional indica una posible eliminacion saturable del farmaco, al igual que le sucede a
la microemulsion C.
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FORMULACION  Dosis i AUC Vs CL
(mg/kg)  (mgll) (mgh/1) (I/kg) (I/h)
®Fungizona® 0,5 230+040 18+3,00 045+0,01 0,087 0,020

1 470+017 31+220  0,77+0,02 0,088 + 0,007

15 4804070 35+1,70  0,87+0,05 0,144+0,018
°Fungizona® 1 3,87+0,08 14,44+0,36 - -
PFungizona® 1 - 11,30+2,50 1,25+0,187 0,088 + 0,019
2Ambisome®” 0,5 11+2.2 20 + 8,4 - -

1 26+24 60 + 16 - -

2,5 53+3,0 207 + 18 - -

5 132 + 4.4 838 +96 - -

10 287 +14 2223+ 246 - -
°Ambisome® 5 62,02+1,32 1141+33 - -
4Abelcet® 10 2,7 34 15 0,274
°Abelcet® 5 0,99+0,09 10,03+1,01 - -
®Abelcet® 1 - 21+03  554+070 0,47 +0,058
‘Amphotec® 5 1,79+0,12 11,21+1,06 - -
®Fungizona® 1 3,80 70,48 32,28 #7,31 0,84+0,08 0,08 £0,02
el_\{lich()emul- 1 2,92 +054 21,89 #517 0,74+0,16 0,11 #0,02
Sion

" Eliminacion saturable, ? Lee, J. W. et al. 1994, ® Wasan, K. M. et al. 1998, ¢ Groll, A. H. et al. 2000, °
Fromtling, R. A. 1996, ° Datos obtenidos en esta Tesis doctoral

Tabla 54. Pardmetros farmacocinéticos obtenidos tras la administracion de diferentes dosis de nuevas
formulaciones de AmB en conejos.
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3. ADMINISTRACION POR PERFUSION INTRAVENOSA EN DOSIS
MULTIPLE

Este estudio se realizd con el fin de observar el comportamiento de las formulaciones
de AmB en el organismo al ser administradas segin se emplean a nivel hospitalario para el
tratamiento de micosis sistémicas en pacientes inmunodeprimidos. Por ello se
administraron dosis de 1 mg/kg de la microemulsién C y la formulacién F a conejos por
perfusion intravenosa durante un periodo de 4 dias.

3.1. Animales de experimentacion

Para realizar los estudios farmacocinéticos se emplearon como animales de
experimentacion, conejos machos albinos New Zealand, de un peso comprendido entre 2,5
y 3 kg. Los animales fueron alojados en jaulas independientes a una temperatura de 25°C y
con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, y recibieron comida y bebida sin restricciones
durante todo el estudio excepto en el momento en el que se les realizo la administracion del
farmaco, y durante la toma de muestras sanguineas. Los animales tuvieron un periodo de
adaptacion de cuatro dias en el animalario previo al estudio farmacocinético.

La administracion por perfusion intravenosa del farmaco en un volumen de 30 ml
durante 30 minutos, se realizé por la vena marginal de la oreja izquierda, y la toma de
muestras en un volumen de 2 ml, se realizo por la vena lateral de la oreja derecha. Para
cada tipo de formulacion se emplearon 3 conejos y los analisis de muestras plasmaticas se
hicieron por triplicado.

3.2. Dosis de farmaco administradas

Para la realizacion del estudio farmacocinético comparativo de la administracion por
perfusion i.v. de las formulaciones de AmB frente a la formulacién F, se selecciond la
microemulsion C por ser la que presentaba mejores caracteristicas toxicoldgicas como se
vera posteriormente. Se emplearon dosis de 1 mg/kg para ambas formulaciones.

Para la preparacién de la microemulsion cuya concentraciéon en AmB era de 2
mg/ml, se diluyd en suero glucosado en una concentracion al 5% p/v hasta obtener una
solucion con la concentracion del farmaco de 1mg/kg, teniendo en cuenta el peso de cada
animal (2,75 kg) y el volumen final a perfundir de 30 ml.

La esterilizacion de las muestras se hizo por filtracion esterilizante mediante el uso
de filtros de diametro medio de 0,22 um, como ya queda reflejado en capitulos previos. En
el caso de la formulacién F, la dosis a administrar se prepard segun las instrucciones del
fabricante, usando agua estéril para la resuspensién seguida de una posterior dilucién en
suero glucosado fisiologico al 5% p/v, hasta obtener la concentracion de farmaco adecuada
a las dosis a administrar que fue de 1 mg/kg teniendo en cuenta que el volumen final a
perfundir fue de 30 ml.

La administracion por perfusion intravenosa se realiz6 mediante el empleo de un
equipo estéril para infusion intravenosa por gravedad denominado Perfusend® (Sendal),
conectado por un extremo a un recipiente estéril en cuyo interior se introdujo la
formulacién para ser administrada, y por el otro a un dispositivo estéril de perfusion
intravenosa Butterfly®-19 (Venisystems™) con una aguja de 22,2 mm de longitud y un
diametro de 0,8 mm (Figura 70).
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Con el fin de favorecer la perfusion del farmaco, sin necesidad del uso de una bomba
peristaltica, se coloco el recipiente que contenia la formulacion en una posicion més
elevada que el conejo al cual se le iba a administrar el farmaco en estudio, y se lavo la
aguja del dispositivo estéril de perfusion intravenosa Butterfly®-19 con heparina, para
evitar posibles codgulos derivados de la inyeccion prolongada en la oreja del animal.

Una vez introducida la aguja del dispositivo estéril de perfusiéon intravenosa
Butterfly®-19 en la oreja del conejo, se tapé con vendas y esparadrapo el lugar de la
inyeccion, hasta finalizar la perfusion intravenosa (30 minutos).

Equipo para infusion i.v. por gravedad

Perfusend®
L,
3 3

Dispositivo de perfusion intravenosa Butterfly®-19

Figura 70. Fotografias del sistema de perfusion empleado para la administracion de las formulaciones Fy C
de AmB en una dosis de 1 mg/kg durante 4 dias.
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3.3. Extraccion y analisis de las muestras

La extraccion y el andlisis de las muestras plasmaticas se hizo siguiendo el protocolo
descrito en el estudio farmacocinético de las formulaciones de AmB mediante la
administracion intravenosa tipo bolus, variando Unicamente el tiempo de toma de muestras
que se realizo a los 15 minutos durante la perfusion, a los 30 minutos una vez finalizada la
perfusion, a las 4 horas y a las 24 horas, justo antes de comenzar la siguiente infusion del
farmaco, excepto el dia cuarto en el que se tomaron muestras a las 2, 4, 7 'y 24 horas, con el
fin de observar como se producia la eliminacion del farmaco del organismo. Se selecciono
la toma de muestras a las 4 horas ya que a este tiempo se producia el corte de la
distribucion bifésica caracterizada para estas formulaciones en el apartado anterior.

Tras finalizar el ensayo los animales fueron sacrificados mediante la administracion
intravenosa de 4 ml con pentobarbital sodico por la vena lateral de la oreja izquierda.

3.4. Analisis farmacocinético

Se realizd un analisis farmacocinético compartimental de los datos mediante el uso
del programa farmacocinético WIN NONLIN 2.1. Los datos experimentales se ajustaron a
un modelo farmacocinético de perfusion intravenosa siguiendo un modelo
bicompartimental, tal y como se habia estudiado previamente.

3.5. Resultados obtenidos

En este estudio con un fin orientativo, ya que es un ensayo piloto, se intentd que las
condiciones de administracion del farmaco se asemejasen lo méas posible a las condiciones
reales de uso a nivel hospitalario. Uno de los problemas encontrados a la hora de
administrar el farmaco fue el de la limitacion del nimero de tomas de muestras
plasmaticas, debido a la alteracion de la oreja del conejo por sucesivas punciones para
obtener dichas muestras. Por ello el tratamiento se redujo a cuatro dias. Esta limitacion del
namero de muestras plasmaticas analizadas dio lugar a un andlisis farmacocinético poco
preciso y sesgado de los datos obtenidos ya que el nidmero de muestras plasmaticas
analizadas tan solo pudo ser de 4 (a los 15 y 30 minutos, y a las 4 y 24 horas) para los 3
primeros dias y de 6 para el ultimo dia (a los 15y 30 minutos, y a las 2, 4, 7 'y 24 horas).
Este problema se intentd solucionar evitando el elevado nimero de punciones sucesivas
mediante la introduccion de una via en la vena lateral de la oreja del conejo, pero era
necesario inmovilizar la oreja del animal, lo cual no fue posible. A continuacion aparecen
reflejados los resultados obtenidos en el estudio farmacocinético para las formulaciones de
AmB en conejos a una dosis de 1 mg/kg por perfusion intravenosa durante 4 dias.
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Resultados de la administracion por infusion i.v. de la microemulsién C a 3 conejos
en una dosis de 1 mg/kg durante 4 dias.

Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 MEDIA DE LOS 3
CONEJOS
Tiempo Conc Conc Conc Conc Desviacion

(h) (oiml)  (ugiml)  (ugimi)  (ugimi  SStandRr
0,25 1,09 2,38 1,96 1,72 0,65
0,5 1,97 1,80 2,11 1,96 0,16
4 0,79 0,89 1,00 0,89 0,10
24 0,28 0,48 0,29 0,34 0,11
24,5 3,37 1,61 3,17 2,58 0,96
28 1,03 0,92 1,02 0,99 0,06
48 0,54 0,27 0,46 0,41 0,14
48,5 3,29 1,97 2,94 2,67 0,68
52 1,02 0,91 1,75 1,17 0,46
72 0,33 0,21 0,44 0,31 0,11
72,5 2,58 2,25 3,45 2,72 0,62
74 1,45 1,43 1,10 1,31 0,20
76 1,13 1,11 1,53 1,24 0,24
79 0,75 1,31 1,26 1,07 0,31
96 0,32 0,28 0,46 0,34 0,10

Tabla 55. Resultados del estudio farmacocinético de la microemulsién C en una concentracion de 1 mg/kg,
tras la administracion por perfusion i.v. a tres conejos durante 4 dias.

Tras la administracion por perfusion i.v. de 1 mg/kg de la microemulsion C, se
observo una cinética biexponencial después de cada una de las administraciones del
farmaco con una primera fase de eliminacion rapida seguida de una segunda fase de
eliminacién mas lenta (Figura 71). Esta caracterizacion de la eliminacién del farmaco es
sesgada debido al reducido nimero de muestras plasmaticas obtenidas, y se aprecia mejor
en la cuarta infusién donde el nimero de muestras plasmaticas es mayor. La concentracion
méaxima media observada fue de 2,72 ug/ml a las 72,5 horas y la minima de 0,31 pug/ml a
las 72 horas.
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Figura 71. Representacién grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion por perfusion i.v. de la microemulsion C en una
dosis de 1 mg/kg durante 4 dias.
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Figura 72. Representacion semilogaritmica de los valores medios y las desviaciones estandar de los
niveles plasmaticos de AmB tras la administracion por perfusion i.v. de la microemulsién C
en una dosis de 1 mg/kg durante 4 dias.

Mediante la representacion semilogaritmica de los valores medios de
concentraciones plasmaticas frente al tiempo (Figura 72) se puede observar una
distribucion bifasica en la que los parametros se ajustan a dos lineas rectas, la primera, mas
corta y de pendiente mas acentuada, y la segunda recta mas larga y de menor pendiente.

Se puede observar el progresivo aumento de las concentraciones plasmaticas
obtenidas tras la finalizacién de la administracién de la dosis de farmaco, a los 30 minutos,
y alas 24,5, 48,5,y 72,5 horas.
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Resultados de la administracion por perfusion i.v. de la formulacién F a 3 conejos
con una dosis de 1 mg/kg durante 4 dias.

Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 MEDIA DE LOS 3
CONEJOS
Tiempo Conc Conc Conc Conc Desviacion

(h) (ho/ml)  (ugiml)  (ug/mi)  (ugimp)  Seno
0,25 1,40 2,25 - 1,77 0,60
0,5 1,71 1,80 2,44 1,96 0,40
4 1,22 1,01 1,08 1,10 0,10
24 0,33 0,50 0,37 0,39 0,09
24,5 1,98 2,02 2,41 2,13 0,24
28 0,78 1,08 1,01 0,95 0,16
48 0,20 0,52 0,53 0,38 0,19
48,5 1,81 2,37 2,57 2,22 0,40
52 0,77 1,14 1,22 1,02 0,24
72 0,21 0,46 0,50 0,37 0,16
72,5 1,78 2,63 2,47 2,26 0,45
74 1,40 1,22 1,61 1,40 0,19
76 1,10 1,01 1,19 1,10 0,09
79 0,93 1,09 0,67 0,88 0,21
96 - 0,54 0,24 0,36 0,21

Tabla 56. Resultados del estudio farmacocinético de la formulacion F en una concentracién de 1 mg/kg, tras
la administracion por perfusion i.v. a tres conejos durante 4 dias.

Tras la administracion por perfusion i.v. de 1 mg/kg de la formulacion F, se observo
una cinética biexponencial después de cada una de las administraciones del fA&rmaco con
una primera fase de eliminacién rapida seguida de una segunda fase de eliminacion mas
lenta (Figura 73). La concentracion maxima media observada fue de 2,26 ug/ml a las 72,5
horas y la minima de 0,36 pug/ml a las 96 horas.
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Figura 73. Representaciéon grafica de los valores medios y las desviaciones estdndar de los niveles
plasméaticos de AmB tras la administracion por perfusién i.v. de la formulacién F en una
dosis de 1 mg/kg durante 4 dias.
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Figura 74. Representacion en escala semilogaritmica de los valores medios y las desviaciones estandar de
los niveles plasmaticos de AmB tras la administracion por perfusion i.v. de la formulacion F
en una dosis de 1 mg/kg durante 4 dias.

