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La incidencia de infecciones fungicas ha aumentado en los ultimos afios
debido, fundamentalmente, al incremento de situaciones clinicas que
comportan alteraciones en los mecanismos de defensa del organismo tales
como neoplasias, pacientes portadores de un trasplante y tratados con
farmacos inmunosupresores o sindrome de la inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), entre otros. Es un hecho conocido que estos grupos poblacionales son

altamente susceptibles de contraer infecciones fangicas oportunistas (1-8).

La anfotericina B (AnB), comercializada en el afio 1956, continda siendo el
farmaco de eleccién para el tratamiento de las micosis sistémicas, aunque su
utilizacibn no esta exenta de toxicidad. A pesar de los afios de experiencia
clinica en el manejo de este farmaco, hasta mediados de los afios 90 aun
existian controversias sobre las formas de administracién disponibles, la pauta
posoldgica o la duracién de la terapia, que permitieran una mayor eficacia en la

terapéutica clinica con un menor riesgo de efectos adversos y toxicidad (9-16).

Las nuevas formas de administracion de AnB en formulaciones lipidicas,
comercializadas a partir de la segunda mitad de los afios 90, han supuesto en
la practica clinica una mejora en la optimizacién de la terapia ya que su
administracion ha demostrado estar asociada a una menor incidencia de

reacciones adversas (17-22).

En el ambito hospitalario, antes del afio 1995, debido a la falta de
disponibilidad de las formas de administracion en emulsiones lipidicas y
liposomas, ha sido frecuente la utilizacion de AnB vehiculada en un excipiente
de caracteristicas lipofilas como es el Intralipidél 20%, preparada como
formulacién magistral en el momento de la infusién endovenosa, ya que no se
disponian de estudios de estabilidad que demostraran cuanto tiempo podia

conservarse antes de su uso.
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La administracion de AnB vehiculada en IntralipidaZO% ha mostrado estar
asociada a un menor riesgo de efectos adversos y toxicidad respecto a la
formulacion convencional (AnB en glucosado al 5%). A consecuencia de este
hecho, se han realizado estudios farmacocinéticos y comparativos de eficacia y
toxicidad de las diferentes formulaciones para encontrar una posible

explicacién a la menor incidencia de reacciones adversas (23-36)

La aspergilosis pulmonar invasiva es una infeccion fangica que puede aparecer
como complicacibn en la clinica de pacientes inmunodeprimidos
(neutropénicos, trasplante de médula 6sea y de pulmon y pacientes con SIDA).
La profilaxis de esta micosis se ha estado realizando habitualmente con AnB
endovenosa, pero cada vez mas y desplazando a la formulacién anterior, se
utiliza la administracion de la forma inhalada en solucién acuosa, demostrando
una buena eficacia clinica exenta de los efectos adversos y toxicidad asociados

a la administracion endovenosa (37-39)

Los estudios publicados con AnB inhalada, tanto en animales (40-43) como en
humanos (44-54), demuestran su eficacia clinica, pero faltan referencias en la
literatura sobre técnicas de cuantificacion de AnB en muestras respiratorias. En
efecto, no hay trabajos que estudien su farmacocinética y distibucion, dos aspectos

muy importantes para explicar la eficacia con esta forma de administracion.

En la estandarizacién y validaciéon de métodos de cuantificacion de farmacos,
es fundamental, no solo estar familiarizados y conocer las cuestiones técnicas
inherentes al propio método que se va a desarrollar, sino tener también

conocimientos de la cinética y la dinamia del farmaco que se quiere determinar.

La adaptacion y evaluacion de un método de cuantificacion de farmacos por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) permite la realizacion de
estudios farmacocinéticos y de estabilidad quimica de diferentes
formulaciones. Esto permite objetivar con que tratamiento se puede conseguir

una mayor eficacia con el menor riesgo de reacciones adversas y toxicidad.
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1.1 Clasificacion y tratamiento de las infecciones fungicas

Las infecciones fungicas constituyen un grupo de enfermedades causadas por

hongos, organismos de estructura eucariota.

Se conocen unas 175 especies de hongos capaces de producir enfermedades
(micosis) en el hombre. Muchas de estas especies estadn limitadas por sus
requerimientos nutritivos y por los mecanismos de defensa del huésped al invadir

la piel y el tejido subcutaneo (55).

Las micosis pueden clasificarse en diversos grupos en funcién de donde asienta
la enfermedad (9-12,55):
- Micosis cutaneas: dermatofitosis.
- Micosis subcutaneas: cromomicosis, entomomoftoromicosis, esporotricosis,
micetomas flngicos y rinosporidiosis.
- Micosis profundas o sistémicas producidas por:
- Hongos patdégenos: coccidioidomicosis, blastomicosis, histoplasmosis y
paracoccidioidomicosis.

- Hongos oportunistas: aspergilosis, candidiasis, criptococosis y mucormicosis.

El tratamiento de las infecciones fungicas esta destinado a eliminar el hongo
causante de la enfermedad y ademas, en el caso de las micosis sistémicas

oportunistas, a disminuir la frecuencia y gravedad de las mismas.

Desde finales de los afios 50 hasta la actualidad se han desarrollado diversos
grupos de farmacos con actividad antifungica que actuan a distinto nivel de la
bioquimica y fisiologia del hongo. Estos se clasifican tal como se describe a

continuacion (9,10):

- Polienos: Inhiben la sintesis de ergosterol, el principal esterol implicado en
la integridad de la membrana celular; también inducen a la formacion de

radicales libres mediante oxidacion aumentando la permeabilidad de la
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membrana. Pertenecen a este grupo la AnB y la nistatina.

- Pirimidinas fluoradas: Actdan interrumpiendo la sintesis de proteinas por
inhibicién de la sintesis de ADN y alteracion del "pool" de aminoéacidos por

inhibicién de la sintesis de ARN, como es el caso de la flucitosina.

- Azoles: Actuan inhibiendo al enzima Citocromo P450 lanosterol 14-a-
demetilasa que interviene en la sintesis del ergosterol. A su vez se
subdividen en dos grupos, los imidazoles (cotrimazol, econazol, miconazol,

ketoconazol) y los triazoles (itroconazol, fluconazol, saperconazol).

- Equinocandinos: Inhiben "in vitro" e "in vivo" la 1,3-b-Glucan sintetasa.

Dentro de este grupo se incluye la cilofungina.

- Inhibidores de la quitin sintetasa: Comprenden las polyoxinas vy

nikkomicinas.

- Otros farmacos: Las allylaminas (terbinafina) inhiben la escualeno
epoxidasa; las pradimicinas y benanomicinas forman complejos con
azlucares de manosa componentes de las membranas; la faerifungina y

azasteroles actian con mecanismo similar al de los polienos.

1.2 Estructura y mecanismo de accién de la AnB

La AnB es un antibiético que pertenece al grupo de los polienomacroélidos y se
obtiene de la fermentacién del hongo "Streptomyces nodosus" (grupo de los
Actinomicetos) (9,10,12,13,15,16,56). Se aisl6 por primera vez en 1953 y empez06

a comercializarse a finales de los afos 50 (9).

En la actualidad se considera el antibi6tico de eleccién en el tratamiento de las micosis
sistémicas por su gran potencia como fungistéatico y fungicida (9,56), a pesar de la

introduccion en el mercado de nuevos agentes como los azoles (9,10).
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Su estructura quimica (figura 1) esta constituida por una parte hidrofébica que
contiene siete dobles enlaces conjugados, un éster interno y grupos metilo y otra
parte hidrofilica con grupos hidroxilo, un carbonilo y un azucar en forma de
glicésido unido a la cadena ciclica poliénica (micosamina) con un grupo amino
primario (10,11,15,56). Debido a esta estructura, la AnB se comporta de forma
anfotéricay puede formar sales solubles tanto en medio béasico como &cido
(9,10,56).

Figural. ANFOTERICINA B
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El comportamiento anfotérico de la AnB es probablemente el responsable de
sus efectos biologicos. La AnB tiene afinidad por el componente esterol de las
membranas celulares presente en hongos, protozoos y mamiferos, pero no de
bacterias, siendo el ergosterol, el principal esterol de las membranas en
hongos (56,57).

El primer mecanismo de accion fungica de la AnB es la inhibicion de la sintesis
de ergosterol, en concreto, interrumpe el paso de lanosterol a ergosterol; esto
produce una alteracion en la permeabilidad de la membrana celular
permitiendo una mayor filtracion de moléculas intracelulares pequefias, sobre
todo de cationes monovalentes (Na', K", H"), lo que conlleva un desequilibrio
electrolitico y homeostasico y, por consiguiente, la inhibicién del crecimiento
celular (10-13,15,16,56,57).

Se ha propuesto otro mecanismo de accion sobre los hongos, con efecto
guimioterapico, por el cual la AnB induce a la estimulacion de los macréfagos
mediante procesos de oxidacion e inmunomodulacién (10,15,58). La presencia
de metabolitos oxidativos en el medio, como el peroxido de hidrégeno,
incrementa la autoxidacién y la formacion de radicales libres (59); todo ello
contribuye a aumentar mas la permeabilidad de la membrana celular

potenciando las propiedades antifungicas del farmaco.

1.3 Formas de administracién de la AnB

La diversidad de tejidos que pueden ser infectados por hongos patdégenos
juntamente con la elevada actividad que presenta la AnB frente a éstos, ha
generado el desarrollo de diversas formas farmacéuticas para su administracion
(13,14,16,57):

- Formas farmacéuticas topicas: Cremas, lociones, colirios, geles y suspensiones
orales y comprimidos (la AnB no se absorbe por via oral), indicadas en micosis

cutaneas, mucocutaneas, oculares y candidiasis orales.
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Formas farmacéuticas parenterales: Soluciones acuosas reconstituidas en
suero glucosado al 5% y en dispersiones lipidicas (liposomas, emulsiones
lipidicas) para su administracion intravenosa, en el tratamiento de micosis

sistémicas.

Soluciones para inhalacién o nebulizacion: Soluciones reconstituidas en agua
estéril para inyeccion o glucosado al 5%; pueden usarse nebulizadas o en

forma de spray nasal. Utilizadas en la prevencion y tratamiento de micosis

pulmonares.

Inyecciones intratecales: Soluciones reconstituidas en agua estéril para
inyeccién o glucosado al 5% 6 10%, administradas como instilacion directa o
inyeccion intralumbar, intracisternal o intraventricular. Se usa en los casos de

meningitis criptococicas resistentes al tratamiento de AnB endovenosa.

Administracion intraperitoneal: Soluciones reconstituidas en agua estéril
para inyeccion o glucosado al 5%, administradas a través de un catéter o
bien disueltas en el liquido de dialisis peritoneal. Se administra en las

peritonitis fungicas relacionadas con dialisis.

Inyecciones intrapleurales: Soluciones reconstituidas en agua estéril para

inyeccion. Se utiliza en el caso de infecciones fungicas de la pleura.

Inyecciones intra-articulares: Soluciones reconstituidas en agua estéril para

inyeccion. Se usa en infecciones fungicas articulares.
Inyecciones e instilaciones oftalmicas: Se administran inyecciones
subconjuntivales o intravitreales e instilaciones intraoculares de soluciones de

AnB reconstituidas en agua estéril para inyeccion. Utilizadas en endoftalmitis.

Irrigaciones e instilaciones vesicales: Soluciones reconstituidas en agua
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estéril para inyeccion o en glucosado al 5%, que se usan en forma de
irrigaciones continuas o instilaciones intermitentes de la vejiga, en los casos

de candidurias.

AnB convencional y en formulaciones lipidicas

La administracion de AnB por via parenteral se ha realizado habitualmente
mediante perfusiones intravenosas lentas, donde el farmaco, en la forma de sal
sodica de deoxicolato de AnB reconstituida en agua estéril para inyeccion, se ha
diluido en soluciones glucosadas estériles al 5% (forma convencional). Dicha
administracion ha ido ligada a una elevada frecuencia de efectos adversos, que
se describen en el apartado 1.7 de la introducciéon. Desde finales de la década de
los afios ochenta, se ha intentado el desarrollo de nuevas formas farmaceéuticas
parenterales de AnB con el fin de mejorar su eficacia y seguridad (11). El caréacter
lipofilico de la molécula de AnB sugiri6 la posibilidad de administrar el farmaco en
emulsiones lipidicas o encapsulado en liposomas (AnB liposomal). En la tabla 1
se exponen los diferentes preparados de AnB existentes en la actualidad con sus

caracteristicas mas importantes, asi como su afio de comercializacion.

1.4.1 AnB convencional

La AnB convencional (AnB-C) estd comercializada desde el afio 1956 en la
presentacion de 50 mg de la sal sbédica del deoxicolato - que actia como
detergente- de AnB en un vial liofilizado para inyeccién (Fungizonaa). Se
administra reconstituido con 10 mL de agua estéril en suero glucosado al 5%
formando una dispersion micelar estable sélo en esta concentracion de la
solucion glucosada. La perfusion endovenosa debe ser lenta, en una duracion
de 4 a 6 horas para prevenir reacciones adversas de anafilaxis asociadas a la
propia infusién. La dosis de administracion en adultos puede oscilar entre 0.5y
1 mg/Kg/dia, no excediendo de una concentracion final de 0.5 mg/mL si se
administra por una via central o de 0.1 mg/mL si se hace por una via periférica.

La AnB reconstituida en agua es estable 24 h a la temperatura de 25°C y una
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semana a 4°C; la solucién acuosa diluida en suero glucosado al 5% es estable
5 dias en el intervalo de temperatura de 4 a 25°C a las concentraciones de 0.2 a
1 mg/mL (60).

1.4.2 AnB en complejo lipidico

Es la primera formulacion lipidica aprobada por la FDA y comercializada en
noviembre de 1995. Su principal indicacién original aprobada fue para el
tratamiento de aspergilosis en pacientes refractarios o con intolerancia a la AnB
convencional. En la actualidad sus indicaciones se han extendido al tratamiento

de todas las infecciones fungicas sistémicas (17).

