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 Para la preparación de la microemulsión C, cuya concentración en AmB era de 2 
mg/ml, se diluyó en suero glucosado en una concentración al 5% p/v hasta obtener una 
solución con la concentración del fármaco adecuada a la dosis a administrar, teniendo en 
cuenta el peso de cada animal (2,75 kg) y el volumen de inyección (2,5 ml).  

 La esterilización de las muestras se hizo por filtración esterilizante mediante el uso 
de filtros de diámetro medio de 0,22 µm, y como queda reflejado en capítulos previos, esta 
esterilización no afectó al tamaño de gotícula interno de los sistemas dispersos, pero sí a la 
concentración 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. Extracción y análisis de las muestras 

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

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

2.4. Análisis farmacocinético 

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

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

 Para el análisis bicompartimental de los datos se empleó el algoritmo de 
minimización de Gauss-Newton-Levenberg-Hartley y se comprobó la precisión del ajuste 
farmacocinético realizado mediante el Criterio de información de Akaike (AIC) y el 
Criterio de Schwartz (SC). 

2.5. Resultados obtenidos 

 A continuación en las Tablas 49 y 50 aparecen reflejados los resultados obtenidos en 
el estudio farmacocinético para la microemulsión C de AmB en conejos a las dosis de 0,5, 
y 2 mg/kg en bolus por vía endovenosa. Se realizó un análisis 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 microemulsión C tras la administración 
de una dosis de 2 mg/kg en bolus i.v. a 3 conejos. 

 

 Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 MEDIA DE LOS 3 
CONEJOS 

Tiempo      
(h)  

Conc   
(µg/ml) 

Conc   
(µg/ml) 

Conc   
(µg/ml) 

Conc   
(µg/ml) 

Desviación 
estándar 

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 microemulsión C en una concentración de 2 mg/kg, 
tras la administración i.v. en bolus a tres conejos. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 62. Representación gráfica de los valores medios y las desviaciones estándar de los niveles 
plasmáticos de AmB tras la administración en bolus i.v. de la microemulsión C en una dosis 
de 2 mg/kg. 
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Figura 63. Representación semilogarítmica de los valores medios y las desviaciones estándar de los 
niveles plasmáticos de AmB tras la administración en bolus i.v. de la microemulsión C en 
una dosis de 2 mg/kg. 

 Tras la administración i.v. de 2 mg/kg de la microemulsión C, se observó una 
cinética biexponencial con una primera fase de eliminación rápida seguida de una segunda 
fase de eliminación más lenta. La concentración máxima media observada fue de 12,76 
µg/ml y la mínima de 0,45 µg/ml (Figura 62). 

 Mediante la representación semilogarítmica de los valores medios de 
concentraciones plasmáticas frente al tiempo se puede observar una distribución bifásica 
en la que los parámetros se ajustan a dos líneas rectas, cuyo punto de inflexión se produce 
a las cuatro horas de la administración del fármaco (Figura 63). Presenta una distribución 
bicompartimental, al igual que lo hacía la microemulsión C en una concentración de 1 
mg/kg estudiada previamente.  
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 Resultados del estudio farmacocinético de la microemulsión C tras la administración 
de una dosis de 0,5 mg/kg en bolus i.v. a 3 conejos. 

 

 Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 MEDIA DE LOS 3 
CONEJOS 

Tiempo      
(h)  

Conc    
(µg/ml) 

Conc   
(µg/ml) 

Conc   
(µg/ml) 

Conc   
(µg/ml) 

Desviación 
estándar 

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 microemulsión C en una concentración de 0,5 mg/kg, 
tras la administración en bolus i.v. a tres conejos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 64. Representación gráfica de los valores medios y las desviaciones estándar de los niveles 

plasmáticos de AmB tras la administración en bolus i.v. de la microemulsión C en una dosis 
de 0,5 mg/kg. 
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Figura 65. Representación semilogarítmica de los valores medios y las desviaciones estándar de los 

niveles plasmáticos de AmB tras la administración en bolus i.v. de la microemulsión C en 
una dosis de 0,5 mg/kg. 

 Tras la administración i.v. de 0,5 mg/kg de la microemulsión C, se observó una 
cinética biexponencial con una primera fase de eliminación rápida seguida de una segunda 
fase de eliminación más lenta. La concentración máxima media observada fue de 2,38 
µg/ml y la mínima de 0,19 µg/ml (Figura 64). 

 Mediante la representación semilogarítmica de los valores medios de 
concentraciones plasmáticas frente al tiempo se puede observar una distribución bifásica 
en la que los parámetros se ajustan a dos líneas rectas, cuyo punto de corte se produce a las 
cuatro horas de la administración del fármaco (Figura 65). Presenta una distribución 
bicompartimental, al igual que lo hacía la microemulsión C en unas concentraciones de 1 y 
2 mg/kg estudiadas previamente.  
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 A continuación aparecen reflejadas en las Figuras 66 y 67 las concentraciones 
plasmáticas frente al tiempo de la microemulsión C tras la administración por vía i.v. en 
bolus en conejos de las dosis de 0,5, 1 y 2 mg/kg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 66. Representación gráfica de los valores medios y las desviaciones estándar de los niveles 

plasmáticos de AmB tras la administración en bolus i.v. de tres dosis diferentes de la 
microemulsión C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 67. Representación semilogarítmica de los valores medios y las desviaciones estándar de los 

niveles plasmáticos de AmB tras la administración en bolus i.v. de tres dosis diferentes de 
la microemulsión C. 
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 Como se puede observar gráficamente, el valor de la Cmax obtenida en cada una de 
las dosis no varía proporcionalmente. Y existe una gran proximidad para la Cmax obtenida 
en las dosis de 0,5 y 1 mg/kg y una gran distancia entre la Cmax para las dosis de 1 y 2 
mg/kg. También se observa gráficamente un gran paralelismo entre las pendientes de 
eliminación de los perfiles farmacocinéticos de las 3 dosis estudiadas representadas en 
escala logarítmica. 

2.6. Análisis no compartimental 

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

 

Microemulsión C 
PARÁMETROS 

0,5 mg/kg 1 mg/kg 2 mg/kg 

AUC 
(µgh/ml) 

14,457 ± 2,702 21,89 ± 5,170 39,359 ± 8,896 

AUMC 
(µgh2/ml) 

227,748 ± 93,936 355,75 ± 99,78 538,961 ± 168,659

MRT 
(h) 

15,753 ± 5,058 16,230 ± 0,200 13,693 ± 6,064 

Cmax 

(µg/ml) 
2,6735 ± 0,450 2,920 ± 0,540 14,995 ± 1,175 

Vss 

(l) 
1,906 ± 0,753 1,850 ± 0,400 1,739 ± 0,844 

CL 
(l/h) 

0,121 ± 0,019 0,110 ± 0,020 0,127 ± 0,025 

λ 
(h-1) 

0,0582 ± 0,021 0,057 ± 0,0028 0,057 ± 0,055 

T1/2 

(h) 
11,909 ± 4,807 12,320 ± 0,480 11,962 ± 6,654 

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

 
 El análisis de los valores obtenidos permite observar que a mayor dosis administrada 
de microemulsión se produce un incremento en el AUC prácticamente proporcional para 
las 3 dosis estudiadas, aunque el AUC de la dosis de 0,5 mg/kg  debería ser ligeramente 
inferior en torno a los 10 µgh/ml. También se puede observar que los valores de Cmax para 
las dosis de 0,5 y 1 mg/kg son muy semejantes (2,67 y 2,92 µg/ml respectivamente) y 
existe una gran diferencia entre la Cmax para la dosis de 1 y 2 mg/kg, siendo la Cmax a la 
dosis de 2 mg/kg siete veces mayor. 
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 Sin embargo el resto de los parámetros farmacocinéticos son muy semejantes para 
los tres tipos de dosis, lo que indica que a estas concentraciones no parece que exista una 
farmacocinética dosis-dependiente, ya que tanto el aclaramiento plasmático, CL, como la 
semivida plasmática T1/2, y la pendiente de eliminación λ, presentan valores muy 
semejantes. El tiempo medio de residencia es de aproximadamente 15 h, y el volumen de 
distribución Vss, es de aproximadamente 1,8 l.   

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

2.7. Análisis compartimental 

 Se realizó un análisis farmacocinético bicompartimental de los resultados obtenidos 
tras la administración por vía i.v. tipo bolus de la microemulsión C a las dosis de 0,5 y 2 
mg/kg con el fin de realizar una comparación con los resultados obtenidos a la dosis de 1 
mg/kg. 

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

 
 

Formulación Criterio de Información 
de Akaike (AIC) 

Criterio de Schwarz  

(SC) 

0,5 mg/kg -21,00 -20,69 

1 mg/kg -22,43 -19,87 

2 mg/kg -6,98 -6,67 

Tabla 52. Resultados de los valores de AIC y SC para la formulación 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 
parámetros 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 concentración plasmática a las 3 horas se encuentra por encima de 
los datos teóricos simulados, por el contrario el valor de concentración plasmática a las 7 
horas se encuentra por debajo.  

 Sin embargo las concentraciones plasmáticas obtenidas para la dosis de 0,5 mg/kg se 
superponen a las concentraciones teóricas simuladas y por ello los valores de AIC y SC 
son menores. También se puede observar gráficamente que las desviaciones estándar de las 
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concentraciones plasmáticas a la dosis de 0,5 mg/kg son aparentemente mayores que para 
la dosis de 2 mg/kg, aunque si observamos las Tablas 49 y 50 no es así.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 68. Representación gráfica de los valores medios y las desviaciones estándar de los niveles 
plasmáticos de AmB tras la administración en bolus i.v. de la microemulsión C en una dosis 
de 0,5 mg/kg, junto con las predicciones según un modelo bicompartimental. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 69. Representación gráfica de los valores medios y las desviaciones estándar de los niveles 
plasmáticos de AmB tras la administración en bolus i.v. de la microemulsión C en una dosis 
de 2 mg/kg, junto con las predicciones según un modelo bicompartimental. 
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un modelo bicompartimental calculados teóricamente para las tres dosis de la 
microemulsión C estudiadas. 

 Los valores obtenidos de Vss son muy semejantes para las dosis de 0,5 y 1 mg/kg, 
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1, siendo ligeramente superior para la dosis de 2 mg/kg. También para la constante de 
eliminación Ke se obtienen valores muy semejantes para las dosis de 0,5 y 1 mg/kg (0,150 
h-1) y sin embargo para la dosis de 2 mg/kg se obtiene un valor mucho más elevado (0,350 
h-1). 

 

Microemulsión C 
 PARÁMETROS 

0,5 mg/kg 1 mg/kg 2 mg/kg 

Vss 

(l) 
1,837 ± 0,090 1,890 ± 0,160 1,431 ± 0,162 

V1 

(l) 
0,700 ± 0,064 0,945 ± 0,070 0,351 ± 0,077 

V2 

(l) 
1,130 ± 0,082 0,945 ± 0,060 1,080 ± 0,120 

ke 

(h-1) 
0,174 ± 0,017 0,120 ± 0,010 0,356 ± 0,080 

K12 

(h-1) 
0,989 ± 0,238 0,307 ± 0,090 1,427 ± 0,512 

K21 

(h-1) 
0,609 ± 0,112 0,307 ± 0,100 0,464 ± 0,124 

CL 
(l/h) 

0,122 ± 0,005 0,113 ± 0,006 0,125 ± 0,011 

α 
(h-1) 

1,711 ±0,342 0,681 ± 0,190 2,172 ± 0,648 

β 
(h-1) 

0,062 ±0,004 0,054 ± 0,007 0,076 ± 0,011 

A 
(mg/l) 

1,669 ±0,225 1,576 ± 0,200 11,597 ± 3,083 

B 
(mg/l) 

0,0829 ± 0,050 1,068 ± 0,150 2,635 ± 0,359 

Tabla 53. Parámetros farmacocinéticos bicompartimentales de las diferentes formulaciones 
de AmB administradas  a conejos en una dosis de 1 mg/kg vía 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 cálculo no compartimental de la Cmax para ambas 
dosis que se presenta valores muy próximos entorno a 2,7 µg/ml. Este resultado indica un 
resultado anómalo y difícil de explicar que puede estar relacionado con un error en la 
medida de las concentraciones plasmáticas o en la toma de muestras, ya que a tiempos tan 
cortos, 5 minutos, un pequeño retraso en la toma de muestras conlleva una medida de 
concentración plasmática menor debido fundamentalmente a la rapidez de eliminación del 
fármaco en esta primera fase tras la administración i.v. Por ello las concentraciones 
plasmáticas obtenidas para la dosis de 1 mg/kg a los 5 minutos pueden tener un error 
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sistemático debido a una lenta toma de muestras y por lo tanto se obtiene concentraciones 
plasmáticas menores a las teóricamente existentes. 

 La diferencia existente en la Ke para las 3 dosis administradas de la microemulsión C 
pueden indicar que el fármaco presenta una cinética de eliminación saturable cuyos 
parámetros se verían alterados con mayor relevancia tras administraciones del fármaco a 
dosis mayores. Pero a las dosis de 0,5 1 y 2 mg/kg se obtiene valores semejantes del 
parámetro β, y del CL, y por lo tanto se podría concluir que a estas dosis la posible 
eliminación saturable del fármaco no se ve reflejada con claridad tras el análisis de los 
parámetros farmacocinéticos calculados para un modelo bicompartimental tras la 
administración intravenosa del fármaco en bolus. 

2.8. Otros estudios realizados en conejos de proporcionalidad según 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 mayoría ratas y ratones. 

 A continuación en la Tabla 54, aparecen descritos los parámetros farmacocinéticos 
obtenidos en los estudios farmacocinéticos realizados en conejos por diversos autores, en 
los últimos 8 años.  