Mediante la representacion semilogaritmica de los valores medios de
concentraciones plasmaticas frente al tiempo (Figura 74) se puede observar una
distribucion bimodal en la que los parametros se ajustan a dos lineas rectas, la primera,
mas corta y de pendiente mas acentuada, y la segunda recta mas larga y de menor
pendiente.
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A continuacion se representa en las Figuras 75 y 76 los valores medios de las
concentraciones plasmaticas obtenidos para las dos formulaciones estudiadas, en escala
normal y logaritmica.

4,0 - —e— Formulacion F

3,5 - T —— Microemulsion C
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Figura 75. Representaciéon gréfica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasméticos de AmB tras la administracion por perfusion i.v. de las formulaciones Fy C en
una dosis de 1 mg/kg durante 4 dias.
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Figura 76. Representacion en escala semilogaritmica de los valores medios y las desviaciones estandar de
los niveles plasmaticos de AmB tras la administracion por perfusion i.v. de las formulaciones
F y C en una dosis de 1 mg/kg durante 4 dias.
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Al ser un estudio débil, debido al escaso nimero de datos que se poseen, es dificil
realizar una comparacion precisa de los resultados obtenidos para ambas formulaciones. Se
puede observar un comportamiento muy semejante para ambas formulaciones
alcanzandose concentraciones plasmaticas mayores para la microemulsion C. Respecto a la
pendiente de eliminacion que presentan las formulaciones, se puede observar graficamente

(Figura 76) una pendiente de eliminacion de la fase terminal mas pronunciada para la
formulacién C.

3.6. Analisis compartimental

Se realizd un andlisis compartimental de los datos obtenidos con el fin de caracterizar
el comportamiento de las formulaciones estudiadas en organismos vivos, y tratar de
observar diferencias entre ambas formulaciones que permitieran discernir el diferente
mecanismo de accion de la microemulsion C respecto a la formulacion comercial F, que
hace que esta nueva formulacion C en forma de microemulsion sea menos tdxica e
igualmente eficaz que la formulacion F como se verd en capitulos posteriores de esta
memoria.

A continuacién aparecen representados en las Figuras 77 y 78 los valores teoricos
simulados del ajuste compartimental junto con los niveles plasmaticos medios y las
desviaciones estandar de ambas formulaciones.

— Microemulsion C
— Formulacién F

Concentracion (ug/ml)

38 58 78 98
Tiempo (h)

Figura 77. Representacion gréafica de los niveles plasmaticos de AmB tras la administracién por
perfusion i.v. de las formulaciones F y C durante 4 dias junto con las predicciones segin un
modelo bicompartimental.

Se emple6 como modelo farmacocinético un modelo bicompartimental de
distribucion del farmaco. Graficamente se observa que el ajuste tedrico compartimental de
las ambas formulaciones es muy semejante, siendo la microemulsion C la que presenta una
pendiente de eliminacion ligeramente mayor.
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Figura 78. Representacion en escala semilogaritmica de los niveles plasmaticos de AmB tras la

administracion por perfusion i.v. de las formulaciones F y C durante 4 dias y de las
predicciones segin un modelo bicompartimental.

A continuacion en la Tabla 57 aparecen reflejados los pardmetros farmacocineticos
calculados para ambas formulaciones.

Formulaciones

Formulaciones

Parametros F C Parametros F C
\(/55 30904036 2.94+020 (M';ﬁl) 2054+118 2012+ 0.66
Vi 0694067 06140290 AUMC 59871021 34630+ 23,90
) (ugh/ml)
X)Z 240+008 2.33+047 'V('rFf)T 18184204 16,95+ 103
Ke 0246+024 028+013  C™ 2104022 2384014
(h™) (ug/ml)
Ko 56041905 527463 CL 51740009 017+ 0,005
() SA0E9% 5272463 gy 01720009 017x0
Ko 160+0093 1,38+ 0,40 A 3994491  458+276
(h-l) ) L U, y 4 U, (mg/l) ) L -, y L <,
o + + B + +
o 7401105 688:514 (o 107013 110008
(h&) 0,05+ 0,006 0,05 + 0,003

Tabla 57. Pardmetros farmacocinéticos bicompartimentales de las formulaciones C y F de AmB
administradas a conejos en una dosis de 1 mg/kg por perfusion i.v. durante 4 dias.
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Los parametros farmacocinéticos obtenidos presentan unos valores muy semejantes
para ambas formulaciones, aunque en general para todos los parametros, la microemulsion
C presenta valores ligeramente menores. En comparacion con los pardmetros
farmacocinéticos obtenidos por administracion intravenosa tipo bolus, la microemulsion C
es la que presenta valores mas parecidos en los parametros calculados. Por ejemplo el valor
de la pendiente 3 en la administracion en bolus i.v. y en la perfusion i.v. presenta un valor
semejante de 0,054 h™. Lo mismo sucede con el MRT de 16,23 h y el AUC de 21,89
ugh/ml.

La diferencia fundamental entre los dos tipos de administracion se encuentra en el
valor de la Crax inicial y aparece reflejado en las Figuras 79 y 80.
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Figura 79. Representaciéon grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasméaticos de AmB tras la administracién por perfusién i.v. de la formulacién F en una
dosis de 1 mg/kg durante 4 dias, junto con la administracién en bolus i.v. de la misma
formulacion y a la misma dosis.
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En las Figuras 79 y 80 estan representados conjuntamente los dos tipos de
administraciones con el fin de ver mas claramente las diferencias existentes. Debido al
escaso numero de datos obtenidos para la administracion por perfusion intravenosa, es dificil
observar con claridad diferencias significativas, pero con los datos existentes se observa una
semejanza de comportamiento muy elevada.

(3 - "\ —e—Perfusion i.v.
—=—Bolus i.v.
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Figura 80. Representacién grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasmaticos de AmB tras la administracion por perfusion i.v. de la microemulsion C en una
dosis de 1 mg/kg durante 4 dias, junto con la administraciéon en bolus i.v. de la misma
formulacién y a la misma dosis.

Por el contrario existe una diferencia muy grande en el valor de la Chax tras la
administracion por perfusion i.v. y tipo bolus, obteniéndose en esta Gltima valores mucho
mayores. Las causas de este comportamiento andmalo, pueden ser dos. La primera es que
con la administracion por perfusion i.v., a medida que vamos administrando la dosis
indicada, durante el tiempo de perfusion también se va produciendo una eliminacion del
farmaco, y por lo tanto la Cyax Obtenida inicialmente tiene un valor menor, que como vemos
se va elevando paulatinamente hasta llegar a la concentracion en estado estacionario. La
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segunda causa puede ser debida a la dificultad encontrada a la hora de realizar la
administracion por perfusion i.v., de obtener un flujo constante y similar en la
administracion del farmaco para todos los conejos y en ambas formulaciones. Esto ha
podido provocar irregularidades en el flujo que hayan hecho que las diferencias en la Crax S
acentuen. Y posiblemente esto haya sucedido en mayor manera en la formulacién F, que fue
la primera con la que se realizd el estudio de perfusion y por ello observamos una gran
diferencia entre la Cmax obtenida por perfusion i.v. y la Cyax Obtenida por la administracion
tipo bolus i.v.
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ESTUDIOS DE TOXICIDAD AGUDA Y SUBAGUDA DE
MICROEMULSIONES DE ANFOTERICINA B

El fin de este estudio toxicoldgico ha sido el de comprobar el comportamiento de
nuevas formulaciones de AmB en forma de microemulsion. En una primera parte se
determind la toxicidad aguda en dosis unica y posteriormente se determiné la toxicidad
subaguda tras la administracion de dosis multiples de las microemulsiones de AmB en
comparacién con la formulacién comercial Fungizona®.

Las pruebas de toxicidad por administracion reiterada de un farmaco se deben
realizar con 2 especies de mamiferos, una de las cuales no debera pertenecer al orden de
los roedores, segun el Real Decreto 767/1993. Y la eleccién de la via de administracion
debera hacerse teniendo en cuenta la prevista en el uso terapéutico y las posibilidades de
absorcion, por ello en este estudio toxicolégico se emplearon dos tipos distintos de
animales de laboratorio: ratones y conejos, y el farmaco se administrd por via parenteral. A
continuacion se describird cada uno de los estudios realizados.

1. TOXICIDAD AGUDA EN DOSIS UNICA EN RATONES

Una prueba de toxicidad aguda implica un estudio cualitativo y cuantitativo de los
fendmenos toxicos que puedan derivarse de una administracion Unica de la sustancia activa
contenida en la proporcion y en el estado fisicoquimico en que esté presente en el producto
en su presentacion efectiva. Por ello se determind la toxicidad aguda de las distintas
formulaciones disefiadas y desarrolladas en el capitulo cuarto, en comparacion con la
formulacion comercial Fungizona® mediante el calculo de la dosis letal 50 (DLsp,).

1.1. Animales de experimentacion

Para realizar este estudio toxicoldgico se emplearon como animales de
experimentacion, ratones machos albinos CR1, de un peso comprendido entre 25 y 30 g.
Los animales fueron alojados en grupos de 10 en cajas de plastico a una temperatura de
25°C y con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, y recibieron comida y bebida sin
restricciones durante todo el estudio excepto en el momento en el que se les realizo la
administracion del farmaco. Los animales tuvieron un periodo de adaptacion de cuatro dias
en el animalario previo al estudio toxicolégico.

La administracion intravenosa del farmaco tipo bolus en un volumen de 0,1 ml, se
realizd por la vena marginal caudal. Para cada tipo de formulacion y cada dosis se
emplearon 10 ratones cuya supervivencia fue seguida durante 45 dias y el recuento de
animales muertos se realizé inmediatamente después de la administracion.

1.2. Dosis de farmaco administradas
Las formulaciones empleadas para estos estudios fueron:

« Microemulsion A. Con una proporcién de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un
porcentaje de agua del 70 % p/p y una concentracién de AmB de 2 mg/ml.

« Microemulsiéon Al. Con una proporcién de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un
porcentaje de agua del 70 % p/p y una concentracién de AmB de 2 mg/ml.
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« Microemulsién A2. Con una proporcién de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un
porcentaje de agua del 70 % p/p y una concentracion de AmB de 3 mg/ml.

« Microemulsién A3. Con una proporcién de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un
porcentaje de agua del 70 % p/p y una concentracion de AmB de 4 mg/ml.

« Microemulsién A'. Con una proporcién de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un
porcentaje de agua del 70 % p/p sin AmB.

« Microemulsién B. Con una proporcién de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un
porcentaje de agua del 65 % p/p y una concentracion de AmB de 2 mg/ml.

« Microemulsién B'. Con una proporcién de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un
porcentaje de agua del 65 % p/p sin AmB.

« Fungizona® (Formulacién F). Formulacién comercial de AmB acomplejada
con deoxicolato sodico.

Se tomaron las microemulsiones A, Al, A2, A3y B con una concentracion de AmB
determinada y se diluyeron en suero glucosado fisiologico al 5% p/v hasta obtener sistemas
con la concentracion de farmaco adecuada a las dosis a administrar que fueron de 1, 1,5, 2,
2,5, 3, 3,5y 4 mg/kg, teniendo en cuenta que los animales pesaban aproximadamente 30 g
y el volumen medio de inyeccion fue de 0,1 ml. Conviene elegir las dosis maximas de
manera que con ellas se hagan aparecer los efectos nocivos, ya que de este modo las dosis
menores permitiran fijar el margen de tolerancia del producto en el animal.

Las microemulsiones sin AmB se diluyeron en suero glucosado fisiolégico al 5% p/v
hasta obtener sistemas con una concentracion de microemulsion de 2 mg/kg, teniendo en
cuenta que los animales pesaban aproximadamente 30 g y el volumen medio de inyeccion
fue de 0,1 ml.

En el caso de la formulacion F, las dosis a administrar se prepararon segun las
instrucciones del fabricante, usando agua estéril para la resuspension seguida de una
posterior dilucién en suero glucosado fisioldgico al 5% p/v, hasta obtener la concentracion
de farmaco adecuada a las dosis a administrar que fueron de 1y 2 mg/kg.

1.3. Esterilizacion de las muestras

La necesidad de esterilizar las microemulsiones, condicionada por la via de
administracion, asi como la imposibilidad de llevar a cabo dicho proceso por aporte de
calor, seco 0 himedo y la no disponibilidad de otros métodos de esterilizacion, obligaron a
someter a las muestras a una filtracion esterilizante a través de filtros de membrana
apirogenos, con un diametro de poro de 0,22 um, en el momento de la inyeccién de la
forma farmacéutica, con el fin de asegurar la completa esterilidad de la misma.

Se comprobd que tras esta filtracion esterilizante, un pequefio porcentaje de farmaco
quedaba retenido en los filtros y por lo tanto se valordé por HPLC dicho porcentaje para
cada una de las formulaciones siguiendo el método descrito con anterioridad para estudios
semejantes. El ensayo se realiz6 por triplicado, al igual que el nimero de determinaciones
por muestra.

Los resultados obtenidos aparecen reflejados en la Tabla 58 y como se puede
observar, un 15 % del farmaco incorporado se perdia por filtracion y por ello se reajustaron
las dosis con objeto de compensar dichas pérdidas. Esta pérdida de farmaco por filtracién
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podia ser debida a que una parte de la AmB incorporada a la microemulsion no quedase
incorporada a la fase interna de la microemulsion, sino que permaneciese en la interfase
unida a la lecitina, y parte de esta AmB unida mas débilmente al tensioactivo, es la que
posiblemente se pierda tras el proceso de filtracion esterilizante, al pasar las formulaciones
objeto de estudio a través de membranas filtrantes con didmetro de poro tan pequefio.

Formulacion Recuperacion (%)
A 84,21+2,14
Al 83,91+ 1,65
A2 86,10 + 1,20
A3 85,41 + 0,57
B 84,88 + 2,73

Tabla 58. Porcentaje de recuperacién de las
formulaciones  esterilizadas  por
filtracion.

