UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA

TESIS DOCTORAL

Desarrollo galénico de nuevas formulaciones orales de
voriconazol

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR
Teresa Gallego Arranz

Director

Santiago Torrado Duran

Madrid

© Teresa Gallego Arranz, 2020



UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE FARMACIA

TESIS DOCTORAL

Desarrollo galénico de nuevas formulaciones orales de

voriconazol

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR

PRESENTADA POR

Teresa Gallego Arranz

DIRECTOR

Santiago Torrado Durdn

Madrid, 2020















Agradecimientos

Son muchas personas las que se han cruzado, me han acompariado o han llegado para
quedarse. Todas ellas me han ensefiado, me han servido como apoyo y han dejado su huella en
este trabajo. Con estas lineas me gustaria demostrarles el agradecimiento y carifio que siento.

Hace ya unos afios que aterricé en la Universidad Complutense de Madrid. Desde el
primer momento fui acogida y tratada con simpatia por todo el personal del departamento de
Farmacia Galénicay Tecnologia Alimentaria. Por ello, me gustaria agradecerles su disposicion
y la ayuda prestada. También quiero dar las gracias a la direccion por haberme permitido
aprender y trabajar aqui, disfrutando de los materiales y equipos, y haciéndome sentir que el
departamento también es mi casa.

Tuve la suerte de encontrarme con el Dr. Santiago Torrado, la generosidad hecha
carne, quien me adopté con afecto desde el primer instante. Nunca podré agradecerle lo
suficiente la dedicacién, los conocimientos transmitidos, las molestias tomadas y la
preocupacién por mi. El es el alma de este trabajo, siempre alegre y motivador.

No quiero dejar de mencionar a la Dra. Susana Torrado, quien anima y motiva
constantemente a todo el que se cruza con ella, al Dr. Damidn Cérdoba, quien ha compartido
conmigo vivencias y anécdotas de las que he aprendido mucho, al Dr. Juan Torrado, que conoce
tan bien los equipos del laboratorio que podria ensefiar cémo utilizarlos con los ojos cerrados,
y al Dr. Guillermo Torrado, quien me ha permitido acceder a las instalaciones de la Universidad
de Alcald y me ayudé a descubrir el mundo de la industria farmacéutica.

Durante el camino aparecieron comparieros que se han convertido en amigos de verdad
y han conseguido hacer mella en mi. Han sido muchos los cafés, los parloteos y, sobre todo, las
risas que hemos compartido. Carlos y Victor, que me han hecho la vida mucho mds fdcil
trabajando codo con codo, creo que hemos formado un gran equipo. Esther, con su optimismo
perpetuo y el buen rollo que transmite, consigue que los problemas parezcan mds pequefios.
Vero, que por mucha carga de trabajo y estrés que soporte, saca tiempo de donde sea para
echar una mano a quien lo necesite. Juan, uno de mis grandes apoyos que, ya sea con su
presencia o desde la distancia, siempre logra animarme y sacarme la sonrisa. Mario, Ménica y
Nico han hecho divertidas las comidas y los pequefios descansos. Carlos (Benavent) con su

experiencia y sus anécdotas ha sabido cémo templar mis nervios.



El Dr. Javier Capilla, Xavi, me dio la oportunidad de realizar una estancia de
investigacién en la Universitat Rovira i Virgili. A mi llegada me dio un cdlido recibimiento y
hasta ahora no ha dejado de ayudarme. Gracias a él pude vivir la experiencia de zambullirme
en un laboratorio de una rama diferente a la mia, haciéndome ganar perspectivay desarrollar
gusto por la microbiologia. En Reus aprendi formas de trabajo diferentes, otras técnicas e
infinidad de nuevos recursos. La Unitat de Micologia i Microbiologia Ambiental estd llena de
gente amable que ha hecho todo lo posible por que me sintiera como en casa, cosa que siempre
he valorado y por la que les estaré eternamente agradecida. Quiero hacer una mencién especial
al Dr. Pep Cano, constantemente preocupado por los demds, con quien sé que siempre podré
contar. También tengo mucho que agradecerles a mis compaiieros, con los que ha sido un
verdadero placer coincidir. A Alba le debo mucho mds que un agradecimiento. Ella se ha
volcado en ayudarme, aunque no tuviera tiempo ni para sus cosas, y nunca ha dejado de
ilustrarme. Con Ana, generosa y divertida, pasé grandes ratos y me rei a carcajadas
escuchando sus historias, Dani me recordd la importancia de tener nuestra pequefia zona de
confort, Dayana compartié conmigo experiencias increibles, Isa fue compariera de viajes y
actividades de aventura, la Dra. Loida Lépez me ensefié nuevos trucos, Elena me ayudé mucho
en la experimentacién y Gertru me alegrd los momentos fuera del laboratorio. Y si hay alguien
que me ha hecho sentir que en Reus también tenia un hogar, esa es Viridiana. Hemos
compartido muchas charlas y momentos, y los que nos quedan, porque esto no se acaba aqui.
Todas ellas son personas maravillosas de los que me llevo recuerdos fantdsticos y siempre van
a formar parte de mi.

Quiero mencionar también mi experiencia dentro de la industria farmacéutica, de la
que tanto he aprendido. Durante los afios que pasé en Chemo he trabajado con profesionales,
he conocido de primera mano los procesos productivos y los entresijos de una planta
farmacéutica. Ademds, alli encontré amigos dispuestos siempre a echar un cable y levantar el
dnimo de quien lo necesitase. Maria Isabel, quien empezé aquel camino conmigo y en quien me
he apoyado constantemente, para la que no tengo palabras de agradecimiento y de carifio
suficientes. Paula me formd pacientemente y siempre estuvo a mi lado apagando fuegos. Lore,
con su temple y optimismo, me hizo mirar las situaciones desde otras perspectivas y me ensefié
a valorar lo que importa de verdad. No puedo dejar de mencionar al resto del equipo, que me
ha ayudado, instruido y a quienes realmente aprecio, Jesus, José Luis, Fabi, Belén, Javi, Chema,
Nicoleta, Ana, Bdrbaray Juanjo. Me alegro de haber coincidido con todo ellos y haber tenido la

oportunidad de conocerlos.



Y por supuesto, no me puedo olvidar del respaldo que he tenido desde fuera del
ambiente académico. Las chicas de la farmacia de Nava del Rey también han arrimado el
hombro. Nos ha tocado pasar una época dura, pero gracias al esfuerzo de todas hemos salido
adelante. Cris y Montse, a pesar de toda la presién que tenian encima, no han dejado de darlo
todo. Y un reconocimiento especial para Irene que, pese a todos los problemas, se ha desvivido
por allanarme el camino.

Mis padres siempre han creido en mi y me han animado a perseguir lo que me hiciera
feliz, aunque fuese una locura tan grande como esta. Ellos han estado a mi lado cuando mds
falta me ha hecho y no han dejado de apoyarme ni un solo instante. Sin su motivacién nada de
esto hubiese sido posible.

Nunca hubiera pensado que fuese a necesitar tanto un soporte firme durante este
proceso. Por suerte, Ramon ha estado a mi lado, aportdndome todo lo que ha hecho falta. Con
su templanza, paciencia y comprension consigue que todo parezca fdcil. Soy consciente de que
este trabajo ha sido fatigoso también para él, y sin embargo sélo ha mostrado buena disposicion
y afecto.