El complejo lipidico con la AnB (ABCL) esta formado por el farmaco y los lipidos
dimiristoilfosfatidilcolina y dimiristoilfosfatidilglicerol en la proporcion molar 7:3,
formando unas bicapas en las cuales se situa interiormente la AnB dando lugar a
unas vesiculas multilamelares de gran tamafo. Debido a este elevado tamafio de
particula (>100 nm), el ABCL es rapidamente eliminado de la circulacion por el

sistema reticulo endotelial (17-18).

El ABCL esta comercializado en la presentacion de 100 mg/20 mL como
suspension en vial de un solo uso. Se administra diluido en suero glucosado al
5% a una concentracioén final de 1 mg/mL o bien a la dosis de 2.5 mg/Kg/dia
durante 2 horas en

adultos. En pacientes pediatricos puede administrarse hasta una concentraciéon
final y maxima de 2 mg/mL, teniendo en cuenta el potencial riesgo de anafilaxis.
Las diluciones en suero glucosado al 5% son estables 6 horas a temperatura

ambiente y 15 horas en refrigeracion y protegidas de la luz (17).

1.4.3 AnB en dispersion coloidal lipidica

La AnB en dispersion coloidal (ABDC) fue aprobada por la FDA en noviembre de

10
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1996 para el tratamiento de la aspergilosis invasiva en pacientes refractarios o
con intolerancia a las dosis terapéuticas de la AnB convencional. En la actualidad,
aunque se ha propuesto como nueva aplicacion para la terapia empirica en la
fiebre por neutropenia, no ha recibido la aprobacion por no haber suficientes
datos (17).

Es la Unica formulacion lipidica que contiene verdaderas estructuras liposomales.
El ABDC es un complejo de AnB con sulfato de colesterol en proporcion molar
1:1, de manera que dos moléculas de AnB se incorporan en dos moléculas de
sulfato de colesterol, formando un tetrdmero con una parte hidrofébica y otra
hidrofilica. Estos tetrameros se agrupan en forma de espiral dando lugar a una

estructura tipo disco (17-18).

El ABDC esta comercializado en la presentacion como viales liofilizados estériles
de 50 6 100 mg. Se reconstituyen en agua estéril para inyeccion para una
concentracion de AnB de 5 mg/mL. Se administra diluido en suero glucosado al
5% a la dosis habitual de 1 mg/kg/h 'y en un tiempo minimo de 2 horas. La
solucion reconstituida en agua es estable 48 horas refrigerada. La inestabilidad
fisica de la dispersion es un factor limitante de la caducidad de la ABDC diluida en
suero glucosado al 5%, siendo estable s6lo 14 dias a la concentracion de 0.1 a 2

mg/mL a temperatura entre 4 y 23°C protegido de la luz (17-18).

1.4.4 AnB en liposomas

Es la ultima formulacién lipidica aprobada en 1997 por la FDA, aunque en Europa
se utiliza desde finales del afio 95. En un principio se aprobo para la aspergilosis,
candidiasis e infecciones por criptococosis en pacientes refractarios o con
intolerancia a la AnB convencional. Recientemente ha sido aprobada la indicacion

para el tratamiento empirico de la fiebre por neutropenia (17).

La AnB liposomal (AnB-L) esta formada por pequefias vesiculas unilamelares

(<100 nm) con una sola bicapa lipidica compuesta por fosfatidilcolina

11
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hidrogenada, colesterol y disteroil fosfatidilglicerol en proporcion molar 2:1:0.8
(18).

La AnB-L esta comercializada en la presentacion de vial liofilizado estéril para
administracion endovenosa con 50 mg de AnB. Se reconstituye con 12 mL de
agua estéril, y se agita fuertemente durante 30 segundos para la completa
dispersiéon de la AnB-L hasta obtener una concentracién de 4 mg/mL. Para su
adminsitracion la solucion reconstituida se diluye en suero glucosado al 5% a
una concentracion final de 1 a 2 mg/mL. En paciente pediatricos se puede
administrar a bajas concentraciones de 0.2 a 0.5 mg/mL. Los viales
reconstituidos deben guardarse refrigerados y son estables hasta 24 horas y la
dilucion en suero glucosado no debe administrarse mas de 6 horas posteriores a
la dilucién (17).

12
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1.5 Farmacocinética de la AnB

La farmacocinética de la AnB es relativamente compleja siguiendo un modelo bi o
tricompartimental. EI comportamiento en la fase de distribucion y de eliminacion
varia en funcion de la formulacion administrada. Ello es debido a las
caracteristicas fisico-quimicas, a la estructura configuracional que adoptan, al
tamafio y a la composicién de lipidos. Por otra parte, la mayoria de estudios se
han realizado con la AnB convencional debido a los afios de experiencia en el
manejo con esta especialidad, por lo que se conoce mejor las diferentes fases

de la cinética cuando se administra en esta forma.

1.5.1 Absorcién

La AnB es un farmaco que practicamente no se absorbe por via oral (s6lo se
detecta un 5% de la dosis administrada) y se emplea normalmente por esta via
para uso topico y localizado de la infeccion. Respecto a las otras vias de
administracion, la intramuscular es muy irritante y no se administra de esta forma
(9,10,12,15,56). Para el tratamiento de las infecciones sistémicas, se debe de
administrar por via endovenosa en las diferentes formulaciones: convencional
(AnB-C) vy lipidicas (ABCL, ABDC, AnB-L) diluidas en suero glucosado al 5%
(9,10,12,15,16), de forma que, la biodisponibilidad de la AnB es del 100%.

1.5.2 Distribucion

AnB-convencional: Se distribuye ampliamente en diferentes tejidos; s6lo un
10% de la dosis permanece en plasma. Su volumen de distribucion es
aproximadamente de 4L/Kg, lo que refleja la amplia distribucion tisular del
farmaco. Se acumula fundamentalmente en higado, rifidbn, pulmén, corazon,
muasculo y gldndulas adrenales. Se une fuertemente a proteinas (90-95%),
principalmente a b-lipoproteinas, eritrocitos y colesterol en plasma (9,10,56). La
AnB casi no atraviesa la barrera hematoencefalica, encontrandose

concentraciones muy bajas en liquido cefalorraquideo (2-4% de Ia

14
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concentraciones séricas) (61); también penetra poco en otros fluidos biolégicos
(57). En adultos tras una dosis de 0.6 mg/Kg/dia administrada en una perfusion
de 6 horas, se alcanzan unas concentraciones maximas (Cmax) y minimas (Cmin)

entre 1 a 3y 0.2 a 0.5 ug/mL respectivamente (10).

AnB-complejo lipidico: Por su gran tamafio es captada facilmente por el sistema
reticulo endotelial y se distribuye de forma rapida y extensa en los tejidos, presentando
el mayor volumen de distribucion de todas las formulaciones, aproximadamente de
150 L/Kg. Concentraciones tisulares de AnB determinadas en Organos humanos
demuestran que se acumula preferentemente en bazo, pulmon, higado y rifion por este
orden (18,20). La union a proteinas plasmaticas es similar a la de la AnB-convencional
(18).

AnB-dispersion coloidal: Se han realizado muy pocos estudios farmacocinéticos con
esta formulacion. Los pardmetros farmacocinéticos a la dosis administrada de 4
mg/Kg/dia no parecen presentar diferencias significativas de los obtenidos en otros
estudios con la AnB-convencional (21). Se distribuye ampliamente en tejidos, con un

volumen de distribucion aparente de 4-5 L/kg (18).

AnB-lipsomal: Por su tamafio (< 100 nm) no es captada de la misma forma por el
sistema reticulo endotelial como las otras formulaciones, de manera que presenta un
volumen de distribucidbn muy pequefio si se compara con éstas, del orden de 0.1-0.2
L/kg. Por el contrario, la Cmax y €l area bajo la curva (AUC) son mucho mas elevados que
en el resto. Estudios realizados en humanos, demuestran que se acumula

preferentemente en bazo y en menor proporcion en rifion y pulmén (22).

1.5.3 Eliminacién

La AnB-convencional sigue un comportamiento de eliminacién bifasico; la semivida

(tr) en la fase inicial es de 24 a 48 horas, siguiéndole una fase de eliminacion terminal
b més larga con una tiz de 15 dias, debido probablemente a la elevada fijacion del

farmaco a los tejidos periféricos (9,10,56,57,62).

15
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Se han detectado niveles de AnB en suero 12 dias después de acabar el tratamiento y
en orina de 27 a 35 dias de haber dejado de administrarse (9,10). También se han
detectado en tejidos, sobre todo en higado y rifién, 12 meses después de haber

acabado la terapia (10).

La excrecion renal de AnB sin metabolizar varia de un 3% a un 5% (detectables 24
horas después de la administracién) (9,57) y en bilis de un 0.8% a un 14% de la dosis
diaria administrada, por lo que no es necesario modificar la dosis en pacientes con
fallo renal o hepético (9). Alrededor de un 60% del metabolismo de eliminacion de la
AnB no esta establecido, aunque se han realizado estudios para conocer mejor dicho
metabolismo, encontrdndose una serie de productos de la metabolizacion que no han
sido identificados, pudiendo ser resultado de un probable metabolismo hepatico (56).
En humanos el aclaramiento total es bajo, oscilando entre 16.7 a 39.9 mL/min. La AnB
es una molécula de elevado peso molecular y no se elimina por didlisis; el
aclaramiento del farmaco en hemodidlisis representa el 3-5% del aclaramiento de
creatinina, por lo tanto, los pacientes no necesitan ajuste de dosis de AnB (9,10,12,56);
sb6lo en el caso de pacientes hiperlipidémicos, las concentraciones decrecen
aparentemente debido al complejo lipoprotein-AnB que se forma en la membrana de
dialisis (10,63).

Los diferentes estudios farmacocinéticos realizados con formulaciones lipidicas de la
AnB indican que la AnB-complejo lipidico presenta una ti2de fase inicial y terminal y un
aclaramiento muy elevados (superior a la AnB-convencional) debido a su gran
penetracion en tejidos; la AnB-dispersion coloidal tiene una tie similar a la AnB-
convencional pero su aclaramiento es mas elevado; para la AnB-liposomal tanto la ti

como el aclaramiento son inferiores con respecto a la AnB-convencional (118,60).

En la tabla 2 se exponen los parametros farmacocinéticos mas significativos de las
diferentes formulaciones de la AnB a las dosis de administracion mas frecuentes.
Estos valores estan basados en las determinaciones de las concentraciones
plasmaticas de AnB total en humanos tras la administracion de dosis multiples por

via endovenosa.
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1.6 Eficacia e indicaciones de la AnB

Las diferentes formulaciones de AnB por via endovenosa se utlizan de manera
generalizada para el tratamiento de las diversas infecciones fungicas, presentando
similar eficacia clinica. Las dosis de administracion estan determinadas,

principalmente, por la forma farmacéutica empleada.

1.6.1 Infecciones del Sistema Nervioso Central (SNC)

La AnB atraviesa con dificultad la barrera hematoencefalica. Constituye una terapia
alternativa al tratamiento con azoles (sobre todo fluconazol). En la meningitis
criptocécica causada por Cryptococcus neoformans se administra por via endovenosa
asociada a flucitosina oral (9,64,65). En pacientes con reinfeccién o resistencias al

criptococo, se adiciona AnB intratecal al tratamiento anterior (66).

En las meningitis causadas por otros hongos como Sporothrix shenckii, Coccidioides
immitis, Blastomyces dermatiditis e Histoplasma capsulatum, el tratamiento debe
realizarse con AnB por via endovenosa (9,14,64), y las causadas por especies de
Candida spp. se combina la AnB endovenosa con flucitosina oral (9). A pesar de ello,
existen especies de candida sensibles a los azoles, de manera que, en funcion de la
sensibilidad de estas especies y de la localizacion de la infeccidn, se podra optar por la
administracion solo de un antifingico azolico. Sin embargo, para las especies de

candidas resistentes a éstos, el tratamiento de eleccion es con AnB (9).

1.6.2 Infecciones pulmonares

En las infecciones flangicas pulmonares como blastomicosis, sporotricosis,

histoplasmosis y coccidioidomicosis, la AnB se administra por via endovenosa.
En las invasiones pulmonares y extrapulmonares por aspergilosis, candidiasis y

criptococosis, la AnB endovenosa se asocia a flucitosina oral y en el caso s6lo de

aspergilosis también puede asociarse a rifampicina oral (9). En los ultimos afios se ha
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incorporado en la practica clinica la administracion de AnB inhalada como profilaxis y

tratamiento de la aspergilosis pulmonar (54, 67-69).

1.6.3 Peritonitis

Las peritonitis fungicas se clasifican en dos tipos: relacionadas con dialisis y no
relacionadas (resultado de perforacion visceral). La mayoria estan causadas por

Candida albicans y menos frecuente por otras especies de Candida spp. y Aspergillus

spp.

En las infecciones relacionadas con dialisis se administra AnB endovenosa e
intraperitoneal, a través de un catéter, a bajas dosis durante un periodo de 7 a 14 dias.
Cuando la administracion a través del catéter esta contraindicado, se administra diluida

en el liquido de didlisis peritoneal a la misma dosis que en el caso anterior (9,70).

En las peritonitis asociadas a perforacion visceral, ademas de administrar AnB
endovenosa, se realiza correccion quirdrgica, lavado peritoneal y terapia con

antimicrobianos de amplio espectro (70).
El tratamiento prolongado con AnB intraperitoneal se asocia a una elevada probabilidad
de fibrosis peritoneal; en estos casos se aconseja la administracion de AnB a dosis

mas bajas combinada con otros agentes antifungicos (71).