Asi mismo se comprobd que el proceso de filtracion no afectaba al tamafio de
goticula de la microemulsion y para dicho estudio se tomaron muestras sometidas a
filtracion esterilizante por triplicado y se analizaron por Espectroscopia de Correlacion
Fotonica o PCS segun el método empleado para estudios semejantes en el capitulo cuarto
de disefio y caracterizacion de microemulsiones de AmB. Los resultados obtenidos
aparecen reflejados en la Tabla 59 y demostraron que no se observaban diferencias
significativas en el tamafio medio y distribucion del tamafio de goticula entre las
microemulsiones antes y despues del proceso de esterilizacion por filtracion.

Formulacion Microemulsiones sin filtrar Microemulsiones filtradas

Tamafio (nm) (IP) Tamafio (nm) (I1P)

A 36,4 (0,602) 41,6 (0,509)
Al 47,3 (0,515) 46,9 (0,614)
A2 55,6 (0,580) 47,1 (0,517)
A3 42,9 (0,619) 36,9 (0,589)
A’ 38,9 (0,496) 37,5 (0,588)
B 51,8 (0,498) 43,7 (0,491)
B' 43,8 (0,503) 39,2 (0,528)
C 34,0 (0,565) 30,6 (0,572)

Tabla 59. Comparacion del tamafio de goticula de las formulaciones esterilizadas por filtracion

frente a las no esterilizadas.
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1.4. Célculo de la Dosis Letal 50 (DLsy).

Para cada microemulsion, los datos de las dosis administradas, el numero total de
ratones que recibieron cada dosis y el numero de ratones muertos con cada dosis,
permitieron calcular la dosis letal 50, DLs.

El célculo de la DLs, esta basado en la eleccién de un modelo binario de tipo probit
para explicar el comportamiento binario, vivir o morir, de los animales, en funcién de la
dosis administrada. Los parametros del modelo se estimaron a partir de los datos
experimentales de dosis y de supervivencia de los animales, mediante el método de
maxima verosimilitud.

El modelo binario que se plantea para el calculo de la dosis letal 50 es el siguiente:

1fY, >1,,
Yi=1n iy
0 ify <I_,

donde Y, es la variable binaria observada que toma el valor 1 si el animal muere y el valor

0 en caso contrario. Yi* es una variable no observable que cuantifica el grado de
intoxicacion sufrido por el organismo de cada animal; Ina €S la intoxicacion méaxima
tolerada.

Se acepta que la variable latente que cuantifica la intoxicacion estd relacionada
linealmente con la dosis:

*_ *
Y, =a+ [*X +¢

donde x; representa el logaritmo de la dosis administrada al animal i, o y B son los
parametros del modelo y ¢, es termino correspondiente al error aleatorio.

De acuerdo con el modelo la probabilidad de que el animal muera es:
Pr(Y, =1|x,,8,c—a)=Pr(Y, >c)=Pr(a+ B*x, +¢& >c)=1-F(c—a+ *X,)
donde la funcion de distribucion F(c-a+£*x;) es la normal estandar.

Analogamente la probabilidad de que un animal continle viviendo para una
determinada dosis administrada es:

Pr(Y, =0|x,,B,c—a)=Pr(Y, <c)=Pr(a+ pB*X +¢& <c)=F(C—a+ B*X)

En los modelos binarios de probabilidad lineal se asume que la funcion de
distribucion F(.) es una funcion lineal de x; ; si F(.) corresponde a una distribucion normal
estandar el modelo binario resultante es de tipo probit.

El método de Reed y Muench consiste en anotar el nGmero de animales vivos y
muertos para cada una de las dosis ensayadas (Reed, L. J. et al. 1938). A partir de estas
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frecuencias absolutas, se realiza el calculo de las frecuencias acumuladas absolutas de
vivos para las distintas dosis ensayadas en el sentido de mayor a menor dosis, ya que un
animal superviviente a una dosis también sobreviviria a una dosis menor, y el calculo de
animales muertos en el sentido opuesto. Para cada dosis se calcula la proporciéon de
supervivencia, que corresponde al valor tomado por la funcion de distribucion, F(.) como
la frecuencia acumulada absoluta de vivos dividido por la suma de las frecuencias
acumuladas absolutas de vivos y de muertos (Turner, R. A. 1965).

A continuacion se calcula por el método de minimos cuadrados la relacion lineal
entre la proporcion de supervivencia y el logaritmo de las dosis utilizando los datos de
proporcién de supervivencia y de las dosis correspondientes para aquellos dos datos entre
los cuales se sitda la proporcion de supervivencia 0,5 (Turner, R. A. 1965)

Finalmente se estima el valor de la dosis asociado al valor de proporcion de
supervivencia 0,5; este valor de dosis corresponde a la dosis letal media calculada por el
método de Reed y Muench y Turner.

Este método por ser un modelo de probabilidad lineal tiene varios inconvenientes.
Entre ellos cabe destacar la heterocedasticidad que podria resolverse por el método de
minimos cuadrados generalizados factibles (Greene, W. H. 1998). Un inconveniente mas
serio es la imposibilidad de asegurar que las predicciones del modelo parezcan verdaderas
probabilidades ya que no es posible restringir el valor estimado para la variable
dependiente al intervalo [0,1].

Segun Greene, el modelo de probabilidad lineal se utiliza cada vez menos por estos
inconvenientes. Se deberia utilizar Gnicamente para comparar sus resultados con los
obtenidos utilizando métodos mas adecuados.

1.4.1. Modelo binario de tipo probit.

Si se asume que la funcion de distribucion F(.) es una funcién de distribucion
normal estandar el modelo binario resultante es de tipo probit.

Este enfoque es el adoptado por el método de Miller y Tainter (Miller, L. C. et al.
1944). Tras anotar el numero de animales vivos y muertos para cada dosis ensayada, estos
autores calculan la proporcion de animales vivos para cada una de estas dosis, es decir
calculan Pr(Y, =0]|x,, f,c—«)para distintos valores de x;. Acudiendo a la tabla que

convierte la proporcion de respuesta en unidades probit, se calcula para cada valor de
logaritmo de dosis, x;, la unidad probit correspondiente. Por Gltimo se construye la grafica
de probit en ordenadas y el logaritmo de dosis en abscisas, y se determina el valor de dosis
que corresponde al probit 5. Este valor de dosis corresponde a la dosis letal media
calculada por el método de Miller y Tainter.

1.4.2. Estimacion del modelo binario de tipo probit por el método de maxima
verosimilitud (Greene, W. H. 1998).

Los parametros del modelo de repuesta binaria tipo probit se pueden estimar por el

método de maxima verosimilitud utilizando los datos experimentales de supervivenciay de
dosis administradas a una muestra aleatoria de n animales.
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Cada observacion i de la muestra de tamafio n se considera que es la realizacion
individual de una variable aleatoria Y; con distribucion de Bernouilli con probabilidad
®(c—a - x,3) para el suceso “vivir’y 1-®d(c—a —x, ) para el suceso “morir”. Por lo

tanto la funcion de probabilidad para la observacion i es:

Pr(Y, =1|x,,8,c—a=1-®(c-a—-x,)
Pr(Y, =0| X, B.C—a = ®(c - — X, )

Puesto que las n observaciones son independientes, la funcién de densidad conjunta
de toda la muestra es igual al producto de las funciones de densidad individuales. La
funcién de densidad conjunta se denomina funcion de verosimilitud, L, y da la
probabilidad de observar esta muestra en particular.

L=f(Y,=vy.Y,=VY,,....Y, =Y, |xl,xz,...,xn,ﬂ,c—a):gf(Yi =Y, |X,6,c-a)

El valor de los parametros Sy y, siendo y =c—a, que hace que esta muestra en
particular sea la méas probable de acuerdo a la funcion de verosimilitud especificada, es el
valor del estimador de méaxima verosimilitud. Con otras palabras, el valor de los
parametros que maximiza L es el estimador de maxima verosimilitud.

Los parametros estimados por el método de maxima verosimilitud se calculan
maximizando la funcion L. Generalmente, para encontrar el estimador de maxima
verosimilitud se considera la maximizacion del logaritmo de la funcién de verosimilitud,
ya que es mas facil trabajar con la funcion logaritmica que con la funcion original L.
Puesto que la funcion logaritmica es monotono creciente, los valores que maximizan L son
los mismos que los que maximizan In L. Entonces, la funcién a maximizar es :

Inl—:iln f(Y| =Y, |Xi’ﬂ!7/:i[yi In(l_q)i)+(1_yi)lnq)i]

La condicion necesaria de la maximizacion de In L, condicion que satisface el
estimador de maxima verosimilitud, viene dada por las expresiones:

oD, oD, |
- oo, o0,
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Las ecuaciones de las condiciones de primer orden del problema de maximizacion
seran no lineales y por eso habra que resolver la maximizacion con un método iterativo. El
estimador de maxima verosimilitud satisface también las condiciones de segundo orden del
problema de verosimilitud.

1.4.3. Determinacion de la DLsg

Estimados los parametros del modelo por el método de maxima verosimilitud, se
calcula la dosis DLso, esta se define como aquella dosis que produce la muerte del 50 por
ciento de los animales que la reciben, por lo que satisface la ecuacion:

05=1-@(7- DL, 3) ecuacion 1
donde 7 y ,5' son los valores estimados de los coeficientes (c—a) y [ respectivamente.

1.4.4. Comportamiento de la estimacion de la DLsy por méxima verosimilitud

Una de las propiedades de los estimadores de méaxima verosimilitud es la
consistencia. Un estimador z de un pardmetro t es un estimador consistente de t si y solo si
7 converge en probabilidad a t, la variable aleatoria x, converge en probabilidad a una
constante c, si IimPr(|xn -cl> &) para cualquier ¢ positivo. Por tanto el estimador de
méaxima verosimilitud puede ser algunas veces sesgado para muestras finitas. De ahi que a
pesar de ser éste un método muy atractivo por sus propiedades asintoticas, deba
compararse el resultado de la dosis letal media estimada por este método con el valor
estimado por el método de Miller y Tainter (Miller, L. C. et al. 1944).

En la Tabla 60 se muestran las formulaciones administradas, las dosis, el nimero
total de animales y el nimero de animales muertos. La mortalidad de los ratones tratados
con las microemulsiones A"y B' fue semejante al grupo no tratado (0), y por lo tanto se
puede concluir que los excipientes de la formulacién no afectaron a la toxicidad de la
misma.
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Formulacion Dosis Numero total de Namero de
animales animales muertos

A 1,0 10 0
2,0 10 6

2,5 10 10

Al 1,0 10 0
2,0 10 0

2,25 10 0

2,50 10 1

3,0 10 10

A2 1,0 10 0
2,0 10 3

3,0 10 9

4,0 10 10

A3 1,0 10 0
2,5 10 0

3,0 10 6

3,5 10 10

B 1,0 10 0
2,0 10 2

2,5 10 6

3,0 10 10

F 1,0 10 0
2,0 10 10

Tabla 60. Recuento de animales tras administrar distintas dosis de las
microemulsiones.

Formulacién B c-a DL % DL’ DL’

A 1,813 0,848 1,597 1,656 1,82
(0.533) (0.382)

Al 31,366 29,582 2,568 2,661 2,73
(97.785)  (89.588)

A2 4,637 3,753 2,247 2,278 2,36
(1.490) (1.320)

A3 25,114 27,337 2,970 2,910 2,93
(54,095)  (59.435)

B 6,779 5,693 2,316 2,328 2,35
(1.988) (1.743)

F 18,322 6,349 1,414 1,414 1,49

(5906,625)  (2895,009)

Tabla 61. Coeficientes del modelo binario tipo probit y DLs, para cada microemulsion, estimados por
maxima verosimilitud, DL, la dosis letal media DL’,, estimada mediante la aproximacion
lineal de la funcidn de supervivencia y la dosis letal media DL ;, estimada por un método
gréfico.

Para el célculo de la DLs, de las microemulsiones se aplicé el modelo binario probit,
estimando los parametros por el método de maxima verosimilitud. Sustituyendo los valores
estimados para S y para c—« en la ecuacion 1 se estiman las dosis letales 50 para las

diferentes formulaciones. Los resultados de la estimacion se presentan en la Tabla 61.
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Debido a que el tamafio de las muestras utilizadas para la estimacion de las dosis
letales es pequefio, se debe verificar que la DLso para cada microemulsion calculada segin
el método de maxima verosimilitud es insesgada. Para realizar esta comprobacion se
compar6 cada uno de los valores estimados de la DLsp con el valor correspondiente de
DLso obtenida por el clasico método de Reed y Muench (Tabla 62).

Formulacion Dosis Numero NUmero Numero Total Proporcion de
de acumulado acumulado supervivencia
animales de de animales
Vivos animales Vivos
muertos
A 1,00 10 0 14 14 1,0
2,00 4 6 4 10 0,4
2,50 0 16 0 16 0,0
Al 1,00 10 0 39 39 1,0
2,00 10 0 29 29 1,0
2,25 10 0 19 19 1,0
2,50 9 1 9 10 0,9
3,00 0 11 0 11 0,0
A2 1,00 10 0 18 18 1,0
2,00 7 3 7 10 0,7
3,00 1 12 1 13 0,072
4,00 0 22 0 22 0,0
A3 1,00 10 0 24 24 1,0
2,50 10 0 14 14 1,0
3,00 4 6 4 10 0,4
3,50 0 16 0 16 0,0
B 1,00 10 0 22 22 1,0
2,00 8 2 12 14 0,857
2,50 4 8 4 12 0,333
3,00 0 18 0 18 0,0
F 1,00 10 0 10 10 1,0
2,00 0 10 0 10 0,0

Tabla 62. Método de Reed y Muench para el célculo de la dosis letal media de las diferentes
microemulsiones.