Muchas gracias a todos.






indice

ADT@VIAEUTAS ... 17
RESUIMEIL.........o vttt aasssas s s 19
SUIMMATTY ...ttt ssssssssssss s ssasssasssasssasssassssasens 23
1. INELOAUCCION. ... 27
o INfECCIONES fUNGICAS .uvverererreiirrieiiesieieiesistetessststssssssstssssssssssssssssssasasssssasssssssans 29

0 Definicion y clasifiCaciOn .......cverueueieessusiriseisisisisssisisssssisisssssssissssssssssssssssssssasssssses 29

O ASPErGilOSiS INVASOTA ..cucueueueueuerererriirsieieieieieieieistssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 30

o Tratamientos antifliNgiCOS......cecovrrururirrsrrririrerisiriresseisissssesstsssssssssssssssssssssssssssssssssssans 32

o Clasificacién de fArmacos antifingiCos.......ccceueeereurervsrrerrinrssueiresessieinisessessesssseaens 32

o Tratamiento de infecciones flingicas no SiStEMicas........oeeuvereeerevrerresereesruresurennes 32

o Evolucidn en el tratamiento de infecciones fingicas sistémicas..........ccoeurvuuecee. 34

®  VOTICONAZOLc ettt ssss et tssas s ssas s s ss st ssassssssasasssssasans 37

O MeCANISMO A€ ACCION ..cuueeeurrerrrererrreieieieieieteietetetsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 37

0 INdiCaciONes tErAPEULICAS ...cuvurvevererrrerereirieisirtrietsisissssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssns 38

o Caracteristicas farmacoCINAiCAS ......cccvurvrvrruerrirrrreirirrssseseissssessessssssssssssssssssassesens 38

o Toxicidad y reacciones adversas........ceeceeururerceurunenecuessenesasereseessasesesssasesessssanens 40

LT 6 L) = Tolod 103 s L= S 41

o Formulaciones comercializadas........cc.cevvevvuevriresreininessreininrsieinesesisissssssssssssssesnns 44

o Relacién farmacocinética/farmacodinamia........cceeeeveeveeeereeveesveereeeeeeeseseeeseeesnes 45

o Resistencias de ASpergillus SPP. cc.ceeeeeeerererereueereneeusireneseiseseessisesesssesessssssssessasssaens 45

11



e Dispersiones sélidas y sistemas miCelares ...........oceeveueeveurevcureneureseueeneninensiseessessinennne 48

O DefiniCiOn y CaraCteriStiCas ......ovirmrrrurrrisrssreisisessssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssns 48

o Clasificacién de dispersiones sOlidas.........oeeueeeerururenvereinineeueirineeeinesesseisesesseanens 49

o Ventajas de las dispersiones s6lidas.........ccceueeureeureserresuricinicrniernisinicinicinisnnenns 51

o Problemas de las dispersiones sOlidas.........ccvuvevererriresrrerrisrsereirisessssinissssesssssssesnnns 52

0 Métodos de fabriCaciOn.......ceueeeueueireeueiriseeieieieeieieeeie et 52

O SiStemMAas MICELATES ....c.c.ovveururirirrieieieeieieieeie ettt ss s sens 56

2. Objetivo y planteamiento..................mmmmmmmmmm————————————.,. 59
®  ODJELIVO curvrvrrrrrrrieieieteieteiststtsessstsssssssssssssasasssss s sssssssssssesssssstssssssssssssssssssssasssssssssssssssss 61
®  PlantEamiento .......ccoeueveeeirereresiseeeeseesssessessssesssesssesssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 61
3. Materiales Y MELOAOS.............mmmmmmmmmmmmmmmmsmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseees 63
®  MALETIALES ..ottt ettt st nas 65
e Fabricacion de las formulaciones............ceeeeeueueireeueirinessueininesisinisesieisesssiesssssssesssssans 70
®  MELOdOS ANALIEICOS ..uvuveverrririreeeeeeesesssssiesssssssssssststsssssssssssssssssssssssasssssasssssssssnes 71
o Espectrofotometria de segunda derivada..........coceueeueeeureernecrnesernissrnicnicinienenees 71
Procedimiento analitiCo ........cceeevereuriririririresisssssssesesssessssssssssesssssssssssssssssns 71
VAlIAACION w.evvrreiiiieirieteeisietseesietssss st sssasss s s s ss s sssssassssssasasaoes 71

o Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) ......ccceueurerureruresunensuresaresnnenns 74
Procedimiento analitiCo ........ccceeueveuririririrerisssssssssesssseesssssssssssssssssssssssssssssns 74
VaAlIAACION .ttt sssssssssssssss s s s s s s sssesssssssssesens 75

e Ensayo de velocidad de diSOlUCION......ccueueeueurereecrireeeeeeee e 78
®  CATACLETIZACION..c.cuvvevereuerirssereesnistesesesssssstssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 79
o Microscopia electrénica de barrido (SEM) ....cc.cccueeverrrsrrrssisrsssssssssssssssssssssssssssssnns 79

O DifracCiOn de ray0S X .....cccceeueeresvueirirrssssirisessssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 79

o Calorimetria diferencial de barrido (DSC) ...c.eeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeteeeeeeeeeseeeseeseeessesssesens 80

12



o SenSIbilidad i VItFO ...cuceeeeeeeeeeieeciieieeeei ettt
0 Método de MICrOdilUCION. .....ceueeureeeerieeieeiicieeieeeieeeiees e sseaeas

O MéEt0do de difuSION....uveeeereriieeiiieeieiieeieie ettt sses s sesens

®  ENSAYOS I VIVO weuvrrerniiriiiirinniisiisississiiicssesesstissessesssssssssessesssssssssessesssssssssessessssssessessesssens
LT =1 414 Tolo Tor 1 1<3 o PO

O BIOIStIIDUCION. ...ttt sss s asssssesasssanens
DOSIS UNICA c.cucuninicrcicririisisisisisisisisistitttessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases

DOSIS MUIEIPLE ..ottt saes

4. RESUILAAOS..........ooovvvvvvvrvvvvsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssees
®  MEt0dOS ANAITEICOS .uvururvrrrnrrririrssisieisssssiessssssissssssssstssssssssessssssssssssssssssssssssssassssssssans
o Validacién de los métodos de espectrofotometria de segunda derivada..............

o Validacién del método de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) .....1

O DiSCUSION PATCIAl..ucuceiereeerrieieeisieieieieieieietetststssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssens 1

e Ensayo de velocidad de diSOIUCION.......ccceuevriveerriririerriririeisisiresse s tssssssssssssans 1
o Desarrollo de formulaciones ...........cceecueuveurineunineuniseinisenniseiniseisisessisessisesssssssssessans 1

o Estudio de perfiles de diSOIUCION .......ocovvrvrvererririreereieiricsieisssse s isssssissssnans 1

O DiSCUSION PATCIAL..uuiererreeereieiesieieieieisieietetetstsssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssens 1

®  CAraCteriZACION. ettt sttt ns 1
o Microscopia electrénica de barrido (SEM) .....c.ceeeeuvvueirnueirnueisnasiseasisnassssssssasssnanens 1

O DifracCiOn de TAYOS X ....cccuveueureurerurirrurinsssinsasissasissssissssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssasens 1

o Calorimetria diferencial de barrido (DSC) .....ccovevueeereeerreeeriireerieeeeeeesesiseseseseeaenes 1

O DiSCUSION PATCHAL.cuvurereriiireiririeeieieiesisieisesie et ssssss e sssssasssssssasssssssans 1

o SeNSIDIlIdAd i VILT0 .voveveveveeerieieeeseeeseesss sttt sttt ssssssssssssssssssssssseses 1
0 Método de MICrOdilUCION. ...c.cuevevererrrrrerereieieteiietstessssssssssssssse st sesesens 1

0 MéEtodo de difUSiON....c.veueecueceiciieiieirieieieisteites et sssassssssssasans 1

O DiSCUSION PATCIL..uuieiereeereieesisieieieieietetstetstssssss s s sssssssssssssssssssssssssesssssssesens 1

13



®  ENSAYOS 11 VIVO wevrriririisnssnsiiiisissnssissisiiissnsssssisissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssonees 154