 El análisis 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 
varían de 11,30 mgh/l a 35 mgh/l. También existen diferencias en los valores obtenidos 
para el Vss siendo para la Fungizona® en una dosis de 1 mg/kg de 0,77 l/kg, muy semejante 
al valor obtenido en esta memoria (0,84 l/kg). 

 También se puede observar que a iguales dosis de formulación administrada, es el 
Ambisome® aquella formulación que presenta valores más elevados de Cmax y AUC, y sin 
embargo Abelcet® y Amphotec® presentan valores menores que la Fungizona®. La 
microemulsión C presenta unos parámetros farmacocinéticos cuyos valores se encuentran 
próximos 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 eliminación 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 según la dosis administrada tanto para 
la formulación comercial Fungizona®, como para la formulación liposomal Ambisome® se 
observa que, a mayores concentraciones de AmB, los parámetros de Cmax y AUC no se ven 
incrementados proporcionalmente y por lo tanto este incremento de los parámetros no 
proporcional indica una posible eliminación saturable del fármaco, al igual que le sucede a 
la microemulsión C. 
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FORMULACIÓN Dosis 

 (mg/kg) 

Cmax  

(mg/l) 

AUC  

(mgh/l) 

Vss  

(l/kg) 

CL  

(l/h) 
aFungizona® 0,5 2,30 ± 0,40 18 ± 3,00 0,45 ± 0,01 0,087 ± 0,020

 1 4,70 ± 0,17 31 ± 2,20 0,77 ± 0,02 0,088 ± 0,007

 1,5 4,80 ± 0,70 35 ± 1,70 0,87 ± 0,05 0,144 ± 0,018

cFungizona® 1 3,87 ± 0,08 14,44 ± 0,36 - - 

bFungizona® 1 - 11,30 ± 2,50 1,25 ± 0,187 0,088 ± 0,019

aAmbisome®* 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 - - 

cAmbisome® 5 62,02 ± 1,32 1141 ± 33 - - 

dAbelcet® 10 2,7 34 15 0,274 

cAbelcet® 5 0,99 ± 0,09 10,03 ± 1,01 - - 

bAbelcet® 1 - 2,1 ± 0,3 5,54 ± 0,70 0,47 ± 0,058 

cAmphotec® 5 1,79 ± 0,12 11,21 ± 1,06 - - 

eFungizona® 1 3,89 ± 0,48 32,28 ± 7,31 0,84 ± 0,08 0,08 ± 0,02 

eMicroemul-
sión C 

1 2,92 ± 0,54 21,89 ± 5,17 0,74 ± 0,16 0,11 ± 0,02 

* Eliminación saturable, a Lee, J. W. et al. 1994, b Wasan, K. M. et al. 1998, c Groll, A. H. et al. 2000, d 

Fromtling, R. A. 1996, e Datos obtenidos en esta Tesis doctoral 

Tabla 54. Parámetros farmacocinéticos obtenidos tras la administración de diferentes dosis de nuevas 
formulaciones de AmB en conejos. 
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3. ADMINISTRACIÓN POR PERFUSIÓN INTRAVENOSA EN DOSIS 
MÚLTIPLE 

 Este estudio se realizó con el fin de observar el comportamiento de las formulaciones 
de AmB en el organismo al ser administradas según 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 microemulsión C y la formulación F a conejos por 
perfusión intravenosa durante un periodo de 4 días. 

3.1. Animales de experimentación 

 Para realizar los estudios farmacocinéticos se emplearon como animales de 
experimentación, 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 25ºC 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 realizó la administración del 
fármaco, y durante la toma de muestras sanguíneas. Los animales tuvieron un periodo de 
adaptación de cuatro días en el animalario previo al estudio farmacocinético. 

 La administración por perfusión intravenosa del fármaco en un volumen de 30 ml 
durante 30 minutos, se realizó por la vena marginal de la oreja izquierda, y la toma de 
muestras en un volumen de 2 ml, se realizó por la vena lateral de la oreja derecha. Para 
cada tipo de formulación se emplearon 3 conejos y los análisis de muestras plasmáticas se 
hicieron por triplicado. 

3.2. Dosis de fármaco administradas 

 Para la realización del estudio farmacocinético comparativo de la administración por 
perfusión i.v. de las formulaciones de AmB frente a la formulación F, se seleccionó la 
microemulsión C por ser la que presentaba mejores características toxicológicas como se 
verá posteriormente. Se emplearon dosis de 1 mg/kg para ambas formulaciones. 

 Para la preparación de la microemulsión cuya concentración en AmB era de 2 
mg/ml, se diluyó en suero glucosado en una concentración al 5% p/v hasta obtener una 
solución con la concentración del fármaco de 1mg/kg, teniendo en cuenta el peso de cada 
animal (2,75 kg) y el volumen final a perfundir de 30 ml. 

  La esterilización de las muestras se hizo por filtración esterilizante mediante el uso 
de filtros de diámetro medio de 0,22 µm, como ya queda reflejado en capítulos previos. En 
el caso de la formulación F, la dosis a administrar se preparó según las instrucciones del 
fabricante, usando agua estéril para la resuspensión seguida de una posterior dilución en 
suero glucosado fisiológico al 5% p/v, hasta obtener la concentración de fármaco 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 administración por perfusión intravenosa se realizó mediante el empleo de un 
equipo estéril para infusión intravenosa por gravedad denominado Perfusend® (Sendal), 
conectado por un extremo a un recipiente estéril en cuyo interior se introdujo la 
formulación para ser administrada, y por el otro a un dispositivo estéril de perfusión 
intravenosa Butterfly®-19 (Venisystems™) con una aguja de 22,2 mm de longitud y un 
diámetro de 0,8 mm (Figura 70).  
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 Con el fin de favorecer la perfusión del fármaco, sin necesidad del uso de una bomba 
peristáltica, se colocó el recipiente que contenía la formulación en una posición más 
elevada que el conejo al cual se le iba a administrar el fármaco en estudio, y se lavó la 
aguja del dispositivo estéril de perfusión intravenosa Butterfly®-19 con heparina, para 
evitar posibles coágulos derivados de la inyección prolongada en la oreja del animal. 

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

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 70. Fotografías del sistema de perfusión empleado para la administración de las formulaciones F y C 

de AmB en una dosis de 1 mg/kg durante 4 días. 

 

 

 

Equipo para infusión i.v. por gravedad  
Perfusend® 

22,2 mm 0,8 mm

Dispositivo de perfusión intravenosa Butterfly®-19 
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3.3. Extracción y análisis de las muestras 

 La extracción y el análisis de las muestras plasmáticas se hizo siguiendo el protocolo 
descrito en el estudio farmacocinético de las formulaciones de AmB mediante la 
administración intravenosa tipo bolus, variando únicamente el tiempo de toma de muestras 
que se realizó a los 15 minutos durante la perfusión, a los 30 minutos una vez finalizada la 
perfusión, a las 4 horas y a las 24 horas, justo antes de comenzar la siguiente infusión del 
fármaco, excepto el día cuarto en el que se tomaron muestras a las 2, 4, 7 y 24 horas, con el 
fin de observar como se producía la eliminación del fármaco del organismo. Se seleccionó 
la toma de muestras a las 4 horas ya que a este tiempo se producía el corte de la 
distribución bifásica caracterizada para estas formulaciones en el apartado anterior.  

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

3.4. Análisis farmacocinético 

 Se realizó un análisis 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 perfusión intravenosa siguiendo un modelo 
bicompartimental, tal y como se había estudiado previamente.  

3.5. Resultados obtenidos 

 En este estudio con un fin orientativo, ya que es un ensayo piloto, se intentó que las 
condiciones de administración del fármaco se asemejasen lo más posible a las condiciones 
reales de uso a nivel hospitalario. Uno de los problemas encontrados a la hora de 
administrar el fármaco fue el de la limitación del número de tomas de muestras 
plasmáticas, debido a la alteración de la oreja del conejo por sucesivas punciones para 
obtener dichas muestras. Por ello el tratamiento se redujo a cuatro días. Esta limitación del 
número de muestras plasmáticas analizadas dio lugar a un análisis farmacocinético poco 
preciso y sesgado de los datos obtenidos ya que el número de muestras plasmáticas 
analizadas tan solo pudo ser de 4 (a los 15 y 30 minutos, y a las 4 y 24 horas) para los 3 
primeros días y de 6 para el último día  (a los 15 y 30 minutos, y a las 2, 4, 7 y 24 horas). 
Este problema se intentó solucionar evitando el elevado número de punciones sucesivas 
mediante la introducción de una vía en la vena lateral de la oreja del conejo, pero era 
necesario inmovilizar la oreja del animal, lo cual no fue posible. A continuación aparecen 
reflejados los resultados obtenidos en el estudio farmacocinético para las formulaciones de 
AmB en conejos a una dosis de 1 mg/kg por perfusión intravenosa durante 4 días. 
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 Resultados de la administración por infusión i.v. de la microemulsión C a 3 conejos 
en una dosis de 1 mg/kg durante 4 días. 

 

 Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 MEDIA DE LOS 3 
CONEJOS 

Tiempo  

(h)  

Conc  

(µg/ml) 

Conc  

(µg/ml) 

Conc  

(µg/ml) 

Conc  

(µg/ml) 

Desviación 
estándar 

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 microemulsión C en una concentración de 1 mg/kg, 
tras la administración por perfusión i.v. a tres conejos durante 4 días. 

 Tras la administración por perfusión i.v. de 1 mg/kg de la microemulsión C, se 
observó una cinética biexponencial después de cada una de las administraciones del 
fármaco con una primera fase de eliminación rápida seguida de una segunda fase de 
eliminación más lenta (Figura 71). Esta caracterización de la eliminación del fármaco es 
sesgada debido al reducido número de muestras plasmáticas obtenidas, y se aprecia mejor 
en la cuarta infusión donde el número de muestras plasmáticas es mayor. La concentración 
máxima media observada fue de 2,72 µg/ml a las 72,5 horas y la mínima de 0,31 µg/ml a 
las 72 horas. 
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Figura 71. Representación gráfica de los valores medios y las desviaciones estándar de los niveles 
plasmáticos de AmB tras la administración por perfusión i.v. de la microemulsión C en una 
dosis de 1 mg/kg durante 4 días. 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Figura 72. Representación semilogarítmica de los valores medios y las desviaciones estándar de los 
niveles plasmáticos de AmB tras la administración por perfusión i.v. de la microemulsión C 
en una dosis de 1 mg/kg durante 4 días. 

  

 Mediante la representación semilogarítmica de los valores medios de 
concentraciones plasmáticas frente al tiempo (Figura 72) se puede observar una 
distribución bifásica en la que los parámetros se ajustan a dos líneas rectas, la primera, más 
corta y de pendiente más acentuada, y la segunda recta más larga y de menor pendiente.  

 Se puede observar el progresivo aumento de las concentraciones plasmáticas 
obtenidas tras la finalización de la administración de la dosis de fármaco, a los 30 minutos, 
y a las 24,5, 48,5, y 72,5 horas.   
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 Resultados de la administración por perfusión i.v. de la formulación F a 3 conejos 
con una dosis de 1 mg/kg durante 4 días. 

 

 Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 MEDIA DE LOS 3 
CONEJOS 

Tiempo  

(h)  

Conc  

(µg/ml) 

Conc  

(µg/ml) 

Conc  

(µg/ml) 

Conc  

(µg/ml) 

Desviación 
estándar 

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 formulación F en una concentración de 1 mg/kg, tras 

la administración por perfusión i.v. a tres conejos durante 4 días. 

  

 Tras la administración por perfusión i.v. de 1 mg/kg de la formulación F, se observó 
una cinética biexponencial después de cada una de las administraciones del fármaco con 
una primera fase de eliminación rápida seguida de una segunda fase de eliminación más 
lenta (Figura 73). La concentración máxima media observada fue de 2,26 µg/ml a las 72,5 
horas y la mínima de 0,36 µg/ml a las 96 horas. 
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Figura 73. Representación gráfica de los valores medios y las desviaciones estándar de los niveles 
plasmáticos de AmB tras la administración por perfusión i.v. de la formulación F en una 
dosis de 1 mg/kg durante 4 días. 

 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 74. Representación en escala semilogarítmica de los valores medios y las desviaciones estándar de 
los niveles plasmáticos de AmB tras la administración por perfusión i.v. de la formulación F 
en una dosis de 1 mg/kg durante 4 días. 

  Mediante la representación semilogarítmica de los valores medios de 
concentraciones plasmáticas frente al tiempo (Figura 74) se puede observar una 
distribución bimodal en la que los parámetros se ajustan a dos líneas rectas, la primera, 
más corta y de pendiente más acentuada, y la segunda recta más larga y de menor 
pendiente.  
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 A continuación se representa en las Figuras 75 y 76 los valores medios de las 
concentraciones plasmáticas obtenidos para las dos formulaciones estudiadas, en escala 
normal y logarítmica.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 75. Representación gráfica de los valores medios y las desviaciones estándar de los niveles 
plasmáticos de AmB tras la administración por perfusión i.v. de las formulaciones F y C en 
una dosis de 1 mg/kg durante 4 días. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 76. Representación en escala semilogarítmica de los valores medios y las desviaciones estándar de 
los niveles plasmáticos de AmB tras la administración por perfusión i.v. de las formulaciones 
F y C en una dosis de 1 mg/kg durante 4 días. 
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 Al ser un estudio débil, debido al escaso número de datos que se poseen, es difícil 
realizar una comparación precisa de los resultados obtenidos para ambas formulaciones. Se 
puede observar un comportamiento muy semejante para ambas formulaciones 
alcanzándose concentraciones plasmáticas mayores para la microemulsión C. Respecto a la 
pendiente de eliminación que presentan las formulaciones, se puede observar gráficamente 
(Figura 76) una pendiente de eliminación de la fase terminal más pronunciada para la 
formulación C. 