Como se puede observar en la Tabla 61, los resultados del célculo de la DLsg
obtenida por los tres diferentes métodos fue muy semejante, siendo ligeramente mayores
los resultados obtenidos por el método grafico. De todas las microemulsiones estudiadas,
aquella con una toxicidad menor resultd ser la formulacion A3, seguida de la
microemulsion Al. Y todas las microemulsiones fueron mucho menos tdxicas que la
formulacién comercial Fungizona®, permitiendo asi el tratamiento de micosis sistémicas
con dosis mucho mas elevadas y disminuyendo con ello el riesgo de formacion de
resistencia a dicho farmaco.

Otra manera de calcular la dosis letal 50 es mediante un método grafico en el que se
representa la proporcion de supervivencia y letalidad y el punto en el que se cruzan
equivale a la dosis letal 50 (Figura 81). Los resultados de la DLsy obtenidos por este
analisis aparecen reflejados en la Tabla 60.
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Figura 81. Célculo de la dosis letal 50 por un método gréfico. (—) Proporcién de
supervivencia; (—) Proporcion de letalidad. La flecha morada indica el
valor de la dosis letal 50.
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Figura 81. (Continuacién) Calculo de la dosis letal 50 por un método grafico. (—)
Proporcién de supervivencia; (——) Proporcién de letalidad. La flecha
morada indica el valor de la dosis letal 50.
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2. TOXICIDAD SUBAGUDA EN DOSIS MULTIPLE EN RATONES

Las pruebas de toxicidad por administracion continuada tienen por objeto revelar las
alteraciones funcionales o patoldgicas subsiguientes a la administracion repetida de la
sustancia activa, y establecer las condiciones de aparicion de dichas alteraciones en
funcion de la posologia. En este estudio se observé los efectos de la AmB en forma de
microemulsion tras la administracién de la formulacion a diferentes dosis en ratones
durante un periodo de 5 dias.

2.1. Animales de experimentacion

Para realizar este estudio toxicoldgico se emplearon como animales de
experimentacion, ratones machos albinos CR1, de un peso comprendido entre 25y 30 g.
Los animales fueron alojados en grupos de 10 en cajas de plastico a una temperatura de
25°C y con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, y recibieron comida y bebida sin
restricciones durante todo el estudio excepto en el momento en el que se les realizé la
administracion del farmaco. Los animales tuvieron un periodo de adaptacion de cuatro dias
en el animalario previo al estudio toxicoldgico.

La administracion intravenosa del farmaco en bolus en un volumen de 0,1 ml, se
realiz6 por la vena lateral caudal, y la toma de muestra plasmatica una vez sacrificados los
animales por dislocacion cervical, se realiz6 mediante puncion cardiaca. El anélisis de
dicha muestra se realiz6 con el total de plasma obtenido de 5 animales a los que se les
habia administrado la misma formulacion a la misma dosis. Para cada tipo de formulacion
y cada dosis se emplearon 10 ratones cuya supervivencia fue seguida durante 14 dias y el
recuento de animales muertos se realiz6 inmediatamente después de la administracion.

2.2. Dosis de farmaco administradas
Las formulaciones empleadas para estos estudios fueron:
« Microemulsion A. Con una proporcién de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un

porcentaje de agua del 70 % p/p y una concentracién de AmB de 2 mg/ml.

« Microemulsién A'. Con una proporcién de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un
porcentaje de agua del 70 % p/p sin AmB.

« Microemulsién B. Con una proporcién de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un
porcentaje de agua del 65 % p/p y una concentracion de AmB de 2 mg/ml.

« Microemulsién B'. Con una proporcion de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un
porcentaje de agua del 65 % p/p sin AmB.

« Microemulsién C. Con una proporcion de Tween 80/lecitina 2:1, un porcentaje
de agua del 60 % p/p y una concentracion de AmB de 2 mg/ml.

o Microemulsién C'. Con una proporcion de Tween 80/lecitina 2:1, un
porcentaje de agua del 60 % p/p sin AmB.

« Fungizona® (Formulacién F). Formulacién comercial de AmB acomplejada
con deoxicolato sodico.

Se tomaron las microemulsiones A, B y C con una concentraciéon de AmB de 2
mg/ml y se diluyeron en suero glucosado fisiologico al 5% p/v hasta obtener sistemas con
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la concentracion de farmaco adecuada a las dosis a administrar que fueron de 0,5, 1, 1,5, 2
y 3 mg/kg.

Las microemulsiones sin AmB se diluyeron en suero glucosado fisioldgico al 5% p/v
hasta obtener sistemas con una concentracion de microemulsion de 2 mg/kg, teniendo en
cuenta que los animales pesaban aproximadamente 30 g, y el volumen medio de inyeccién
fue de 0,1 ml.

En el caso de la formulacién F, las dosis a administrar se prepararon segun las
instrucciones del fabricante, usando agua estéril para la resuspension seguida de una
posterior dilucion en suero glucosado fisiolégico al 5% p/v, hasta obtener la concentracion
de farmaco adecuada a las dosis a administrar que fueron de 1y 2 mg/kg.

2.3. Analisis de las muestras

Los animales recibieron 5 dosis consecutivas durante 5 dias (1 dosis cada 24 horas)
de las distintas formulaciones A, By C de AmB a las dosis de 0,5, 1, 1,5, 2 y 3 mg/kg, para
las microemulsiones A', B'y C' sin AmB la dosis fue de 2 mg/kg y para la formulacién F la
dosis fue de 1y 2 mg/kg.

Tras la administracion de la quinta dosis de farmaco, 5 de los 10 animales estudiados
por cada dosis fueron sacrificados, y se tomaron muestras plasmaticas de cada uno de los
animales mediante puncion cardiaca. Asi mismo para el grupo de animales a los que se les
administro la microemulsién C, se extrajeron los rifiones de cada animal y se fijaron en una
soluciéon tampoén al 10% en formol, posteriormente se introdujeron en una solucién de
parafina, se seccionaron en cortes de 4 um y se tifieron con hematoxilina-eosina. Todas las
muestras se analizaron microscépicamente y la puntuacion del grado de las lesiones se
realizd objetivamente, sin conocimiento del grupo tratado segun el método empleado
previamente por Fielding y sus colaboradores (Fielding, R. M. et al. 1992).

Una semana después de haber sido administrada la dltima dosis de farmaco se
sacrificaron los animales restantes (como méximo 5), y se obtuvieron muestras plasmaticas
de todas las formulaciones y para los animales a los que se les administré la microemulsién
C, se analizaron los rifiones microscépicamente segun el protocolo descrito anteriormente.

Con las muestras plasmaticas obtenidas se analizé el contenido de hemoglobina y de
creatinina plasmatica. Debido a la hemdlisis producida en las muestras plasmaticas
obtenidas por puncion cardiaca en los animales de experimentacién, fue imposible obtener
resultados fiables y sin interferencias de otros parametros analizados tales como la urea, la
Alanina aminotransferasa (ALT), Aspartato aminotransferasa  (AST), Y-
Glutamiltranspeptidasa (GGT) y Fosfatasa alcalina (ALP).

2.4. Resultados obtenidos

Los resultados obtenidos aparecen reflejados en la Tabla 63. En ella aparecen
descritas las formulaciones empleadas, las dosis administradas y el porcentaje de
supervivencia obtenido.

Como se puede observar en esta Tabla, la microemulsion C resultd ser la menos
toxica, con un porcentaje de supervivencia de 100% tras la administracién de una dosis de
3 mg/kg durante 5 dias, seguida de las microemulsiones B y A, que presentaron un
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porcentaje de supervivencia de 60 y 50 respectivamente, tras la administracion de una
dosis 2 mg/kg durante 5 dias y por ultimo la formulacién comercial F que fue la mas
toxica, presentando un porcentaje de supervivencia de 0 tras la administracion de una
dosis de 2 mg/kg durante 5 dias.

Formulacion Dosis/dia  Dosis Ratones Ratones  Ratones %
(mg/kg) total de inyectados fallecidos fallecidos Supervivencia
AmB en dltima tras 7 dias
(mg/kg) dosis

C 0,5 2,5 10 0 0 100
1 5 10 0 0 100

1,5 7,5 10 0 0 100

2 10 10 0 0 100

3 15 10 0 0 100

C' 2 - 10 0 0 100
A 0,5 2,5 10 0 0 100
1 5 10 0 0 100

15 7,5 10 0 0 100

2 10 10 5 0 50

3 15 10 10 0 0

A 2 - 10 0 0 100
B 0,5 2,5 10 0 0 100
1 5 10 0 0 100

1,5 7,5 10 0 0 100

2 10 10 4 0 60

3 15 10 10 0 0

B 2 - 10 0 0 100
F 1 5 10 0 0 100
2 10 10 10 0 0

Tabla 63. Porcentajes de supervivencia obtenidos tras la administracion de diferentes formulaciones de AmB
a distintas dosis durante 5 dias.

Las microemulsiones A', B'y C' presentaron un porcentaje de supervivencia de 100
tras ser administradas durante 5 dias a grupos de 10 ratones cada una, lo que indica que la
formulacion sin AmB carece de toxicidad a las dosis estudiadas.

A continuacion en la Figura 82 se puede observar la diferencia de comportamiento de
las distintas formulaciones al ser administradas a una dosis de 2 mg/kg. La microemulsion
C fue la menos toxica y no se produjo la muerte de ningun animal durante el periodo de
estudio, por el contrario con la formulacion F al tercer dia de su administracion con una
dosis de 2 mg/kg, el 40% de los animales tratados habia muerto, y al quinto dia de
tratamiento todos los animales fallecieron, lo que nos permite comprobar el alto grado de
toxicidad de esta formulacidn tras su administracion por via endovenosa.

Las microemulsiones A y B presentaron un comportamiento similar, siendo
ligeramente menos tdxica la microemulsion B, ya que al cabo de 5 dias de tratamiento el
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porcentaje de letalidad fue del 40% en comparacion con el 50% presentado por la
microemulsion A.

Por lo tanto en este estudio se ha podido comprobar la diferencia existente entre las
microemulsiones y la formulacion F en relacién a su nivel de toxicidad tras la
administracion de una dosis multiple durante 5 dias. De todas las microemulsiones
estudiadas, fue la microemulsion C aquella que presentdé un comportamiento toxicol6gico
mucho menor, y por ello fue en esta formulacion donde se realizé un estudio microscopico
de los rifiones con el fin de detectar diferencias significativas con respecto a la formulacion
F. No se realizo este estudio en el resto de las formulaciones ya que la dosis en la que no se
producia la muerte de ninguno de los animales tras su administracion durante 5 dias, era
muy proxima a la dosis presentada por la formulacion F, y por lo tanto la diferencia
toxicoldgica no era muy grande.

120
100
80 -
60
40
20

0 \ \ \ \
0 1 2

% Supervivencia

3
Tiempo (dias)

Figura 82. Porcentaje de supervivencia presentado por las formulaciones con AmB tras la
administracién de una dosis de 2 mg/kg durante 5 dias.

2.5. Analisis renal histopatolégico

En este estudio se analizaron microscopicamente los rifiones de los tras recibir
durante 5 dias una dosis de 2 mg/kg de la microemulsion C', una dosis de 1 mg/kg de la
formulacion F y las dosis de 1, 1,5, 2 y 3 mg/kg de la microemulsion C. Se analizaron los
rifiones de 5 de los ratones tras recibir la quinta dosis de farmaco, y una semana después de
finalizado el tratamiento se analizaron los otros 5 ratones con el fin de observar si las
lesiones producidas en los rifiones al final del tratamiento eran o no irreversibles y por lo
tanto si se mejoraba el aspecto histopatolégico de los rifiones.

Los resultados obtenidos tras el andlisis histopatoldgico aparecen descritos en la
Tabla 64.
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Puntuacion de las lesiones tras el tratamiento con: 2

Resultados Formulacion F Microemulsion C

1 mg/kg 1 mg/kg 2 mg/kg 3 mg/kg

A B A B A B A B

Congestion vascular 3 3 - - - - - -

Hialinosis glomerular 2 - - - - - - -

Necrosis tubular 2 3 - 1 1 - 1 1

Engrosamiento de la 2 - - - - - - -
membrana basal

Nefrocalcinosis 2 3 - - 1 - - -

Regeneracion tubular - 2 - 1 - - - 1

® La severidad de las lesiones se gradu¢ siguiendo la siguiente escala: 1, minima; 2, media; 3, moderada; 4,
severa; -, lesion no presentada.

Tabla 64. Puntuacion de las lesiones encontradas tras el analisis histopatoldgico microscopico de grupos de 5
ratones examinados tras la administracion de la quinta dosis (A) y una semana después de
finalizado el tratamiento (B), de la formulacién F y la microemulsién C (Fielding, R. M. et al.
1992).

Los animales control que recibieron una dosis de 2 mg/kg de la microemulsion C' no
presentaron ningun cambio nefropatoldgico tras el estudio microscépico realizado. Lo que
permite concluir que la microemulsion C en ausencia de AmB no produce efectos
toxicoldgicos a nivel renal.

Los animales sacrificados tras la administraciéon de la quinta dosis de la formulacién
F presentaron lesiones renales de severidad moderada (Figura 83). Estos rifiones se
caracterizaron por presentar una congestion vascular generalizada, que se ve con mejor
claridad en las zonas del corte histopatologico que presentan un tono mas rojizo, un
engrosamiento de la membrana basal y una hialinizacion glomerular (Figura 85B).

También se pudo apreciar en estos rifiones una lesion tubular moderada caracterizada
por una necrosis parcial de las células epiteliales, incluyendo principalmente la parte
ascendente del asa de Henle y la zona distal de los tabulos contorneados distales. Las
células tubulares de esta zona presentaron grandes vacuolas citosplasmaticas y nucleos
picndticos. Ademas se observo un engrosamiento de las membranas basales tubulares y
calcificacion tubular (Figura 85B).
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Figura 83. Rifion de raton expuesto a una dosis de 1 mg/kg de la formulacién F
durante 5 dias, sacrificado tras la administracion de la quinta dosis. El corte
histopatoldgico presenta necrosis tubular (cabeza de flecha), nefrocalcinosis
(rombo) y hialinizacion glomerular (asterisco). (Barra 60 um).