TSR 321 ¢ 44 Yoo 163 0 4 1<1 5 Loz WORU SR 154

O BilOAISTIIDUCION . eevtetivieteseeeeeeestesteeteetestesteeeessestssssessessesssssssssssssssssssssssssessssssssssssens 155

DOSIS UINICA tevvereeeeeeeeeieiereseereseeeesuseessssessssessssesssssssssssssssessssssssssssssssssassssessssssssnses 155

DOSIS MUILIPLE w.vvveereiererereicisicieteiete ettt sss s s s st sssssssesens 157

O DiSCUSION PATCHAL.ccuvurereiriririereiriesieieisessisietssss et sstsss s tssssss s sssssasssssssasssssssans 159

LSO TR0 13 o) o VRSN N 165
6. CONCIUSIONES.........oooeeeeeeeeeeeeeeeeee e veessessvessvsssesssessssssssssssssasssassssseasssassssassssssnes 175
PUDBLICACION. ... essvees e s eesseessvesssssssssssassssssassesssssssssassssseassssesssassen 179
Material SUplementarion....................cccesssmmmmemnnnnseeeeevssssssisssssssssssssssssssssssens 191
BibliOGrafia............coovcvvvvvvrrereessssscivisssssssssssssess s sssssssssssssssssss s sssssssssssssees 197
INAICE de FIGUIAS ......oooooooevvvvrrversrreee s ssssssssssssssee 227
INAICE A@ CADLAS..........oeoeeeeeeeeeeeeeee oo eeseeesveessessessesssssseessesssessssseassssssssaseen 231

14









Abreviaturas

Abreviaturas

Abs: absorbancia.

ADN: 4cido desoxirribonucleico.

Al aspergilosis invasora.

AINE: antiinflamatorio no esteroideo.
ALT: alanina aminotransferasa.

ARN: 4cido ribonucleico.

AST: aspartato aminotransferasa.

AUC: area bajo la curva.

MIC: minimum inhibitory concentration.

CLSI: Clinical and Laboratory Standards

Institute.
Cmax: concentraciéon maxima.

C: concentracidn.

CMC: concentracién micelar critica.
CMI: concentracién minima inhibitoria.
c.s.p.: cantidad suficiente para.
CYP450: citocromo P450.

D: disolucién.

DE: desviacién estidndar.

DMSO: dimetilsulféxido.

DS: dispersion sélida.

DSC: calorimetria diferencial de barrido.

EDS: espectroscopia de energia

dispersada.

EUCAST: European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing.

FDA: Food and Drug Administration.
HLB: equilibrio hidréfilo-lipdfilo.

HMG-CoA: 3-hidroxi-3-metilglutaril

coenzima A.
HPC: hidroxipropilcelulosa.

HPLC: cromatografia liquida de alta

resolucién.
HPMC: hidroxipropilmetilcelulosa.
IA: invasive aspergillosis.

ICH: International Conference on

Harmonisation.
Klph: kolliphor RH40.
L-AmB: anfotericina B liposomal.
Lbr: labrasol.

L-HPC: hidroxipropilcelulosa de baja

sustitucidn.
Mdx: maltodextrina.

MF: mezcla fisica.
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Mnt: manitol.

MP: materia prima.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

PDA: agar de patata y dextrosa.

PEG: polietilenglicol.

PK/PD: farmacocinética/farmacodinamia.

PVP: polivinilpirrolidona.

RC: recristalizado.

ROS: especie reactiva de oxigeno.
RPMI: Roswell Park Memorial Institute.

SEM: microscopia electrénica de barrido.

18

SM: sistema micelar.
t: tiempo.
t1/2: semivida de eliminacién.

TAC: tomografia computarizada de alta

resolucién.

tmax: tiempo que tarda en alcanzarse la

concentracion maxima.
Tw: Tween.
UFC: unidad formadora de colonia.
USP: United States Pharmacopeia.
UV: ultravioleta.

VCZ: voriconazol.
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Resumen

La aspergilosis invasora (AI) es una micosis sistémica producida por hongos del
género Aspergillus, siendo la especie patégena mas comun A. fumigatus. Por lo general los
conidios alcanzan el organismo por inhalacién y la enfermedad afecta en primer lugar a los
pulmones. La Al se produce cuando la infeccién se disemina, lo que ocurre principalmente en
individuos inmunocomprometidos, y estd asociada con una elevada mortalidad. El
tratamiento de eleccidn de la Al es el voriconazol, sin embargo, su eficacia se ve limitada por
su baja solubilidad en agua. Otro problema de este firmaco es su elevada hepatotoxicidad,
que puede provocar la suspensién del tratamiento. Las limitaciones mencionadas se pueden
resolver mediante la fabricacién de dispersiones sélidas y sistemas micelares. Estas
formulaciones tienen la propiedad de formar micelas en presencia de un medio acuoso, lo
que proporciona ventajas como el aumento de la solubilidad, el incremento de la
biodisponibilidad, la modificacién en la biodistribucién y la atenuacién de la toxicidad.

Con el objetivo de conseguir incrementar la eficacia del tratamiento por via oral con
voriconazol y reducir su toxicidad, se desarrollaron diferentes formulaciones de este
principio activo elaboradas mediante un método de evaporacién del solvente.

Como herramienta para realizar los estudios, se adaptaron y validaron dos tipos de
métodos analiticos de cuantificacién, uno de espectrofotometria de segunda derivada para
muestras in vitro y otro de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) para muestras
biolégicas. Ambos métodos demostraron ser comparables en especificidad, linealidad,
exactitud, precision, rango y robustez.

Sobre las formulaciones se llevaron a cabo estudios de disolucién y caracterizacién.
Los sistemas micelares mostraron perfiles rapidos en medios con diferente pH, evidenciando
importantes mejoras en la velocidad de disolucién del voriconazol, ocasionados por el
aumento de la humectabilidad producido por la presencia de polisorbato 80, un tensoactivo
no iénico. En estas formulaciones, la cristalinidad del principio activo se vio disminuida en
estas formulaciones debido al proceso de fabricacién.

Los ensayos de sensibilidad in vitro revelaron valores de concentracién minima
inhibitoria (CMI) menores para los sistemas micelares que para la materia prima frente a
diferentes cepas de hongos de los géneros Aspergillus y Candida. La formacién de micelas en
las nuevas formulaciones provocé un incremento en la penetracién del voriconazol en el
interior celular y la evasién de las bombas de eflujo presentes en las células fingicas como

mecanismo de defensa.
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La formulacién SM-1:3:0,05 fue seleccionada debido a la mejora conseguida en el
perfil farmacocinético. Su baja proporcién de manitol evité que se produjeran retrasos en la
absorcidn, consiguiéndose un aumento de la biodisponibilidad. Ademds, presenté una
biodistribucién adecuada que hizo pensar en un efecto local ampliado y una disminucién de
la toxicidad, pues se alcanzaron niveles elevados en cerebro, pulmones y rifiones, mientras
que se evité su acumulacién en el higado. Asimismo, se vio incrementado el pardmetro
AUC/CM], indice que cuantifica la relacién farmacocinética/farmacodinamia (PK/PD), lo que

indicé una mejor eficacia terapéutica del tratamiento.
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Summary

Invasive aspergillosis (IA) is a systemic fungal infection caused by fungi of the genus
Aspergillus, being A. fumigatus the most common pathogenic species. Conidia usually reach
the body by inhalation, and the disease first affects the lungs. IA takes place when
haematological dissemination occurs, which mainly happens in immunocompromised
individuals, and it is associated with high mortality. Voriconazole is currently the first-line
treatment for 1A, however its effectiveness is limited by its low solubility in water. Another
problem with this drug is its elevated hepatotoxicity, which can cause treatment
discontinuation. These limitations can be overcome by manufacturing solid dispersions and
micellar systems. These formulations have the property of forming micelles in the presence
of an aqueous medim, which provides advantages such as increased solubility, risen
bioavailability, modification in biodistribution and attenuation of toxicity.