 3.6. Análisis compartimental 

 Se realizó un análisis 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 acción de la microemulsión C respecto a la formulación comercial F, que 
hace que esta nueva formulación C en forma de microemulsión sea menos tóxica e 
igualmente eficaz que la formulación F como se verá en capítulos posteriores de esta 
memoria. 

 A continuación aparecen representados en las Figuras 77 y 78 los valores teóricos 
simulados del ajuste compartimental junto con los niveles plasmáticos medios y las 
desviaciones estándar de ambas formulaciones. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 77. Representación gráfica de los niveles plasmáticos de AmB tras la administración por 
perfusión i.v. de las formulaciones F y C durante 4 días junto con las predicciones según un 
modelo bicompartimental. 

 
 

Se empleó como modelo farmacocinético un modelo bicompartimental de 
distribución del fármaco. Gráficamente se observa que el ajuste teórico compartimental de 
las ambas formulaciones es muy semejante, siendo la microemulsión C la que presenta una 
pendiente de eliminación ligeramente mayor. 
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Figura 78. Representación en escala semilogarítmica de los niveles plasmáticos de AmB tras la 

administración por perfusión i.v. de las formulaciones F y C durante 4 días y de las 
predicciones según un modelo bicompartimental.  

 A continuación en la Tabla 57 aparecen reflejados los parámetros farmacocinéticos 
calculados  para ambas formulaciones. 

 

 Formulaciones  Formulaciones 

Parámetros F C Parámetros F C 

Vss 
(l) 3,09 ± 0,36 2,94 ± 0,20 AUC 

(µgh/ml) 20,54 ± 1,18 20,12 ± 0,66 

V1 
(l) 0,69 ± 0,67 0,61 ± 0,29 AUMC 

(µgh2/ml) 378,7 ± 0,21 346,30 ± 23,90 

V2 
(l) 2,40 ± 0,98 2,33 ± 0,47 MRT 

(h) 18,18 ± 2,04 16,95 ± 1,03 

ke 
(h-1) 0,246 ± 0,24 0,28 ± 0,13 Cmax 

(µg/ml) 2,10 ± 0,22 2,38 ± 0,14 

K12 
(h-1) 5,60 ± 9,95 5,27 ± 4,63 CL 

(l/h) 0,17 ± 0,009 0,17 ± 0,005 

K21 
(h-1) 1,60 ± 0,93 1,38 ± 0,40 A 

(mg/l) 3,99 ± 4,91 4,58 ± 2,76 

α 
(h-1) 7,40 ± 11,05 6,88 ± 5,14 B 

(mg/l) 1,07 ± 0,13 1,10 ± 0,08 

β 
(h-1) 0,05 ± 0,006 0,05 ± 0,003    

 
Tabla 57. Parámetros farmacocinéticos bicompartimentales de las formulaciones C y F de AmB 

administradas  a conejos en una dosis de 1 mg/kg por perfusión i.v. durante 4 días. 
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 Los parámetros farmacocinéticos obtenidos presentan unos valores muy semejantes 
para ambas formulaciones, aunque en general para todos los parámetros, la microemulsión 
C presenta valores ligeramente menores. En comparación con los parámetros 
farmacocinéticos obtenidos por administración intravenosa tipo bolus, la microemulsión C 
es la que presenta valores más parecidos en los parámetros calculados. Por ejemplo el valor 
de la pendiente β en la administración en bolus i.v. y en la perfusión i.v. presenta un valor 
semejante de 0,054 h-1. Lo mismo sucede con el MRT de 16,23 h y el AUC de 21,89 
µgh/ml. 

 La diferencia fundamental entre los dos tipos de administración se encuentra en el 
valor de la Cmax inicial y aparece reflejado en las Figuras 79 y 80. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 79. Representación gráfica de los valores medios y las desviaciones estándar de los niveles 

plasmáticos de AmB tras la administración por perfusión i.v. de la formulación F en una 
dosis de 1 mg/kg durante 4 días, junto con la administración en bolus i.v. de la misma 
formulación y a la misma dosis. 
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 En las Figuras 79 y 80 están representados conjuntamente los dos tipos de 
administraciones con el fin de ver más claramente las diferencias existentes. Debido al 
escaso número de datos obtenidos para la administración por perfusión intravenosa, es difícil 
observar con claridad diferencias significativas, pero con los datos existentes se observa una 
semejanza de comportamiento muy elevada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 80. Representación gráfica de los valores medios y las desviaciones estándar de los niveles 
plasmáticos de AmB tras la administración por perfusión i.v. de la microemulsión C en una 
dosis de 1 mg/kg durante 4 días, junto con la administración en bolus i.v. de la misma 
formulación y a la misma dosis. 

  

 Por el contrario existe una diferencia muy grande en el valor de la Cmax tras la 
administración por perfusión i.v. y tipo bolus, obteniéndose en esta última valores mucho 
mayores. Las causas de este comportamiento anómalo, pueden ser dos. La primera es que 
con la administración por perfusión i.v., a medida que vamos administrando la dosis 
indicada, durante el tiempo de perfusión también se va produciendo una eliminación del 
fármaco, y por lo tanto la Cmax obtenida inicialmente tiene un valor menor, que como vemos 
se va elevando paulatinamente hasta llegar a la concentración en estado estacionario. La 
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segunda causa puede ser debida a la dificultad encontrada a la hora de realizar la 
administración por perfusión i.v., de obtener un flujo constante y similar en la 
administración del fármaco para todos los conejos y en ambas formulaciones. Esto ha 
podido provocar irregularidades en el flujo que hayan hecho que las diferencias en la Cmax se 
acentúen. Y posiblemente esto haya sucedido en mayor manera en la formulación F, que fue 
la primera con la que se realizó el estudio de perfusión y por ello observamos una gran 
diferencia entre la Cmax obtenida por perfusión i.v. y la Cmax obtenida por la administración 
tipo bolus i.v. 
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ESTUDIOS DE TOXICIDAD AGUDA Y SUBAGUDA DE 
MICROEMULSIONES DE ANFOTERICINA B 

  El fin de este estudio toxicológico ha sido el de comprobar el comportamiento de 
nuevas formulaciones de AmB en forma de microemulsión. En una primera parte se 
determinó la toxicidad aguda en dosis única y posteriormente se determinó la toxicidad 
subaguda tras la administración de dosis múltiples de las microemulsiones de AmB en 
comparación con la formulación comercial Fungizona®. 

 Las pruebas de toxicidad por administración reiterada de un fármaco se deben 
realizar con 2 especies de mamíferos, una de las cuales no deberá pertenecer al orden de 
los roedores, según el Real Decreto 767/1993. Y la elección de la vía de administración 
deberá hacerse teniendo en cuenta la prevista en el uso terapéutico y las posibilidades de 
absorción, por ello en este estudio toxicológico se emplearon dos tipos distintos de 
animales de laboratorio: ratones y conejos, y el fármaco se administró por vía parenteral. A 
continuación se describirá cada uno de los estudios realizados. 

1.  TOXICIDAD AGUDA EN DOSIS ÚNICA EN RATONES  

 Una prueba de toxicidad aguda implica un estudio cualitativo y cuantitativo de los 
fenómenos tóxicos que puedan derivarse de una administración única de la sustancia activa 
contenida en la proporción y en el estado fisicoquímico en que esté presente en el producto 
en su presentación efectiva. Por ello se determinó la toxicidad aguda de las distintas 
formulaciones diseñadas y desarrolladas en el capítulo cuarto, en comparación con la 
formulación comercial Fungizona® mediante el cálculo de la dosis letal 50 (DL50,).  

1.1.  Animales de experimentación 

 Para realizar este estudio toxicológico se emplearon como animales de 
experimentación, ratones machos albinos CR1, de un peso comprendido entre 25 y 30 g. 
Los animales fueron alojados en grupos de 10 en cajas de plástico a una temperatura de 
25ºC 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 realizó la 
administración del fármaco. Los animales tuvieron un periodo de adaptación de cuatro días 
en el animalario previo al estudio toxicológico. 

 La administración intravenosa del fármaco tipo bolus en un volumen de 0,1 ml, se 
realizó por la vena marginal caudal. Para cada tipo de formulación y cada dosis se 
emplearon 10 ratones cuya supervivencia fue seguida durante 45 días y el recuento de 
animales muertos se realizó inmediatamente después de la administración. 

1.2.  Dosis de fármaco administradas 

Las formulaciones empleadas para estos estudios fueron: 

• Microemulsión A. Con una proporción de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un 
porcentaje de agua del 70 % p/p y una concentración de AmB de 2 mg/ml. 

• Microemulsión A1. Con una proporción de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un 
porcentaje de agua del 70 % p/p y una concentración de AmB de 2 mg/ml. 
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• Microemulsión A2. Con una proporción de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un 
porcentaje de agua del 70 % p/p y una concentración de AmB de 3 mg/ml. 

• Microemulsión A3. Con una proporción de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un 
porcentaje de agua del 70 % p/p y una concentración de AmB de 4 mg/ml. 

• Microemulsión A'. Con una proporción de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un 
porcentaje de agua del 70 % p/p sin AmB. 

• Microemulsión B. Con una proporción de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un 
porcentaje de agua del 65 % p/p y una concentración de AmB de 2 mg/ml. 

• Microemulsión B'. Con una proporción de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un 
porcentaje de agua del 65 % p/p sin AmB. 

• Fungizona® (Formulación F). Formulación comercial de AmB acomplejada 
con deoxicolato sódico. 

 Se tomaron las microemulsiones A, A1, A2, A3 y B con una concentración de AmB 
determinada y se diluyeron en suero glucosado fisiológico al 5% p/v hasta obtener sistemas 
con la concentración de fármaco adecuada a las dosis a administrar que fueron de 1, 1,5, 2, 
2,5, 3, 3,5 y 4 mg/kg, teniendo en cuenta que los animales pesaban aproximadamente 30 g 
y el volumen medio de inyección fue de 0,1 ml. Conviene elegir las dosis máximas de 
manera que con ellas se hagan aparecer los efectos nocivos, ya que de este modo las dosis 
menores permitirán fijar el margen de tolerancia del producto en el animal. 

 Las microemulsiones sin AmB se diluyeron en suero glucosado fisiológico al 5% p/v 
hasta obtener sistemas con una concentración de microemulsión de 2 mg/kg, teniendo en 
cuenta que los animales pesaban aproximadamente 30 g y el volumen medio de inyección 
fue de 0,1 ml.  

 En el caso de la formulación F, las dosis a administrar se prepararon según las 
instrucciones del fabricante, usando agua estéril para la resuspensión seguida de una 
posterior dilución en suero glucosado fisiológico al 5% p/v, hasta obtener la concentración 
de fármaco adecuada a las dosis a administrar que fueron de 1 y 2 mg/kg. 

1.3.  Esterilización de las muestras 

 La necesidad de esterilizar las microemulsiones, condicionada por la vía de 
administración, así como la imposibilidad de llevar a cabo dicho proceso por aporte de 
calor, seco o húmedo y la no disponibilidad de otros métodos de esterilización, obligaron a 
someter a las muestras a una filtración esterilizante a través de filtros de membrana 
apirógenos, con un diámetro de poro de 0,22 µm, en el momento de la inyección de la 
forma farmacéutica, con el fin de asegurar la completa esterilidad de la misma. 

 Se comprobó que tras esta filtración esterilizante, un pequeño porcentaje de fármaco 
quedaba retenido en los filtros y por lo tanto se valoró por HPLC dicho porcentaje para 
cada una de las formulaciones siguiendo el método descrito con anterioridad para estudios 
semejantes. El ensayo se realizó por triplicado, al igual que el número de determinaciones 
por muestra.  

 Los resultados obtenidos aparecen reflejados en la Tabla 58 y como se puede 
observar, un 15 % del fármaco incorporado se perdía por filtración y por ello se reajustaron 
las dosis con objeto de compensar dichas pérdidas. Esta pérdida de fármaco por filtración 
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podía ser debida a que una parte de la AmB incorporada a la microemulsión no quedase 
incorporada a la fase interna de la microemulsión, sino que permaneciese en la interfase 
unida a la lecitina, y parte de esta AmB unida más débilmente al tensioactivo, es la que 
posiblemente se pierda tras el proceso de filtración esterilizante, al pasar las formulaciones 
objeto de estudio a través de membranas filtrantes con diámetro de poro tan pequeño.    

 

Formulación Recuperación (%) 

A 84,21 ± 2,14 

A1 83,91 ± 1,65 

A2 86,10 ± 1,20 

A3 85,41 ± 0,57 

B 84,88 ± 2,73 

 Tabla 58. Porcentaje de recuperación de las 
formulaciones esterilizadas por 
filtración. 

 Así mismo se comprobó que el proceso de filtración no afectaba al tamaño de 
gotícula de la microemulsión y para dicho estudio se tomaron muestras sometidas a 
filtración esterilizante por triplicado y se analizaron por Espectroscopía de Correlación 
Fotónica o PCS según el método empleado para estudios semejantes en el capítulo cuarto 
de diseño y caracterización de microemulsiones de AmB. Los resultados obtenidos 
aparecen reflejados en la Tabla 59 y demostraron que no se observaban diferencias 
significativas en el tamaño medio y distribución del tamaño de gotícula entre las 
microemulsiones antes y después del proceso de esterilización por filtración.  

 

Formulación Microemulsiones sin filtrar 

Tamaño (nm) (IP) 

Microemulsiones filtradas  

Tamaño (nm) (IP) 

A 36,4  (0,602) 41,6  (0,509) 

A1 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. Comparación del tamaño de gotícula de las formulaciones esterilizadas por filtración 
frente a las no esterilizadas. 
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1.4.  Cálculo de la Dosis Letal 50 (DL50). 

