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Estudios farmacocinéticos

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) 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
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 administracién 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 microemulsién 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 microemulsion 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 microemulsiéon 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 distribucion 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.
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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
eliminacién 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
(1/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) (SC)
0,5 mg/kg -21,00 120,69
1 mg/kg -22,43 119,87
2 mg/kg -6,98 667

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 segin 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 mas 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+0,010 0,356 + 0,080
(h™)
K1 0,989+0238  0307+0090  1,427+0512
(h™)
Ko 0,609+0,112  0307+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+0150 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 continuacidn 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/l. 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+170  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+2,4 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 - -
dAbelcet® 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, 2 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. Parametros 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 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 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 formulacién 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 formulacion F, la dosis a administrar se prepard segun las instrucciones del
fabricante, usando agua estéril para la resuspensiéon 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 infusién 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 perfusién 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 realizo6 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 MEDIADE LOS 3
CONEJOS
Tiempo Conc Conc Conc Conc Desviacion

(h) (oiml)  (ugiml)  (ugiml)  (ugimi  SStandar
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 eliminacién 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 numero 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 pg/ml a
las 72 horas.

152



Estudios farmacocinéticos

N w w A

oreE

Concentracion (ug/ml)
n
O o1 O o1 O 01 O 01 O
1 1 1 1 1 1 1 ]

o

18 38 58 78 98
Tiempo (h)

1
N

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 bifésica 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 administracion 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)  Senor
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 gréafica de los valores medios y las desviaciones estandar 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

Concentracion (ug/ml)

Tiempo (h)

Figura 75. Representaciéon gréfica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasméticos de AmB tras la administracién 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
formulacion 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.

4,0 — Microemulsion C
—— Formulacién F

3,5 - T -
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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 parametros farmacocinéticos
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 0614020 AUMC 59871021 34630+ 23,90
) (ugh/ml)
X)Z 240+008 2.33+047 'V('rFf)T 1818+ 204 16,95+ 103
Ke 0246+024 028+013 ™ 2104022 2384014
(h™) (ug/ml)
Ko 5604905 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 -, ) 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 parametros
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 Chax inicial y aparece reflejado en las Figuras 79 y 80.

4,5 A o
(41 ) —e—Perfusion i.v.
3 - —=—Bolus i.v.
4 _
]
3,5 -
|,
3 - T O - T T T T T
~ 2 3 8 13 18 23 )
E -
2251 | -
\g [ * ¢
S
@
=
C
[¢D)
(&)
[
o
@)

O ) ) ) ) )

-5 15 35 Tiempo (h)55 75 95

Figura 79. Representaciéon grafica de los valores medios y las desviaciones estandar de los niveles
plasméticos 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 anomalo, 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 Cpax 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 maltiples de las microemulsiones de AmB en
comparacién con la formulacién comercial Fungizona®.

Las pruebas de toxicidad por administraciéon 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 comparaciéon 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 realiz6 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+214
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 Correlacién
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:

1f Y, >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+£*xi) 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

166



Estudios toxicoldgicos

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 proporcién 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 proporcidon 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 gréafica
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.

167



Estudios toxicoldgicos

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-®(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, A.C—a = ®(c - — X, )

Puesto que las n observaciones son independientes, la funcion 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 méxima 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 niamero
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 DLsy, 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 DLso de las microemulsiones se aplico 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 segln
el método de maxima verosimilitud es insesgada. Para realizar esta comprobacion se
compar6 cada uno de los valores estimados de la DLsy 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 resulté 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 gréafico 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.

172



Estudios toxicoldgicos

100 -
80 -
60

%

40 ~
20

rY

L

Microemulsion A3

0,5

L T T \ >

1,0 15 2,0 2,5 3,0 3,5
dosis (mg/kg)

4,0

100
80 -
60 -

%

40 -
20 -

Microemulsion B

0,5

1,0 15 2,0 2,5 3,0
dosis (mg/kg)

3,5

100 -
80 -
60 -

9

°40 -

20 -

Formulacion F

0,5

I hd

1,0 2,0

1,5
dosis (mg/kg)

2,5

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 patolédgicas 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 observo los efectos de la AmB en forma de
microemulsion tras la administracion 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 realizd 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:
« Microemulsiéon 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 proporcion 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.

« 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/Kkg.

Las microemulsiones sin AmB se diluyeron 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 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 tampdn 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 Gltima dosis de farmaco se
sacrificaron los animales restantes (como méaximo 5), y se obtuvieron muestras plasmaticas
de todas las formulaciones y para los animales a los que se les administré la microemulsion
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 presentd 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
picnédticos. Ademas se observo un engrosamiento de las membranas basales tubulares y
calcificacion tubular (Figura 85B).

178



Estudios toxicoldgicos

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 histolédgicas 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 hemolisis 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 microemulsién C presento
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. ElI 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.
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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 microemulsién 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 realiz6 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 formulacion
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 traves 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 hemélisis 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° 1-16° 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 38,3+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 toxicol6gicos 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 sdédico, 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 patdégena, 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 realizé 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 diluyd 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 realizd mediante la funcion survfit y los resultados del test de
rango logaritmico para el calculo 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

190



Estudios de eficacia

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).
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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 més 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).
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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 infeccion 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+2,29* 0.83+1,29*
D-AmB 1 48 5,56 + 1,05 2,98 £ 0,65
M-AmB 2 48 550+1,22 152+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 inoculacidn con C. albicans.

*: Todos o algunos de los ratones presentaron un aclaramiento de la infeccion.

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
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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. El 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 continuacién 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 inoculacion.

Se realizd 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 administr6 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 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 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 (Avendarfio, 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 realiz6 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 evaluacion 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 presentd 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 fungicas 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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NuUmero 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 6 341+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).
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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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