In order to increase the efficacy of oral treatment with voriconazole and reduce its
toxicity, different formulations of this drug were developed using a solvent evaporation
method.

Two types of analytical quantification methods were developed and validated, one of
second derivative spectrophotometry for in vitro samples and the other of high performance
liquid chromatography (HPLC) for in vivo samples. Both methods were shown to be
comparable in specificity, linearity, accuracy, precision, range, and robustness.

Dissolution and characterization studies were carried out on the formulations. The
micellar systems showed fast profiles in media with different pH, showing significant
improvements in the dissolution rate of voriconazole, caused by the increased wettability
produced by the presence of polysorbate 80, a nonionic surfactant. The crystallinity of the
active pharmaceutical ingredient was decreased in these formulations due to the
manufacturing process.

In vitro susceptibility testing revealed lower minimum inhibitory concentration (MIC)
values for the micellar systems than for the raw material against different strains of fungi of
Aspergillus spp. and Candida spp. Micelle formation in the new formulations caused an
increase in the penetration of voriconazole into the cell and the avoidance of the efflux
pumps present in the fungal cells as a defense mechanism.

SM-1:3:0.05 was selected due to the improvement achieved in the pharmacokinetic
profile. Its low proportion of mannitol prevented delays in absorption, achieving an increase
in bioavailability. In addition, it presented an adequate biodistribution that suggested

expanded local effect and decreased toxicity, since high levels were reached in the brain,
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lungs and kidneys, while its accumulation in the liver was avoided. Likewise, the AUC/MIC
ratio was enhanced. It is an expresion of the pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD)

relationship, which indicated a better therapeutic efficacy of the treatment.
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Infecciones fingicas

Definicidén y clasificaciéon

Los hongos son organismos eucariotas sapréfitos y parasitos [1,2]. Por lo general,
poseen una membrana celular que estd rodeada por la pared fungica. La membrana esta
constituida principalmente por ergosterol y zimosterol, mientras que los principales
componentes de la pared son quitina, B-glucanos, mananoproteinas y galactomananos, que
aportan rigidez [1 3]. Ademads, tienen estructuras en la superficie formadas por polisacaridos,
que pueden ser reconocidos por el sistema inmune del huésped [4]. Estos organismos se
reproducen por esporas y pueden ser unicelulares, como las levaduras, o multicelulares, con
cuerpos compuestos por hifas que forman el micelio [s).

Las micosis, o infecciones fingicas, son las enfermedades infecciosas producidas por
hongos [¢]. Las infecciones fingicas en humanos se pueden clasificar en micosis superficiales,
cutdneas, subcutdneas y sistémicas o diseminadas [573]. Las micosis superficiales se
producen en el estrato cérneo, la capa mas externa de la piel, y no conllevan proceso
inflamatorio, ya que los microorganismos viven en las células muertas convertidas en
queratina que conforman esta capa de la epidermis [;59]. Las infecciones cutaneas
involucran la epidermis (estrato cérneo y capas mds profundas) asi como sus apéndices,
incluyendo pelo y ufias, y cursan con inflamacién de la piel 5. Las micosis subcutdneas
comprenden las infecciones de los tejidos subcutaneos, normalmente producidas como
resultado de un trauma de la piel seguido del indculo directo de hongos en el tejido
subcutaneo, ya que en condiciones normales la piel intacta actiia como barrera contra los
patdégenos. Cursan con inflamacién del tejido subcutaneo y puede extenderse a la epidermis.
Este tipo de infeccién puede mantenerse localizada o expandirse a tejidos adyacentes e
incluso diseminarse, aunque este tltimo hecho es raro en individuos inmunocompetentes
[2,8,9]- Las infecciones fingicas sistémicas se diseminan a través del torrente sanguineo y
afectan a 6rganos, huesos y/o sistema nervioso central. Las vias de entrada mas comunes son

la via pulmonar, el tracto gastrointestinal y la via sanguinea [3 g).
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Aspergilosis invasora

La aspergilosis invasora (AI) es una infeccién flingica sistémica producida por hongos
filamentosos del género Aspergillus. La especie que causa esta enfermedad con mas frecuencia
es A. fumigatus [s), seguida por A. flavus, A. terreus y A. niger [ A. fumigatus es uno de los
organismos eucariotas mas globalizados. Su presencia en todo el planeta se debe a su alta
prevalencia como sapréfito en la materia vegetal en descomposicién y el caracter altamente
dispersivo en forma de aerosol de sus conidios [19,11].

Por lo general, los conidios alcanzan el tracto respiratorio por inhalacién dando lugar
en principio a una aspergilosis pulmonar invasora. La enfermedad diseminada es la etapa
final de la complicacién de aspergilosis pulmonar invasora, afectando principalmente a los
riflones y el cerebro. Los microorganismos también pueden alcanzar al huésped por
traumatismos o por catéteres infectados [12]. La progresion de la enfermedad normalmente
se debe a la falta de diagndstico y posteriores complicaciones, sobre todo en pacientes con
enfermedades subyacentes severas o avanzadas [7,13]. Esta infeccién afecta principalmente a
individuos inmunocomprometidos, en especial a pacientes que presentan neoplasias
hematoldgicas, receptores de trasplantes de células madre hematopoyéticas u 6rganos
sblidos, neutropenia grave y/o prolongada, terapia inmunosupresora prolongada y/o en altas
dosis, SIDA en etapa avanzada y quimioterapia [14,15]-

La Al no presenta ningtin signo clinico especifico. En pacientes neutropénicos la
fiebre persistente a antibi6ticos de amplio espectro deberia ser motivo para realizar un
examen en profundidad. Se han reportado algunos casos de tos y dolor en el pecho, con o sin
hematopoyesis, como signos de infarto pulmonar provocado por obstruccién vascular por
hongos [16,17]. También puede producirse un deterioro de la funcién pulmonar y fiebre
refractaria. Las convulsiones u otros signos neuroldgicos pueden ser manifestaciones de
diseminaciéon cerebral. Esta enfermedad raramente se manifiesta en drganos
extrapulmonares [13).

Se estima que cada afio se dan 200.000 casos de Al La mortalidad depende de la
condicidn de cada paciente. Asi, un 22% de los casos de Al en receptores de trasplantes de
drganos s6lidos termina en muerte, aumentando el porcentaje hasta un 67-82% en receptores
de trasplantes de pulmoén [1,] y siendo de un 50% en el caso de receptores de trasplantes de
células madre hematopoyéticas. La mortalidad es de un 50% en pacientes con neoplasias

hematoldgicas, va del 46 al 80% en pacientes criticos en cuidados intensivos con Al y alcanza
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porcentajes cercanos al 100% en los casos en los que el microorganismo alcanza el cerebro,
sin importar la patologia subyacente [1313].

Para realizar el diagndstico de la Al existen varias pruebas que permiten detectar la
presencia del microorganismo patdégeno. La primera evidencia de la enfermedad puede ser
detectada con métodos de imagen como la tomografia computarizada de alta resolucién
(TAC), que es capaz de detectar nédulos, aunque esto no sirve como confirmacién ya que estas
lesiones no siempre estdn presentes o pueden ser producidas por otras causas. Actualmente,
el ensayo mas comun es el cultivo de una muestra de tejido seguido de un examen con el
microscopio, sin embargo, se tarda un tiempo en obtener el resultado y la biopsia conlleva un
riesgo para el paciente. En los cultivos de muestras de sangre no se detecta la presencia del
hongo. Existen ensayos de deteccién de biomarcadores en suero o en fluidos fisioldgicos,
como el antigeno de galactomanano o el (1-3)-B-glucano, con alta especificidad, aunque
tienen una sensibilidad media y pueden producirse falsos positivos. Una herramienta con alta
sensibilidad es la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en muestras de plasma y suero,
aunque aun no es un método estandarizado por la variacién entre técnicas de extraccion,
objetivos moleculares, métodos de amplificacién y protocolos [12,13,16,19]-

El tratamiento de primera eleccién de la Al es el voriconazol. Las formulaciones
liposomales de anfotericina B (L-AmB) presentan una alternativa al tratamiento en caso de
necesidad. En pacientes de alto riesgo de infeccién se recomienda la profilaxis con L-AmB,

itraconazol o voriconazol, dependiendo de la patologia [12,13].