Figura 84. Rifidn de raton expuesto a una dosis de 1 mg/kg de la formulacién F durante 5
dias, sacrificado 1 semana después de la administracion de la quinta dosis. El
corte histopatologico presenta zonas de regeneracion tubular (flecha) y
congestion vascular (zona rojiza). (Barra 60 um).
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Figura 85. A: Rifion de ratén expuesto a una dosis de 2 mg/kg de la
microemulsiéon C durante 5 dias, sacrificado tras la
administracion de la quinta dosis. El corte histopatolégico no
presenta ninguna alteracion morfolégica. B: Rifidn de raton
expuesto a una dosis de 1 mg/kg de la formulacion F durante
5 dias, sacrificado tras la administracion de la quinta dosis. El
corte histopatologico presenta necrosis tubular (cabeza de
flecha), engrosamiento de la membrana basal (flecha) y
congestion vascular (zona rojiza). (Barra 25 um).

Los ratones que recibieron la formulacion F en una dosis de 1 mg/kg durante 5 dias
pero fueron sacrificados una semana después de finalizado el tratamiento, presentaron en
los cortes histopatoldgicos areas de regeneracion tubular caracterizadas por la presencia de
células epiteliales con un citoplasma baséfilo (estas zonas adquieren un color méas azulado
que el resto de la preparacion), un gran nucleo y presencia de mitosis (Figura 84).

En los animales tratados con la microemulsion C a las dosis de 1, 1,5 y 2 mg/kg no
se observaron alteraciones histopatolégicas significativas tras la administracion de la
quinta dosis, 0 una semana después de finalizado el tratamiento, durante el periodo de
recuperacion (Figura 85A). Tan solo se observd en algunos animales de los diferentes
grupos de dosis una minima necrosis tubular.
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Tampoco se observaron lesiones histolégicas significativas en aquellos animales que
recibieron una dosis de 3 mg/kg de la microemulsion C durante 5 dias, y tan solo en dos de
los 10 rifiones analizados una semana después de la administracion del farmaco, se observo
una minima e inespecifica area de hiperplasia en el asa de Henle. También se pudo apreciar
una minima regeneracion renal tubular en algunos de los rifiones analizados una semana
después de finalizado el tratamiento, lo que puede indicar que ha habido un pequefio dafio
histoldgico reversible al final del tratamiento que ha podido ser corregido en una semana
de ausencia del farmaco.

Con este estudio se ha podido demostrar que la AmB incorporada en la
microemulsion C es segura y bien tolerada sin observarse efectos adversos agudos en una
dosis de 3 mg/kg cuando se administra a ratones sanos. Ya que mientras que con una dosis
de 0,125 mg de la formulacion F se producen dafios tubulares y degeneracién glomerular,
una dosis de 0,375 mg de la microemulsion C no produce lesiones histoldgicas severas que
afecten a la estructura renal a pesar de que esta dosis es 3 veces superior a la de la
formulacion F.

El mecanismo de accién por el que las microemulsiones de AmB atenuan la
toxicidad de dicho farmaco en células mamiferas no ha sido descrito con claridad todavia,
pero se piensa que puede ser similar al comportamiento que presentan los complejos
lipidicos de AmB, ya que su composicion es muy similar conteniendo ambas
formulaciones fosfatidilcolina en su estructura.

2.6. Analisis de los parametros sanguineos

Tal y como se ha dicho previamente, los Unicos parametros sanguineos que pudieron
ser analizados sin la interferencia de la hemdlisis producida por la extraccion de sangre
fueron la creatinina sérica y la hemoglobina.

La hemoglobina es un parametro sanguineo relacionado directamente con la
aparicion de efectos adversos ejercidos por la AmB, ya que la AmB puede producir en un
porcentaje significativo de pacientes una depresion o dafio en la médula 6sea que provoca
una anemia hemolitica y por lo tanto un descenso en el valor de este pardmetro (Walsh, T.
J. etal. 1998).

Los valores de hemoglobina obtenidos aparecen reflejados en la Tabla 65. Como se
puede observar, no todos los valores de hemoglobina se encuentran comprendidos entre 10
y 17 g/dl, que es el rango fisiologico para esta especie animal segin se indica en la
literatura, pero los valores que se encuentran fuera del rango estdn muy préximos al valor
de 10 g/dl (Wolfensohn, S. et al. 1998). (El control present6 un valor de hemoglobina de
9,88 £ 0,868 g/dI).

El valor de hemoglobina para la dosis de 1,5 mg/kg de la microemulsion C presentd
un valor ligeramente por debajo de 10 g/dl que fue de 9,677 g/dl, pero una semana después
de finalizado el tratamiento los valores alcanzaron los niveles fisioldgicos, excepto para la
dosis de 1 mg/kg de la microemulsion C cuyo valor una semana después de finalizado el
tratamiento presentdé un valor de 9,215 g/dl. El valor de hemoglobina para la
microemulsion C sin AmB en una dosis de 2 mg/kg al finalizar el tratamiento y present6
un valor de 9,554 g/dl, el cual se encuentra discretamente por debajo de los limites
fisiol6gicos normales.

181



Estudios toxicoldgicos

Estos resultados obtenidos para la hemoglobina se encuentran todos por encima de
una concentracion de 9 g/dl, practicamente es el valor fisiolégico normal que presentan
estos animales, y por lo tanto se puede concluir que mediante el estudio de la hemoglobina
en plasma no se observan datos que reflejen una posible depresion de la médula 6sea como
efecto adverso asociado a la administracién de un tratamiento continuado con dosis
maltiples de AmB durante un peridod de 5 dias.

Creatinina Hemoglobina
(mg/dl) (g/dl)
Formulacion y dosis A B A B
(mg/kg)
Control? 0,55+ 0,04 0,60 + 0,08 11,50+0,80 9,88+0,86
Microemulsion C'
2 0,40 + 0,08 0,30 + 0,04 10,25+ 0,58 11,28 +0,41
Formulacién F
1 0,30 +£ 0,07 0,40 + 0,06 11,91+0,30 10,42+0,24
Microemulsion C
1 0,30 £ 0,07 0,40 + 0,08 1056+1,41 9,21+1,13
1.5 0,40 + 0,07 0,70 + 0,07 9,68+0,74 10,52+1,33
2 0,30 £ 0,05 0,50 + 0,06 10,93+0,64 10,00+1,21
3 0,40 + 0,06 0,60 + 0,04 9,15+0,52 10,30 +0,46
Microemulsion A
2 0,70 + 0,06 0,40 + 0,05 10,35+0,13 10,87 £ 0,60
Microemulsion B
2 0,50 + 0,08 0,30 + 0,07 11,11+0,38 10,58 £ 0,73

2 Animales sanos

Tabla 65. Valores de creatinina y de hemoglobina sérica en ratones recibiendo distintas formulaciones de
AmB en diferentes dosis tras cinco dias de tratamiento (A) y una semana después de finalizado
el tratamiento (B).

Los valores de creatinina obtenidos aparecen reflejados en la Tabla 65. Como se
puede observar, los valores de creatinina se encuentran todos comprendidos entre 0,3y 1
mg/dl, que es el rango fisioldgico para esta especie animal (Wolfensohn, S. et al. 1998).

Los resultados obtenidos indican que la creatinina sérica no es un marcador tan
sensible como el analisis histopatoldgico puesto que la existencia de dafios renales no se ve
acompafiada de elevaciones patolégicas de dicho pardmetro. La causa principal de este
fendmeno puede ser debido a la corta duracion del tratamiento con AmB en ratones (5
dias).

Para la microemulsion C y la formulacién F se produce un incremento en el valor de
la creatinina desde la administracién de la quinta dosis de farmaco, hasta finalizar el
periodo de recuperacion, una semana después de finalizado el tratamiento. Esta variacion
en los niveles de creatinina se encuentra dentro del rango de la normalidad, y por lo tanto
no se observan con efectos nefrotoxicos tras la administracion de ambas formulaciones.
Por el contrario, para las microemulsiones A 'y B se produce un descenso en el valor de la
creatinina desde la administracion de la quinta dosis de farmaco, hasta finalizar el periodo
de recuperacion, una semana después de finalizado el tratamiento.
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Los valores de creatinina obtenidos tras la administracién de la quinta dosis de AmB
fueron menores de 0,3 mg/dl para las dosis de 1 y 2 mg/kg de la microemulsion C y los
valores de creatinina alcanzaron valores superiores tras el periodo de recuperacion de una
semana. Por lo tanto de acuerdo con este pardmetro no se podria concluir que se ha
producido un efecto nefrotdxico en los animales de experimentacion tras la administracion
del farmaco, ya que los valores de creatinina se encuentran dentro del rango fisioldgico
normal.

3. TOXICIDAD SUBAGUDA EN DOSIS MULTIPLE EN CONEJOS

Este estudio de toxicidad se realizd en los conejos a los que se les administro durante
4 dias una dosis de 1 mg/kg de la formulacion F o la microemulsion C mediante perfusion
intravenosa, y a las 96 horas de iniciado el estudio, se les extrajo una muestra de sangre de
4 ml la cual se empled para realizar el andlisis farmacocinético (2 ml) y para el andlisis de
los parametros sanguineos indicadores de una posible nefrotoxicidad (2 ml).

3.1. Animales de experimentacion

Para realizar los estudios de toxicidad en dosis multiple se emplearon como animales
de experimentacion, conejos machos albinos New Zealand, de un peso comprendido entre
2,5y 3 kg. Los animales fueron alojados en jaulas independientes a una temperatura de
25°C y con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, y recibieron comida y bebida sin
restricciones durante todo el estudio excepto en el momento en el que se les realizd la
administracion del farmaco, y durante la toma de muestras sanguineas. Los animales
tuvieron un periodo de adaptacion de cuatro dias en el animalario previo al estudio
farmacocinético y toxicolégico.

La administracién por perfusién intravenosa del farmaco en un volumen de 30 mi
durante 30 minutos, se realizd por la vena lateral de la oreja izquierda, y la toma de
muestras en un volumen de 2 ml, se realiz6 por la vena lateral de la oreja derecha, con el
fin de evitar posibles interferencias entre la dosis administrada y las muestras plasmaticas
extraidas. Para cada tipo de formulacién se emplearon 3 conejos.

3.2. Dosis de farmaco administradas
Las formulaciones empleadas para estos estudios fueron:

« Microemulsién C. Con una proporcion de Tween 80/lecitina 2:1, un porcentaje
de agua del 60 % p/p y una concentracion de AmB de 2 mg/ml.

« Fungizona® (Formulacién F). Formulacién comercial de AmB acomplejada
con deoxicolato sodico.

Para la realizacion del estudio toxicoldgico y farmacocinético comparativo de la
administracion por perfusion i.v. de las formulaciones de AmB frente a la formulacién
comercial Fungizona®, durante 4 dias se seleccioné a la microemulsién C para realizar
dicho estudio por ser la que presentaba mejores caracteristicas toxicologicas en ratones. Se
emplearon dosis de 1 mg/kg para ambas formulaciones.

Para la preparacién de la microemulsion cuya concentraciéon en AmB era de 2

mg/ml, se diluy6 en suero glucosado en una concentracion al 5% p/v hasta obtener una
solucion con la concentracion del farmaco de 1mg/kg, teniendo en cuenta el peso de cada
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animal (2,75 kg) y el volumen final a perfundir de 30 ml. La esterilizacion de las muestras
se hizo por filtracion esterilizante mediante el uso de filtros de didmetro medio de 0,22 um,
y como queda reflejado en capitulos previos, esta esterilizacion no afectd al tamafio de
goticula interno de los sistemas dispersos, pero si a la concentracion de principio activo
incorporado, por ello se tuvo que reajustar la dosis teniendo en cuenta la cantidad de
principio activo retenido en el filtro.

En el caso de la formulacion F, la dosis a administrar se prepard segun las
instrucciones del fabricante, usando agua estéril para la resuspension seguida de una
posterior dilucion en suero glucosado fisioldgico al 5% p/v, hasta obtener la concentracion
de farmaco adecuada a las dosis a administrar que fue de 1 mg/kg teniendo en cuenta que
el volumen final a perfundir fue de 30 ml.

3.3. Extraccion y analisis de las muestras

Para realizar el analisis de los parametros indicadores de nefrotoxicidad, a las 96
horas de administrada la primera dosis del farmaco se tomaron muestras sanguineas de
aproximadamente 2ml a través de la vena lateral de la oreja derecha, y en esta muestra
plasmatica se midieron los valores de creatinina, urea, hemoglobina, alanina
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), y-glutamiltranspeptidasa
(GGT) y fosfatasa alcalina (ALP).

3.4. Resultados obtenidos

Los resultados obtenidos aparecen reflejados en las Tablas 66 y 67. La diferencia
fundamental encontrada entre el estudio toxicoldgico realizado en ratones, y el realizado en
conejos, ha sido principalmente el estado de las muestras plasmaticas tras la extraccion a
los distintos tipos de animales. Si como ya hemos descrito previamente, las muestras
plasmaticas obtenidas en los ratones estaban muy hemolizadas y no se podia calcular el
valor de ciertas enzimas, las muestras plasmaticas obtenidas en los conejos se realizaban de
una manera mucho menos agresiva a través de la vena lateral de la oreja derecha del
conejo, y por lo tanto la hemdlisis producida era practicamente nula, con lo que fue posible
el célculo de las enzimas AST (aspartato aminotransferasa), ALP (fosfatasa alcalina), GGT
(y-glutamil transpeptidasa) y ALT (alanina aminotransferasa).