 Para cada microemulsión, los datos de las dosis administradas, el número total de 
ratones que recibieron cada dosis y el número de ratones muertos con cada dosis, 
permitieron calcular la dosis letal 50, DL50. 

 El cálculo de la DL50 está basado en la elección de un modelo binario de tipo probit 
para explicar el comportamiento binario, vivir o morir, de los animales, en función de la 
dosis administrada. Los parámetros del modelo se estimaron a partir de los datos 
experimentales de dosis y de supervivencia de los animales, mediante el método de 
máxima verosimilitud. 

 El modelo binario que se plantea para el cálculo de la dosis letal 50 es el siguiente: 
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donde iY 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 
intoxicación sufrido por el organismo de cada animal; Imax es la intoxicación máxima 
tolerada. 

 Se acepta que la variable latente que cuantifica la intoxicación está relacionada 
linealmente con la dosis: 

iii xY εβα ++= **  

donde xi representa el logaritmo de la dosis administrada al animal i, α y β son los 
parámetros del modelo y iε es termino correspondiente al error aleatorio. 

 De acuerdo con el modelo la probabilidad de que el animal muera es: 

)*(1)*Pr()Pr(),,|1Pr( *
iiiiii xcFcxcYcxY βαεβααβ +−−=>++=>=−=  

donde la función de distribución F(c-α+β*xi) es la normal estándar. 

 Análogamente la probabilidad de que un animal continúe viviendo para una 
determinada dosis administrada es: 

 

)*()*Pr()Pr(),,|0Pr( *
iiiiii xcFcxcYcxY βαεβααβ +−=≤++=≤=−=  

 

 En los modelos binarios de probabilidad lineal se asume que la función de 
distribución F(.) es una función lineal de xi ; si F(.) corresponde a una distribución normal 
estándar el modelo binario resultante es de tipo probit. 

 El método de Reed y Muench consiste en anotar el número de animales vivos y 
muertos para cada una de las dosis ensayadas (Reed, L. J. et al. 1938). A partir de estas 
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frecuencias absolutas, se realiza el cálculo 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 sobreviviría a una dosis menor, y el cálculo de 
animales muertos en el sentido opuesto. Para cada dosis se calcula la proporción de 
supervivencia, que corresponde al valor tomado por la función de distribución, 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 continuación se calcula por el método de mínimos cuadrados la relación lineal 
entre la proporción de supervivencia y el logaritmo de las dosis utilizando los datos de 
proporción de supervivencia y de las dosis correspondientes para aquellos dos datos entre 
los cuales se sitúa la proporción de supervivencia 0,5 (Turner, R. A. 1965) 

 Finalmente se estima el valor de la dosis asociado al valor de proporción 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 podría resolverse por el método de 
mínimos cuadrados generalizados factibles (Greene, W. H. 1998). Un inconveniente más 
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]. 

 Según  Greene, el modelo de probabilidad lineal se utiliza cada vez menos por estos 
inconvenientes. Se debería utilizar únicamente para comparar sus resultados con los 
obtenidos utilizando métodos más adecuados. 

1.4.1.  Modelo binario de tipo probit. 

 Si se asume que la función de distribución F(.) es una función de  distribución 
normal estándar 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 número de animales vivos y muertos para cada dosis ensayada, estos 
autores calculan la proporción de animales vivos para cada una de estas dosis, es decir 
calculan ),,|0Pr( αβ −= cxY ii para distintos valores de xi. Acudiendo a la tabla que 
convierte la proporción de respuesta en unidades probit, se calcula para cada valor de 
logaritmo de dosis, xi, la unidad probit correspondiente. Por último se construye la gráfica 
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.  Estimación del modelo binario de tipo probit por el método de máxima 
verosimilitud (Greene, W. H. 1998). 

 Los parámetros del modelo de repuesta binaria tipo probit se pueden estimar por el 
método de máxima verosimilitud utilizando los datos experimentales de supervivencia y de 
dosis administradas a una muestra aleatoria de n animales. 
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 Cada observación i de la muestra de tamaño n se considera que es la realización 
individual de una variable aleatoria Yi con distribución de Bernouilli con probabilidad 
( )βα ixc −−Φ  para el suceso “vivir” y ( )βα ixc −−Φ−1  para el suceso “morir”. Por lo 

tanto la función de probabilidad para la observación i es: 

( )
( )βααβ

βααβ

iii

iii

xccxY
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 Puesto que las n observaciones son independientes, la función de densidad conjunta 
de toda la muestra es igual al producto de las funciones de densidad individuales. La 
función de densidad conjunta se denomina función de verosimilitud, L, y da la 
probabilidad de observar esta muestra en particular. 
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 El valor de los parámetros β  y γ , siendo αγ −= c , que hace que esta muestra en 
particular sea la más probable de acuerdo a la función de verosimilitud especificada, es el 
valor del estimador de máxima verosimilitud. Con otras palabras, el valor de los 
parámetros que maximiza L es el estimador de máxima verosimilitud. 

 Los parámetros estimados por el método de máxima verosimilitud se calculan 
maximizando la función L. Generalmente, para encontrar el estimador de máxima 
verosimilitud se considera la maximización del logaritmo de la función de verosimilitud, 
ya que es más fácil trabajar con la función logarítmica que con la función original L. 
Puesto que la función logarítmica es monótono creciente, los valores que maximizan L son 
los mismos que los que maximizan ln L. Entonces, la función a maximizar es : 
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  La condición necesaria de la maximización de ln L, condición que satisface el 
estimador de máxima verosimilitud, viene dada por las expresiones: 
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 Las ecuaciones de las condiciones de primer orden del problema de maximización 
serán no lineales y por eso habrá que resolver la maximización con un método iterativo. El 
estimador de máxima verosimilitud satisface también las condiciones de segundo orden del 
problema de verosimilitud. 

1.4.3.  Determinación de la DL50. 

 Estimados los parámetros del modelo por el método de máxima verosimilitud, se 
calcula la dosis DL50, 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 ecuación: 

( )βγ ˆˆ15.0 50DL−Φ−=             ecuación 1 

donde γ̂  y β̂  son los valores estimados de los coeficientes ( )α−c  y β  respectivamente. 

1.4.4.  Comportamiento de la estimación de la DL50 por máxima verosimilitud 

 Una de las propiedades de los estimadores de máxima verosimilitud es la 
consistencia. Un estimadorτ de un parámetro t es un estimador consistente de t si y solo si 
τ converge en probabilidad a t, la variable aleatoria xn converge en probabilidad a una 
constante c, si limPr(⏐xn - c⏐> ε ) para cualquier ε  positivo. Por tanto el estimador de 
máxima verosimilitud puede ser algunas veces sesgado para muestras finitas. De ahí que a 
pesar de ser éste un método muy atractivo por sus propiedades asintóticas, 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 número 
total de animales y el número 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 formulación no afectaron a la toxicidad de la 
misma. 
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Formulación Dosis Número total de 
animales 

Número de 
animales muertos 

A 1,0 
2,0 
2,5 

10 
10 
10 

0 
6 
10 

A1 1,0 
2,0 
2,25 
2,50 
3,0 

10 
10 
10 
10 
10 

0 
0 
0 
1 
10 

A2 1,0 
2,0 
3,0 
4,0 

10 
10 
10 
10 

0 
3 
9 
10 

A3 1,0 
2,5 
3,0 
3,5 

10 
10 
10 
10 

0 
0 
6 
10 

B 1,0 
2,0 
2,5 
3,0 

10 
10 
10 
10 

0 
2 
6 
10 

F 1,0 
2,0 

10 
10 

0 
10 

Tabla 60. Recuento de animales tras administrar distintas dosis de las 
microemulsiones. 

Formulación β c-α DLa
50 DLb

50
 DLc

50 

A 1,813 
(0,533) 

0,848 
(0,382) 

1,597 1,656 1,82 

A1 31,366 
(97,785) 

29,582 
(89,588) 

2,568 2,661 2,73 

A2 4,637 
(1,490) 

3,753 
(1,320) 

2,247 2,278 2,36 

A3 25,114 
(54,095) 

27,337 
(59,435) 

2,970 2,910 2,93 

B 6,779 
(1,988) 

5,693 
(1,743) 

2,316 2,328 2,35 

F 18,322 
(5906,625) 

6,349 
(2895,009) 

1,414 1,414 1,49 

Tabla  61. Coeficientes del modelo binario tipo probit y DL50 para cada microemulsión, estimados por 
máxima verosimilitud, DLa

50, la dosis letal media DLb
50, estimada mediante la aproximación 

lineal de la función de supervivencia y la dosis letal media DLc
50 estimada por un método 

gráfico. 

 Para el cálculo de la DL50 de las microemulsiones se aplicó el modelo binario probit, 
estimando los parámetros por el método de máxima verosimilitud. Sustituyendo los valores 
estimados para β  y para α−c  en la ecuación 1 se estiman las dosis letales 50 para las 
diferentes formulaciones. Los resultados de la estimación se presentan en la Tabla 61.  
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 Debido a que el tamaño de las muestras utilizadas para la estimación de las dosis 
letales es pequeño, se debe verificar que la DL50 para cada microemulsión calculada según 
el método de máxima verosimilitud es insesgada. Para realizar esta comprobación se 
comparó cada uno de los valores estimados de la DL50 con el valor correspondiente de 
DL50 obtenida por el clásico método de Reed y Muench (Tabla 62). 

 
Formulación Dosis Número 

de 
animales 

vivos 

Número 
acumulado 

de 
animales 
muertos 

Número 
acumulado 
de animales 

vivos 

Total Proporción de 
supervivencia 

A 1,00 
2,00 
2,50 

10 
4 
0 

0 
6 
16 

14 
4 
0 

14 
10 
16 

1,0 
0,4 
0,0 

A1 1,00 
2,00 
2,25 
2,50 
3,00 

10 
10 
10 
9 
0 

0 
0 
0 
1 
11 

39 
29 
19 
9 
0 

39 
29 
19 
10 
11 

1,0 
1,0 
1,0 
0,9 
0,0 

A2 1,00 
2,00 
3,00 
4,00 

10 
7 
1 
0 

0 
3 
12 
22 

18 
7 
1 
0 

18 
10 
13 
22 

1,0 
0,7 

0,072 
0,0 

A3 1,00 
2,50 
3,00 
3,50 

10 
10 
4 
0 

0 
0 
6 
16 

24 
14 
4 
0 

24 
14 
10 
16 

1,0 
1,0 
0,4 
0,0 

B 1,00 
2,00 
2,50 
3,00 

10 
8 
4 
0 

0 
2 
8 
18 

22 
12 
4 
0 

22 
14 
12 
18 

1,0 
0,857 
0,333 
0,0 

F 1,00 
2,00 

10 
0 

0 
10 

10 
0 

10 
10 

1,0 
0,0 

Tabla  62.  Método de Reed y Muench para el cálculo de la dosis letal media de las diferentes 
microemulsiones. 

 Como se puede observar en la Tabla 61, los resultados del cálculo de la DL50  
obtenida por los tres diferentes métodos fue muy semejante, siendo ligeramente mayores 
los resultados obtenidos por el método gráfico. De todas las microemulsiones estudiadas, 
aquella con una toxicidad menor resultó ser la formulación A3, seguida de la 
microemulsión A1. Y todas las microemulsiones fueron mucho menos tóxicas que la 
formulación comercial Fungizona®, permitiendo así el tratamiento de micosis sistémicas 
con dosis mucho más elevadas y disminuyendo con ello el riesgo de formación de 
resistencia a dicho fármaco. 

 Otra manera de calcular la dosis letal 50 es mediante un método gráfico en el que se 
representa la proporción de supervivencia y letalidad y el punto en el que se cruzan 
equivale a la dosis letal 50 (Figura 81). Los resultados de la DL50 obtenidos por este 
análisis aparecen reflejados en la Tabla 60. 



Estudios toxicológicos 

 172

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 81. Cálculo de la dosis letal 50 por un método gráfico. (_____) Proporción de 
supervivencia; (_____) Proporción de letalidad. La flecha morada indica el 
valor de la dosis letal 50. 
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Figura 81. (Continuación) Cálculo de la dosis letal 50 por un método gráfico. (_____) 

Proporción de supervivencia; (_____) Proporción de letalidad. La flecha 
morada indica el valor de la dosis letal 50. 
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2.  TOXICIDAD SUBAGUDA EN DOSIS MÚLTIPLE EN RATONES 

 Las pruebas de toxicidad por administración continuada tienen por objeto revelar las 
alteraciones funcionales o patológicas subsiguientes a la administración repetida de la 
sustancia activa, y establecer las condiciones de aparición de dichas alteraciones en 
función de la posología. En este estudio se observó los efectos de la AmB en forma de 
microemulsión tras la administración de la formulación a diferentes dosis en ratones 
durante un periodo de 5 días. 

2.1.  Animales de experimentación 

 Para realizar este estudio toxicológico se emplearon como animales de 
experimentación, ratones machos albinos CR1, de un peso comprendido entre 25 y 30 g. 
Los animales fueron alojados en grupos de 10 en cajas de plástico a una temperatura de 
25ºC 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 realizó la 
administración del fármaco. Los animales tuvieron un periodo de adaptación de cuatro días 
en el animalario previo al estudio toxicológico. 

 La administración intravenosa del fármaco en bolus en un volumen de 0,1 ml, se 
realizó por la vena lateral caudal, y la toma de muestra plasmática una vez sacrificados los 
animales por dislocación cervical, se realizó mediante punción cardiaca. El análisis de 
dicha muestra se realizó con el total de plasma obtenido de 5 animales a los que se les 
había administrado la misma formulación a la misma dosis. Para cada tipo de formulación 
y cada dosis se emplearon 10 ratones cuya supervivencia fue seguida durante 14 días y el 
recuento de animales muertos se realizó inmediatamente después de la administración. 