31



Desarrollo galénico de nuevas formulaciones orales de voriconazol

Tratamientos antifiingicos

Clasificacion de farmacos antifiingicos

Los fArmacos antifingicos pueden clasificarse en funcién de su mecanismo de accién
de la siguiente manera:
e Farmacos que actian sobre la membrana celular
o Polienos: anfotericina B, nistatina.
o Azoles
- Imidazoles: clotrimazol, miconazol, ketoconazol.
- Triazoles
De primera generacién: fluconazol, itraconazol.
De segunda generacién: voriconazol, posaconazol,
isavuconazol, ravuconazol.
o Alilaminas: terbinafina, naftifina.
e Farmacos que actian sobre la pared celular
o Equinocandinas: caspofungina, micafungina y anidulafungina.
e Farmacos que actdan sobre la sintesis de ADN
o Antimetabolitos: flucitosina.
e Farmacos antimitéticos
o Benzofuranos: griseofulvina.

e Otros: yoduro potdsico, ciclopirox, tolnaftato.

Tratamiento de infecciones fungicas no sistémicas

En 1939 se aislé por primera vez la griseofulvina, un producto natural obtenido del
hongo Penicillium griseofulvum [40]. Inhibe el crecimiento fingico por inhibicién de la mitosis
al interrumpir la funcién del huso mitético [21,22]. Se utiliza para el tratamiento oral de
infecciones superficiales de la piel producidas por hongos dermatofitos [33].

En 1944 se reporté la actividad antifingica del benzimidazol, un compuesto

perteneciente al grupo de los azoles. Este grupo de farmacos debe su actividad a la inhibicién
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de la enzima fungica 14a-desmetilasa, lo que detiene la sintesis de ergosterol, un componente
fundamental de las membranas de los hongos, e interrumpe el crecimiento fingico. A finales
de los afios sesenta se introdujeron tres nuevos compuestos tépicos para el tratamiento de
micosis superficiales: clotrimazol, miconazol y econazol [24,25].

La nistatina es un antifingico de amplio espectro perteneciente al grupo de los
polienos. Estos fairmacos interaccionan con los esteroles de las membranas celulares y forman
poros en las mismas. Esto provoca la fuga de componentes celulares e iones, lo que conduce
ala modificacion del gradiente eléctrico y a la muerte celular [56]. La afinidad de los principios
activos por el ergosterol limita su toxicidad [7]. La nistatina se utiliza para administracién
tépica porque su uso sistémico es demasiado téxico para humanos [2s,29].

El tolnaftato es un agente antifingico utilizado en el tratamiento de micosis
superficiales [3031]. Fue descubierto en 1962 y actualmente se utiliza en formulaciones
topicas. Su mecanismo de accién consiste en la inhibicién selectiva de la escualeno epoxidasa
fungica y el bloqueo de la biosintesis del ergosterol presente en las membranas celulares de
los hongos. La acumulacién de escualeno y la deficiencia de ergoseterol provocan la
inhibicién del crecimiento fingico [32,33].

Las alilaminas son una clase de antifiingicos sintéticos que bloquean la sintesis de
ergosterol al inhibir la escualeno epoxidasa, sin afectar al citocromo P450 [34-35]. El primer
compuesto que se descubrié perteneciente a este grupo fue la natifina, sintetizada por
primera vez en 1974 y comercializada en 1985 unicamente en formulaciones tépicas [37,39]. La
terbinafina pertenece a este grupo de firmacos y fue aprobado en 1992 por la Agencia de
Medicamentos y Alimentacién de los Estados Unidos de América (Food and Drug
Administration, FDA) para su uso topico y en 1998 para su administracién oral [40]. Este grupo
de antifungicos se utiliza para tratar infecciones superficiales de la piel y las ufias [36].

El ciclopirox es un firmaco antifungico sintético derivado de la hidroxipiridona
utilizado en el tratamiento de micosis producidas por dermatofitos [41,42]. Se ha utilizado
como agente tépico durante mas de tres décadas y fue aprobado en 2004 por la FDA [43]. Su
principal mecanismo de accién es la quelacién de cationes polivalentes, lo que causa la
inhibicién de enzimas dependientes de metales y conduce a la interrupcién de varias

funciones celulares [43 44].
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Evolucién en el tratamiento de infecciones fungicas
sistémicas

La primera evidencia de un tratamiento antifiingico sistémico data de 1903, cuando
se traté un caso de esporotricosis con yoduro potasico [45 4¢]. Actualmente no se conoce el
mecanismo de accién de la actividad antifingica de este compuesto, aunque se barajan dos
hipétesis. La primera es que presenta un mecanismo fungicida que promueve la lisis celular.
La segunda consiste en una mejora de la actividad inmune mediante el incremento de la
fagocitosis [4¢]. Existen evidencias de degeneracion y lisis de células fiingicas en presencia de
yoduro potasico mediante la liberacién de enzimas lisosomales. Sin embargo, son necesarios
mas estudios para conocer el mecanismo de accién exacto [47 45].

Los polienos fueron uno de los primeros agentes antifingicos utilizados para el
tratamiento terapéutico de infecciones producidas por hongos. Se trata de productos
naturales sintetizados principalmente por Streptomyces nodosus, una bacteria gran positiva de
clase actinomiceto [49-51] ¥, en menor medida, por el hongo Penicillium nalgiovense Laxa [52,53]-
Los polienos interaccionan con los esteroles de la membrana celular de los hongos y forman
canales que causan la fuga de iones y moléculas pequenas, lo que conduce a la muerte celular
[1,26,40]- La anfotericina B muestra una mayor afinidad por el ergosterol de las células fingicas,
aunque puede interaccionar en menor grado con el colesterol de las membranas celulares de
los mamiferos, produciendo asi toxicidad [49,50]- A pesar de haberse identificado un elevado
numero de polienos, su uso en rutina se limita a un reducido nimero de moléculas, como la
anfotericina B y la nistatina [9]. La anfotericina B, antifiingico macrdélido aislado por primera
vez en 1955 [5455] y aprobado para su uso pocos aflos después por la FDA, ha sido el
tratamiento de eleccién de las infecciones fungicas sistémicas durante muchos afios gracias
a su amplio espectro de actividad. Sin embargo, presentaba un serio problema de toxicidad
renal y otros efectos adversos [29].

En 1968 se utilizé por primera vez la flucitosina en humanos para el tratamiento de
candidiasis y criptococosis sistémicas [5¢]. Se trata de un analogo de pirimidina sintético
descubierto en 1957 [57 55]. Cuando este principio activo alcanza el citoplasma de las células
fungicas es desaminado en 5-fluorouracilo por la citosina desaminasa, que no esta presente
en células mamiferas, y posteriormente es fosforilado e incorporado al acido ribonucleico
(ARN), interfiriendo con la sintesis normal de proteinas y produciendo la inhibicién del

crecimiento celular [sq]. El 5-fluorouracilo también puede ser incorporado directamente al
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4cido desoxirribonucleico (ADN), interfiriendo con la sintesis de ADN [1 49]. Pronto se limité
su uso por resistencias y la elevada toxicidad.