1.6.4 Terapia empirica y profilactica en pacientes trasplantados y neutropénicos

La terapia empirica de AnB es significativamente beneficiosa en pacientes con
leucemia aguda maligna tratados con antibioticos de amplio espectro y con sospecha

de infeccion fungica (72).
Las infecciones fungicas mas frecuentes en transplantados de médula 6sea se deben

a especies de Candida spp., Aspergillus spp., Cryptococcus neoformansy raramente a

Blastomyces dermatitidis (73); se administra AnB endovenosa, siendo muy efectivo en
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el tratamiento de pneumonias causadas por Aspergillus spp. (74).

Como profilaxis, puede administrarse AnB via oral en varias dosis para reducir la

colonizacion gastrointestinal; también se puede dar AnB en tabletas y suspension oral

combinando la terapia con geles orales (75). La administracion de AnB via nasal

reduce la colonizacion por Aspergillus spp (76).

1.6.5 Infecciones oportunistas en pacientes inmunocomprometidos

Las infecciones fungicas oportunistas pueden ser superficiales e invasivas; las mas

frecuentes son:

Candidiasis: Causadas por especies de Candida spp. Las candidiasis orales son
las mas comunes. En la candidiasis orofaringea, puede administrarse AnB
endovenosa como alternativa al tratamiento de primera eleccién con nistatina tépica
o fluconazol oral (77); la candidiasis mucocutanea se trata con azoles o con AnB por
via topica (78). En las formas diseminadas sistémicas se utiliza un antifingico
azolico o AnB endovenosa (79,80) y en la meningitis candidiasica se combina con

flucitosina (81).

Criptococosis: Causadas por Cryptococcus neoformans. Afecta a un 6-13% de los
pacientes con SIDA (92). Se administra AnB endovenosa sola o asociada a
flucitosina a dosis mas bajas (16). La AnB endovenosa en su formulacion
liposomal da buenos resultados en las criptococosis diseminadas (1,2). La terapia
combinada con fluconazol e itraconazol mejora el prondstico en estos pacientes
(32).

Histoplasmosis: Causadas por Histoplasma capsulatum. Las formas diseminadas
se tratan con AnB endovenosa (4,5) y es altamente efectivo en un 80% de los casos;

se considera de eleccion en terapia de induccion y mantenimiento (6,7).

- Coccidioidomicosis: Se deben a especies de Coccidioidomyces spp. que causan
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meningitis; se administra AnB endovenosa e intratecal y para las formas mas severas

se asocia a ketoconazol (4,8).

1.6.6 Infecciones genitourinarias

La mayoria son cistitis causadas por diversas especies de Candida spp. El tratamiento
mas efectivo consiste en instilaciones intermitentes en la vejiga con AnB, seguido de
irrigaciones continuas a dosis de 50-75 mg/mL. También da buenos resultados el

tratamiento con AnB endovenosa administrada en 4 horas y en una sola dosis (9).

1.6.7 Infecciones oftadlmicas

La AnB penetra poco en humor vitreo y acuoso tras su administracion por via sistémica.
En las infecciones de cornea causadas por Aspergillus spp., la AnB se administra en
gotas y en inyeccion subconjuntival (ésta puede causar decoloracion amarilla en la
conjuntiva y desarrollo de nédulos) (9). En las endoftalmitis causadas por Candida
albicans, se administra en una sola inyeccion intravitreal de 5 pg asociada a una corta
terapia endovenosa (81). En las conjuntivitis micoticas se dan instilaciones oculares

durante 30 minutos a la dosis de 0.1 a 1 mg (9).

1.6.8 Infecciones dermatolégicas

Las infecciones fungicas dermatoldgicas estan constituidas por infecciones cutaneas y
mucocutaneas causadas por especies de Candida spp. Las cutaneas se tratan
eficazmente con azoles (topicos, orales), griseofulvina y AnB (locién crema al 3%); las

mucocutaneas se tratan con nistatina o soluciones orales de AnB (9).

1.6.9 Infecciones parasitarias

- Amebiasis: La AnB es activa “in vitro” contra el protozoo Naegleria fowleri y es
recomendada como tratamiento de primera eleccion en meningoencefalitis

amebiana causada por este organismo; se administra en forma endovenosa e
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intratecal y también asociada a miconazol, rifampicina o sulfafurazol (16,57).

- Leishmaniasis: La AnB endovenosa se administra como tratamiento de segunda
eleccion en la leishmaniasis cutdnea o mucocutanea americana causada por
Leishmania brazilensis y Leishmania mexicana y en la leishmaniasis visceral o
kala-azar causada por Leishmania donovani cuando existen resistencias al

tratamiento convencional con derivados antimoniales (57).

1.7 Efectos adversos y toxicidad de la AnB

El comportamiento no selectivo de la AnB frente a los esteroles de las membranas
celulares de eucariotas (ergosterol de hongos y colesterol de mamiferos), es la
principal causa de sus efectos adversos (9,10). La administracion de las nuevas
formulaciones lipidicas ha conseguido reducir la incidencia de éstos aunque tampoco

estan exentas de toxicidad.

1.7.1 Nefrotoxicidad

La nefrotoxicidad es el efecto adverso mas importante, afectando a los glomérulos y a la
funcion tubular. Las manifestaciones clinicas son: azotemia, hipopotasemia,
hipomagnesemia, hipocalcemia, acidosis tubular renal y disminucion de la capacidad

de concentracion urinaria (10).

Los mecanismos que inducen a azotemia no estan claros. Diveros estudios implican a
las prostaglandinas y al factor de necrosis tumoral alfa. Generalmente la azotemia es

reversible y la funcion renal se restablece cuando cesa el tratamiento (10).

La hipopotasemia es la complicacion mas comun y ocurre aproximadamente en un
75% de los pacientes. EI mecanismo que induce a la hipoptasemia se debe
probablemente a un efecto tdxico directo sobre el tdbulo distal que incrementa la
permeabilidad al potasio y activa el recambio sodio/potasio (11).

Existen varias medidas para reducir la nefrotoxicidad producida por la AnB-
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convencional: administracion de manitol, sustitucion por otras formulaciones lipidicas

de la AnB y suplemento de potasio (11).

1.7.2 Efectos hematol dgicos

La concentracion de hemoglobina disminuye en un 18-35% de los pacientes y se
restablece al interrumpir el tratamiento (9,10). También se produce anemia gue se
caracteriza por ser normocitica y normocromica, mediada probablemente por la
supresion de la sintesis de eritrocitos y eritropoyetina (9,10,16); los efectos de la anemia

también revierten al suspender el tratamiento (83).

La leucopenia rara vez se asocia a la administracion de AnB, aunque estudios “in vitro”
y en modelo animal sugieren que puede suprimir la funcion linfocitaria, aumentar el
namero de células productoras de anticuerpos y mejorar la inmunidad mediada por

células y la actividad fagocitaria de los macréfagos (9).

1.7.3 Fiebrey escalofrios

Estan frecuentemente asociados a la terapia con AnB y pueden estar mediados por el
factor de necrosis tumoral e interleukinas-1 (84), también pueden estar mediados por
prostaglandinas ya que la AnB es “in vitro”, un potente inductor de la sintesis de

prostaglandina E> (85).
Estas reacciones agudas se contrarrestan con la administracion conjunta de
corticosteroides a bajas dosis (hidrocortisona o metilprednisolona), paracetamol,

antinflamatorios no esteroideos (aspirina, ibuprofeno) o meperidina (9).

1.7.4 Tromboflebitis

Es un efecto local comun asociado a la perfusion endovenosa de AnB. Se debe al
tratamiento prolongado y repetido en la misma vena conjuntamente con el pH acido de

la preparacion reconstituida en solucion de dextrosa al 5% (9). Las recomendaciones
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para minimizar esta reaccion son: infusibn mas lenta, adicién de pequefias dosis de

heparina y evitar que las concentraciones de AnB excedan de 0.1 mg/mL (10).

1.8 Interacciones farmacologicas

Farmacos nefrotéxicos. Presentan interacciones con aquellos farmacos que se

eliminan a nivel renal y tienen un mecanismo de toxicidad similar como son los
aminoglucésidos, ciclosporina, pentamidina, vancomicina, metoxifluorano, etc. Se debe
monitorizar la funcién renal determinando concentraciones de creatinina y urea séricas
(14,57).

Corticosteroides: Interaccionan con la AnB por su mecanismo de accion en la funcion

renal, como son los glucocorticoides y especialmente los mineralcorticoides que
contribuyen a la hipopotasemia. Se debe monitorizar los electrolitos en suero y la

funcién cardiaca (14,57).

Farmacos que afectan a la depleccion de potasio: Pertenecen a este grupo los

glucosidos cardiotonicos digitalicos y los bloqueantes neuromusculares no
despolarizantes (curares). Se debe monitorizar las concentraciones séricas de potasio
y corregir la hipopotasemia después de administrar estos farmacos. También el

tratamiento con algunos diuréticos favorece la eliminacion de potasio (14,57).

Farmacos antifungicos: Es el caso de la flucitosina que potencia la accion

farmacoldgica de la AnB por un mecanismo de sinergia (57).

Farmacos antineoplasicos: La administracion conjunta de AnB con este grupo de

farmacos potencia la toxicidad renal pudiendo provocar ademas, broncoespasmo e

hipotension en pacientes que reciben AnB (57).

Farmacos antibacterianos: La norfloxacina puede mejorar la actividad antifingica de la

AnB (57). La rifampicina y las tetraciclinas (minocilina) incrementan la actividad

antifingica de la AnB frente a especies de Aspergillus spp. (16).
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1.9 AnB en Intralipid® 20%

El elevado coste que suponia un tratamiento con AnB en un complejo lipidico o
liposomal y la falta de comercializacion de estos preparados en nuestro medio hasta la
segunda mitad de los afios 90, indujo en la practica clinica, a la utilizacién de la AnB
administrada en Intralipidél 20% como formulacion lipidica para mejorar la tolerancia del
farmaco (23,24,27,28,31,35,36).

La AnB en la emulsidn lipidica con Intralipida 20% (AnB-IL) es una formulacion no
comercializada preparada extemporaneamente en farmacia hospitalaria. Esta formada
por la sal sodica de deoxicolato de AnB reconstituida en agua estéril para inyeccion en
Intralipidél 20%. La soluciodn lipidica utilizada en nutricion parenteral esta constituida por

aceite de soja (triglicéridos de acidos grasos de cadena larga), glicerol y fosfolipidos.

Hasta la fecha en que se realizé el estudio de estabilidad de la AnB-IL, diversos autores
ya habian utilizado esta formulacion en estudios controlados y randomizados en los
cuales se pretendia evaluar la eficacia clinica y la incidencia de reacciones adversas
ademas de la comparaciéon con la AnB administrada en la forma convencional (23-
25,27-31,34-36).

La totalidad de estos estudios han sido publicados en la década de los afios noventa,
sobre todo en la primera mitad y antes de que se comercializaran las nuevas
formulaciones lipidicas, utilizandose en el tratamiento de infecciones por especies de
Candida spp., en cobertura de pacientes neutropénicos y en casos de infecciones por

especies de Aspergillus spp.yLeishmania spp. entre otros (23-26).

En un estudio controlado realizado en 22 pacientes VIH positivos con candidiasis oral,
se comparo la eficacia, seguridad y farmacocinética de AnB-IL frente a la AnB
administrada en la forma convencional. Se valoré la presencia de efectos adversos
asociados a su administracion parenteral (fiebre, nauseas, vomitos y otras), asi como

las concentraciones séricas de creatinina, electrolitos y magnesio. También se
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determinaron los niveles del farmaco en suero y la evolucion de la patologia en cada
uno de los pacientes. Los resultados mostraron una mejor tolerancia en los pacientes
gue recibieron AnB-IL sobre todo en lo que hacia referencia a la toxicidad renal. Los
autores concluyen indicando que la toxicidad del farmaco se reduce cuando se
administra en una emulsion lipidica aunque la eficacia clinica de ambos preparados

fue semejante (23).

Otros autores han realizado estudios en pacientes afectados de neoplasias
hematolégicas y en un estado de neutropenia prolongada. La utilizaciéon de AnB-IL
mejoro la tolerancia del farmaco, permitiendo la prolongacién del tratamiento durante

un tiempo superior que con la administracion de AnB en la forma convencional (24,31).

En otro estudio prospectivo, comparativo, randomizado y abierto en 20 pacientes
neutropénicos por quimioterapia en neoplasias hematolégicas, la tolerancia clinica fue
semejante para ambos grupos, aunque los valores de urea fueron inferiores en el
grupo de pacientes que recibieron AnB-IL, permitiendo la reduccion del volumen 'y

tiempo de administracion del tratamiento (36).

Estudios de eficacia in vitro e in vivo (26) y estudios clinicos prospectivos no
comparativos que soélo evaluan la administracion de AnB-IL tanto en pacientes
neutropénicos, como en infecciones por Aspergillus spp., Candida spp., Criptococo spp.
yLeishmania spp., concluyen que puede representar beneficios sustanciales al reducir
la nefrotoxicidad y los eventos adversos relacionados con la infusiébn de este
medicamento (26,27,29,32-35).

De los estudios publicados hasta ese momento se deduce que la administracion de
AnB-IL comporta una disminucién de las reacciones adversas respecto a la
administracion convencional, aunque la eficacia clinica de ambas formas es

semejante.

El mecanismo por el cual se ha postulado que la AnB-IL altera menos la funcion renal

podria estar relacionado con una acumulacion del farmaco en el sistema reticulo
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endotelial, lo que supone una reduccion de la concentracion sérica del farmaco (86).
Otros autores comentan que las células del sistema reticulo endotelial tienen elevada
afinidad por los lipidos, de forma que la AnB tiende a acumularse en érganos de este
sistema como son el higado, bazo y pulmoén, por lo que podria resultar una ventaja
terapéutica en aquellas situaciones clinicas que cursan con infeccion fangica sistémica
severa con invasion de estos oOrganos, como ocurre en los pacientes

inmunocomprometidos (35).