Como se puede observar, todos los pardmetros estan dentro de la normalidad para
ambas formulaciones, excepto para el valor de AST obtenido en conejos sanos, cuyo valor
es ligeramente inferior al descrito en la literatura (Wolfensohn, S. et al. 1998). En todos los
parametros analizados se obtienen valores muy semejantes para ambos tipos de
formulaciones, excepto en el valor de la AST, siendo practicamente del doble para la
microemulsion C (59,7 U/l), aunque ambos valores se encuentran dentro del rango de la
normalidad (14-80).
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Parametros analizados

Formulacion Urea Creatinina  Hemoglobina
(mg/dl) (mg/dl) (g/dl)
C 21,0 1,5 10,6
C 18,0 15 13,8
C 21,0 1,6 14,8
Media de C 199 £1,7 1,5 £0,05 129 £2,1
F 36,0 1,8 10,3
F 26,0 1,2 8,1
F 17,0 1,8 10,8
Media de F 26,3 #9,5 1,6 #£0,3 9,7+14
Control 27,0 0,8 12,5
Referencia®” 17 - 23,52 0,8-1,8 10 - 15,52
12 - 22° 1-1,6° 10,9 - 14,4°

%Wolfensohn, S. et al. 1998, , "Derelanko, M. J. et al. 1995.

Tabla 66. Valores obtenidos para los parametros indicadores de nefrotoxicidad en
conejos, tras la administracién de una dosis de 1 mg/kg de la
microemulsién C o la formulacién F durante 4 dias mediante perfusion
endovenosa.

El valor de la enzima ALT obtenido tras la administracion de la microemulsién C
durante 4 dias (39 U/l), se aproxima mas a los valores obtenidos en conejo sano (44 U/l)
que el valor obtenido tras la administracion de la formulacién comercial (31 U/l). Lo
mismo sucede para los valores obtenidos de la enzima ALP (Tabla 67).

Parametros analizados (U/l)

Formulacion AST ALP GGT ALT
C 47,0 112,0 3,0 39,0
C 63,0 76,0 4,0 50,0
C 72,0 98,0 3,0 28,0
MediadeC 60,6 +126 953+181 33+05 39,0+11,0
F 68,0 77,0 3,0 21,0
F 37,0 81,0 4,0 32,0
F 10,0 80,0 1,0 41,0
Mediade F 383+290 793+#20 26+15 313+10,0
Control 12,0 122,0 1,0 44,0
Referencia®® 14 - 802 40 - 120° 0-10° 14 - 1132
25 - 70°

3Wolfensohn, S. et al. 1998, "Derelanko, M. J. et al. 1995.

Tabla 67. Valores obtenidos para las enzimas séricas en conejos, tras la
administracion de una dosis de 1 mg/kg de la microemulsién C o la
formulacién F durante 4 dias mediante perfusion endovenosa.
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Estos estudios toxicoldgicos tanto en ratones como en conejos, nos han permitido
caracterizar y describir el comportamiento de nuevas formulaciones de AmB en forma de
microemulsion en el organismo de animales de experimentacion. Gracias al andlisis
histopatoldgico se ha podido comprobar que el dafio renal causado por la formulacion
comercial en forma de deoxicolato sédico, es mucho mayor que el causado por las
microemulsiones de AmB y por lo tanto, estos resultados hacen de estas nuevas
microemulsiones unos sistemas optimos para la vehiculacion de la AmB en el organismo
con una posible aplicacion y uso a nivel hospitalario.
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ESTUDIOS DE EFICACIA DE MICROEMULSIONES DE
ANFOTERICINA B

Para realizar los estudios de eficacia de nuevas formulaciones de AmB en forma de
microemulsién en comparacion con la formulacién comercial F (Fungizona®) en forma de
deoxicolato sodico, se empled una levadura patdgena, Candida albicans, en un modelo de
infeccidn sistémica en raton.

El fin de este estudio fue el de comprobar que la AmB en forma de microemulsion
era igualmente eficaz que la formulacion F y, que el hecho de estar incluida en la
microemulsion la hacia menos toxica frente a infecciones fungicas a nivel sistémico en
0rganismos Vvivos.

Se realizaron dos tipos de estudios de eficacia. El primero de ellos se realizo en
ratones sanos a los cuales se les administro una dosis elevada de Candida albicans y
posteriormente en diversos periodos de tiempo se les administrd el farmaco en forma de
microemulsion o la formulacion F y, un segundo estudio en el que se emplearon ratones a
los que previamente al estudio de eficacia se les provocé una neutropenia mediante la
administracion de ciclofosfamida y por lo tanto se les provocaba una infeccion sistémica
que resultaria mucho mas virulenta empleando la misma dosis de Candida.

1. ESTUDIOS DE EFICACIA EN RATONES SANOS

1.1 Animales de experimentacion

Para realizar este estudio de eficacia se emplearon como animales de
experimentacion, ratones machos albinos CR1, de un peso comprendido entre 25y 30 g.
Los animales fueron alojados en grupos de 10 en cajas de plastico a una temperatura de
25°C y con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas y recibieron comida y bebida sin
restricciones durante todo el estudio excepto en el momento en el que se les realizo la
administracion del farmaco o se les administrd la Candida. Los animales tuvieron un
periodo de adaptacién de cuatro dias en el animalario previo al estudio de eficacia.

1.2. Modelo de infeccidon con Candida albicans

Para el desarrollo de una infeccién sistémica fungica en animales de laboratorio se
emplearon cepas SC5314 de Candida albicans. Para el crecimiento del hongo se cultivd
una cepa de C. albicans en placas con un medio minimo de agar (1% de extracto de
levadura, 2% de glucosa y 2 % de agar). Transcurridas 24 horas las células fueron
recogidas y lavadas dos veces con una solucion tampon salina de fosfato (PBS), y
posteriormente se diluyeron en PBS hasta alcanzar la concentracion deseada de 2.10° CFU
(unidades formadoras de colonias)/ml.

Para producir la infeccién fungica sistémica se les inyecté a los ratones 0,5 ml de la
solucion de C. albicans en la vena marginal de la cola.

1.3. Dosis de farmaco administradas

Las formulaciones empleadas para estos estudios fueron:
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« Microemulsion C (M-AmB). Con una proporcion de Tween 80/lecitina 2:1, un
porcentaje de agua del 60 % p/p y una concentracién de AmB de 2 mg/ml.

« Microemulsion C'. Con una proporcion de Tween 80/lecitina 2:1, un porcentaje de
agua del 60 % p/p sin AmB.

« Formulacién F (D-AmB, Fungizona®). Formulacién comercial de AmB
acomplejada con deoxicolato sodico.

La administracion intravenosa del farmaco tipo bolus en forma de microemulsion o
la formulacién F, ambas en un volumen de 0,1 ml, se realiz6 por la vena lateral caudal del
raton. Para cada tipo de formulacién y cada dosis se emplearon 10 ratones cuya
supervivencia fue seguida durante 28 dias y el recuento de animales muertos se realizo
inmediatamente después de la administracion.

La microemulsion C con una concentracion de AmB de 2 mg/ml se diluy6 en suero
glucosado fisioldgico al 5% p/v hasta obtener sistemas con la concentracion de farmaco
adecuada a las dosis a administrar que fueron de 1, 2 y 3 mg/kg, teniendo en cuenta que los
animales pesaban aproximadamente 30 g, y el volumen medio de inyeccion fue de 0,1 ml.

La microemulsion C' sin AmB se diluy6 en suero glucosado fisiologico al 5% p/v
hasta obtener sistemas con una concentracion de microemulsion de 2 mg/kg, teniendo en
cuenta que los animales pesaban aproximadamente 30 g, y el volumen medio de inyeccion
fue de 0,1 ml.

En el caso de la formulacion F, la dosis a administrar se prepar6 segun las
instrucciones del fabricante, usando agua estéril para la resuspension seguida de una
posterior dilucién en suero glucosado fisioldgico al 5% p/v, hasta obtener la concentracion
de farmaco adecuada a la dosis a administrar que fue de 1 mg/kg.

Con el fin de realizar el estudio de eficacia en diferentes condiciones y grados de
infeccion fangica, la administracion de las formulaciones de AmB se realizo a las 24, 48 o
72 horas de iniciada la infeccion con C. albicans.

1.4. Medida de la colonizacion de las cepas de Candida albicans en los
6rganos diana durante la infeccion sistémica

El desarrollo de la infeccion por C. albicans se monitorizé mediante el recuento de
animales fallecidos, o mediante la evaluacion de la carga fungica (CFU) en los 6rganos
mas representativos como son rifiones y cerebro (Papadimitriou, J. M. et al. 1986, Ryley, J.
F. et al. 1988). Para ello, a los 28 dias de iniciado el tratamiento se tomaron por cada grupo
5 animales que fueron sacrificados mediante dislocacion cervical. Se extrajeron los rifiones
y el cerebro y se introdujeron por separado en una solucion de 10 ml de PBS. Se realiz6 un
homogenizado de los 6rganos mediante el empleo de un agitador Ultra Turrax® T25 Basic
(IKA Labortechnik) a 20.000 r.p.m., y posteriormente para el homogenizado con los
rifiones se realizd una dilucion 1/11 en PBS. Una vez obtenidos los homogenizados se
realizd una siembra de 100 pl de la dilucion y de las suspensiones originales en placas de
YED (yeast extract-dextrose) con cloranfenicol y se incubaron a 37°C durante 24-48 h.
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1.5. Analisis estadistico

El analisis estadistico se hizo para confirmar la significacion de los resultados
obtenidos y, consecuentemente, la eficacia de la nueva formulacion de AmB. Se estimo
una funcion de supervivencia con el tiempo t para conocer la probabilidad de que un raton
sobreviva al menos en el tiempo t. La funcion de supervivencia se define por la ecuacion:

S(t)=1-F(t) = P(T > 1)

donde T es una variable aleatoria con una funcion de distribucién F(t). La estimacion méas
comun de la distribucion de supervivencia es la de Kaplan-Meier (KM):

$u0-[] 00

donde r y d son los nimeros de riesgo y el nimero de muertes respectivamente.

Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier fueron estimadas por la funcién survfit
incluida en el paquete estadistico S-PLUS (S-PLUS 2000. MathSoft. Data Analysis
Products Division. 1700 Westslake Ave N, Suite 500. Seattle, WA 98109). Los valores
medios de CFU de rifiones y cerebro se compararon usando el test de t-Student y se emple6
el test W de Mann-Whitney cuando las condiciones paramétricas se veian modificadas.

1.6. Resultados obtenidos

1.6.1. Eficacia de M-AmB.

Se realiz6 un analisis estadistico de Kaplan-Meier con el fin de comprobar que la
microemulsion con AmB en una dosis de 1 mg/kg prolongaba la supervivencia de los
ratones infectados con Candida albicans. Se comparo6 la supervivencia de un grupo control
de ratones infectados sin recibir tratamiento con un grupo de ratones infectados a los que
se les administrd una dosis de 1 mg/kg de M-AmB 24 horas después de iniciada la
infeccion. Los resultados para ambos grupos aparecen reflejados en la Tabla 68,
incluyendo columnas para la estimacion de supervivencia con sus errores estandar y los
limites de confianza por encima y por debajo del 95%. Los lugares indicados con NA (no
un namero) son el resultado de la imposibilidad de estimar un error estandar a partir de una
supervivencia de valor 0 en un escala de supervivencia logaritmica. La comparacion de las
curvas de supervivencia se realizd6 mediante la funcion survfit y los resultados del test de
rango logaritmico para el célculo de la diferencia entre ambos grupos aparece reflejado en
la Tabla 69.

Los resultados obtenidos indican que la diferencia entre ambos grupos fue
estadisticamente significativa (p = 4,66.10°°) y muestran que hay una fuerte evidencia para
probar que el grupo tratado con la microemulsion presenta una supervivencia mucho mejor
que el grupo control.
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Tiempo Numero Estimacion de IC de IC de
(dias) de supervivencia  supervivencia  supervivencia
muertes (ES) inferior al 95% superior al 95%
-Control 3 1 0,9 0,7320 1,000
(0,0949)
5 5 0,4 0,1872 0,855
(0,1549)
6 2 0,2 0,0579 0,691
(0,1265)
8 2 0,0 NA NA
- M-AmB 10 1 0,9 0,732 1
(0,0949)
15 1 0,8 0,587 1
(0,1265)

NA: (not a number, no un nimero) Como resultado de la imposibilidad de estimar un error estandar a partir

de una supervivencia de valor 0 en un escala de supervivencia logaritmica.

ES: Error estandar, IC: Intrevalo de confianza.

Tabla 68. Analisis de supervivencia de Kaplan-Meyer para dos grupos de ratones, uno de ellos un grupo
control, y el otro formado por ratones infectados con C. albicans a los que se les administré una
dosis de M-AmB de 1 mg/kg, 24 horas después de iniciada la infeccion.

Grupo NUmerode Estimacibn  Nimerode Numerode (O-E)* (O-E)?

muertes de la muertes muertes E \
supervivencia observadas  esperadas
media (ES) (O) (E)
Control 10 5,6 10 3,77 10,28 21
(0,452)
M-AmB 2 18,5 2 8,23 4,71 21
(1,012)

x?= 21, con un grado de libertad, p = 4,66-10°

V: Matriz de varianza estandar multinomial.

Tabla 69. Comparacion de las curvas de supervivencia para la estimacion de Kaplan-Meier, para un grupo
control de 10 ratones infectados con C. albicans en comparacién con un grupo de 10 ratones
infectados tratados con una dosis de 1 mg/kg de M-AmB 24 horas después de iniciada la infeccion

1.6.2. Comparacion de la eficacia de M-AmB y D-AmB en un modelo murino de
micosis sistémica.

Los ratones infectados con una dosis de C. albicans de 1.10° CFU fueron tratados
con D-AmB en una dosis de 1 mg/kg o con M-AmB a las dosis de 2y 3 mg/kg 24, 48y 72
horas después de iniciada la infeccion. Fue posible administrar dosis mayores de M-AmB
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que de D-AmB sin elevar el riesgo de toxicidad letal, ya que la M-AmB es mucho menos
toxica que la formulacion comercial (Moreno, M. A. et al.).