Los azoles son compuestos sintéticos que poseen algin anillo de cinco elementos con
dos o tres nitrégenos. En funcién del nimero de nitrégenos del anillo imidazélico, se
clasifican en imidazoles (dos nitrégenos) y triazoles (tres nitrégenos). Los azoles inhiben la
14a-desmetilasa, enzima del citocromo P450 fingico, que participa en la sintesis de
ergosterol, elemento fundamental de las membranas celulares de los hongos, lo que resulta
en la inhibicién del crecimiento celular. Este grupo de fAirmacos son mejor tolerados que la
anfotericina B. En 1977 se desarroll$ el antifingico oral ketoconazol, un compuesto azélico
perteneciente a los imidazoles de amplio espectro. En 1981, la FDA lo aprobé para su uso
sistémico. Poco tiempo después su uso comenzé a disminuir debido a los efectos adversos que
produce, como hepatotoxicidad, desregulacién endocrina e interaccién con mdltiples
farmacos. Actualmente se utiliza como tratamiento tépico de micosis cutdneas y sélo se
recomienda su uso oral como tratamiento de segunda linea en micosis severas [45]. El
desarrollo de los triazoles aportd ventajas como mayor polaridad, mejor solubilidad, menor
unién a proteinas plasmaticas, aumento de especificidad, espectro antifingico mas amplio y
menor toxicidad [2¢]. El fluconazol fue introducido en la practica clinica en 1990 y el
itraconazol en 1992, son azoles de primera generacién y demostraron una excelente actividad
contra Candida spp., aunque la anfotericina B seguia siendo superior en el tratamiento de
infecciones invasoras de hongos filamentosos, tales como aspergilosis y mucormicosis. A
mediados de la década de 1990, aparecieron formulaciones lipidicas de anfotericina B que
reducian su toxicidad. La segunda generacién de azoles conserva su accién antifingica contra
Candida spp. y, ademds, son efectivos contra hongos filamentosos, cubriendo un amplio
espectro de actividad. Esta generacién de azoles presenta una mayor potencia antifungica
que los de primera generacion [2460]. A esta generacién pertenecen el voriconazol, cuyo uso
se aprobd en el afio 2002, y el posaconazol, en 2006. En el afio 2015 aparece el isavuconazol,
con un espectro de actividad similar pero mayor biodisponibilidad [40,61,62]-

Las equinocandinas son compuestos semisintéticos, puesto que son obtenidas de la
modificacién quimica de subproductos de ciertos hongos [¢3]. Actiian inhibiendo la enzima
1,3-B-glucano sintetasa [34], ausente en las células de los mamiferos [26], lo que detiene la
sintesis de 1,3-B-glucano, un componente fundamental de la pared celular. La pared celular
se vuelve porosa y mas permeable, lo que conduce a un desequilibro en la presién osmética

intracelular y termina dando lugar a la lisis de la célula [¢4]. La primera equinocandina en ser
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aislada fue la anidulafungina en 1974 de un subproducto del hongo Aspergillus nidulans, pero
no fue aprobada por la FDA hasta 2006. En 1989 se aislé la caspofungina de un subproducto
del hongo filamentoso Glarea lozoyensis y fue aprobada en 2001. Por ultimo, la micafungina se
obtuvo en 1990 del hongo Aspergillus nidulans y se aprobé en 2005 [29 65,66]- Las equinocandinas
son muy eficaces en el tratamiento de Candida spp., incluso en casos de microorganismos
resistentes a azoles, y muestran actividad contra Aspergillus spp., aunque solo se utilizan en
terapia combinada para su tratamiento [34]. Estos compuestos apenas muestran efectos
secundarios e interacciones con otros firmacos, sin embargo, solo estan disponibles en

formulaciones parenterales debido a su pobre absorcién gastrointestinal [4¢].
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Voriconazol

Mecanismo de accién

El voriconazol es un agente antifungico de segunda generacién de amplio espectro
perteneciente al grupo de los triazoles. Estos azoles impiden la biosintesis de ergosterol a
partir de lanosterol, componente de la membrana celular del hongo, afectando a la integridad
y funcionalidad de la misma [6 ¢7,65]. El ergosterol también cumple un papel como hormona
en las células fungicas, estimulando su crecimiento y proliferacién. Sin embargo, esta funcién
solo se ve interrumpida cuando el ergosterol se agota completamente [49]. El bloqueo de la
biosintesis de ergosterol se consigue por inhibicién de la enzima lanosterol 14a-desmetilasa
(CYP51 0 Ergl1p) del citocromo P450 fiingico, localizada en la membrana externa del reticulo
endoplasmatico [70-72]. Mediante la unién de uno de los nitrégenos del anillo triazélico al
hierro del grupo hemo localizado en el sitio activo de la enzima se consigue la inhibicién de
la misma. Ademas, el resto de la molécula de antifingico se une a la proteina en mdaltiples
residuos, deformando la superficie proteica, lo que definira la fuerza de la inhibicién [72-75).
Cuando el ergosterol se agota, los 14a-metilesteroles (precursores de ergosterol) se acumulan
en la membrana, impidiendo el crecimiento celular. En general, los triazoles son
fungistaticos, es decir, detienen el crecimiento y desarrollo de los hongos. Sin embargo, el
voriconazol funciona como un agente fungicida contra Aspergillus spp., acabando con el
microorganismo [29,7¢]. El voriconazol ha demostrado ser mas selectivo para las enzimas del
citocromo P450 flngico que para los sistemas enzimdticos del citocromo P450 de varios

mamiferos [77].

Figura 1: Enzima lanosterol 14a-desmetilasa (CYP51 o Ergllp) del citocromo P450 fungico con
voriconazol unido al grupo hemo (imagen de la izquierda). Voriconazol unido a su diana, el grupo
hemo de la enzima lanosterol 14a-desmetilasa (imagen de la derecha). Imédgenes obtenidas con el
programa informatico PyMOL.
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Indicaciones terapéuticas

Gracias a su amplio espectro de actividad, voriconazol se emplea para el tratamiento
y profilaxis de varias enfermedades invasoras causadas por hongos.

Es el tratamiento de eleccién para Al e infecciones producidas por Candida krusei [73].
Estd indicado también en candidemias en pacientes no neutropénicos, infecciones invasoras
graves producidas por Candida resistentes a fluconazol, candidiasis esofagicas e infecciones
refractarias provocadas por Scedosporium spp. o Fusarium spp. [29,76]-

Se usa también como profilaxis de infecciones fingicas invasoras en neoplasias
hematoldgicas, en receptores de trasplantes de células madre hematopoyéticas y trasplantes

de pulmén y en pacientes pediatricos inmunocomprometidos [79 so]-

Caracteristicas farmacocinéticas

Disolucion

El voriconazol es muy soluble acetona, etanol y metanol, sin embargo, presenta una
solubilidad en agua limitada (0,7 mg/mL a 37°C) [s1-s3]. Tiene una constante de disociacién

pKa = 1,76. En cuanto a su lipofilia, se han reportado valores de log P entre 1,65 y 2,06 [31,84-86]-

Absorcion

El voriconazol es absorbido rdpida y casi completamente desde formulaciones orales.
El tiempo que tarda en alcanzarse concentraciones maximas en sangre (tmax) ronda las 2
horas. Se calcula que la biodisponibilidad absoluta tras administracién oral es del 96%. La
absorcién no se ve afectada por cambios del pH intragéstrico, sin embargo, las comidas,
especialmente las que son ricas en grasa, reducen su valor de concentracién maxima (Cmax)
y su drea bajo la curva (AUC) en un 34% y un 24% respectivamente, su biodisponibilidad se ve

reducida en un 22% aproximadamente y su tmax se retrasa [g7 gs].
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Distribucion

Presenta una extensa distribuciéon en los tejidos, tanto extracelular como
intracelularmente, tal como indica su valor de volumen de distribucién, 4,6 L/kg. Se estima

que se une a protel'nas plasméticas en un 58% [g9,90]-

Metabolismo

Varias isoenzimas del citocromo P450 hepatico son las encargadas de metabolizar el
voriconazol, principalmente la CYP2C19 y en menor medida la CYP2C9 y la CYP3A4. La via
mayoritaria de biotransformacién es la N-oxidacién (el N-6xido representa un 72% de los
metabolitos radiomarcados circulantes en plasma), siendo la hidroxilacién otra de las rutas
metabdlicas que se producen [91].