Se han realizado estudios de estabilidad de AnB en suero glucosado al 5% (87-91). Sin
embargo, uno de los problemas que planteaba la utilizacion de AnB-IL era la falta de
datos publicados acerca de la estabilidad quimica y fisico-quimica de esta formulacion.
Debido a ello, fue de gran interés en su momento, realizar estudios de estabilidad de
AnB en esta emulsion lipidica y disponer de datos que facilitaran la labor de su

preparacion y una seguridad en su administracion en la practica clinica.

Previamente al estudio de estabilidad de la AnB-IL se habia adaptado y evaluado un
método para la determinacién de concentraciones de AnB en muestras séricas por
cromatografia liquida de alta resolucion o HPLC, base imprescindible para poder

realizar dicho estudio de estabilidad.

En los afios 95-97 se publicaron cartas, editoriales y articulos que cuestionaban la
administracion de la AnB-IL. Dado que al poco tiempo de su preparacion, se observaba
la aparicioén de unos precipitados amarillos con la consiguiente formacién de particulas
de tamafio >10 um, que podian originar problemas de tromboembolismo asociados a
su administracion, los autores recomendaban la no utilizacion de esta forma
farmaceéutica (92-98). Posteriormente, un estudio de estabilidad quimica y de
compatibilidad fisica visual de la AnB en suero glucosado al 5% y en Intralipid®@ 20% a
las concentraciones de 0.05 y 0.5 mg/mL, demostraban que ambas formulaciones
eran estables durante 24 horas a la temperatura de 23-25°C con o sin proteccion de la
luz (99). Otro estudio publicado en el afio 98, aconsejaba soélo la administracion de la
AnB-IL cuando la proporcion del lipido en la formulacion administrada era inferior al
30% (100).
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Actualmente, debido a la polémica sobre la estabilidad de la AnB-IL, en la practica
hospitalaria se administra la AnB en formulaciones lipidicas comercializadas. No
obstante, a pesar de no aconsejarse la administracion de la AnB-IL, se han publicado
estudios comparativos y no comparativos de eficacia, tolerancia, farmacocinética y

toxicidad tanto en adultos como en nifios (101-105).

1.10 AnB en solucion acuosa para inhalacion

La aspergilosis pulmonar invasiva se desarrolla a partir de las esporas inhaladas
procedentes del medio que rodea el paciente. Se han estudiado diversas formas para
prevenir esta patologia, aunque hasta finales de los afios 80, no se describio el uso de
AnB por via inhalada e intranasal (106). La utilizacion de AnB inhalada se basa en el
hecho de que el origen de la infeccion es la colonizacion oportunista de las fosas

nasales, los senos paranasales y el tracto respiratorio superior (76).

Los estudios realizados en modelos animales revelan que la AnB inhalada disminuye
tanto la aparicion (profilaxis) como la progresion (tratamiento local) de las infecciones

pulmonares por hongos del género Aspergillus spp., retrasando la mortalidad de forma
significativa. La ventaja fundamental radica en que las concentraciones en pulmén son
suficientemente eficaces -superiores a las alcanzadas por via endovenosa- mientras

gue en el resto de los tejidos son inapreciables (40-43).

La mayoria de los estudios con AnB intranasal o inhalada se han realizado en
pacientes leucémicos que presentan neutropenia transitoria debido al tratamiento
citostatico o en pacientes sometidos a trasplante de médula ésea. Hasta mediados de
los afios 90, los estudios controlados en pacientes sometidos a trasplante de otros

organos -como el de pulmon- eran escasos (107).
Los primeros datos de la utilizacién de AnB inhalada en humanos datan de la décadas

de los afios setentay ochenta. En estos trabajos se han observado resultados

satisfactorios en pacientes con coccidiomicosis (37), candidiasis broncopulmonar (38)
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y aspergilosis pulmonar invasiva (39). A partir de entonces se han realizado méas
estudios con resultados positivos frente a estas infecciones fungicas pulmonares (44-
54).

En un estudio realizado en 29 pacientes con el fin de determinar la posible toxicidad de
la AnB inhalada, se observé mayoritariamente la presencia de tos en

todos los pacientes, debido -principalmente- al deoxicolato presente en la formulacion.
Asi mismo, se describieron algunos casos de nauseas y vomitos. Ningun paciente

desarroll6 disnea o alteraciones de la funcion renal (47).

Los parametros farmacocinéticos de la AnB inhalada estan relacionados con el
tamafio de particula que se obtiene tras nebulizar la solucion que contiene el farmaco
(44,48). En modelos animales se ha demostrado que la AnB se acumula en el tejido
pulmonar alterando su comportamiento cinético de forma que la semivida de
eliminacion es mayor, requiriéndose regimenes de dosificacion espaciados (108). Las
dosis utilizadas en la mayoria de estudios oscilan entre 5-10 mg administrados cada 8-

12 horas.

La AnB administrada de forma inhalada se ha mostrado como un tratamiento eficaz y
seguro en la profilaxis de la aspergilosis pulmonar invasiva (76,106). Es importante
destacar que hasta los mediados de los afios 90, los estudios publicados eran
escasos y agrupaban a un numero pequefio de pacientes, por lo que hacian falta mas
estudios prospectivos para poder confirmar su utilizacion (41,76,106). En base a los
resultados obtenidos en pacientes neutropénicos, empezo a utilizarse en trasplante
pulmonar, en los cuales una aspergilosis pulmonar invasiva significa una complicacion
anadida a la evolucion de su estado.

La solucion acuosa de AnB para inhalacion constituye una forma de administracion de
uso topico que puede utilizarse tanto a nivel intra como extrahospitalario. Numerosos
son los pacientes que en régimen ambulatorio reciben este tratamiento después de
una etapa de ingreso en hospital por algunas de las patologias mencionadas
anteriormente. Las Unicas referencias publicadas hasta mediados de los afios 90

sobre la estabilidad del deoxicolato sédico de AnB en solucién acuosa, daban como
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caducidad maxima 24 horas a temperatura ambiente y una semana refrigerado con
proteccion de la luz (109) e incluso una semana al intervalo de temperatura de 5 a 23°C
(110) cuando se prepara esta formulacién para administracion endovenosa. El
incremento de pacientes trasplantados pulmonares en nuestro hospital que utilizaban
esta forma de administracién como profilaxis y tratamiento, planteé la necesidad de
realizar un estudio de estabilidad a mas largo plazo, con la finalidad de optimizar

recursos Y facilitar una mejora en la calidad de vida.

En la actualidad, la forma de administracién de AnB en solucién acuosa para inhalacion
es de primera eleccién en la profilaxis y tratamiento de la aspergillosis pulmonar

invasiva en el paciente portador de trasplante de pulmén (54,67-69).

1.11 AnB inhalada en la profilaxis del trasplante de pulmén

El paciente portador de un trasplante pulmonar, ademas de inmunodeprimido,
presenta una anastomosis isquémica de la via aérea, dificultades con el aclaramiento

mucociliar, abolicion del reflejo tusigeno asi como diversas complicaciones en su
evolucion. Todas estas circunstancias son factores de riesgo para las infecciones, en

concreto las producidas por hongos filamentosos.

Las infecciones fungicas en el trasplante pulmonar son una causa importante de
morbilidad y mortalidad con una prevalencia que oscila entre el 20 y el 40% de los
casos (111-114). Con el inicio del programa de trasplante pulmonar en nuestro
hospital, a partir del afio 1990, surgio la necesidad de introducir algun tipo de profilaxis
para prevenir estas infecciones flngicas asociadas al paciente inmunocomprometido.
Los estudios que utilizaban como profilaxis AnB endovenosa a dosis bajas u otros
farmacos antifungicos imidazélicos no disminuian el riesgo de infeccién. En cambio,
los estudios de profilaxis con AnB inhalada, tanto experimentales como clinicos en

pacientes neutropénicos, mostraban buenos resultados (44-54).

A la vista de estos datos, se introdujo la profilaxis con AnB inhalada en los pacientes

trasplantados pulmonares de nuestro centro. Se empez6 a adminitrar a la dosis de 6
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mg cada 8 horas con nebulizador CR60 durante los tres primeros meses Yy
posteriormente una vez al dia. La prevalencia por la infeccion por Aspergillus spp.
disminuy6é notablemente (115). Actualmente, con la experiencia de mas de 100
trasplantes de pulmén, y ante la eficacia clinica demostrada, se considera como el

tratamiento profilactico de primera eleccion.

En el afio 1995, y con la experiencia en la utilizacion de AnB inhalada, se planteo si las
dosis y los intervalos de dosificacion que se estaban usando habitualmente eran los
mas adecuados, ya que hasta esa fecha s6lo se disponian de estudios de eficacia
clinica. La farmacocinética en secreciones respiratorias y la distribucion en el arbol
pulmonar eran desconocidas en los pacientes con trasplante pulmonar. Unicamente
existia un estudio previo de la distribucion de la AnB nebulizada en 40 pacientes
neutropénicos y 4 voluntarios sanos en el que se

demostraba una buena distribucion pulmonar del farmaco marcado previamente con

Tecnecio (49).

En base a los resultados obtenidos en el tratamiento de la AnB nebulizada por via
inhalatoria, se plante6 la realizacion de un estudio farmacocinético como evidencia
cientifica a la eficacia clinica demostrada. La hipétesis del estudio era la distribucion
homogénea de la AnB nebulizada en tejido pulmonar, y a diferencia de la
administracion parenteral, elevadas concentraciones del farmaco en los productos

respiratorios y escaso paso al torrente sanguineo.

Es importante resaltar el elevado coste econémico del tratamiento debido a la alta
prevalencia de la enfermedad, a su larga duracion y a la necesidad de usar formas
lipidicas de AnB endovenosa para disminuir la nefrotoxicidad. Desde este punto de
vista la introduccion de una profilaxis eficaz representa un importante ahorro sin

disminuir la calidad de atencion al paciente.
En 1995, le fue concedida una ayuda al grupo de trasplante de pulmén de nuestro

hospital por parte del Fondo de Investigaciones Sanitarias (FIS), de 2 afios de duracion,

para realizar el estudio de la farmacocinética y distribucion de la AnB inhalada como
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profilaxis, en el paciente portador de trasplante de pulmon. Dada la inexistencia de
métodos estandarizados para la determinacion de AnB en muestras respiratorias, fue
necesario desarrollar una técnica especifica para la cuantificacion de AnB en

broncoaspirado y lavado broncoalveolar (BAS y BAL).

Posteriormente y a partir de 1995, se han referenciado mas estudios de la disposicion

de la AnB nebulizada para tratar la aspergilosis pulmonar (116,117).

Se ha realizado un estudio sobre la distribucion de la AnB nebulizada marcada con
Tecnecio-99 comparando la eficacia de tres tipos de nebulizadores segun el tamafio de
particula; también se determind las concentraciones séricas obteniendo unos
resultados inferiores a 25 ng/mL, practicamente indetectables, que se correlaciona con
la elevada distribucion en pulmén (116). En otro estudio los autores evaluan la dosis de
AnB a administrar en 20 pacientes adultos con varios tipos de nebulizadores en
diferentes regiones del tracto respiratorio y obtienen como resultado que se puede
administrar hasta concentraciones de 10 mg/mL de AnB sin problemas de toxicidad
(117).

Estudios méas recientes relacionan la eficacia clinica con la administracion de esta

forma farmacéutica en pacientes portadores de trasplante de pulmén (67-69), y otros

realizan una evaluacion farmacocinética de AnB nebulizada en tejido pulmonar (118).

1.12 Métodos de determinacién de la AnB

Los métodos para determinar AnB son: microbiol6gicos o bioensayos y cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC).
La diferencia fundamental entre ambos métodos es que el bioensayo determina la

actividad biolégica del farmaco mientras que la cromatografia determina su

concentracion.
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Los métodos microbioldgicos pueden realizarse in vitro por difusion radial en geles oin
Vivo en animales; en ambos casos se utilizan como test cepas de Candida albicans

o de Paecilomyces variotii (26,100,119). Son técnicas de bajo coste que presentan una
variabilidad analitica elevada (120) y por ello, han sido desplazados por los métodos

cromatograficos.

Hasta el afio 1995, fecha en que se publicé el primer trabajo de esta memoria, se han
descrito numerosos métodos para determinar concentraciones de AnB por HPLC, que
varian en funcion de las condiciones cromatogréficas fijadas: tratamiento de la muestra
previo al analisis cromatografico, tipo de columna, fase maovil, volumen de muestra
inyectada, longitud de onda y tipo de detector. Estas técnicas de cromatografia datan de
finales de los afios setenta debido a la antigledad de la AnB convencional
comercializada y se han estandarizado para cuantificarla en diferentes soluciones (87-
91) y en muestras biolégicas humanas y animales (plasma, suero, orina, liquido
cefalorraquideo y tejidos de distintos érganos) (108,119-135), con aplicacion a estudios

de estabilidad y farmacocinética.

Posteriormente, se han referenciado mas trabajos en la literatura sobre métodos de
cuantificaciéon de la AnB por HPLC (136-142).
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En la tabla 3 se resumen algunos de los métodos referenciados con las caracteristicas
metodoldgicas y prestaciones de los mismos. En base a éstos se desarroll6 la técnica
de determinacion de la AnB en suero humano.

Métodos desarrollados por:

1- Chow et al (108)

2- Wang et al (131)

3- Brassinne et al (129)

4- Hutsewede et al (119)

5- Granich et al (120)
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OBJETIVOS

La AnB es el farmaco de eleccién para un gran niumero de infecciones flungicas,
tal como se ha revisado en el apartado 1.6 de la introduccion. Su utilizacion, sin

embargo, conlleva un elevado riesgo de toxicidad, fundamentalmente renal.

Los efectos adversos de la AnB se han relacionado habitualmente con su forma
de administracion parenteral convencional (solucion acuosa de sal sédica de

deoxicolato sédico diluida en suero glucosado al 5%).