2.2.  Dosis de fármaco administradas 

 Las formulaciones empleadas para estos estudios fueron: 

• Microemulsión A. Con una proporción de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un 
porcentaje de agua del 70 % p/p y una concentración de AmB de 2 mg/ml. 

• Microemulsión A'. Con una proporción de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un 
porcentaje de agua del 70 % p/p sin AmB. 

• Microemulsión B. Con una proporción de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un 
porcentaje de agua del 65 % p/p y una concentración de AmB de 2 mg/ml. 

• Microemulsión B'. Con una proporción de Brij® 96V/lecitina 1,5:1, un 
porcentaje de agua del 65 % p/p sin AmB. 

• Microemulsión C. Con una proporción de Tween 80/lecitina 2:1, un porcentaje 
de agua del 60 % p/p y una concentración de AmB de 2 mg/ml. 

• Microemulsión C'. Con una proporción de Tween 80/lecitina 2:1, un 
porcentaje de agua del 60 % p/p sin AmB. 

• Fungizona® (Formulación F). Formulación comercial de AmB acomplejada 
con deoxicolato sódico. 

 Se tomaron las microemulsiones A, B y C con una concentración de AmB de 2 
mg/ml y se diluyeron en suero glucosado fisiológico al 5% p/v hasta obtener sistemas con 
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la concentración de fármaco adecuada a las dosis a administrar que fueron de 0,5, 1, 1,5, 2 
y 3 mg/kg. 

 Las microemulsiones sin AmB se diluyeron en suero glucosado fisiológico al 5% p/v 
hasta obtener sistemas con una concentración de microemulsión de 2 mg/kg, teniendo en 
cuenta que los animales pesaban aproximadamente 30 g, y el volumen medio de inyección 
fue de 0,1 ml.  

 En el caso de la formulación F, las dosis a administrar se prepararon según las 
instrucciones del fabricante, usando agua estéril para la resuspensión seguida de una 
posterior dilución en suero glucosado fisiológico al 5% p/v, hasta obtener la concentración 
de fármaco adecuada a las dosis a administrar que fueron de 1 y 2 mg/kg. 

2.3.  Análisis de las muestras 

 Los animales recibieron 5 dosis consecutivas durante 5 días (1 dosis cada 24 horas) 
de las distintas formulaciones A, B y 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 formulación F la 
dosis fue de 1 y 2 mg/kg. 

 Tras la administración de la quinta dosis de fármaco, 5 de los 10 animales estudiados 
por cada dosis fueron sacrificados, y se tomaron muestras plasmáticas de cada uno de los 
animales mediante punción cardiaca. Así mismo para el grupo de animales a los que se les 
administró la microemulsión C, se extrajeron los riñones de cada animal y se fijaron en una 
solución tampón al 10% en formol, posteriormente se introdujeron en una solución de 
parafina, se seccionaron en cortes de 4 µm y se tiñeron con hematoxilina-eosina. Todas las 
muestras se analizaron microscópicamente y la puntuación del grado de las lesiones se 
realizó objetivamente, sin conocimiento del grupo tratado según el método empleado 
previamente por Fielding y sus colaboradores (Fielding, R. M. et al. 1992). 

 Una semana después de haber sido administrada la última dosis de fármaco se 
sacrificaron los animales restantes (como máximo 5), y se obtuvieron muestras plasmáticas 
de todas las formulaciones y para los animales a los que se les administró la microemulsión 
C, se analizaron los riñones microscópicamente según el protocolo descrito anteriormente. 

 Con las muestras plasmáticas obtenidas se analizó el contenido de hemoglobina y de 
creatinina plasmática. Debido a la hemólisis producida en las muestras plasmáticas 
obtenidas por punción cardiaca en los animales de experimentación, fue imposible obtener 
resultados fiables y sin interferencias de otros parámetros analizados tales como la urea, la 
Alanina aminotransferasa (ALT), Aspartato aminotransferasa (AST),  γ-
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 microemulsión C resultó ser la menos 
tóxica, con un porcentaje de supervivencia de 100% tras la administración de una dosis de 
3 mg/kg durante 5 días, seguida de las microemulsiones B y A, que presentaron un 
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porcentaje de supervivencia de 60 y 50 respectivamente, tras la administración de una 
dosis 2 mg/kg durante 5 días y por último la formulación comercial F que fue la más 
tóxica, presentando un  porcentaje de supervivencia de 0 tras la administración de una 
dosis de 2 mg/kg durante 5 días. 

Formulación Dosis/día 
(mg/kg) 

Dosis 
total de 
AmB 

(mg/kg) 

Ratones 
inyectados

Ratones 
fallecidos 
en última 

dosis 

Ratones 
fallecidos 
tras 7 días 

% 
Supervivencia

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 
 1,5 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 administración de diferentes formulaciones de AmB 
a distintas dosis durante 5 días. 

 Las microemulsiones A', B' y C' presentaron un porcentaje de supervivencia de 100 
tras ser administradas durante 5 días a grupos de 10 ratones cada una, lo que indica que la 
formulación sin AmB carece de toxicidad a las dosis estudiadas. 

 A continuación 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 microemulsión 
C fue la menos tóxica y no se produjo la muerte de ningún animal durante el periodo de 
estudio, por el contrario con la formulación F al tercer día de su administración con una 
dosis de 2 mg/kg, el 40% de los animales tratados había muerto, y al quinto día de 
tratamiento todos los animales fallecieron, lo que nos permite comprobar el alto grado de 
toxicidad de esta formulación tras su administración por vía endovenosa. 

 Las microemulsiones A y B presentaron un comportamiento similar, siendo 
ligeramente menos tóxica la microemulsión B, ya que al cabo de 5 días de tratamiento el 
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porcentaje de letalidad fue del 40% en comparación con el 50% presentado por la 
microemulsión A. 

 Por lo tanto en este estudio se ha podido comprobar la diferencia existente entre las 
microemulsiones y la formulación F en relación a su nivel de toxicidad tras la 
administración de una dosis múltiple durante 5 días. De todas las microemulsiones 
estudiadas, fue la microemulsión C aquella que presentó un comportamiento toxicológico 
mucho menor, y por ello fue en esta formulación donde se realizó un estudio microscópico 
de los riñones con el fin de detectar diferencias significativas con respecto a la formulación 
F. No se realizó este estudio en el resto de las formulaciones ya que la dosis en la que no se 
producía la muerte de ninguno de los animales tras su administración durante 5 días, era 
muy próxima a la dosis presentada por la formulación F, y por lo tanto la diferencia 
toxicológica no era muy grande.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 82. Porcentaje de supervivencia presentado por las formulaciones con AmB tras la 
administración de una dosis de 2 mg/kg durante 5 días. 

2.5.  Análisis renal histopatológico 

   En este estudio se analizaron microscópicamente los riñones de los tras recibir 
durante 5 días una dosis de 2 mg/kg de la microemulsión C', una dosis de 1 mg/kg de la 
formulación F y las dosis de 1, 1,5, 2 y 3 mg/kg de la microemulsión C. Se analizaron los 
riñones de 5 de los ratones tras recibir la quinta dosis de fármaco, 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 riñones al final del tratamiento eran o no irreversibles y por lo 
tanto si se mejoraba el aspecto histopatológico de los riñones. 

  Los resultados obtenidos tras el análisis histopatológico aparecen descritos en la 
Tabla 64. 
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 Puntuación de las lesiones tras el tratamiento con: a 

Resultados Formulación F Microemulsión C 

 1 mg/kg 1 mg/kg 2 mg/kg  3 mg/kg 

 A B A B A B  A B 
Congestión vascular 3 3 - - - -  - - 

Hialinosis glomerular 2 - - - - -  - - 

Necrosis tubular 2 3 - 1 1 -  1 1 

Engrosamiento de la 
membrana basal 

2 - - - - -  - - 

Nefrocalcinosis 2 3 - - 1 -  - - 

Regeneración tubular - 2 - 1 - -  - 1 

a La severidad de las lesiones se graduó siguiendo la siguiente escala: 1, mínima; 2, media; 3, moderada; 4, 
severa; -, lesión no presentada. 

Tabla 64. Puntuación de las lesiones encontradas tras el análisis histopatológico microscópico de grupos de 5 
ratones examinados tras la administración de la quinta dosis (A) y una semana después de 
finalizado el tratamiento (B), de la formulación F y la microemulsión C (Fielding, R. M. et al. 
1992). 

 Los animales control que recibieron una dosis de 2 mg/kg de la microemulsión C' no 
presentaron ningún cambio nefropatológico tras el estudio microscópico realizado. Lo que 
permite concluir que la microemulsión C en ausencia de AmB no produce efectos 
toxicológicos a nivel renal. 

 Los animales sacrificados tras la administración de la quinta dosis de la formulación 
F presentaron lesiones renales de severidad moderada (Figura 83). Estos riñones se 
caracterizaron por presentar una congestión vascular generalizada, que se ve con mejor 
claridad en las zonas del corte histopatológico que presentan un tono más rojizo, un 
engrosamiento de la membrana basal y una hialinización glomerular (Figura 85B).  

 También se pudo apreciar en estos riñones una lesión 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 túbulos contorneados distales. Las 
células tubulares de esta zona presentaron grandes vacuolas citosplasmáticas y nucleos 
picnóticos. Además se observó un engrosamiento de las membranas basales tubulares y 
calcificación tubular (Figura 85B).   
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Figura 83. Riñón de ratón expuesto a una dosis de 1 mg/kg de la formulación F 
durante 5 días, sacrificado tras la administración de la quinta dosis. El corte 
histopatológico presenta necrosis tubular (cabeza de flecha), nefrocalcinosis 
(rombo) y hialinización glomerular (asterisco). (Barra 60 µm). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 84. Riñón de ratón expuesto a una dosis de 1 mg/kg de la formulación F durante 5 

días, sacrificado 1 semana después de la administración de la quinta dosis. El 
corte histopatológico presenta zonas de regeneración tubular (flecha) y 
congestión vascular (zona rojiza). (Barra 60 µm). 
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Figura 85. A: Riñón de ratón expuesto a una dosis de 2 mg/kg de la 
microemulsión C durante 5 días, sacrificado tras la 
administración de la quinta dosis. El corte histopatológico no 
presenta ninguna alteración morfológica. B: Riñón de ratón 
expuesto a una dosis de 1 mg/kg de la formulación F durante 
5 días, sacrificado tras la administración de la quinta dosis. El 
corte histopatológico presenta necrosis tubular (cabeza de 
flecha), engrosamiento de la membrana basal (flecha) y 
congestión vascular (zona rojiza). (Barra 25 µm). 

 

 Los ratones que recibieron la formulación F en una dosis de 1 mg/kg durante 5 días 
pero fueron sacrificados una semana después de finalizado el tratamiento, presentaron en 
los cortes histopatológicos áreas de regeneración tubular caracterizadas por la presencia de 
células epiteliales con un citoplasma basófilo (estas zonas adquieren un color más azulado 
que el resto de la preparación), un gran núcleo y presencia de mitosis (Figura 84).  

 En los animales tratados con la microemulsión C a las dosis de 1, 1,5 y 2 mg/kg no 
se observaron alteraciones histopatológicas significativas tras la administración de la 
quinta dosis, o una semana después de finalizado el tratamiento, durante el periodo de 
recuperación (Figura 85A). Tan solo se observó en algunos animales de los diferentes 
grupos de dosis una mínima necrosis tubular. 

B A 
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 Tampoco se observaron lesiones histológicas significativas en aquellos animales que 
recibieron una dosis de 3 mg/kg de la microemulsión C durante 5 días, y tan solo en dos de 
los 10 riñones analizados una semana después de la administración del fármaco, se observó 
una mínima e inespecífica área de hiperplasia en el asa de Henle. También se pudo apreciar 
una mínima regeneración renal tubular en algunos de los riñones analizados una semana 
después de finalizado el tratamiento, lo que puede indicar que ha habido un pequeño daño 
histológico reversible al final del tratamiento que ha podido ser corregido en una semana 
de ausencia del fármaco.  

 Con este estudio se ha podido demostrar que la AmB incorporada en la 
microemulsión 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 formulación F se producen daños tubulares y degeneración glomerular, 
una dosis de 0,375 mg de la microemulsión C no produce lesiones histológicas severas que 
afecten a la estructura renal a pesar de que esta dosis es 3 veces superior a la de la 
formulación F. 

 El mecanismo de acción por el que las microemulsiones de AmB atenúan la 
toxicidad de dicho fármaco en células mamíferas no ha sido descrito con claridad todavía, 
pero se piensa que puede ser similar al comportamiento que presentan los complejos 
lipídicos de AmB, ya que su composición es muy similar conteniendo ambas 
formulaciones fosfatidilcolina en su estructura. 

2.6.  Análisis de los parámetros sanguíneos 

 Tal y como se ha dicho previamente, los únicos parámetros sanguíneos que pudieron 
ser analizados sin la interferencia de la hemólisis producida por la extracción de sangre 
fueron la creatinina sérica y la hemoglobina. 

 La hemoglobina es un parámetro sanguíneo relacionado directamente con la 
aparición de efectos adversos ejercidos por la AmB, ya que la AmB puede producir en un 
porcentaje significativo de pacientes una depresión o daño en la médula ósea que provoca 
una anemia hemolítica y por lo tanto un descenso en el valor de este parámetro (Walsh, T. 
J. et al. 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 fisiológico para esta especie animal según se indica en la 
literatura, pero los valores que se encuentran fuera del rango están muy próximos al valor 
de 10 g/dl (Wolfensohn, S. et al. 1998). (El control presentó un valor de hemoglobina de 
9,88 ± 0,868 g/dl). 