Existe una alta variabilidad interindividual en la farmacocinética debido al
polimorfismo genético de la enzima CYP2C19 que determina su actividad enzimatica en
funcién de las variantes alélicas [92]. Los individuos pueden clasificarse en metabolizadores
lentos o rapidos, llegando a haber diferencias en los valores de AUC y Cmax de hasta cuatro
veces superiores en metabolizadores lentos comparando con metabolizadores rapidos
homocigéticos [93]. Brevemente, el 15-20% de la poblacién asidtica son metabolizadores
lentos, mientras que este porcentaje se reduce a un 3-5% en los individuos caucésicos y de
raza negra [o4]. CYP2C19*1 estd considerada la enzima con actividad normal, CYP2C19*2-
CYP2C19*8 son metabolizadores lentos y los individuos que presentan la variante alélica
CYP2C19*17 son metabolizadores rapidos [9s]. Los metabolizadores rapidos representan un 1-
4% de la poblacién asidtica y un 17-22% en caucasicos y negros [96,97]-

La farmacocinética que presenta es no lineal debido a la saturacién del metabolismo,
correspondiendo con una cinética de Michaelis-Menten. Esto se traduce en incrementos

desproporcionados de AUC al aumentar la dosis [79,9s].

Eliminacidén

Se elimina mayoritariamente por metabolismo hepdtico, apareciendo inalterado
menos de un 2% de la dosis en orina [99]. Al administrar dosis radiomarcadas, ya sean orales
o intravenosas, el 80-83% de la radioactividad se recupera en orina y menos de un 20% en

heces [7s).
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La semivida de eliminacién (ti/2) es de 6 horas aproximadamente para dosis
terapéuticas, aunque puede variar dependiendo de la dosis debido a la cinética no lineal

(semivida dosis-dependiente) [97].

Toxicidad y reacciones adversas

El voriconazol se asocia a una serie de reacciones adversas, que pueden ser leves,
moderadas o severas. Para evitar su aparicion se ha establecido un rango terapéutico de
concentraciones plasmdticas de voriconazol: 1,0-5,5 ug/mL. Si la concentracién se mantiene
por debajo de 1,0 ug/mL el tratamiento no seria eficaz y si sobrepasa los 5,5 ug/mL daria lugar
a toxicidad [79100,101]-

Los eventos adversos mas significativos que han sido reportados son:

e Toxicidad hepatica: se produce aproximadamente en un 18% de los pacientes y se
relaciona con altas concentraciones plasmaticas de voriconazol [192]. Son las reacciones mas
graves, incluyendo ictericia, hepatitis y fallo hepatico fulminante, que van asociadas a un
aumento de las transaminasas [89]- Durante el tratamiento es necesario evaluar los niveles de
las transaminasas aspartato aminotransferasa y alanina aminotransferasa (AST y ALT)
periédicamente para controlar la funcién hepética. En pacientes con trastornos subyacentes
y en niflos se recomienda monitorizar los niveles de voriconazol en sangre. Con estas pruebas
se pueden resolver problemas reajustando la dosis y, en algunos casos, suspendiendo el
tratamiento [93,103].

e Reacciones adversas visuales: frecuentemente se dan alteraciones visuales
transitorias y reversibles, experimentadas aproximadamente en un 30% de los pacientes. Los
pacientes que las sufren presentan generalmente visién borrosa, fotofobia, alteracién en los
colores y alteracion de la percepcién visual. Normalmente ocurren entre 15 y 30 minutos
después de la administracién y desaparecen en 30 minutos. Se desconoce el mecanismo de
accién, aunque se asocian a mayores concentraciones plasmaticas [79,89 104]-

e Reacciones dermatolégicas: Se han dado reacciones cutdneas como erupciones,
fotosensibilidad y eritema. Casos graves de reacciones exfoliativas han sido reportados. Las
erupciones deben ser controladas, y si progresan las lesiones, debe suspenderse el
tratamiento [105,106]-

e Nefrotoxicidad: se ha observado insuficiencia renal en pacientes gravemente

enfermos. Las formulaciones de administracién intravenosa, para ayudar a la solubilizacién
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del voriconazol, contienen sulfobutileter-B-ciclodextrina, que tiene un cardcter nefrotéxico,
pudiendo contribuir a la toxicidad renal 99 107].

e Reacciones neurotéxicas: alucinaciones visuales y auditivas, agitacién, mareo,
ansiedad, confusién o encefalopatia se incluyen entre estos eventos. Se cree que hay una
relacién entre las concentraciones de voriconazol en sangre y estas reacciones adversas
[77,79]-

e Reacciones cardiovasculares: puede producirse una prolongacién del intervalo QT.
Se han reportado casos de torsades de pointes, un tipo de arritmia ventricular, en pacientes con

factores de riesgo. Por lo tanto, debe administrarse con precaucién a estos pacientes [77,101]-

Interacciones

Dado que el voriconazol es metabolizado en el higado por las enzimas CYP2C19,
CYP2C9 y CYP3A4, la administracién concomitante con sustancias que inhiben o inducen
estas isoenzimas puede alterar los niveles de antifiingico. De la misma forma, el voriconazol
puede modular los niveles de otros sustratos del citocromo P450 [75].

El metabolismo mediante la enzima CYP3A4 es la ruta mayoritaria en el higado
humano, siendo muchos firmacos sustratos o moduladores de esta isoenzima. Ademas, el
polimorfismo en la isoenzima CYP2C19 afecta también al metabolismo de varios farmacos [94].
Por ello, el listado de interacciones del voriconazol es muy amplio. Dichas interacciones
pueden agruparse en: farmacos que aumentan la concentracién de voriconazol, firmacos que
disminuyen la concentracién de voriconazol y farmacos que ven afectadas sus
concentraciones por coadministracién con voriconazol. A continuacidn, se enumeran las
interacciones mds relevantes, con firmacos ampliamente utilizados o que tienen efecto

notable sobre la actividad y la toxicidad de las sustancias activas.

Farmacos que aumentan la concentracion de voriconazol

Antibiéticos macrélidos (eritromicina y azitromicina): la eritromicina es un
conocido inhibidor de CYP3A4 por la unién covalente de un metabolito con esta enzima,
dando lugar a su inactividad. Los valores de Cyax y AUC de voriconazol aumentan un 8% y un
1% respectivamente [90,101] POr la administracién concomitante con eritromicina y

azitromicina.

41



Desarrollo galénico de nuevas formulaciones orales de voriconazol

Inhibidores de la bomba de protones (omeprazol y pantoprazol): estos firmacos
son sustratos de la CYP2C19 y la CYP3A4 y su concentracién puede verse aumentada por la
administracién concomitante con voriconazol. El AUC del voriconazol puede aumentar al
administrarse junto con estos fairmacos [g4,10s]. En tratamiento con dosis altas de inhibidores
de la bomba de protones se recomienda reducir la dosis de los mismos [10g].

Everolimus: firmaco inmunosupresor que es sustrato de la enzima CYP3A4. Las
concentraciones plasmaticas de voriconazol pueden verse aumentadas. Debe evitarse la

coadministracion [11].