Desde finales de la década de los afios ochenta se han intentado desarrollar
nuevas formas farmaceéuticas que mejoren su eficacia y seguridad. EI caracter
lipdfilo de la molécula sugirid la posibilidad de administrarla en emulsiones
lipidicas o encapsulada en liposomas (AnB liposomal). En una primera etapa, el
elevado coste de las formulaiones lipidicas y su falta de comercializacion
conllevo, en la practica hospitalaria, al uso de la solucion lipidica (AnB en
INTRALIPID® 20%), aunque actualmente se utiliza mas los preparados
comerciales en vehiculo lipidico o en liposomas. Uno de los problemas que
planteaba su utilizacion era la falta de estudios sobre la estabilidad quimica de

esta nueva formulacion preparada in situ.

La solucién acuosa de AnB inhalada se ha mostrado eficaz en la profilaxis de la
aspergilosis pulmonar invasiva, que representa una de las complicaciones mas
importantes en los pacientes sometidos a trasplante pulmonar. El preparado
acuoso de AnB para inhalacién es una forma de administracién que se utiliza de
manera general, tanto a nivel de pacientes hospitalizados como en régimen
ambulatorio . Sin embargo, a pesar de su eficacia clinica demostrada, no existian
datos publicados de la farmacocinética y distribucion pulmonar de este preparado

gue se correlacionaran cientificamente con dicha eficacia.
Los objetivos de este trabajo son:

1) Adaptacion de una técnica para la determinacion de concentracion de AnB por

cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC) y validacion de sus
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2)

3)

prestaciones analiticas en suero, secreciones respiratorias (broncoaspirado o
BAS y lavado broncoalveolar o BAL) y emulsion lipidica (AnB-INTRALIPID®

20%).

Estudio de estabilidad quimica de AnB en la forma de administraciéon como
emulsion lipidica (AnB-INTRALIPID® 20%).

Aplicacion a estudios farmacocinéticos de anfotericina B administrada en

diferentes formas de preparacion.
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3.1 Estandares y reactivos

La calidad analitica y la procedencia de los estandares y reactivos empleados fue

la siguiente:

Estandar de AnB (Fungizonaa): Squibb & Sons.

Acetonitrilo lichrosolv (CH3CN): Merck.

Metanol lichrosolv y para andlisis (CH3OH): Merck.

Acido acético glacial 100% para analisis (CHzCOOQOH): Merck.
Etilendiamintetracetato disédico dihidratado (Na2EDTA.2H20): Merck.
Dimetilsulfoxido (C2HeSO): Sigma Chemical Co.

Acetato sodico trihidratado (NaC:H20..3H20): Sigma Chemical Co.
Cloroformo (CLCH?3): Carlo Erba.

Hidroxido sddico para analisis (NaOH): Merck.

Acido clorhidrico 35% para anélisis (HCI): Merck.

Tween 80: Acofarma.

Intralipid 20%° : Kabbi Pfrimmer (lote 1-008).

Suero fisiologico (CINa): Grifols (lote J-270) .

Agua estéril para inyeccion: Braun (lote 000).

Agua destilada: purificacion a través de Milli-Q Plus, de Waters Millipore

Corporation.

3.2 Material

Columna Cig de fase reversa de 30 mm x 4.6 mm ID y 3 pm de tamafio de
particula (Perkin-Elmer).

Columna Sep-Pak Cig de fase reversa, vacio, 3cc, 500 mg para extraccion en
fase sdlida (Waters).

Equipo de filtracién Supelco formado por recipiente de vidrio de 250 mL como
base para un embudo esmerilado 34/45, erlenmeyer de 1000 mL 34/45, tapén
de vidrio, pinza y rejilla con volanderas de teflén (Teknokroma).

Pipetas automaticas de volumen variable: 5-40 uL, 40-200 pL y 100-1000 pL
(Nirco).
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- Filtros de fase moévil de 47 mm y 0.45 pm de tamafio de poro (Waters).

- Viales de fondo conico para inyector automatico formados por: viales STVG
Chromacol de 1.1 mL, tapén de rosca 8-SC Chromacol y discos 8-ST 14
Chromacol (Teknokroma).

- Tubos de polivinilo de tapdn de rosca y fondo cénico con capacidad de 50 mL
(Nirco).

- Tubos de vidrio de 4 mL para recogida de eluato (Nirco).

- Tubos de vidrio para tapon de rosca de 10 mL (Nirco).

3.3 Especimenes

- Suero: pool de suero procedente de muestras de Banco de Sangre de nuestro
hospital no hemolizadas ni ictéricas.

- Broncoaspirado: pool de las secreciones obtenidas en el broncoaspirado
procedentes de pacientes portadores de trasplante de pulmén que no toman
AnB.

- Lavado broncoalveolar: pool de las secreciones obtenidas en el lavado
broncoalveolar procedentes de pacientes portadores de trasplante de pulmon

que no toman AnB.
3.4 Equipo de cromatografia

El analisis cromatogréfico se realizé en un equipo Kontron Instruments’ (Milan,
Italia). Este equipo consta de un sistema de bombeo triple modelo 325, un
muestreador automatico con volumen de inyeccidon variable modelo 465y un

detector ultravioleta/visible modelo 432 con una célula de flujo 8 pL.

Los datos analiticos fueron procesados por el programa informatico: Kontron
Data System 450 Multitasking, version 3.4 (A) y PC-Integrator, version 3.0 en un
ordenador Acer View 31 e impresora Epson LQ-570. El programa integra
automaticamente los picos cromatograficos con posibilidad de modificacién

manual y permite la elaboracion de curvas de calibracién por regresion lineal o
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cuadratica mediante el area o altura de los picos, el calculo de concentraciones
de las muestras por interpolacion en la curva de calibracion y el

almacenamiento de los cromatogramas.
3.5 Epectrofotometro

El espectro de absorcion de la AnB se realizé en un espectrofotdmetro Uvikon
860 de Kontron Instruments® (Milan, Italia), con un intervalo de medida 180-900
nm, lamparas de cuarzo-halégeno (290-900 nm) y deuterio (180-370 nm) y un

fotomultiplicador R 928.
3.6 Otros equipos

- Agitador magnético Nuova Il Stir plate (Sybron Thermolyne).
- Agitador mixer Mixo-Tub (Gri-cel).

- Agitador Vibromatic (P Selecta) .

- Equipo de vacio VAC-ELUT (Analytichen International).

- pHmetro 92 LabpHmeter (RadioMeter Copenhagen).

- Microcentrifuga TDx centrifugewI 10500 g (Abbott Diagnostics Division)
- Centrifuga Spinchron Beckman.

- Centrifuga Kokusan H-103N series.

- Congelador -20°C Liebher.

- Congelador -80°C Nuaire.

- Congelador -80°C Sanyo Ultralow.
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4.1 DETERMINACION DE ANFOTERICINA B EN SUERO

“Determination of amphotericin B in human serum by liquid chromatography”
Lépez R, Pou L, Pascual C.
Journal of Chromatography B 1995; 674: 298-300
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4.1.1 Metodologia experimental

4.1.1.1 Preparaciéon de soluciones estandares y calibradores

- Solucion stock: dilucion de 50 mg de AnB (Fungizona®) en 10 mL de agua estéril
para inyeccion; concentracion 5mg/mL. Se congela a -80°C.

- Estandar acuoso intermedio: 100 _L de la solucién stock se diluyen hasta 10 mL
con agua destilada; concentracion 50 _g/mL. Se prepara en el mismo dia de
procesar una serie analitica.

- Estandares metandlicos: a partir del estandar intermedio 50 _g/mL se preparan los
siguientes estandares de trabajo con metanol 0.1, 0.25, 0.5, 1,25y 5 g/mL. Se
utiliza metanol en vez de agua destilada para que muestras y estandares se
procesen con la misma matriz (desproteinizacion de las muestras séricas con
metanol). Estos estandares se preparan en el mismo dia de procesar una serie
analitica.

- Calibradores séricos: a partir del estandar intermedio 50 _g/mL, se adiciona AnB a
un "pool” de sueros libre del farmaco para obtener las siguientes concentraciones
0.1,0.25,0.5,1,2.5y5 g/mL. Se congelan a -80°C hasta el momento de su

analisis.

4.1.1.2 Pretratamiento de las muestras

El pretratamiento de las muestras se realizo en base al método descrito por Brassinne
et al (135): precipitacion de las proteinas del suero con metanol. Las muestras y
calibradores séricos fueron desproteinizados afiadiendo 600 uL de metanol a 200 pL
de suero, se homogenizaron en agitador mixer 30 segundos y posterior centrifugacion
en microcentrifuga a 10000 g durante 5 minutos a temperatura ambiente. El
sobrenadante libre de proteinas fue inyectado por duplicado directamente en la

columna del cromatografo.
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41.1.3 Condiciones cromatograficas

- Fase movil: Acetonitrilo/EDTANa, 2.5 mM (30/70 viv).
- Columna: 30 mm x 4.6 mm |.D. Perkin-Elmer C1g 3 _m tamafio particula.
- Volumen de muestra: 80 L.
- Inyeccion de las muestras y estandares por duplicado.
- Condiciones de deteccion:
- Longitud de onda: 405 nm
- Sensibilidad del detector: 0.02 AUFS.
- Tiempo de cromatograma: 3 minutos
- Acondicionamiento de la columna previo al analisis:
- Fase mévil: 30 minutos a flujo ImL/min.
- Regeneracion de la columna después de una serie analitica:
- Agua: 20 minutos a flujo ImL/min.
- Acetonitrilo: 20 minutos a flujo ImL/min.

- Acetonitrilo/agua (70/30 v/v): 20 minutos a flujo ImL/min.

4.1.1.4 Recuperacidn

La recuperacion se calculé comparando el area del pico de la AnB de los estandares séricos
(0.5,1, 2.5y 5 pg/mL) con el de soluciones metandlicas de concentracion equivalente. Las

muestras fueron procesadas cinco veces (n=5) en series analiticas distintas.

41.15 Linealidad

Se estudio la linealidad del método desde concentraciones de 0.05 _g/mL (AUFS
0.005) hasta 25 _g/mL (AUFS 0.2). Se realizé un andlisis de regresion lineal para el
intervalo de concentraciones comprendido entre 0.05y 1.25 _g/mL (AUFS 0.005) y otro
analisis de regresion para el intervalo de concentraciones comprendido entre 2.5y 25
_g/mL (AUFS 0.2), utilizando el programa informatico STAT GRAPHICS, version 3.1.
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4.1.1.6 Imprecision intraserial

Se determiné analizando 10 veces dentro de la misma serie analitica, dos
muestras, una de concentracion de AnB de 0.5 g/mL y otra de 2.5 g/mL,

preparadas a partir de un "pool" de sueros al cual le fue adicionado el farmaco.

4.1.1.7 Imprecision interserial

Se evalu6é determinando una vez al dia durante 10 dias dos muestras

procedentes del "pool" anteriormente citado y conservados a -80°C.

4.1.1.8 Curva de calibraciony calculo de resultados

La curva de calibracion se calcul6 por regresion lineal a partir de las
areas de los picos correspondientes a los estandares, procesados en
cada serie analitica. La concentracion de las muestras se obtuvo por

interpolacién de su area en la recta de calibracion.

4.1.2 Resultados y discusion

4.1.2.1 Estandarizacién de las condiciones cromatogréaficas

En este estudio se presenta un método de determinacion de AnB en
suero humano por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en
fase reversa y columna corta (30 mm). El desarrollo y puesta a punto de
la técnica se realizé en base a los métodos de determinacién de AnB por
HPLC previamente descritos y resumidos en la tabla 3 de la péagina 35.
Para ello, se escogi6 una columna de octadecilsilano (C1g), mas corta
(30 mm x 4.6 mm ID) que en los métodos de referencia (125 a 300 mm)
(108,119,120,129,131), con el fin de obtener tiempos de retencion mas
pequefios y se utilizd la fase movil del método descrito por Wang et al

(131) (acetonitrilo y tampon EDTA ) ya que no usa estandar interno y
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presenta una buena sensibilidad. Debido a que, en los trabajos
cromatograficos publicados, la deteccion de AnB se efectuaa 382 6 405
nm, se realizé el espectro de absorcién de una solucion de AnB en fase
movil a la concentracion de 10ug/mL en un intervalo de longitudes de
onda de 290 a 450 nm para determinar los maximos de absorcion,
presentando mayor absorbancia a 405 nm. Por dltimo, para la
preparacion de las soluciones estandares fue necesario utilizar la AnB
de la formulacion comercial (Fungizonad), ya que el principio activo
proporcionado por el laboratorio fabricante presentaba una estabilidad

guimica de corta duracion.

El tiempo de retencion para la AnB fue de 1.5 minutos en las
condiciones cromatograficas finales de trabajo descritas en el apartado
4.1.13, lo que representa una reduccion importante en el tiempo de
analisis y un bajo consumo de fase movil respecto a los meétodos
publicados hasta ese momento cuyos tiempos de retencidn oscilan entre
3.5y 10 minutos y utilizan columnas de 125 a 300 mm (87-91,108,119-
135). Las técnicas de cromatografia referenciadas posteriormente en la
literatura, a la publicacion de este trabajo (136-142), no representan
ninguna ventaja en cuanto a los tiempos de retencion, oscilando éstos
entre 5.5 y 14 minutos, ni en la utilizaciéon de columnas més cortas (el
analisis cromatografico se realiza con columnas de 100 a 300 mm) con

respecto a nuestro método.

4.1.2.2 Pretratamiento de las muestras

En nuestro método, el pretratamiento de las muestras se realizé en base
al método descrito por Brassinne et al (129) por parecer sencillo y
rapido: precipitaciéon de las proteinas del suero con metanol en una
proporcion 1/3 (v/v) respectivamente, centrifugacion a 10.000 g durante 5
minutos e inyeccion del sobrenadante libre de proteinas directamente al

cromatografo. Se analiz6 la concentracion de proteinas en varias
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alicuotas de sobrenadantes por el método de Biuret detectdndose unas
concentraciones entre 0.1 y 0.2 gr/dL, aceptables para inyeccion directa

en cromatografia.