Todos los ratones tratados con D-AmB o M-AmB (2 mg/kg) 24 horas después de
iniciada la infeccion con C. albicans sobrevivieron, y a pesar de que no se observaron
muertes en ninguno de los grupos, los animales presentaron inicialmente una
descoordinacién motora durante la primera semana del estudio, recuperandose al cabo de
10 dias. Se observo la diferencia de supervivencia existente entre un grupo control
inoculado con C. albicans y sin recibir tratamiento, y otro grupo de animales también
inoculado con C. albicans y tratado con la microemulsion sin AmB (2 mg/kg) 24 horas
después de ser infectados. En ambos casos los animales murieron en un periodo de 8 dias,
con lo que se pudo concluir que los excipientes de la microemulsion no afectan a la
eficacia del sistema.

Por el contrario los animales tratados con D-AmB 48 horas después de iniciada la
infeccion, presentaron un 25% de mortalidad, en comparacién con un 100% de
supervivencia que presentaron los ratones a los que se les administré6 M-AmB a la dosis de
2 mg/kg. El grupo control de animales no tratados murieron en 8 dias (Figura 86).
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Figura 86. % de supervivencia de ratones inmunocompetentes infectados con C. albicans (1.10° CFU)
tratados 48 horas después de iniciada la infeccién con una dosis intravenosa de D-AmB (1
mg/kg) o M-AmB (2 mg/kg).

191



Estudios de eficacia

En otro estudio realizado se administraron las formulaciones de D-AmB y M-AmB
(2 mg/kg) 72 horas después de iniciada la infeccion, con el fin de crear un modelo de
infeccion mucho mas agresivo y observar el comportamiento de la microemulsion en
condiciones de infeccion mas severas. M-AmB presentd una supervivencia del 80% en
comparacion con el grupo tratado con D-AmB en el cual s6lo sobrevivieron el 40% de los
ratones. Con el fin de alcanzar una supervivencia del 100%, se administr6 M-AmB en una
dosis de 3 mg/kg en las mismas condiciones indicadas previamente (Figura 87).
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Figura 87. % de supervivencia de ratones inmunocompetentes infectados con C. albicans (1.10° CFU)
tratados 72 horas después de iniciada la infeccién con una dosis intravenosa de D-AmB (1
mg/kg) o M-AmB (2 y 3 mg/kg).

Las Figuras 88 y 89 muestran los porcentajes de supervivencia para cada
formulacién independientemente. Para los grupos tratados con D-AmB, todos los animales
sobrevivieron cuando el tratamiento se inicié 24 horas después de ser inoculados, pero al
incrementar el tiempo entre infeccién e inicio del tratamiento a 48 y 72 horas, el porcentaje
de supervivencia disminuy0 a 75% y 40% respectivamente (Figura 88).

Por el contrario, el comportamiento de los animales tratados con M-AmB a las dosis
de 2 'y 3 mg/kg 24, 48 y 72 horas de iniciada la infeccion con C. albicans, fue muy
diferente y mucho mas positivo, ya que el porcentaje de supervivencia fue de 100% en
todos los casos excepto para los animales tratados con M-AmB a la dosis de 2 mg/kg 72
horas después de iniciada la infeccion, en los que se observd una supervivencia del 80%
(Figura 89).
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Figura 88. % de supervivencia de ratones inmunocompetentes infectados con C. albicans (1.10° CFU)
tratados 24, 48 y 72 horas después de iniciada la infeccion con una dosis intravenosa de D-

AmB (1 mg/kg).
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Figura 89. % de supervivencia de ratones inmunocompetentes infectados con C. albicans (1.10° CFU)
tratados 24, 48 y 72 horas después de iniciada la infeccién con una dosis intravenosa de M-AmB

(2 y 3 mg/kg).

193



Estudios de eficacia

La Tabla 70 muestra la carga fungica en rifiones y cerebro de ratones infectados con
C. albicans y tratados con D-AmB o M-AmB a distintas dosis. Como se puede observar,
los animales tratados con D-AmB, 24 horas después de la inoculacion, mostraron una
carga fungica en rifiones y cerebro aproximadamente 2 veces y media mayor (4,38 + 2,60 y
2,34 + 2,28, respectivamente) que los animales tratados con M-AmB (2 mg/kg) (2,49 +
2,29y 0,83 + 1,29, respectivamente). Cuando se incremento el tiempo entre inoculacion e
inicio del tratamiento con D-AmB hasta 48 horas, se observd una mayor disfuncién
locomotriz de los animales, una mayor carga fangica en rifiones y cerebro asi como una
disminucion de la supervivencia de los animales en comparacion con aquellos animales
tratados con M-AmB.

En el dltimo estudio de eficacia realizado el tiempo transcurrido entre la infeccién
fungica sistémica y la administracion del farmaco fue de 72 horas. Tiempo suficiente para
generar una infeccidn fungica sistémica elevada y como se puede observar en la Tabla 69,
la dosis de D-AmB de 1 mg/kg no fue suficiente para erradicar la infeccion produciéndose
un numero muy elevado de fallecimientos en este grupo de animales y una colonizacion de
los rifiones de més de 6 CFU (un 70% de los rifiones analizados presentaban decoloracion).
Por el contrario los animales que recibieron una dosis de 3 mg/kg de la microemulsion C
sobrevivieron durante 28 dias, y el grado de colonizacién de las cepas de C. albicans en
cerebro fue nulo y en rifiones el log;o CFU fue de 1,10 £+ 1,90, lo que indica que tras la
administracion de dicha formulacion, la infeccion se elimino casi por completo.

NUmero de colonias

(logio (media CFU £ ES)

Tratamiento Dosis Tiempo? Rif6N Cerebro
(mg/kg) (h)

D-AmB 1 24 4,38 £2,60* 2,34+2728*
M-AmB 2 24 2,49+229* 0.83+1,29*
D-AmB 1 48 5,56 + 1,05 2,98 + 0,65
M-AmB 2 48 550+122 152+1,68*
D-AmB 1 72 >6 2,59+ 0,54
M-AmB 2 72 >6 2,36 £ 0,31
M-AmB 3 72 1,10 £ 1,90* *

& Tiempo de inicio del tratamiento tras la inoculacién con C. albicans.

*: Todos o algunos de los ratones presentaron un aclaramiento de la infeccién.

ES: Error estandar.

Tabla 70. Carga fungica (CFU/érgano) en ratones CR1 inmunocompetentes infectados con
C. albicans tratados con M-AmB o D-AmB.

Se realizo el test W de Mann-Whitney para comparar las medianas de la carga
fangica en rifiones de ratones recibiendo D-AmB 0 M-AmB (2 mg/kg) 48 horas después de

194



Estudios de eficacia

ser inoculados con C. albicans. Este test se realizd6 combinando dos muestras, clasificando
los datos de menor a mayor y comparando los rangos medios de las dos muestras en los
datos combinados. Ya que el valor de p obtenido fue de 0,0810, existe una diferencia de las
medianas en un nivel de confianza del 95%, lo que significa que existe una diferencia
importante entre la carga fungica de los animales tratados con D-AmB y M-AmB.

También se empleo un test t para comparar las medias de la carga fungica de los
cerebros de ratones infectados con C. albicans y tratados con D-AmB y M-AmB (2 mg/kg)
72 horas después de iniciada la infeccion. EIl test se construyd para determinar si la
diferencia entre las dos medias era igual a O frente a la hipotesis alternativa de que la
diferencia entre las medias no era igual a 0. Se obtuvo un valor de p de 0,0747, con lo que
se puede concluir que existe una diferencia entre los dos grupos, y por lo tanto el grupo de
ratones tratados con M-AmB fue capaz de reducir e incluso aclarar en algunos casos la
carga fungica del hongo en rifiones y cerebro. Los estudios estadisticos no se pudieron
realizar en todos los casos debido a la presencia de aclaramiento de la infeccion en un gran
namero de ratones.

A continuacidn en la Figura 90 se observa con claridad la diferencia de colonizacion
presentada en los rifiones de ratones recibiendo D-AmB y M-AmB (2 mg/kg) 72 horas
después de iniciada la infeccion.

Figura 90. A: Colonias de C. albicans provenientes del cultivo de rifiones de ratones tratados con una
dosis de M-AmB de 3 mg/kg 72 horas después de ser infectados. B: Colonias de C. albicans
provenientes del cultivo de rifiones de ratones infectados con C. albicans y tratados con una
dosis de D-AmB de 1 mg/kg 72 horas después de ser infectados.

De los resultados obtenidos se puede concluir que los animales infectados con C.
albicans sin recibir tratamiento murieron al cabo de aproximadamente 8 dias, en
comparacion con los animales tratados con AmB, debido a una colonizacion sistémica del
hongo que provoco un fallo renal y como consiguiente la muerte del animal. Esto se
aprecia principalmente por un engrosamiento de la zona abdominal, y cuando la
colonizacion es muy elevada, alcanza a 6rganos como el cerebro produciendo alteraciones
en los movimientos psicomotrices de los animales.

En este estudio se ha demostrado que la M-AmB produce una mayor supervivencia y

una reduccién en la carga fangica en rifiones y cerebro de los ratones infectados con C.
albicans en comparacion con aquellos tratados con D-AmB.
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El diagnostico definitivo de las infecciones fungicas en pacientes con leucemia o
cancer tratados con quimioterapia no siempre es posible, debido principalmente a la falta
de sensibilidad y especificidad de los métodos de cultivo e histologicos (Thaler, M. et al.
1988).A pesar de que se han desarrollado nuevos métodos de diagndstico més rapidos y
precisos para las enfermedades fungicas (Van Burik, J. A. et al.1998), se obtiene raramente
un diagnostico seguro en los primeros estadios de la infeccion, y por ello la mayoria de las
infecciones fangicas sistémicas se diagnostican en la autopsia (Bodey, G. et al.1992). Esta
es la razon por la cual se ha incrementado el tiempo entre infeccion y tratamiento de 24 a
72 horas en ratones inmunocompetentes comprobando que la formulacion M-AmB es
eficiente contra C. albicans incluso en infecciones establecidas. Por el otro lado, los
ratones tratados con D-AmB presentaron menores tiempos de supervivencia y mayores
cargas flngicas en los o6rganos diana siguiendo los mismos regimenes para ambas
formulaciones. Y como la M-AmB ha demostrado ser mucho menos tdxica que la
formulacién D-AmB "in vivo", se pudieron administrar dosis mas elevadas sin riesgo de
producir una toxicidad letal en los animales de estudio, obteniendo un 100% de
supervivencia y reduciendo la carga fangica en los 6rganos diana en el modelo de
infeccion més severo (+ 72 horas).

1.6.3. Comparacion de la supervivencia de M-AmB y D-AmB en un modelo de
candidiasis sistémica 72 horas después de iniciada la inoculacién.

Se realiz6 un andlisis estadistico de Kaplan-Meier con el fin de comparar la
supervivencia de los ratones tratados con M-AmB en una dosis de 2 mg/kg y los tratados
con D-AmB 72 horas después de iniciada la inoculacion.

Tiempo Numero Estimacion de IC de IC de
(dias) de supervivencia  supervivencia  supervivencia
muertes (ES) inferior al 95% superior al 95%
- M-AmB 18 1 0,9 0,7320 1
(0,0949)
23 1 0,8 0,587 1
(0,1265)
- D-AmB 14 1 0,9 0,732 1
(0,0949)
16 1 0,8 0,587 1
(0,1265)
19 1 0,7 0,467 1
(0,1449)
22 1 0,6 0,362 0,995
(0,1549)
23 1 0,5 0,269 0,929
(0,1581)
26 1 0,4 0,187 0,855
(0,1549)

ES: Error estandar, IC: Intrevalo de confianza.
Tabla 71. Andlisis de supervivencia de Kaplan-Meyer para dos grupos de ratones infectados con C. albicans
a los que se les administr6 D-AmB o M-AmB (2 mg/kg), 72 horas después de iniciada la infeccion.
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Los resultados para ambos grupos aparecen reflejados en la Tabla 71, incluyendo
columnas para la estimacion de supervivencia con sus errores estandar y los limites de
confidencia por encima y por debajo del 95%. La comparacion de las curvas de
supervivencia se realizd6 mediante la funcién survfit y los resultados del test de rango
logaritmico para el calculo de la diferencia entre ambos grupos aparece reflejado en la
Tabla 72.

Grupo Numero Estimacion  NUmerode NUmerode (O-E)*>  (O-E)?

de de la muertes muertes E v
muertes supervivencia observadas  esperadas
media (ES) (O) (E)
M-AmB 2 26,5 2 4,49 1,38 3,22
(1,01)
D-AmB 6 23,2 6 3,51 1,76 3,22
(1.6)

¥*= 3,2, con un grado de libertad, p = 0,0727

V: Matriz de varianza estandar multinomial.

Tabla 72. Comparacion de las curvas de supervivencia para la estimacion de Kaplan-Meier, para un grupo de
10 ratones infectados con C. albicans a los que se les administro D-AmB o M-AmB (2 mg/kg), 72
horas después de iniciada la infeccion.

Los resultados obtenidos indican que la diferencia entre ambos grupos fue
estadisticamente significativa (p = 0,0727) y muestran que M-AmB presenta una
supervivencia mejor que el grupo tratado con D-AmB.
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2. ESTUDIOS DE EFICACIA EN RATONES NEUTROPENICOS

2.1. Animales de experimentacion

Para realizar este estudio de eficacia se emplearon como animales de
experimentacion, ratones machos albinos CR1, de un peso comprendido entre 25y 30 g.
Los animales fueron alojados en grupos de 10 en cajas de plastico a una temperatura de
25°C y con ciclos de luz y oscuridad de 12 horas, y recibieron comida y bebida sin
restricciones durante todo el estudio excepto en el momento en el que se les realizo la
administracion del farmaco o se les administrd la Candida. Los animales tuvieron un
periodo de adaptacion de cuatro dias en el animalario previo al estudio de eficacia.