 El valor de hemoglobina para la dosis de 1,5 mg/kg de la microemulsión C presentó 
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 fisiológicos, excepto para la 
dosis de 1 mg/kg de la microemulsión C cuyo valor una semana después de finalizado el 
tratamiento presentó un valor de 9,215 g/dl. El valor de hemoglobina para la 
microemulsión C sin AmB en una dosis de 2 mg/kg al finalizar el tratamiento y presentó 
un valor de 9,554 g/dl, el cual se encuentra discretamente por debajo de los límites 
fisiológicos normales. 
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 Estos resultados obtenidos para la hemoglobina se encuentran todos por encima de 
una concentración de 9 g/dl, prácticamente es el valor fisiológico 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 depresión de la médula ósea como 
efecto adverso asociado a la administración de un tratamiento continuado con dosis 
múltiples de AmB durante un peridod de 5 días. 

 
 Creatinina  

(mg/dl) 
Hemoglobina  

(g/dl) 
Formulación y dosis 

(mg/kg) 
A B A B 

Controlª 0,55 ± 0,04 0,60 ± 0,08 11,50 ± 0,80 9,88 ± 0,86 
Microemulsión C'     

2 0,40 ± 0,08 0,30 ± 0,04 10,25 ± 0,58 11,28 ± 0,41 
Formulación F     

1 0,30 ± 0,07 0,40 ± 0,06 11,91 ± 0,30 10,42 ± 0,24 
Microemulsión C     

1 0,30 ± 0,07 0,40 ± 0,08 10,56 ± 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 

Microemulsión A     
2 0,70 ± 0,06 0,40 ± 0,05 10,35 ± 0,13 10,87 ± 0,60 

Microemulsión B     
2 0,50 ± 0,08 0,30 ± 0,07 11,11 ± 0,38 10,58 ± 0,73 

 ª Animales sanos 

Tabla 65. Valores de creatinina y de hemoglobina sérica en ratones recibiendo distintas formulaciones de 
AmB en diferentes dosis tras cinco días 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 0,3 y 1 
mg/dl, que es el rango fisiológico 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 análisis histopatológico puesto que la existencia de daños renales no se ve 
acompañada de elevaciones patológicas de dicho parámetro. La causa principal de este 
fenómeno puede ser debido a la corta duración del tratamiento con AmB en ratones (5 
días). 

 Para la microemulsión C y la formulación F se produce un incremento en el valor de 
la creatinina desde la administración de la quinta dosis de fármaco, hasta finalizar el 
periodo de recuperación, una semana después de finalizado el tratamiento. Esta variación 
en los niveles de creatinina se encuentra dentro del rango de la normalidad, y por lo tanto 
no se observan con efectos nefrotóxicos tras la administración de ambas formulaciones. 
Por el contrario, para las microemulsiones A y B se produce un descenso en el valor de la 
creatinina desde la administración de la quinta dosis de fármaco, hasta finalizar el periodo 
de recuperación, una semana después de finalizado el tratamiento.  
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 Los valores de creatinina obtenidos tras la administración de la quinta dosis de AmB 
fueron menores de 0,3 mg/dl para las dosis de 1 y 2 mg/kg de la microemulsión C y los 
valores de creatinina alcanzaron valores superiores tras el periodo de recuperación de una 
semana. Por lo tanto de acuerdo con este parámetro no se podría concluir que se ha 
producido un efecto nefrotóxico en los animales de experimentación tras la administración 
del fármaco, ya que los valores de creatinina se encuentran dentro del rango fisiológico 
normal. 

3.  TOXICIDAD SUBAGUDA EN DOSIS MÚLTIPLE EN CONEJOS 

 Este estudio de toxicidad se realizó en los conejos a los que se les administró durante 
4 días una dosis de 1 mg/kg de la formulación F o la microemulsión C mediante perfusión 
intravenosa, y a las 96 horas de iniciado el estudio, se les extrajo una muestra de sangre de 
4 ml la cual se empleó para realizar el análisis farmacocinético (2 ml) y para el análisis de 
los parámetros sanguíneos indicadores de una posible nefrotoxicidad (2 ml).  

3.1.  Animales de experimentación 

 Para realizar los estudios de toxicidad en dosis múltiple se emplearon como animales 
de experimentación, 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 
25ºC 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 realizó la 
administración del fármaco, y durante la toma de muestras sanguíneas. Los animales 
tuvieron un periodo de adaptación de cuatro días en el animalario previo al estudio 
farmacocinético y toxicológico. 

 La administración por perfusión intravenosa del fármaco en un volumen de 30 ml 
durante 30 minutos, se realizó por la vena lateral de la oreja izquierda, y la toma de 
muestras en un volumen de 2 ml, se realizó por la vena lateral de la oreja derecha, con el 
fin de evitar posibles interferencias entre la dosis administrada y las muestras plasmáticas 
extraídas. Para cada tipo de formulación se emplearon 3 conejos.  

3.2.  Dosis de fármaco administradas 

 Las formulaciones empleadas para estos estudios fueron: 

• Microemulsión C. Con una proporción de Tween 80/lecitina 2:1, un porcentaje 
de agua del 60 % p/p y una concentración de AmB de 2 mg/ml. 

• Fungizona® (Formulación F). Formulación comercial de AmB acomplejada 
con deoxicolato sódico. 

  Para la realización del estudio toxicológico y farmacocinético comparativo de la 
administración por perfusión i.v. de las formulaciones de AmB frente a la formulación 
comercial Fungizona®, durante 4 días se seleccionó a la microemulsión C para realizar 
dicho estudio por ser la que presentaba mejores características toxicológicas en ratones. Se 
emplearon dosis de 1 mg/kg para ambas formulaciones. 

 Para la preparación de la microemulsión cuya concentración en AmB era de 2 
mg/ml, se diluyó en suero glucosado en una concentración al 5% p/v hasta obtener una 
solución con la concentración del fármaco 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 esterilización de las muestras 
se hizo por filtración esterilizante mediante el uso de filtros de diámetro medio de 0,22 µm, 
y como queda reflejado en capítulos previos, esta esterilización no afectó al tamaño de 
gotícula interno de los sistemas dispersos, pero sí a la concentración 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 formulación F, la dosis a administrar se preparó según las 
instrucciones del fabricante, usando agua estéril para la resuspensión seguida de una 
posterior dilución en suero glucosado fisiológico al 5% p/v, hasta obtener la concentración 
de fármaco 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.  Extracción y análisis de las muestras 

 Para realizar el análisis de los parámetros indicadores de nefrotoxicidad, a las 96 
horas de administrada la primera dosis del fármaco se tomaron muestras sanguíneas de 
aproximadamente 2ml a través de la vena lateral de la oreja derecha, y en esta muestra 
plasmática se midieron los valores de creatinina, urea, hemoglobina, alanina 
aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST),  γ-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 toxicológico realizado en ratones, y el realizado en 
conejos, ha sido principalmente el estado de las muestras plasmáticas tras la extracción a 
los distintos tipos de animales. Si como ya hemos descrito previamente, las muestras 
plasmáticas obtenidas en los ratones estaban muy hemolizadas y no se podía calcular el 
valor de ciertas enzimas, las muestras plasmáticas 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 hemólisis producida era prácticamente nula, con lo que fue posible 
el cálculo de las enzimas AST (aspartato aminotransferasa), ALP (fosfatasa alcalina), GGT 
(γ-glutamil transpeptidasa) y ALT (alanina aminotransferasa).  

 Como se puede observar, todos los parámetros están 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 
parámetros analizados se obtienen valores muy semejantes para ambos tipos de 
formulaciones, excepto en el valor de la AST, siendo prácticamente del doble para la 
microemulsión C (59,7 U/l), aunque ambos valores se encuentran dentro del rango de la 
normalidad (14-80). 
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 Parámetros analizados 
Formulación Urea 

(mg/dl) 
Creatinina 

(mg/dl) 
Hemoglobina 

(g/dl) 
C 21,0 1,5 10,6 
C 18,0 1,5 13,8 
C 21,0 1,6 14,8 

Media de C 19,9 ± 1,7 1,5 ± 0,05 12,9 ± 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 ± 1,4 
Control 27,0 0,8 12,5 

Referenciaa,b 17 - 23,5ª  
12 - 22b 

0,8 - 1,8ª 
1 - 1,6b  

10 - 15,5ª  
10,9 - 14,4b 

aWolfensohn, S. et al. 1998, , bDerelanko, M. J. et al. 1995. 

Tabla 66. Valores obtenidos para los parámetros indicadores de nefrotoxicidad en 
conejos, tras la administración de una dosis de 1 mg/kg de la 
microemulsión C o la formulación F durante 4 días mediante perfusión 
endovenosa. 

  El valor de la enzima ALT obtenido tras la administración de la microemulsión C 
durante 4 días (39 U/l), se aproxima más a los valores obtenidos en conejo sano (44 U/l) 
que el valor obtenido tras la administración de la formulación comercial (31 U/l). Lo 
mismo sucede para los valores obtenidos de la enzima ALP (Tabla 67). 

 

Parámetros analizados (U/l) 
Formulación 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 

Media de C 60,6 ± 12,6 95,3 ± 18,1 3,3 ± 0,5 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 

Media de F 38,3 ± 29,0 79,3 ± 2,0 2,6 ± 1,5 31,3 ± 10,0 
Control 12,0 122,0 1,0 44,0 

Referenciaa,b 14 - 80ª  
 

40 - 120b  0 - 10b 14 - 113ª  
25 - 70b    

aWolfensohn, S. et al. 1998, bDerelanko, M. J. et al. 1995. 

Tabla 67. Valores obtenidos para las enzimas séricas en conejos, tras la 
administración de una dosis de 1 mg/kg de la microemulsión C o la 
formulación F durante 4 días mediante perfusión endovenosa. 
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 Estos estudios toxicológicos tanto en ratones como en conejos, nos han permitido 
caracterizar y describir el comportamiento de nuevas formulaciones de AmB en forma de 
microemulsión en el organismo de animales de experimentación. Gracias al análisis 
histopatológico se ha podido comprobar que el daño renal causado por la formulación 
comercial en forma de deoxicolato sódico, es mucho mayor que el causado por las 
microemulsiones de AmB y por lo tanto, estos resultados hacen de estas nuevas 
microemulsiones unos sistemas óptimos para la vehiculación de la AmB en el organismo 
con una posible aplicación 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 
microemulsión en comparación con la formulación comercial F (Fungizona®) en forma de 
deoxicolato sódico, se empleó una levadura patógena, Candida albicans, en un modelo de 
infección sistémica en ratón.  

 El fin de este estudio fue el de comprobar que la AmB en forma de microemulsión 
era igualmente eficaz que la formulación F y, que el hecho de estar incluida en la 
microemulsión la hacía menos tóxica frente a infecciones fúngicas a nivel sistémico en 
organismos vivos. 

 Se realizaron dos tipos de estudios de eficacia. El primero de ellos se realizó en 
ratones sanos a los cuales se les administró una dosis elevada de Candida albicans y 
posteriormente en diversos periodos de tiempo se les administró el fármaco en forma de 
microemulsión o la formulación F y, un segundo estudio en el que se emplearon ratones a 
los que previamente al estudio de eficacia se les provocó una neutropenia mediante la 
administración de ciclofosfamida y por lo tanto se les provocaba una infección sistémica 
que resultaría mucho más virulenta empleando la misma dosis de Candida. 

1.  ESTUDIOS DE EFICACIA EN RATONES SANOS  

1.1  Animales de experimentación 

 Para realizar este estudio de eficacia se emplearon como animales de 
experimentación, ratones machos albinos CR1, de un peso comprendido entre 25 y 30 g. 
Los animales fueron alojados en grupos de 10 en cajas de plástico a una temperatura de 
25ºC 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 realizó la 
administración del fármaco o se les administró la Candida. Los animales tuvieron un 
periodo de adaptación de cuatro días en el animalario previo al estudio de eficacia. 

1.2.  Modelo de infección con Candida albicans 

 Para el desarrollo de una infección sistémica fúngica en animales de laboratorio se 
emplearon cepas SC5314 de Candida albicans. Para el crecimiento del hongo se cultivó 
una cepa de C. albicans en placas con un medio mínimo 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 solución tampón salina de fosfato (PBS), y 
posteriormente se diluyeron en PBS hasta alcanzar la concentración deseada de 2.106 CFU 
(unidades formadoras de colonias)/ml. 

 Para producir la infección fúngica sistémica se les inyectó a los ratones 0,5 ml de la 
solución de C. albicans en la vena marginal de la cola. 

1.3.  Dosis de fármaco administradas 

 Las formulaciones empleadas para estos estudios fueron: 
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•  Microemulsión C (M-AmB). Con una proporción de Tween 80/lecitina 2:1, un 
porcentaje de agua del 60 % p/p y una concentración de AmB de 2 mg/ml. 

•  Microemulsión C'. Con una proporción de Tween 80/lecitina 2:1, un porcentaje de 
agua del 60 % p/p sin AmB. 

• Formulación F (D-AmB, Fungizona®). Formulación comercial de AmB 
acomplejada con deoxicolato sódico. 

 La administración intravenosa del fármaco tipo bolus en forma de microemulsión o 
la formulación F, ambas en un volumen de 0,1 ml, se realizó por la vena lateral caudal del 
ratón. Para cada tipo de formulación y cada dosis se emplearon 10 ratones cuya 
supervivencia fue seguida durante 28 días y el recuento de animales muertos se realizó 
inmediatamente después de la administración. 

 La microemulsión C con una concentración de AmB de 2 mg/ml se diluyó en suero 
glucosado fisiológico al 5% p/v hasta obtener sistemas con la concentración de fármaco 
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 inyección fue de 0,1 ml.  