El método descrito por Granich et al (120) diferencia el pretratamiento de las muestras
séricas en funcion de la concentracion de bilirrubina en ellas. Se comprob6 que,
efectivamente, en muestras con bilirrubinas superiores a 3 mg/dL, después de
desproteinizacion con metanol e inyeccion del sobrenadante, el cromatograma resultante a
la adicion de una concentracion conocida de AnB presentaba una gran interferencia en el
mismo tiempo de retencion del farmaco. Este problema fue solucionado mediante
extraccion en fase sdlida (120), estableciéndose el pretratamiento de las muestras con
bilirrubina por separacion con cartuchos SEP-PACK Cig, aunque en nuestro trabajo
publicado, no se especifica la diferencion en el pretratamiento por considerar que la
incidencia de muestras con valores de bilirrubina superiores a 3 mg/dL, en las cuales se

necesita cuantificar concentraciones de AnB en sangre, es relativamente baja.

Las técnicas de cromatografia liquida descritas en la bibliografia
hasta la fecha de publicacion de esta memoria, utilizan en el
pretratamiento de las muestras, procedimientos de extraccién en
fase sodlida (121,124,125,131) o técnicas de precipitacion con
metanol (108,119,120,122) o de precipitaciobn con acetonitrilo
(123,130), en todos los casos con y sin estandar interno. En
nuestro método, la desproteinizacion de la muestra mediante
precipitacion con metanol constituye una técnica rapida y simple, y
el sobrenadante obtenido puede inyectarse directamente en el
cromatoégrafo. El volumen de muestra de suero (200 pL) necesario
para el pretratamiento, condiciona que también sea un método
adecuado para cuantificar AnB en poblacion pediatrica, ya que en
algunas técnicas, el volumen es un factor limitante para su
aplicacion en este tipo de poblacién, teniendo que ser adaptado el

método.

49



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.2.3 Validacién de las prestaciones analiticas

4.1.2.3.1 Recuperacidn

Los resultados de la recuperaciéon del método se exponen en la
siguiente tabla y se expresan como media + desviacion estandar (X+SD)
(n=5):

Concentraciéon (pg/mL)

Afadida Encontrada Recuperacion (%)

0.5 0.47 + 0.05 94.76+ 9.71
1.0 0.87 + 0.05 87.14 + 5.02
2.5 2.24 +0.18 89.58 + 7.24
5.0 4.46 + 0.22 89.18 + 4.54

La recuperacion del método es superior al 87%, para todos los niveles
de concentracion estudiados. Los métodos que utilizan estandar interno
obtienen recuperaciones cercanas al 90% (108,119,120,122-124,130),
de forma que nuestros resultados justifican que no se utilice estandar
interno en la técnica. Ello implica una mayor simplificacién en el método

analitico.

4.1.2.3.2 Linealidad

Para el intervalo de concentraciones de estandares séricos de AnB
comprendido entre 0.05y 1.25 ug/mL (AUFS 0.005) la recta de regresion
fue: Y(area)= 150.542 X(concentracion) - 0.124783 (r= 0.99983, p<
0.00001). El error estandar del estimado fue 1.45358 y los errores

estandar para la ordenada en el origen y la pendiente fueron 0.799505 y
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1.24147 respectivamente.

Para el intervalo de concentraciones de estandares séricos de AnB
comprendido entre 2.5y 25 pg/mL (AUFS 0.2) la recta de regresion fue:
Y(area)= 3.91805 X(concentracién) + 21.02723 (r= 0.999768, p< 0.00001).
El error estandar del estimado fue 0.943354 y los errores estandar para

la ordenada en el origen yla pendiente fueron 0.740798 y 0.0487146

respectivamente-

Los resultados de la linealidad muestran que la técnica es aceptable
(0.05 a 25 pg/mL), ya que abarca las concentraciones séricas que se
alcanzan después de la administracion de la dosis recomendada de AnB
e incluso dosis superiores (10).

4.1.2.3.3 Imprecision intraserial

Los resultados de la imprecision intraserial del método se exponen en la

siguiente tabla:

Concentracion (pg/mL)

Teodrica Media SD  _Intervalo_ CV(%)
0.5 0.43 0.01 0.42 - 0.46 2.40
2.5 2.23 0.08 2.10 - 2.28 1.33

La imprecision intraserial del método no supera el 2.40% para los dos
niveles de concentracion estudiados. Estos resultados son aceptables e
inferiores a los obtenidos en los métodos descritos con tratamiento de
muestra y condiciones cromatograficas semejantes (superior a 4.80%)
(119,120,129). En técnicas referenciadas posteriormente a la publicacién

de este trabajo, la imprecision intraserial oscila entre 0.5% y 6.7%
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(139,140,142), de manera que, nuestros resultados siguen teniendo

buena aceptabilidad.

4.1.2.3.4 Imprecision interserial

Los resultados de la imprecision interserial del método se exponen en la

siguiente tabla:

Concentracion (pg/mL)

Tedrica Media _ SD  _Intervalo CV(%)
0.5 0.46 0.02 0.44 - 0.49 3.61
2.5 2.56 0.09 2.45 - 2.70 3.60

La imprecision intraserial maxima del método es del 3.61% para los dos
niveles de concentracion estudiados. Estos resultados son aceptables e
inferiores a los obtenidos en los métodos descritos con tratamiento de
muestra y condiciones cromatograficas semejantes (superior a 4.8%)
(119,120,129). En técnicas referenciadas posteriormente a la publicacién
de este trabajo, la imprecisién interserial oscila entre 1.02% y 13.93%
(138-140,142), de manera, que nuestros resultados siguen teniendo

buena aceptabilidad.

En general, el uso de columnas cortas (30 mm x 4.6 mm ID) presenta
una serie de ventajas: rapido equilibrio, menor tiempo de retencién, y
bajo consumo de fase mévil, respecto a los métodos publicados. Estos
factores son importantes en la evaluacion de la practicabilidad de esta
técnica. Por otra parte, aunque la sensibilidad de nuestro método no es
tan alto como en otras técnicas referenciadas (134,135), es suficiente
para la monitorizacion de las concentraciones séricas de AnB que se

alcanzan en el intervalo de dosificacion.

52




RESULTADOS Y DISCUSION

4.2 ESTABILIDAD DE ANFOTERICINA B EN INTRALIPID®20%

“Stability of amphotericin B in an extemporaneously prepared i.v. fat emulsion”
Lopez RM, Ayestaran A, Pou L,Montoro JB, Hernandez M, Caragol I.
Am J Health-Syst Pharm 1996, 53:2724-27.
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4.2.1 Metodologia experimental

4.2.1.1 Preparacion de soluciones estandares vy calibradores

- Solucion stock: dilucién de 50 mg de AnB (Fungizona% en 10 mL de agua estéril para
inyeccion; concentracion 5mg/mL. Se congela a -80°C.

- Estandar acuoso intermedio: 100 _L de la solucion stock se diluyen hasta 10 mL con agua
destilada; concentracién 50 _g/mL. Se prepara en el mismo dia de procesar una serie
analitica.

- Estandares metandlicos. a partir del estandar intermedio 50 _g/mL se preparan los
siguientes estandares de trabajo con metanol 1, 2.5, 5, 10y 20 _g/mL. Se utiliza metanol en
vez de agua destilada para que muestras y estandares se procesen con la misma matriz
(reconstitucion del eluato obtenido de la extraccion del farmaco de la matriz lipidica con

metanol). Estos estandares se preparan en el mismo dia de procesar una serie analitica.

4.2.1.2 Preparacion y pretratamiento de las muestras

4.2.1.2.1 Preparacion

Las mezclas de AnB en la emulsion lipidica (Intralipid® 20%) fueron preparadas asépticamente
en campana de fiujo laminar horizontal en frascos estériles de vacio con capacidad de 100 mL a
las concentraciones de 0.5, 1y 2 mg/mL afiadiendo 10, 20 y 40 mL de la solucion stock de AnB
de5mg/mLa90,80y 60 mLde Intralipid® 20% respectivamente.

Las muestras fueron preparadas por triplicado, utilizando para cada concentracion tres lotes
distintos de AnB (Fungizona@ﬁ (lotes H-011, I-001, I-002, I-003, I-004 y I-005) y en diferentes
condiciones de temperatura: T® ambiente sin proteccion de la luz, T2 ambiente con proteccion de

la luz y refrigerada (4-8°C) potegidas de la luz.

Se extrajeron alicuotas de 8 mL de muestra de cada frasco al tiempo 0, 4, 12y 24 horas y a los 2,
4,7y 15 dias para el analisis cuantitativo de la AnB y evaluacion visual de los cambios fisicos.

Estas muestras fueron inmediatamente congeladas a -80°C hasta su andlisis.
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Se extrajeron alicuotas de 2 mL de cada frasco de AnB de 1y 2 mg/mL para cada condicion de
temperatura estudiada al tiempo 0 y a los 7 y 15 dias para la determinacion inmediata de la

distribucion del tamario de particula.

En el apartado 4 de resultados sélo se exponen los obtenidos del analisis quimico.

4.2.1.2.2 Pretratamiento para el andlisis cuantitativo

El procedimiento de extraccion del farmaco se realizé mezclando a partes iguales en un tubo de
vidrio con tapdn de rosca, 5 mL de muestra (AnB-IL) con igual volumen de solucién Tween 80 al
2% en suero salino fisiolégico, segun el método descrito por Sabin P et al para romper micelas
(143). Se homogeneizd durante 1 hora en agitador tipo Vibromatic a T2 ambiente. Posteriormente
a la rotura de la emulsion, se traspasé 5 mL a un segundo tubo y se adiciono el mismo volumen
de cloroformo/metanol (1:1,v/v). Se agit6 fuertemente y se centrifugd a 3000 rpm durante 20
minutos a T ambiente. Se obtuvo dos fases transparentes y una interfase sélida de color
amarillo que contenia el farmaco. Esta interfase amarilla se redisolvio con 5 mL de
dimetilsulfoxido/metanol (1:1, vA). La solucion fue diluida con metanol para obtener una
concentracion tedrica aproximadamente de AnB de 12 pg/mL y fue inyectada directamente y por

duplicado en el cromatografo:

05mg/mL .....eeeeeeee. dilucion 1/20
10mg/L .....ceeeen. dilucion 1/40
20mg/mL ......coneeeeen. dilucion 1/80

4.2.1.2.3 Interferencias en el analisis cuantitativo

Soluciones acuosas de AnB a la concentracion de 5ug/mL fueron expuestas a las condiciones
de hidréxido sddico 1N (NaOH) (pH 2 12) y de &cido clorhidrico 5N (HCL) (pH £2) durante 20
horas a 85°C, para confirmar que los productos de degradacion de la AnB no interfieren en el

analisis cromatografico.
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4.2.1.3 Condiciones cromatograficas

- Fase movil: Acetonitrilo/EDTANa22.5 mM (30/70, V).
- Columna: 30 mmx 4.6 mm I.D. Perkin-Elmer Cig, 3_m tamafio particula.
- Volumen de muestra: 20 _L.
- Inyeccion de las muestras y estandares por duplicado.
- Condiciones de deteccion:
- Longitud de onda: 405 nm
- Sensibilidad del detector: 0.05 AUFS.
- Tiempo de cromatograma: 3 minutos
- Acondicionamiento de la columna previo al andlisis:
- Fase movil: 30 minutos a flujo ImL/min.
- Regeneracion de la columna después de una serie analitica:
- Agua: 20 minutos a flujo ImL/min.
- Acetonitrilo: 20 minutos a fiujo ImL/min.

- Acetonitrilo/agua (70/30 viv): 20 minutos a fiujo ImL/min.

4.2.1.4 Recuperacidon

La recuperacion se calculd comparando el area del pico de la AnB previo tratamiento del farmaco
en la emulsion lipidica respecto a una solucién metandlica preparada a una concentracion de 12

pg/mL. Las muestras fueron procesadas cinco veces (n=5) en series analiticas distintas.

4.2.1.5 Imprecision intraserial

Se determind analizando 10 veces dentro de la misma serie analitica, una muestra a una

concentracion de AnB de 12 pg/mL, partiendo de una emulsion lipidica con el farmaco de 1
mg/mL.
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4.2.1.6 Imprecision interserial

Se determind analizando la muestra anterior 5 veces en series analiticas diferentes. Las

muestras fueron preparadas en el momento de su analisis.

4.2.1.7 Estabilidad

Se calcul6 en funcién del porcentaje de concentracién de AnB encontrada con respecto a la
concentracion inicial a tiempo cero. Para ello, los resultados se expresaron en porcentajes de
recuperacion (%) calculados a partir del valor medio de las tres concentraciones obtenidas por
muestra (correspondientes a cada uno de los tres lotes para cada serie de AnB-IL y preparada a
las tres concentraciones de 0.5, 1 y 2 mg/mL), teniendo en cuenta la dilucion efectuada en el
pretratamiento para su analisis cromatografico, y en las diferentes condiciones de temperatura.
Se considera no estable a partir del 10% de descenso en la concentracién encontrada con
respecto a la inicial (144). Las muestras se prepararon tal como se explica en el apartado
42121.

4.2.1.8 Curva de calibracion y calculo de resultados

La curva de calibracién se calculd por regresion lineal a partir de las areas de los picos
correspondientes a los estandares, procesados en cada serie analitica. La concentracion de las

muestras se obtuvo por interpolacion de su area en la recta de calibracion.

4.2.2 Resultados y discusion

En este trabajo se presenta una adaptacion del método de determinacion de AnB en suero
humano por HPLC, y su posterior validacion en un excipiente graso, con aplicacion directa a un

estudio de estabilidad quimica en una formulacion lipidica.