2.2. Induccién de neutropenia

Se indujo la neutropenia en los ratones (< 100 leucocitos polimorfonucleares/mm?)
mediante la inyeccion de una dosis de 150 mg/kg via intraperitoneal de ciclofosfamida 4
dias antes y una dosis de 100 mg/kg via i.p. 1 dia antes de iniciar la infeccion fungica.
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Figura 91. Activacion de la ciclofosfamida (Avendario, C. 1994).
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La ciclofosfamida (obtenida en Sigma-Aldrich) es un agente antineoplasico usado
para el tratamiento de la enfermedad de Hodgkins. Posee una marcada actividad
inmunosupresora a elevadas dosis, y por ello se empled en este estudio como farmaco de
eleccion para producir la neutropenia en los animales de laboratorio seleccionados.

La ciclofosfamida se convierte por el citocromo P-450 en el correspondiente 4-
hidroxiderivado a través de un intermedio de tipo 4-hidroxiperéxido. Dicho
hidroxiderivado posee una estructura de carbinolamina, en equilibrio con la forma amino-
aldehido de cadena abierta. La descomposicion no enzimatica de este ultimo, genera la
mostaza fosforamida y acroleina. La fosforamida se cicla al ion aziridinio, que es el agente
alquilante activo (Figura 91).

2.3. Modelo de infeccién con Candida albicans

Para el desarrollo de una infeccidn sistémica fungica en animales de laboratorio se
emplearon cepas SC5314 de Candida albicans. Para el crecimiento de la Candida se
cultivo una cepa de C. albicans en placas con un medio minimo de agar (1% de extracto de
levadura, 2% de glucosa y 2 % de agar). Transcurridas 24 horas las células fueron
recogidas y lavadas dos veces con una solucion tampon salina de fosfato (PBS), y
posteriormente se diluyeron en PBS hasta alcanzar la concentracién deseada de 2.10° CFU
(unidades formadoras de colonias)/ml.

Para producir la infeccién fungica sistémica se les inyectd a los ratones 0,5 ml de la
solucion de C. albicans en la vena lateral de la cola.

2.4. Dosis de farmaco administradas
Las formulaciones empleadas para estos estudios fueron:

« Microemulsion C (M-AmB). Con una proporcion de Tween 80/lecitina 2:1, un
porcentaje de agua del 60 % p/p y una concentracion de AmB de 2 mg/ml.

« Formulacién F (D-AmB, Fungizona®). Formulacién comercial de AmB
acomplejada con deoxicolato sodico.

La administracion intravenosa del farmaco en bolus en forma de microemulsion o la
formulacién F, ambas en un volumen de 0,1 ml, se realiz6 por la vena lateral caudal del
raton. Para cada tipo de formulacién y cada dosis se emplearon 10 ratones cuya
supervivencia fue seguida durante 28 dias y el recuento de animales muertos se realizo
inmediatamente después de la administracion.

La microemulsién C con una concentracion de AmB de 2 mg/ml se diluy6 en suero
glucosado fisioldgico al 5% p/v hasta obtener sistemas con la concentracion de farmaco
adecuada a las dosis a administrar que fueron de 2 y 3 mg/kg, teniendo en cuenta que los
animales pesaban aproximadamente 30 g, y el volumen medio de inyeccion fue de 0,1 ml.

En el caso de la formulacion F, la dosis a administrar se prepar6 segun las
instrucciones del fabricante, usando agua estéril para la resuspension seguida de una
posterior dilucién en suero glucosado fisiologico al 5% p/v, hasta obtener la concentracion
de farmaco adecuada a la dosis a administrar que fue de 1 mg/kg.
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Con el fin de realizar el estudio de eficacia en diferentes condiciones y grados de
infeccion fungica, la administracion de las formulaciones de AmB se realizé a las 2, 6 y 24
horas de iniciada la infeccién con C. albicans.

2.5. Medida de la colonizacién de las cepas de Candida albicans en los
6rganos diana durante la infeccion sistémica

El desarrollo de la infeccion por C. albicans se monitorizd mediante el recuento de
animales fallecidos, o mediante la evaluacién de la carga fungica (CFU) en los 6rganos
mas representativos como son rifiones y cerebro. Para ello, a los 28 dias de iniciado el
tratamiento se tomaron por cada grupo 5 animales que fueron sacrificados mediante
dislocacion cervical. Se extrajeron los rifiones y el cerebro y se introdujeron por separado
en una solucion de 10 ml de PBS. Se realiz6 un homogenizado de los érganos mediante el
empleo de un agitador Ultra Turrax® T25 Basic (IKA Labortechnik) a 20,000 r.p.m., y
posteriormente para el homogenizado con los rifiones se realizé una dilucion 1/11 en PBS.
Una vez obtenidos los homogenizados se realizo una siembra de 100 ul de la dilucion y de
las suspensiones originales en placas de YED (yeast extract-dextrose) con cloranfenicol y
se incubaron a 37°C durante 24-48 h.

2.6. Resultados obtenidos

A continuacién aparecen reflejados en la Figura 92 los resultados obtenidos en estos
estudios de eficacia realizados en diversas condiciones de infeccion fungica.

De los resultados obtenidos se puede concluir que los animales infectados con C.
albicans mueren al cabo de aproximadamente 7 dias, al igual que ha sucedido en los
estudios realizados con anterioridad. También se realiz6 un estudio de supervivencia en
aquellos animales a los que se les habia tratado Unicamente con ciclofosfamida, y se
observd que a pesar de producir una neutropenia severa, al no sufrir ninguna infeccién
fangica o microbiana a nivel sistémico, los animales sobrevivieron durante los 28 dias de
duracion del estudio.

Sin embargo, los animales tratados con ciclofosfamida y con C. albicans
sobrevivieron 2 dias, ya que al producir una inmuodepresion en los animales de estudio, la
colonizacion por parte del hongo fue muchisimo mas rapida y produjo la muerte con
mucha més aceleracion que en los animales inmunoconpetentes.

Los ratones inmunodeprimidos infectados con C. albicans tratados con M-AmB a las
dosis de 2 y 3 mg/kg 2 y 6 horas después de ser inoculados, presentaron una supervivencia
del 100%, en comparacién con el grupo de animales tratados con D-AmB bajo las mismas
condiciones de estudio, 2 y 6 horas después de ser inoculados, presentando una
supervivencia del 60% y del 40% respectivamente. Mucho menor fue la supervivencia
presentada por los animales inmunodeprimidos tratados con AmB 24 horas después de la
inoculacion. Para aquellos ratones que recibieron M-AmB la supervivencia fue de 9 dias,
ya que la infeccidén era muy severa y, en condiciones tan extremas una sola dosis no fue
capaz de aclarar la Candida del organismo, y los animales tratados con D-AmB murieron
en tan solo 2 dias.
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Figura 92. % de supervivencia de ratones inmunodeprimidos infectados con C. albicans (1.10° CFU)
tratados 2 y 6 horas después de iniciada la infeccién con una dosis intravenosa de D-AmB o M-
AmB (2 y 3 mg/kg). Control A es el grupo de ratones no tratados infectados con C. albicans, y el
Control B es el grupo de ratones neutropénicos infectados con C. albicans.

En la Tabla 73 aparece reflejado el nimero de microorganismos viables en rifiones y
cerebro de ratones neutropénicos tratados con M-AmB o D-AmB 2 o 6 horas después de
ser infectados con C. albicans. En todas las condiciones de estudio realizadas, la
formulacién M-AmB presenté una colonizacion significativamente mucho menor que la D-
AmB, incluso los animales tratados con M-AmB a las dosis de 2 y 3 mg/kg 2 horas
después de ser inoculados presentaron un aclaramiento total de la infeccién en los 6rganos
diana y una recuperacion total.

El riesgo de infecciones flungicas se ha visto notablemente incrementado en los
ultimos afios debido al aumento de pacientes inmunodeprimidos por depresion de la
médula dsea, transplantes de oOrganos o enfermos de SIDA. Y también porque la
intensificacion del uso de terapias antitumorales ha incrementado la duracion y la gravedad
de la neutropenia y la deficiencia severa de otros sistemas inmunitarios (De Pauw, B. E.
2001, Garcia, A. et al. 2000). Por esta razén se han realizado estudios de la eficacia de las
microemulsiones en ratones neutropénicos. Los resultados han demostrado que M-AmB es
capaz de acabar con la infeccion, mejorando la tasa de supervivencia y reduciendo y en
algunos casos aclarando por completo la carga fungica en rifiones y cerebro.
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Numero de colonias
(logio (media CFU £ ES)

Tratamiento Dosis Tiempo? RifA6N Cerebro
(mg/kg) (h)
D-AmB 1 2 1,53+1,45* 1,95+141*
M-AmB 2 2 * *
M-AmB 3 2 * *
D-AmB 1 6 3,41+0,24 2,09+0,55*
M-AmB 2 6 0,90 + 1,55* *
M-AmB 3 6 0,72+1,25* 1,36 +1,23*

& Tiempo de inicio del tratamiento tras la inoculacién con C. albicans.
*: Todos o algunos de los ratones presentaron un claramiento de la infeccion.

ES: Error estandar.

Tabla 73. Carga fungica (CFU/6rgano) en ratones CR1 neutropénicos infectados con C.

albicans tratados con M-AmB o D-AmB.

A continuacion en la Figura 93 se observa con claridad la diferencia de colonizacion
presentada en los rifiones de ratones recibiendo D-AmB y M-AmB (2 mg/kg) 6 horas
después de iniciada la infeccion en ratones neutropénicos.

Figura 93. A: Colonias de C. albicans provenientes del cultivo de rifiones de ratones neutropénicos
tratados con una dosis de M-AmB de 2 mg/kg 6 horas después de ser infectados. B: Colonias
de C. albicans provenientes del cultivo de rifiones de ratones infectados con C. albicans y
tratados con una dosis de D-AmB de 1 mg/kg 6 horas después de ser infectados.

En dos de los 10 ratones neutropénicos infectados con C. albicans y tratados con D-
AmB 2 horas después de ser inoculados, se observé la presencia de pequefias manchas
rojas por toda la superficie corporal, posiblemente petequias, indicando una reduccion en el
numero de plaquetas, como el resultado de un posible efecto secundario de la D-AmB, por
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el contrario, en los animales que recibieron M-AmB no se observd ningln efecto
secundario (Figura 94).

Figura 94. Ratones neutropénicos infectados con C. albicans y
recibiendo como tratamiento a las 2 horas de iniciada
la infeccion A) D-AmB y B) M-AmB en una dosis de
2 mg/kg. Como se aprecia en la fotografia (flechas
blancas), 2 de los 10 ratones infectados y tratados con
D-AmB, presentaron en la superficie cuténea lesiones
caracteristicas.
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Se han desarrollado y caracterizado microemulsiones de anfotericina B constituidas por
IPM/Brij®96V/Lecitina/Agua de las cuales se seleccionaron aquellas con una relacion
Brij® 96V/Lecitina 1,5:1, p/p para posteriores estudios de farmacocinética y toxicidad,
ya que presentaron las mejores caracteristicas respecto a viscosidad y tamafio de
goticula de la fase dispersa, una gran estabilidad al test de centrifugacién y a los ciclos
de congelacion-descongelacion, asi como una buena estabilidad fisica y quimica de las
microemulsiones liofilizadass y almacenada durante un periodo de 6 meses a una
temperatura de 4°C.

Los estudios de farmacocinética realizados en conejos indican que:

a) Existe una diferencia de comportamiento farmacocinético de las
microemulsiones A, By C entre si y con la formulacién comercial Fungizona®
tras ser administradas en una dosis de 1 mg/kg por via intravensa en bolus a
conejos.

b) A mayores dosis administradas de la microemulsion C en conejos, el valor de
los pardmetros farmacocinéticos no fue dosis-dependiente.

c) Los estudios realizados en conejos tras una administracion en perfusion
intravenosa de 30 minutos de una dosis de 1 mg/kg durante 4 dias cada 24
horas no son concluyentes debido al pequefio tamafio de muestra y a la
dificultad del ensayo.

Los estudios de toxicidad aguda en dosis unica en ratones de las microemulsiones de
AmB constituidas por IPM/Brij®96V/Lecitina/Agua, han demostrado un margen de
seguridad superior al observado con la formulacién comercial Fungizona®. El calculo
de la DLsg se realizé por un método propio y por 2 métodos estandar siendo en todos
los casos los resultados anédlogos. De todas las microemulsiones estudiadas, aquella con
una toxicidad menor resultd ser la formulacion A3, seguida de la microemulsion Al, y
para todas ellas la DLso calculada fue aproximadamente 2 veces mayor que para la
formulacion comercial

Los estudios de toxicidad subaguda de las microemulsiones de anfotericina B
constituidas por IPM/Tween 80/Lecitina/Agua en dosis multiple en ratones han
demostrado que la anfotericina B incorporada en ellas es segura y bien tolerada sin
observarse efectos adversos agudos a una dosis de 3 mg/kg cuando se administra a
ratones sanos. Una dosis de 0,125 mg de la formulacion comercial produce dafios
tubulares y degeneracion glomerular, por el contrario una dosis de 0,375 mg de las
microemulsiones no producen lesiones histologicas severas que afecten a la estructura
renal.

Los estudios de eficacia mediante la inoculacion de Candida albicans en ratones
inmunocompetentes han demostrado que las microemulsiones de anfotericina B
constituidas por IPM/Tween 80/Lecitina/Agua son mucho menos toxicas que la
formulacién comercial puesto que se pudieron administrar dosis mas elevadas sin
riesgo de producir una toxicidad letal en los animales de estudio, obteniendo un 100%
de supervivencia y reduciendo la carga fangica en los 6rganos diana en el modelo de
infeccion mas severo (+ 72 horas).

205



Conclusiones

62 Los estudios de eficacia mediante la inoculacion de Candida albicans en ratones
neutropénicos han demostrado que las microemulsiones de anfotericina B constituidas
por IPM/Tween 80/Lecitina/Agua son capaces de acabar con la infeccion, mejorando la
tasa de supervivencia y reduciendo y en algunos casos aclarando por completo la carga
fangica en rifiones y cerebro.
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