 La microemulsión C' sin AmB se diluyó en suero glucosado fisiológico al 5% p/v 
hasta obtener sistemas con una concentración de microemulsión de 2 mg/kg, teniendo en 
cuenta que los animales pesaban aproximadamente 30 g, y el volumen medio de inyección 
fue de 0,1 ml.  

 En el caso de la formulación F, la dosis a administrar se preparó según las 
instrucciones del fabricante, usando agua estéril para la resuspensión seguida de una 
posterior dilución en suero glucosado fisiológico al 5% p/v, hasta obtener la concentración 
de fármaco 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 
infección fúngica, la administración de las formulaciones de AmB se realizó a las 24, 48 o 
72 horas de iniciada la infección con C. albicans. 

1.4.  Medida de la colonización de las cepas de Candida albicans en los 
órganos diana durante la infección sistémica 

 El desarrollo de la infección por C. albicans se monitorizó mediante el recuento de 
animales fallecidos, o mediante la evaluación de la carga fúngica (CFU) en los órganos 
más representativos como son riñones y cerebro (Papadimitriou, J. M. et al. 1986, Ryley, J. 
F. et al. 1988). Para ello, a los 28 días de iniciado el tratamiento se tomaron por cada grupo 
5 animales que fueron sacrificados mediante dislocación cervical. Se extrajeron los riñones 
y el cerebro y se introdujeron por separado en una solución de 10 ml de PBS. Se realizó un 
homogenizado de los órganos 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 
riñones se realizó una dilución 1/11 en PBS. Una vez obtenidos los homogenizados se 
realizó una siembra de 100 µl de la dilución y de las suspensiones originales en placas de 
YED (yeast extract-dextrose) con cloranfenicol y se incubaron a 37ºC durante 24-48 h.  
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1.5.  Análisis estadístico 

 El análisis estadístico se hizo para confirmar la significación de los resultados 
obtenidos y, consecuentemente, la eficacia de la nueva formulación de AmB. Se estimó 
una función de supervivencia con el tiempo t para conocer la probabilidad de que un ratón 
sobreviva al menos en el tiempo t. La función de supervivencia se define por la ecuación: 

( ) 1 ( ) ( )S t F t P T t= − = >  

donde T es una variable aleatoria con una función de distribución F(t). La estimación más 
común de la distribución de supervivencia es la de Kaplan-Meier (KM): 

( ) ( )ˆ ( )
( )

i

i i
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t t i

r t d tS t
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−
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donde r y d son los números de riesgo y el número de muertes respectivamente.  

 Las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier fueron estimadas por la función survfit 
incluída en el paquete estadístico 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 riñones y cerebro se compararon usando el test de t-Student y se empleó 
el test W de Mann-Whitney cuando las condiciones paramétricas se veían modificadas.  

1.6.  Resultados obtenidos 

1.6.1.  Eficacia de M-AmB.  

 Se realizó un análisis estadístico de Kaplan-Meier con el fin de comprobar que la 
microemulsión con AmB en una dosis de 1 mg/kg prolongaba la supervivencia de los 
ratones infectados con Candida albicans. Se comparó la supervivencia de un grupo control 
de ratones infectados sin recibir tratamiento con un grupo de ratones infectados a los que 
se les administró una dosis de 1 mg/kg de M-AmB 24 horas después de iniciada la 
infección. Los resultados para ambos grupos aparecen reflejados en la Tabla 68, 
incluyendo columnas para la estimación de supervivencia con sus errores estándar y los 
límites de confianza por encima y por debajo del 95%. Los lugares indicados con NA (no 
un número) son el resultado de la imposibilidad de estimar un error estándar a partir de una 
supervivencia de valor 0 en un escala de supervivencia logarítmica. La comparación de las 
curvas de supervivencia se realizó mediante la función survfit y los resultados del test de 
rango logarítmico para el cálculo de la diferencia entre ambos grupos aparece reflejado en 
la Tabla 69.  
 Los resultados obtenidos indican que la diferencia entre ambos grupos fue 
estadísticamente significativa (p = 4,66.10-6) y muestran que hay una fuerte evidencia para 
probar que el grupo tratado con la microemulsión presenta una supervivencia mucho mejor 
que el grupo control. 
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 Tiempo 
(días) 

Número 
de 

muertes 

Estimación de 
supervivencia 

(ES)  

IC de 
supervivencia 

inferior al 95% 

IC de 
supervivencia 

superior al 95% 
-Control 3 1 0,9 

(0,0949) 
0,7320 1,000 

 5 5 0,4 
(0,1549) 

0,1872 0,855 

 6 2 0,2 
(0,1265) 

0,0579 0,691 

 8 2 0,0 NA NA 
- M-AmB 10 1 0,9 

(0,0949) 
0,732 1 

 15 1 0,8 
(0,1265) 

0,587 1 

NA: (not a number, no un número) Como resultado de la imposibilidad de estimar un error estándar a partir 
de una supervivencia de valor 0 en un escala de supervivencia logarítmica.  
ES: Error estándar, IC: Intrevalo de confianza. 
Tabla 68. Análisis 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 administró una 
dosis de M-AmB de 1 mg/kg, 24 horas después de iniciada la infección. 

 
 

Grupo Número de 
muertes 

Estimación 
de la 

supervivencia 
media (ES) 

Número de 
muertes 

observadas 
(O) 

Número de 
muertes 

esperadas 
(E) 

(O-E)2 

E 
(O-E)2 

V 

Control 10 5,6 
(0,452) 

10 3,77 10,28 21 

M-AmB 2 18,5 
(1,012) 

2 8,23 4,71 21 

χ2= 21, con un grado de libertad, p = 4,66⋅10-6 

V: Matriz de varianza estándar multinomial.  
Tabla 69. Comparación de las curvas de supervivencia para la estimación de Kaplan-Meier, para un grupo 

control de 10 ratones infectados con C. albicans en comparación con un grupo de 10 ratones 
infectados tratados con una dosis de 1 mg/kg de M-AmB 24 horas después de iniciada la infección 

 

1.6.2.  Comparación 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 1.106 CFU fueron tratados 
con D-AmB en una dosis de 1 mg/kg o con M-AmB a las dosis de 2 y 3 mg/kg 24, 48 y 72 
horas después de iniciada la infección. Fue posible administrar dosis mayores de M-AmB 
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que de D-AmB sin elevar el riesgo de toxicidad letal, ya que la M-AmB es mucho menos 
tóxica que la formulación 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 infección con C. albicans sobrevivieron, y a pesar de que no se observaron 
muertes en ninguno de los grupos, los animales presentaron inicialmente una 
descoordinación motora durante la primera semana del estudio, recuperándose al cabo de 
10 días. Se observó 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 microemulsión sin AmB (2 mg/kg) 24 horas 
después de ser infectados. En ambos casos  los animales murieron en un periodo de 8 días, 
con lo que se pudo concluir que los excipientes de la microemulsión no afectan a la 
eficacia del sistema.  

 Por el contrario los animales tratados con D-AmB 48 horas después de iniciada la 
infección, presentaron un 25% de mortalidad, en comparación con un 100% de 
supervivencia que presentaron los ratones a los que se les administró M-AmB a la dosis de 
2 mg/kg. El grupo control de animales no tratados murieron en 8 días (Figura 86). 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 86. % de supervivencia de ratones inmunocompetentes infectados con C. albicans (1.106 CFU) 
tratados 48 horas después de iniciada la infección 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 infección, con el fin de crear un modelo de 
infección mucho más agresivo y observar el comportamiento de la microemulsión en 
condiciones de infección más severas. M-AmB presentó una supervivencia del 80% en 
comparación con el grupo tratado con D-AmB en el cual sólo sobrevivieron el 40% de los 
ratones. Con el fin de alcanzar una supervivencia del 100%, se administró M-AmB en una 
dosis de 3 mg/kg en las mismas condiciones indicadas previamente (Figura 87). 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 87. % de supervivencia de ratones inmunocompetentes infectados con C. albicans (1.106 CFU) 

tratados 72 horas después de iniciada la infección 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 
formulación independientemente. Para los grupos tratados con D-AmB, todos los animales 
sobrevivieron cuando el tratamiento se inició 24 horas después de ser inoculados, pero al 
incrementar el tiempo entre infección e inicio del tratamiento a 48 y 72 horas, el porcentaje 
de supervivencia disminuyó 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 infección con C. albicans, fue muy 
diferente y mucho más 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 infección, en los que se observó una supervivencia del 80% 
(Figura 89). 
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Figura 88. % de supervivencia de ratones inmunocompetentes infectados con C. albicans (1.106 CFU) 
tratados 24, 48 y 72 horas después de iniciada la infección con una dosis intravenosa de D-
AmB (1 mg/kg). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 89. % de supervivencia de ratones inmunocompetentes infectados con C. albicans (1.106 CFU) 
tratados 24, 48 y 72 horas después de iniciada la infección con una dosis intravenosa de M-AmB 
(2 y 3 mg/kg). 
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 La Tabla 70 muestra la carga fúngica en riñones 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 inoculación, mostraron una 
carga fúngica en riñones 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 ± 
2,29 y 0,83 ± 1,29, respectivamente). Cuando se incrementó el tiempo entre inoculación e 
inicio del tratamiento con D-AmB hasta 48 horas, se observó una mayor disfunción 
locomotriz de los animales, una mayor carga fúngica en riñones y cerebro así como una 
disminución de la supervivencia de los animales en comparación con aquellos animales 
tratados con M-AmB. 

 En el último estudio de eficacia realizado el tiempo transcurrido entre la infección 
fúngica sistémica y la administración del fármaco fue de 72 horas. Tiempo suficiente para 
generar una infección fúngica 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 infección produciéndose 
un número muy elevado de fallecimientos en este grupo de animales y una colonización de 
los riñones de más de 6 CFU (un 70% de los riñones analizados presentaban decoloración). 
Por el contrario los animales que recibieron una dosis de 3 mg/kg de la microemulsión C 
sobrevivieron durante 28 días, y el grado de colonización de las cepas de C. albicans en 
cerebro fue nulo y en riñones el log10 CFU fue de 1,10 ± 1,90, lo que indica que tras la 
administración de dicha formulación, la infección se eliminó casi por completo. 

 

   Número de colonias          

(log10 (media CFU ± ES) 

Tratamiento Dosis 

(mg/kg) 

Tiempoª     

(h) 

Riñón Cerebro 

D-AmB 1 24 4,38 ± 2,60* 2,34 ± 2,28* 

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 5,50 ± 1,22 1,52 ± 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* * 

ª: Tiempo de inicio del tratamiento tras la inoculación con C. albicans. 
*: Todos o algunos de los ratones presentaron un aclaramiento de la infección. 
ES: Error estándar. 
Tabla 70. Carga fúngica (CFU/órgano) en ratones CR1 inmunocompetentes infectados con 

C. albicans tratados con M-AmB o D-AmB. 

 Se realizó el test W de Mann-Whitney para comparar las medianas de la carga 
fúngica en riñones de ratones recibiendo D-AmB o M-AmB (2 mg/kg) 48 horas después de 
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ser inoculados con C. albicans. Este test se realizó 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 fúngica de los animales tratados con D-AmB y M-AmB. 

 También se empleo un test t para comparar las medias de la carga fúngica 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 infección. El test se construyó para determinar si la 
diferencia entre las dos medias era igual a 0 frente a la hipótesis 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 fúngica del hongo en riñones y cerebro. Los estudios estadísticos no se pudieron 
realizar en todos los casos debido a la presencia de aclaramiento de la infección en un gran 
número de ratones. 

 A continuación en la Figura 90 se observa con claridad la diferencia de colonización 
presentada en los riñones de ratones recibiendo D-AmB y M-AmB (2 mg/kg) 72 horas 
después de iniciada la infección.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 90. A: Colonias de C. albicans provenientes del cultivo de riñones 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 riñones 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 días, en 
comparación con los animales tratados con AmB, debido a una colonización sistémica del 
hongo que provocó un fallo renal y como consiguiente la muerte del animal. Esto se 
aprecia principalmente por un engrosamiento de la zona abdominal, y cuando la 
colonización es muy elevada, alcanza a órganos 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 reducción en la carga fúngica en riñones y cerebro de los ratones infectados con C. 
albicans en comparación con aquellos tratados con D-AmB.  
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 El diagnóstico definitivo de las infecciones fúngicas en pacientes con leucemia o 
cáncer tratados con quimioterapia no siempre es posible, debido principalmente a la falta 
de sensibilidad y especificidad de los métodos de cultivo e histológicos (Thaler, M. et al. 
1988).A pesar de que se han desarrollado nuevos métodos de diagnóstico más rápidos  y 
precisos para las enfermedades fúngicas (Van Burik, J. A. et al.1998), se obtiene raramente 
un diagnóstico seguro en los primeros estadíos de la infección, y por ello la mayoría de las 
infecciones fúngicas sistémicas se diagnostican en la autopsia (Bodey, G. et al.1992). Esta 
es la razón por la cual se ha incrementado el tiempo entre infección y tratamiento de 24 a 
72 horas en ratones inmunocompetentes comprobando que la formulación 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 fúngicas en los órganos diana siguiendo los mismos regímenes para ambas 
formulaciones. Y como la M-AmB ha demostrado ser mucho menos tóxica que la 
formulación D-AmB "in vivo", se pudieron administrar dosis más elevadas sin riesgo de 
producir una toxicidad letal en los animales de estudio, obteniendo un 100% de 
supervivencia y reduciendo la carga fúngica en los órganos diana en el modelo de 
infección más severo (+ 72 horas).    

1.6.3.  Comparación de la supervivencia de M-AmB y D-AmB en un modelo de 
candidiasis sistémica 72 horas después de iniciada la inoculación.  

 Se realizó un análisis estadístico 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 inoculación.  