La AnB en emulsion lipidica (AnB-IL) constituyo una terapia alternativa a la administracion
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convencional (suero glucosado al 5%), antes de la comercializacién de las formulaciones
lipidicas, tal como se comenta en el apartado 1.9 de la introduccion, debido a que, la tolerancia del
farmaco era mejor y la incidencia de efectos adversos menor, aunque los estudios publicados

concluian que la eficacia clinica era semejante con ambos preparados.

Uno de los problemas que planteaba la utilizacion de AnB-IL era la falta de datos publicados
sobre su estabilidad quimica, por lo que la administracion era de uso inmediato a su
preparacion. Era de gran interés, en su momento, debido a la importancia que supuso esta
formulacion en la practica clinica, disponer de datos que constataran la estabilidad para facilitar la

labor de su preparacion y administracion.

4.2.2.1 Adaptacion de las condiciones cromatograficas

Basandonos en la técnica estandarizada en suero humano, las condiciones cromatograficas
fijadas fueron las mismas que las descritas para muestras séricas, con la excepcion del
volumen de inyecccion (20 L) y la sensibilidad del detector (AUFS 0.05), ya que la dilucion final de
las muestras de trabajo se prepararon a una concentracion mayor (12 pg/mL) que el calibrador

sérico mas alto (5 pg/mL) y no era necesario utilizar mas sensibilidad en el método.

4.2.2.2 Pretratamiento de las muestras

Dado que en la bibliografia no se encontraron referencias sobre pretratamiento de emulsiones
lipidicas para métodos cromatograficos, éste presento problemas para separar la AnB lipidica y
obtener una recuperacion y precision de la técnica aceptables. Se probaron diversas condiciones

de ensayo:

1°) Homogenizacion de AnB-IL con cloroformo/metanol (v/v) a partes iguales, centrifugacion,
obtencion de una fase acuosa transparente y otra lipidica turbia. La recuperacion de AnB en la
fase acuosa resulto ser del 6%; también se comprobd que la emulsion lipidica sin farmaco no
presentara interferencias en el mismo tiempo de retencion de la AnB. Los resultados de este
primer ensayo indicaron que la AnB quedaba retenida practicamente en su totalidad en la fase

lipidica y que la emulsion lipidica no presentaba interferencias en los cromatogramas de la
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técnica.

2°) En el segundo ensayo se escogio el método descrito por Sabin et al (143) para romper
micelas, que utiliza Tween 80 al 2% en suero salino fisiologico. Se homogeneizo la AnB-IL a
partes iguales con cloroformo/metanol (v/v), se centrifugd y se obtuvo dos fases transparentes
(acuosa y organica) y una interfase solida. La recuperacion de AnB en la fase acuosa fue inferior

al 10%y en la organica no se detecto AnB.

3°) En este ensayo de procedimiento anélogo al anterior, la recuperacion de la interfase solida se
realizd con dimetilsulféxido/metanol (v/v). Este procedimiento de tratamiento de muestra fue
finalmente el mas adecuado tal como se especifica en el apartado 4.2.1.2.2. Este tratamiento
establece un método para la extraccion de AnB en muestras lipidicas, lo que representa una

novedad respecto a los métodos publicados.

4.2.23 Interferencias en el andlisis cuantitativo

Se confirmd que los productos de degradacion de la AnB no interferian en el andlisis
cromatografico, ya que ninguin pico nuevo aparecia en el mismo tiempo de retencion del pico

cromatogréafico de la AnB.

4.2.2.4 Validacion de las prestaciones analiticas

4.2.2.4.1 Recuperacion

Los resultados de la recuperacion del método se exponen en la siguiente tabla y se expresan

como media * desviacion estandar (X£SD) (n=5):

Concentracion (ug/mL)
Afiadida  Encontrada Recuperacion (%)
12 11.11+0.39 9261+3.11
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4.2.2.4.2 Imprecision intraserial

Los resultados de la imprecision intraserial se exponen en la siguiente tabla:

Concentracion (ug/mL)
Tedrica Media _ SD Intervalo (%
12 11.23 016 1107-1160 1.40

4.2.2.4.3 Imprecision interserial

Los resultados de la imprecision interserial se exponen en la siguiente tabla:

Concentracion (ug/mL)
Tedrica Media SD Intervalo (%
12 11.46 023 11161189 200

4.2.2.5 Estabilidad

En la tabla 4 se muestran los resultados de los cambios de concentraciones de las muestras de
AnB en Intralipiol'31 20%, expresados en porcentajes (%) respecto al valor basal (tempo 0) a las
diferentes condiciones de temperatura y concentracion preparadas.

La AnB-IL a la concentracion de 0.5 mg/mL fue estable una semana en todas las condiciones de
ensayo del estudio. A las dos semanas, este preparado estaba por debajo del 12% a T2
ambiente (20-25°C) con y sin proteccion de la luz, y del 10% en la condicion de refrigeracion (4-
8°C) del valor basal.
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La estabilidad de la AnB-IL fue similar a las concentraciones preparadas de 1y
2 mg/mL. La AnB fue estable cuatro dias a T2 ambiente (20-25°C) sin proteger
de la luz, y 1 semana a T2 ambiente (20-25°C) con proteccion de la luz y
refrigerada (4-8°C). La media de concentraciones de AnB a la semana del
ensayo en contenedores expuestos a T2 ambiente (20-25°C) fue de 91.9% vy
91.5% con respecto al valor basal para las mezclas de 1 y 2 mg/mL
respectivamente, sin embargo, algunas mezclas individuales tuvieron un

porcentaje inferior al 10% de la concentracion basal.

En conjunto, los resultados obtenidos en la validacion de las prestaciones
analiticas de la técnica para este tipo de muestras (recuperacion después del
tratamiento superior al 92%, imprecision intradia del 1.4% e interdia del 2%),
son valores muy aceptables, teniendo en cuenta el complejo proceso de
obtencion de la muestra para poder ser analizada. Los resultados del estudio
de estabilidad facilitan la preparacion y administraciéon del farmaco en la
practica clinica. Asi mismo, al no tener que ser preparada extemporaneamente

se produce una reduccion de costes sin disminuir la calidad.

Se han realizado estudios de estabilidad quimica de AnB en Intralipida,
posteriores a la publicaciéon de este trabajo. En uno de ellos, se ensaya a las
concentraciones de 0.05 y 0.5 mg/mL, obteniendo como resultado que es
estable al menos en las 24 horas en que se realiza el estudio, a temperatura
ambiente (23-25°C) , con y sin proteccion de la luz (99). También estudian
cambios fisico-quimicos (evidencia de precipitacion, cambios en la apariencia
fisica y pH), observando que sélo se produce una separacion de fases (lipido y
AnB) que se soluciona homogeneizando el frasco que contiene la emulsién; en
cambio, no se observan precipitados y la disminucion de pH es inferior a 0.5
unidades. Los resultados de estabilidad quimica coinciden con los nuestros,
en lo que respecta a la concentracion preparada de 0.5 mg/mL, al menos en las
24 horas en que durd el ensayo. En nuestro caso la estabilidad fue superior, ya
que el estudié duré hasta 15 dias, con mayor probabilidad de establecer

tiempos de estabilidades. Aunque en el apartado 4.2.1.2.1 de preparacion de
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las muestras se especifica que s6lo se exponen los resultados del andlisis
guimico, es interesante comentar que los obtenidos en nuestro estudio de
compatibilidad fisico-quimica, coinciden practicamente con los del estudio
mencionado anteriormente, observandose una coloracion amarilla en el fondo
del envase a las 4 horas de su preparacion, que se resuelve al agitar

uniformemente y no aparecen precipitados.

En otro estudio, evaluan la estabilidad quimica a las concentraciones de 0.1y 1
mg/mL durante 21 dias en Intralipidalo% 0 20% encontrando que es estable
durante todo este tiempo tanto a temperatura ambiente (23°C) como en frio
(4°C), pero al mismo tiempo realizan un estudio de compatibilidad a las
concentraciones de 0.6 mg/mL y 1.2 mg/mL para diferentes proporciones de
Intralipidé por cada 100 mL de mezcla, encontrando que es compatible si la
proporcién de lipido no excede del 30% (100). En nuestro estudio la
compatibilidad fisico-quimica se ha realizado a la concentracién de 1 mg/mL,
con una proporcion de lipido de 80% en el volumen total de la muestra (20 mL
de solucion acuosa de AnB en 80 mL de Intralipid@ 20%), siendo estable los 15

dias del estudio.

4.2.2.6 Aplicabilidad

Como aplicacion directa a la estandarizacion del método por HPLC para
cuantificar la AnB en muestras séricas y al estudio de estabilidad de AnB-IL, se
realiz6 en nuestro hospital un estudio comparativo de eficacia, tolerancia y
farmacocinético, de la formula convencional con respecto a la emulsion lipidica
en pacientes neutropénicos y con resultados publicados en una revista de
ambito internacional con el titulo (145): “Pharmacokinetics of conventional
formulation versus fat emulsion formulation of amphotericin B in a group of
patients with neutropenia”. La eficacia clinica fue similar con ambas
formulaciones, aunque la administracion de AnB en IntralipidQZO% tuvo mejor
tolerancia con una menor alteracion de la funcion renal. Los resultados

farmacocinéticos sugieren que la AnB tiene un perfil de cinética diferente en
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ambos preparados, presentando diferencias mas acusadas en el volumen de
distribucion en estado de equilibrio, especialmente en el compartimento
central. Se adjunta una reproduccion de este articulo en el anexo de la

memoria.
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4.3 DETERMINACION DE ANFOTERICINA B EN SECRECIONES RESPIRATORIAS

“Amphotericin B determination in respiratory secretions by reversed-phase liquid chromatography”
Lépez R, Pou L, Andrés |, Monforte V, Romén A, Pascual C.
Journal of Chromatography A 1998; 812: 135-9
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4.3.1 Metodologia experimental

4.3.1.1 Preparacion de soluciones estandares v calibradores

- Solucion stock: dilucién de 50 mg de AnB (Fungizona% en 10 mL de agua estéril para
inyeccidn; concentracion 5Smg/mL. Se congela a -80°C.

Estandar acuoso intermedio: 100 _L de la solucién stock se diluyen hasta 10 mL con agua
destilada; concentracion 50 _g/mL. Se prepara en el mismo dia de procesar una serie
analitica.

- Estandares metandlicos a partir del estandar intermedio 50 _g/ml se preparan los siguientes
estandares de trabajo con metanol 0.1, 0.25,0.5, 1,25y 5 g/mL. Se utiiza metanol en vez de
agua destilada para que muestras y estandares se procesen con la misma matriz
(desproteinizacién y reconstitucion del eluato obtenido de la extraccién del farmaco de la
matriz de las secreciones respiratorias con metanol). Estos estandares se preparan en el
mismo dia de procesar una serie analitica.

- Estandares de broncoaspirado y lavado broncoalveolar. a partir del estandar intermedio 50
_g/mL, se adiciona AnB a un "pool" libre del farmaco de broncoaspirado y lavado
broncoalveolar respectivamente para obtener las siguientes concentraciones 0.1, 0.25, 0.5, 1,

25y5_g/mL. Se congelan a-80°C hasta el momento de su anélisis.

4.3.1.2 Pretratamiento de las muestras

4.3.1.2.1 Broncoaspirado

El volumen total de las muestras se mezcld con metanol a partes iguales (1.1, WA), se
homogeneizo en agitador mixer durante 1 min y posteriormente se centrifugd durante 20 min a
3000 rpm. Los estandares se procesaron de la misma forma. Antes del analisis, 200 uL de
sobrenadante metandlico se mezcld homogéneamente con 400 pL de agua. Alicuotas de esta

mezcla se inyectaron por duplicado en el cromatdgrafo.
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4.3.1.2.2 Lavado broncoalveolar

Se cuantific el volumen de muestra y después se mezcld con metanol a partes iguales (1:1, Vi),
se homogeneizé en agitador mixer durante 1 min y se centrifugd 20 min a 3000 rpm.. El
sobrenadante se combinG con el mismo volumen de tampdn acetato sodico 0.01 M (pH 7.4) (V).
La mezcla se aplicd en cartuchos Sep-Pak Cigque previamente haban sido acondicionados con
3 mL de acetonitrilo dos veces seguido de 3 mL de tampdn acetato sddico también dos veces.
Después de pasar la muestra, se lavo la columna con 3 mL de metanol/tampdn acetato sédico
(1:1, viv) cinco veces. La AnB se eluy6 con 3 mL de metanol en dos veces. El eluato final se
evaporo a sequedad en atmosfera de nitrégeno. El extracto seco se reconstituyd con 400 pL de
metanol y se agitd durante 15 s. Los estandares se procesaron de la misma forma. Antes del
analisis, 200 uL de sobrenadante metandlico se mezclé6 homogéneamente con 400 L de

agua. Alicuotas de esta mezcla se inyectaron por duplicado en el cromatégrafo.

4.3.1.3 Condiciones cromatograficas

- Fase movil: Acetonitrilo/EDTANa2 2.5 mM (30/70 VA).
- Columna: 30 mmx 4.6 mm I.D. Perkin-Elmer Cig 3_m tamario particula.
- Volumen de muestra: 80 _L.
- Inyeccion de las muestras y estandares por duplicado.
- Condiciones de deteccion:
- Longitud de onda: 405 nm
- Sensibilidad del detector: 0.02 AUFS.
- Tiempo de cromatograma: 3 minutos
Acondicionamiento de la columna previo al analisis:
- Fase mévil: 30 minutos a flujo ImL/min.
- Regeneracion de la columna después de una serie analitica:
Agua: 20 minutos a flujp ImL/min.
- Acetonitrilo: 20 minutos a fiujo ImL/min.

- Acetonitrilo/agua (70/30 viv): 20 minutos a flujo ImL/min.
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4.3.1.4 Recuperacion

La recuperacion se calculé comparando el area del pico de la AnB de los estandares de
broncoaspirado y lavado broncoalveolar (0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5y 5 pg/mL) con el de soluciones
metandlicas de concentracion equivalente respectivamente. Las muestras de ambos tipos de

secreciones respiratorias fueron procesadas cinco veces (n=5) en series analiticas distintas.

4.3.1.5 Imprecision intraserial

Se determin analizando 10 veces dentro de la misma serie analitica, dos muestras, una de
concentracion de AnB de 0.5 _g/mL y otrade 2.5 g/mL, preparadas a partir de un "pool" de
broncoaspirado y lavado broncoalveolar respectivamente a los cuales les fue adicionado el

farmaco.

4.3.1.6 Imprecision interserial

Se evalud determinando una vez al dia durante 10 dias dos muestras procedentes del “pool”
anteriormente citado para broncoaspirado y 5 dias para lavado broncoalveolar. Se conservaron a
-80°C.

4.3.1.7 Estabilidad

Se calcul6 en funcién del porcentaje de concentracién de AnB encontrada con respecto a la
concentracion inicial a tiempo cero. Se considera no estable a partir del 10% de descenso en la

concentracién encontrada con respecto a la inicial (144).

Se prepard AnB en secreciones respiratorias adicionando 0.5y 2.5 g/mL del farmaco a dos
muestras procedentes de un "pool” de broncoaspirado y lavado broncoalveolar respectivamente.
El estudio de estabilidad se efectud bajo tres condiciones de conservacion: T2 ambiente (20-
25°C), refrigeracion (4-8°C) y congelacion a -20°C, y a los siguientes tiempos: 1, 2, 7, 15, 30, 60 y

90 dias. Las muestras se mantuvieron congeladas a -80°C hasta el momento de su analisis.

68



RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1.8 Curva de calibracion y calculo de resultados

La curva de calibracién se calculd por regresion lineal a partir de las areas de los picos
correspondientes a los estandares, procesados en cada serie analitica. La concentracion de las
muestras se obtuvo por interpolacién de su area en la recta de calibracién. La concentracion final
de muestras de broncoaspirado se calcularon multiplicando la concentracion obtenida por el
factor de dilucion 2. Las muestras de lavado broncoalveolar se calculan dividiendo la

concentracion obtenida por el factor de concentracion (volumen total medido en uL/400).

4.3.2 Resultados y discusion

En este trabajo se presenta una adaptacion para cuantificar AnB en muestras respiratorias
(broncoaspirado o BAS y lavado broncoalveolar o BAL) a partir del método de determinacion de

AnB para muestras sericas por HPLC, ya explicado en el apartado 4.2.1.

La AnB administrada de forma inhalada se ha mostrado como un tratamiento eficaz y seguro en
la profilaxis de la aspergilosis pulmonar invasiva. Tras la experiencia en nuestro centro en
pacientes portadores de trasplante de pulmoén, se planted la realizacion de un estudio
farmacocinético como evidencia cientifica a la eficacia clinica demostrada, tal como se describe

en el apartado 1.11 de la introduccion.
Dada la inexistencia de métodos estandarizados para la determinacion de AnB en muestras
respiratorias, fue necesario desarrollar una técnica especifica para la cuantificacién de AnB en

BASYBAL

4.3.2.1 Adaptacion de las condiciones cromatograficas

Basandonos en la técnica estandarizada en suero humano, las condiciones cromatograficas
fijiadas fueron las mismas que las descritas para muestras séricas, ya que las concentraciones
de los estandares metandlicos utilizados comprenden el mismo intervalo de concentraciones

gue los estandares séricos.
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4.3.2.2 Pretratamiento de las muestras

En la bibliografia no se encontraron referencias sobre pretratamiento de muestras respiratorias
para cuantificar AnB por métodos cromatograficos, de manera que basandonos en el
tratamiento utilizado en muestras séricas, precipitacion de proteinas con metanol e inyeccién del
sobrenadante, se adapto este procedimiento para extraer la AnB de los productos (BAS y BAL).
Teniendo en cuenta, la sistematica de obtencién de estas secreciones respiratorias, el proceso
de pretratamiento se consideré en una primera fase igual para los dos tipos de muestra y

después se diferencio para la extraccion del farmaco del BAL:

1°) BAS. Es un producto obtenido directamente de las vias respiratorias por accion mecanica de
aspiracion, sin adicion de ningun tipo de liquido, de manera que la determinacion de AnB en este
tipo de muestras es el resultado directo del analisis cromatografico teniendo en cuenta la dilucién
realizada para precipitar las proteinasy otras células circulantes en el broncoaspirado. El
sobrenadante obtenido de la precipitacion y centrifugacion es inyectado en el cromatografo, tal

como se especifica en el apartado 4.3.1.2.1.

2°) BAL. Es un producto obtenido de las vias respiratorias altas y bajas por aspiracion, previo
lavado con suero fisiolégico, de manera que el farmaco se encuentra diluido en la muestra'y
debe ser concentrado para cuantificarse. La primera fase, comin con el BAS, incluye
precipitacion de proteinas y otras células que pueden interferir en el andlisis, seguido de otra fase
de concentracion del farmaco por columnas en fase solida, tal como se especifica en el apartado
43.1.2.2. Para el célculo se tuvo en cuenta las diluciones y procesos de concentracion

efectuados.
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4.3.2.3 Validacion de las prestaciones analiticas

4.3.2.3.1 Recuperacion

Los resultados de la recuperacion del método se exponen en la siguiente tabla:

Concentracion afiadida _ Recuperacion (%)

(g/mL) BAS BAL
(r=5) (r=5)
X+SD X+SD

0.1 93.9+8.3 90.0+21.6

0.25 89.7x2.7 89.7+6.3

05 93.1+4.1 87.2£10.7

10 91.5+7.1 90.2+14.8

25 95.4+4.7 86.8+6.6

50 94.9+1.6 97.1£3.8

La recuperacion global (n=30) del BAS y del BAL fue de 93.1+2.2 y 90.2+3.7% respectivamente.

La eficiencia de la extraccion fue superior al 86% para todas las concentraciones estudiadas,
siendo la media de la recuperacion superior al 90% tanto para BAS como BAL. Teniendo en
cuenta el complejo pretratamiento de las muestras de BAL, nuestros resultados justifican que no
se utilice estandar interno en la técnica. Ello implica una mayor simplificacion en el método

analitico.

4.3.2.3.2 Imprecision intraserial

Los resultados de la imprecision intraserial del método se exponen en la siguiente tabla:
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Muestran Concentracion (ug/mL)
Tedrica Encontrada Intervalo CV(%)
(mediatSD)
BAS 10 05 0.52+0.029 0.47-0.55 5.58
25 2.42+0.133 2.12-2.60 550
BAL 10 05 0.39+0.012 0.37-0.41 3.10
2.5 2.32+0.110 2.10-2.48 4.74

La imprecision intraserial fue inferior al 6% para las muestras de BAS y BAL a los dos niveles de
concentracion estudiados, siendo muy aceptables ya que en técnicas cromatograficas un
método se considera preciso por debajo del 10% de coeficiente de variacion (CV) (145).

4.3.2.3.2 Imprecision interserial

Los resultados de la imprecision interserial del método se exponen en la siguiente tabla:

Muestran Concentracion (pg/mL)
Tedrica Encontrada Intervalo CV(%)
(media£SD)
BAS 10 05 0.51+0.021 0.48-0.54 4.12
25 2.47+0.088 2.36-2.60 3.56
BAL 5 05 0.48+0.057 0.40-0.55 11.87
25 2.42+0.175 2.20-2.56 7.23
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La imprecisién intradia para las muestras de BAS fue inferior al 5%. En cambio
para las muestras de BAL el coeficiente de variacion fue superior al 10% en el
nivel de concentracion bajo estudiado (0.5 pg/mL). Esta baja reproductibilidad
de las muestras BAL comparadas con las de BAS puede ser debido a la mayor
manipulacion en el proceso de pretratamiento. Las de BAS s6lo se someten a
una dilucién con metanol, mientras que las de BAL presentan adicionalmente

una extraccion solido-liquido.

4.3.2.4 Estabilidad

En la tabla 5 se muestran los resultados de los cambios de concentraciones de
las muestras de AnB en BAS y BAL, expresados en porcentajes (%) respecto al
valor basal (tiempo 0) a las diferentes condiciones de temperatura y

concentracion preparadas.

La AnB en las muestras de BAS se mantuvo estable, entre el 90% y 110% de la
concentracion inicial, durante dos dias a temperatura ambiente (20-25°C), 15
dias a 4°C y los tres meses del estudio a —20°C. En las muestras de BAL, la
AnB se mantuvo estable un dia a temperatura ambiente (20-25°C), 7 dias a 4°C
y 1 mes a —20°C. La menor estabilidad de la AnB en BAL comparado con el
BAS, puede ser debido a que el primero se obtiene con lavados de suero salino
fisioldgico, solucion que puede afectar a la estabilidad de la AnB, mientras que

el BAS se obtiene como producto respiratorio de aspiracién directa.

La finalidad del estudio de estabilidad quimica de este tipo de muestras, es
para establecer cuanto tiempo pueden conservarse y en que condiciones hasta

que sean procesadas.

En conclusion, los resultados obtenidos en la adaptacion y validacion del método cromatogréafico
para determinar AnB en muestras respiratorias (BAS y BAL), presentan una buena recuperacion,
precision y sensibilidad, de forma que puede ser usado para la monitorizacion y estudios

farmacocinéticos de AnB inhalada.
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4.3.2.5 Aplicabilidad

Para poder realizar el estudio farmacocinético de AnB en muestras
respiratorias, se plante6 hacer previamente un estudio de estabilidad quimica
de la solucién acuosa de AnB a la concentracion de 1 mg/mL (preparacion
habitual como formula magistral para la profilaxis y tratamiento de la
aspergillosis pulmonar invasiva), debido al incremento de pacientes
trasplantados pulmonares en nuestro hospital que la utilizaban, con la finalidad
de optimizar recursos y facilitar una mejora en la calidad de vida, sin disminuir
la calidad de atencion. Los resultados de este estudio, realizado en 1995,
fueron publicados en una revista de ambito internacional con el titulo (146):
“Stability of amphotericin B in water solution for inhalation”. A partir de entonces
la formulacion magistral de AnB en solucién acuosa a la concentracion de 1
mg/mL, se prepara con una caducidad de un mes, a diferencia de la caducidad
maxima establecida de una semana tal como se referenciaba en la literatura

(109,110). Se adjunta una reproduccién en el anexo de la memoria.

La aplicacién del método desarrollado ha permitido el estudio farmacocinético
de la AnB nebulizada en secreciones respiratorias con resultados publicados
en diversas comunicaciones en forma de poster y comunicacion oral (se
adjuntan las reproducciones de las comunicaciones en formato abstract en el

anexo de la memoria):

1. “Farmacocinética de la anfotericina B nebulizada en secreciones
respiratorias en el trasplante pulmonar”. XXXII Congreso Nacional de la
Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica. Madrid, mayo de
1999. Poster. (147).

2. “Pharmacokinetics of nebulized amphotericin-B in respiratory samples of

lung transplantated patients”. E.R.S. annual congress. Madrid, October 1999.
Poster. (148).
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3.

“Pharmacokinetics and distribution of nebulized amphotericin B (n-Amp) in
lung transplantation”. International Society for Heart and Lung
Transplantation. 20" Annual Meeting and Scientific Sessions. Osaka, Japan,
April 2000. Comunicacién oral. (149)

“ Farmacocinética y distribucion de la anfotericina B nebulizada en el
trasplante de pulmon. IX Congreso de la Sociedad Espafiola de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC). Santiago de
Compostela, mayo de 2000. Poster. Premio a la mejor comunicacion

presentada en forma de poster. (150).
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

La determinacion de AnB por cromatografia liquida en columnas de 30 mm de
longitud, es un método mas rapido que los anteriormente descritos con
columnas convencionales (125 a 300 mm). Las nuevas técnicas publicadas
en la literatura, posteriores a este trabajo, no aportan ninguna ventaja en

cuanto a la rapidez, ya que utilizan columnas de 100 a 300 mm.

La recuperacion, sensibilidad, linealidad y reproductibilidad del método
analitico son adecuados para la realizacion de estudios farmacocinéticos en
suero y de estabilidad quimica del farmaco en emulsiones lipidicas vy

soluciones acuosas.

La recuperacion y reproductibilidad del método de extraccion de AnB en
muestras lipidicas son idoneas para estudios de estabilidad del farmaco en

este tipo de soluciones.

La estabilidad quimica de AnB en Intralipidé1 20% a T2 ambiente (20-25°C), con

y sin proteccién luminica y refrigerada (4-8°C) fue la siguiente:

4.1 AnB (0.5 mg/mL). Estable 1 semana en las 3 condiciones de estudio.
4.2 AnB (1y 2 mg/mL). Estables 4 dias a T ambiente sin proteger de la luz,

una semana protegidas de la luz y refrigeradas.
La recuperacion y reproductibilidad del método de determinacion de AnB en
broncoaspirados y lavados broncoalveolares son adecuados para la

cuantificacion de AnB en secreciones respiratorias.

La AnB en muestras de broncoaspirado fue estable dos dias a T2 ambiente
(20-25°C), 15 dias refrigeradas (4-8°C) y 3 meses congeladas (-20°C).

La AnB en muestras de lavado broncoalveolar fue estable 24 horas a T2
ambiente (20-25°C), 7 dias refrigeradas (4-8°C) y 1 mes congeladas (-20°C).
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8) En base a los resultados obtenidos en los trabajos presentados en esta
memoria, las técnicas de determinacion de AnB por cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC), estandarizadas y validadas, son adecuadas para la

realizacion de estudios farmacocinéticos y de estabilidad quimica de AnB.
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