 
 

 Tiempo 

(días) 

Número 

de 

muertes 

Estimación de 

supervivencia 

(ES)  

IC de 

supervivencia 

inferior al 95% 

IC de 

supervivencia 

superior al 95% 

- M-AmB  18 1 0,9 
(0,0949) 

0,7320 1 

 23 1 0,8 
(0,1265) 

0,587 1 

- D-AmB 14 1 0,9 
(0,0949) 

0,732 1 

 16 1 0,8 
(0,1265) 

0,587 1 

 19 1 0,7 
(0,1449) 

0,467 1 

 22 1 0,6 
(0,1549) 

0,362 0,995 

 23 1 0,5 
(0,1581) 

0,269 0,929 

 26 1 0,4 
(0,1549) 

0,187 0,855 

ES: Error estándar, IC: Intrevalo de confianza. 
Tabla 71. Análisis de supervivencia de Kaplan-Meyer para dos grupos de ratones infectados con C. albicans 

a los que se les administró D-AmB o M-AmB (2 mg/kg), 72 horas después de iniciada la infección. 
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 Los resultados para ambos grupos aparecen reflejados en la Tabla 71, incluyendo 
columnas para la estimación de supervivencia con sus errores estándar y los límites de 
confidencia por encima y por debajo del 95%. La comparación de las curvas de 
supervivencia se realizó mediante la función survfit y los resultados del test de rango 
logarítmico para el cálculo de la diferencia entre ambos grupos aparece reflejado en la 
Tabla 72.  
  
 

Grupo Número 

de 

muertes

Estimación 

de la 

supervivencia 

media (ES) 

Número de 

muertes 

observadas 

(O) 

Número de 

muertes 

esperadas 

(E) 

(O-E)2 

E 
(O-E)2 

V 

M-AmB 2 26,5 

(1,01) 

2 4,49 1,38 3,22 

D-AmB 6 23,2 

(1,6) 

6 3,51 1,76 3,22 

χ2= 3,2, con un grado de libertad, p = 0,0727 

V: Matriz de varianza estándar multinomial.  
Tabla 72. Comparación de las curvas de supervivencia para la estimación de Kaplan-Meier, para un grupo de 

10 ratones infectados con C. albicans a los que se les administró D-AmB o M-AmB (2 mg/kg), 72 
horas después de iniciada la infección. 

  
 Los resultados obtenidos indican que la diferencia entre ambos grupos fue 
estadísticamente 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 NEUTROPÉNICOS  

2.1.  Animales de experimentación 

 Para realizar este estudio de eficacia se emplearon como animales de 
experimentación, ratones machos albinos CR1, de un peso comprendido entre 25 y 30 g. 
Los animales fueron alojados en grupos de 10 en cajas de plástico a una temperatura de 
25ºC 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 realizó la 
administración del fármaco o se les administró la Candida. Los animales tuvieron un 
periodo de adaptación de cuatro días en el animalario previo al estudio de eficacia. 

2.2.  Inducción de neutropenia 

 Se indujo la neutropenia en los ratones (< 100 leucocitos polimorfonucleares/mm3) 
mediante la inyección de una dosis de 150 mg/kg vía intraperitoneal de ciclofosfamida 4 
días antes y una dosis de 100 mg/kg vía i.p. 1 día antes de iniciar la infección fúngica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 91. Activación de la ciclofosfamida (Avendaño, C. 1994). 
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 La ciclofosfamida (obtenida en Sigma-Aldrich) es un agente antineoplásico usado 
para el tratamiento de la enfermedad de Hodgkins. Posee una marcada actividad 
inmunosupresora a elevadas dosis, y por ello se empleó en este estudio como fármaco de 
elección 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-hidroxiperóxido. Dicho 
hidroxiderivado posee una estructura de carbinolamina, en equilibrio con la forma amino-
aldehído de cadena abierta. La descomposición no enzimática de este último, genera la 
mostaza fosforamida y acroleína. La fosforamida se cicla al ion aziridinio, que es el agente 
alquilante activo (Figura 91). 

2.3.  Modelo de infección con Candida albicans 

 Para el desarrollo de una infección sistémica fúngica en animales de laboratorio se 
emplearon cepas SC5314 de Candida albicans. Para el crecimiento de la Candida se 
cultivó una cepa de C. albicans en placas con un medio mínimo 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 solución tampón salina de fosfato (PBS), y 
posteriormente se diluyeron en PBS hasta alcanzar la concentración deseada de 2.106 CFU 
(unidades formadoras de colonias)/ml. 

 Para producir la infección fúngica sistémica se les inyectó a los ratones 0,5 ml de la 
solución de C. albicans en la vena lateral de la cola. 

2.4.  Dosis de fármaco administradas 

 Las formulaciones empleadas para estos estudios fueron: 

•  Microemulsión C (M-AmB). Con una proporción de Tween 80/lecitina 2:1, un 
porcentaje de agua del 60 % p/p y una concentración de AmB de 2 mg/ml. 

• Formulación F (D-AmB, Fungizona®). Formulación comercial de AmB 
acomplejada con deoxicolato sódico. 

 La administración intravenosa del fármaco en bolus en forma de microemulsión o la 
formulación F, ambas en un volumen de 0,1 ml, se realizó por la vena lateral caudal del 
ratón. Para cada tipo de formulación y cada dosis se emplearon 10 ratones cuya 
supervivencia fue seguida durante 28 días y el recuento de animales muertos se realizó 
inmediatamente después de la administración. 

 La microemulsión C con una concentración de AmB de 2 mg/ml se diluyó en suero 
glucosado fisiológico al 5% p/v hasta obtener sistemas con la concentración de fármaco 
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 inyección fue de 0,1 ml.  

 En el caso de la formulación F, la dosis a administrar se preparó según las 
instrucciones del fabricante, usando agua estéril para la resuspensión seguida de una 
posterior dilución en suero glucosado fisiológico al 5% p/v, hasta obtener la concentración 
de fármaco 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 
infección fúngica, la administración de las formulaciones de AmB se realizó a las 2, 6 y 24 
horas de iniciada la infección con C. albicans. 

2.5.  Medida de la colonización de las cepas de Candida albicans en los 
órganos diana durante la infección sistémica 

 El desarrollo de la infección por C. albicans se monitorizó mediante el recuento de 
animales fallecidos, o mediante la evaluación de la carga fúngica (CFU) en los órganos 
más representativos como son riñones y cerebro. Para ello, a los 28 días de iniciado el 
tratamiento se tomaron por cada grupo 5 animales que fueron sacrificados mediante 
dislocación cervical. Se extrajeron los riñones y el cerebro y se introdujeron por separado 
en una solución de 10 ml de PBS. Se realizó un homogenizado de los órganos 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 riñones se realizó una dilución 1/11 en PBS. 
Una vez obtenidos los homogenizados se realizó una siembra de 100 µl de la dilución y de 
las suspensiones originales en placas de YED (yeast extract-dextrose) con cloranfenicol y 
se incubaron a 37ºC durante 24-48 h.  

2.6.  Resultados obtenidos 

 A continuación aparecen reflejados en la Figura 92 los resultados obtenidos en estos 
estudios de eficacia realizados en diversas condiciones de infección fúngica. 

 De los resultados obtenidos se puede concluir que los animales infectados con C. 
albicans mueren al cabo de aproximadamente 7 días, al igual que ha sucedido en los 
estudios realizados con anterioridad. También se realizó un estudio de supervivencia en 
aquellos animales a los que se les había tratado únicamente con ciclofosfamida, y se 
observó que a pesar de producir una neutropenia severa, al no sufrir ninguna infección 
fúngica o microbiana a nivel sistémico, los animales sobrevivieron durante los 28 días de 
duración del estudio. 

 Sin embargo, los animales tratados con ciclofosfamida y con C. albicans 
sobrevivieron 2 días, ya que al producir una inmuodepresión en los animales de estudio, la 
colonización por parte del hongo fue muchísimo más rápida y produjo la muerte con 
mucha más aceleración 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 comparación 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 
inoculación. Para aquellos ratones que recibieron M-AmB la supervivencia fue de 9 días, 
ya que la infección 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 sólo 2 días. 
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Figura 92. % de supervivencia de ratones inmunodeprimidos infectados con C. albicans (1.106 CFU) 
tratados 2 y 6 horas después de iniciada la infección 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 número de microorganismos viables en riñones 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 
formulación M-AmB presentó una colonización 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 infección en los órganos 
diana y una recuperación total. 

 El riesgo de infecciones fúngicas se ha visto notablemente incrementado en los 
últimos años debido al aumento de pacientes inmunodeprimidos por depresión de la 
médula ósea, transplantes de órganos o enfermos de SIDA. Y también porque la 
intensificación del uso de terapias antitumorales ha incrementado la duración 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 razón 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 infección, mejorando la tasa de supervivencia y reduciendo y en 
algunos casos aclarando por completo la carga fúngica en riñones y cerebro.  
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   Número de colonias       

(log10 (media CFU ± ES) 

Tratamiento Dosis 

(mg/kg) 

Tiempoª     

(h) 

Riñón Cerebro 

D-AmB 1 2 1,53 ± 1,45* 1,95 ± 1,41* 

M-AmB 2 2 * * 

M-AmB 3 2 * * 

D-AmB 1 6 3,41 ± 0,24 2,09 ± 0,55* 

M-AmB 2 6 0,90 ± 1,55* * 

M-AmB 3 6 0,72 ± 1,25* 1,36 ± 1,23* 

ª: Tiempo de inicio del tratamiento tras la inoculación con C. albicans. 
*: Todos o algunos de los ratones presentaron un claramiento de la infección. 
ES: Error estándar. 
Tabla 73. Carga fúngica (CFU/órgano) en ratones CR1 neutropénicos infectados con C. 

albicans tratados con M-AmB o D-AmB. 

 A continuación en la Figura 93 se observa con claridad la diferencia de colonización 
presentada en los riñones de ratones recibiendo D-AmB y M-AmB (2 mg/kg) 6 horas 
después de iniciada la infección en ratones neutropénicos.  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 93. A: Colonias de C. albicans provenientes del cultivo de riñones 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 riñones 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 observó la presencia de pequeñas manchas 
rojas por toda la superficie corporal, posiblemente petequias, indicando una reducción en el 
número de plaquetas, como el resultado de un posible efecto secundario de la D-AmB, por 

A B 
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el contrario, en los animales que recibieron M-AmB no se observó ningún efecto 
secundario (Figura 94). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 94. Ratones neutropénicos infectados con C. albicans y 
recibiendo como tratamiento a las 2 horas de iniciada 
la infección A) D-AmB y B) M-AmB en una dosis de 
2 mg/kg. Como se aprecia en la fotografía (flechas 
blancas), 2 de los 10 ratones infectados y tratados con 
D-AmB, presentaron en la superficie cutánea lesiones 
características. 
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CONCLUSIONES 

1ª. Se han desarrollado y caracterizado microemulsiones de anfotericina B constituidas por 
IPM/Brij®96V/Lecitina/Agua de las cuales se seleccionaron aquellas con una relación 
Brij® 96V/Lecitina 1,5:1, p/p para posteriores estudios de farmacocinética y toxicidad, 
ya que presentaron las mejores características respecto a viscosidad y tamaño de 
gotícula de la fase dispersa, una gran estabilidad al test de centrifugación y a los ciclos 
de congelación-descongelación, así como una buena estabilidad física y química de las 
microemulsiones liofilizadass y almacenada durante un periodo de 6 meses a una 
temperatura de 4ºC. 

2ª. Los estudios de farmacocinética realizados en conejos indican que: 

a) Existe una diferencia de comportamiento farmacocinético de las 
microemulsiones A, B y C entre sí y con la formulación comercial Fungizona® 
tras ser administradas en una dosis de 1 mg/kg por vía intravensa en bolus a 
conejos.  

b) A mayores dosis administradas de la microemulsión C en conejos, el valor de 
los parámetros farmacocinéticos no fue dosis-dependiente. 

c) Los estudios realizados en conejos tras una administración en perfusión 
intravenosa de 30 minutos  de una dosis de 1 mg/kg durante 4 días cada 24 
horas no son concluyentes debido al pequeño tamaño de muestra y a la 
dificultad del ensayo.  

3ª. Los estudios de toxicidad aguda en dosis única 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 formulación comercial Fungizona®. El cálculo 
de la DL50 se realizó por un método propio y por 2 métodos estándar siendo en todos 
los casos los resultados análogos. De todas las microemulsiones estudiadas, aquella con 
una toxicidad menor resultó ser la formulación A3, seguida de la microemulsión A1, y 
para todas ellas la DL50 calculada fue aproximadamente 2 veces mayor que para la 
formulación comercial   

4ª. Los estudios de toxicidad subaguda de las microemulsiones de anfotericina B 
constituidas por IPM/Tween 80/Lecitina/Agua en dosis múltiple 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 formulación comercial produce daños 
tubulares y degeneración glomerular, por el contrario una dosis de 0,375 mg de las 
microemulsiones no producen lesiones histológicas severas que afecten a la estructura 
renal.  

5ª. Los estudios de eficacia mediante la inoculación de Candida albicans en ratones 
inmunocompetentes han demostrado que las microemulsiones de anfotericina B  
constituidas por IPM/Tween 80/Lecitina/Agua son mucho menos tóxicas que la 
formulación comercial puesto que se pudieron administrar dosis más elevadas sin 
riesgo de producir una toxicidad letal en los animales de estudio, obteniendo un 100% 
de supervivencia y reduciendo la carga fúngica en los órganos diana en el modelo de 
infección más severo (+ 72 horas).    
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6ª. Los estudios de eficacia mediante la inoculación 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 infección, mejorando la 
tasa de supervivencia y reduciendo y en algunos casos aclarando por completo la carga 
fúngica en riñones y cerebro.  
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