Farmacos que disminuyen la concentracion de voriconazol

Fenitoina: es un farmaco antiepiléptico de estrecho margen terapéutico, sustrato de
la CYP2C9 y la CYP2C19 y potente inductor del citocromo P450 (CYP450). Durante la
coadministracion, los niveles de fenitoina se ven aumentados, mientras que los de
antifingico disminuyen. Debe evitarse la administracién concomitante, sin embargo, si el
beneficio es superior al riesgo, se recomienda monitorizar las concentraciones de fenitoina y
ajustar la dosis de voriconazol [111-113].

Rifampicina y rifabutina: se trata de antibidticos inductores del citocromo P450.
Ambos farmacos producen una disminucién en los niveles de voriconazol. La administracién
concomitante con rifampicina esta contraindicada, ya que es un inductor mas potente. Debe
evitarse administrar voriconazol con rifabutina, pero en caso necesidad, hay que incrementar
la dosis de voriconazol y vigilar las reacciones adversas de la rifabutina [75 77].

Hierba de San Juan: el extracto de Hypericum perforatum, utilizado como
antidepresivo, es un potente inductor del CYP450 y la glicoproteina P. Est4 contraindicado su
uso junto con el tratamiento con voriconazol ya que disminuye los niveles de antifingico
[75,77]-

Carbamazepina y barbitiuricos (fenobarbital y mefobarbital): son potentes
inductores del CYP450. Su uso conjunto estd contraindicado, ya que se puede reducir
significativamente la concentracién de voriconazol [77,s9].

Efavirenz: se trata de un firmaco antirretroviral inhibidor de la transcriptasa inversa
que es inductor del CYP450 e inhibidor y sustrato de la CYP3A4. En la coadministracidn, las

concentraciones plasmaticas de voriconazol se ven reducidas, mientras que las de efavirenz
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aumentan. Para su uso concomitante debe aumentarse la dosis del antifingico y reducirse la
del antirretroviral [114].

Ritonavir: es un fadrmaco antirretroviral inhibidor de la proteasa, inductor del
CYP450 e inhibidor y sustrato del CYP3A4. Por lo general los niveles de voriconazol se ven
reducidos en la coadministracién, aunque en metabolizadores lentos de la CYP2C19 puede
producirse el efecto contrario. El uso concomitante con altas dosis de ritonavir esta

contraindicado y a dosis bajas debe evaluarse el balance beneficio/riesgo [115].

Farmacos que ven afectadas sus concentraciones por
coadministracion con voriconazol

Inmunosupresores (tacrolimus, sirolimus y ciclosporina): el voriconazol inhibe el
metabolismo de estos firmacos, viéndose aumentadas las Cmax y AUC de los fadrmacos
inmunosupresores. La administracién concomitante con sirolimus estd contraindicada.
Cuando se administra voriconazol junto con tacrolimus y ciclosporina se recomienda reducir
la dosis del inmunosupresor, ya que niveles altos de estos se asocian con nefrotoxicidad.
Cuando se suspende el tratamiento con voriconazol, la dosis de tacrolimus y ciclosporina
puede aumentarse tanto como sea necesario [116-118]-

Opiaceos (oxicodona, fentanilo y alfentanilo): estos firmacos son metabolizados por
la CYP3A4. Las concentraciones del farmaco opidceo se ven aumentadas durante la
coadministracion con voriconazol. Se recomienda monitorizar y reducir la dosis de opiaceos
[77,119,120]-

Warfarina: es un anticoagulante sustrato de la CYP2C9. Se observa un incremento en
el tiempo del maximo de protrombina, es decir, un aumento del efecto de la warfarina. Se
recomienda monitorizar el tiempo de protrombina y ajustar la dosis del anticoagulante [121].

Benzodiazepinas (alprazolam, midazolam y tridazolam): son sustratos de la CYP3A4,
por lo que su administracién concomitante con inhibidores de esta isoenzima, incluidos los
azoles, puede aumentar las concentraciones de benzodiazepinas. Si es posible, se recomienda
utilizar benzodiazepinas que no se metabolicen mediante la CYP3A4, como lorazepam,
oxazepamy temazepam [122,123]-

Alcaloides ergotaminicos (ergotamina y dihidroergotamina): sus niveles pueden
verse aumentados al administrarse con voriconazol, ya que son sustratos de la CYP3A4.
Debido a la alta toxicidad de los alcaloides ergotaminicos, estd contraindicado administrarlos

junto con inhibidores de la CYP3A4 [124].
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Glucocorticoides (prednisolona y prednisona): son sustratos de la CYP3A. Por ello,
su concentracién plasmatica se ve aumentada al administrarlos junto con el voriconazol [101].
Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) (ibuprofeno y diclofenaco): estos
antiinflamatorios son sustratos de la CYP2C9. En su administracién concomitante pueden

verse aumentados los niveles de AINE, por lo que se recomienda monitorizar la toxicidad y

reacciones adversas, pudiendo llegarse a reducir la dosis [125].

Formulaciones comercializadas

Actualmente hay formulaciones de voriconazol de diferentes dosis comercializadas

en las siguientes formas farmacéuticas:

- Comprimidos recubiertos con pelicula.

- Polvo para suspensién oral.

- Polvo para solucién para perfusién.

Debido a que se tarda entre 5 y 7 dias en alcanzar el estado estacionario, se

administran dosis de carga las primeras 24 horas para conseguir alcanzar el primer dia

concentraciones cercanas al equilibrio estacionario [g].

Para evitar pérdida de eficacia, debe administrarse una hora antes o una hora después

de las comidas.

En la Tabla 1 se recogen las recomendaciones posoldgicas:

Via intravenosa Via oral
Adultos y Nifios y Adul;czzckon peso Nifios y
adolescentes adolescentes a d;)lescegn}’;es Adultos | adolescentes
entre 12y 14 entre 12y 14 entre 12 v 14 conpeso | entrel2yl4
afios con peso = | afios con peso < ~ y <40 kg | afios con peso <
50 kg 50 kg afios con peso 2 50 kg
50 kg
DOSI.S de carga 6 mg/kg cada 9mg/kg cada | 400 mgcada 12 200 mg No se
(primeras 24 /X8 /X8 & cada 12
12 horas 12 horas horas recomienda
horas) horas
100 m 9 mg/kg cada
Dosis de 4mg/kgcada | 8mg/kgcada | 200 mgcada12 cada 1g2 12 horas (350
mantenimiento 12 horas 12 horas horas h mg maximo
oras :
cada dosis)

Tabla 1: Posologia de las formulaciones comercializadas de voriconazol.

La duracién del tratamiento debe ser la mas corta posible, teniendo en cuenta la

respuesta microbioldgica y clinica del paciente [77].
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Relacién farmacocinética/farmacodinamia

La relacién farmacocinética/farmacodinamia (PK/PD) se define como la relacién
entre la exposicién al principio activo y su eficacia antifiingica contra un microorganismo
determinado. Se puede expresar con el ratio entre la concentracién maxima alcanzada y la
concentracién minima inhibitoria (Cpax/CMI), con el tiempo que la concentracién se
mantiene por encima de la CMI o con el ratio AUC/CMIL. Este pardmetro combinado con un
método estadistico, la simulacién de Montecarlo, se utiliza como herramienta para obtener
informacién sobre la posologia 6ptima del tratamiento y la prediccién del resultado clinico
[126-130]-

Se considera que el indice AUC/CMI es la correlacién que permite obtener mejores
predicciones de la efectividad del voriconazol frente a Candida spp. y Aspergillus spp. [131]-
Dado que el CMI es diferente en funcién de cada microorganismo, son necesarios estudios in
vitro e in vivo para evaluar la relacién PK/PD. Los ensayos in vitro aportan informacién sobre
la susceptibilidad de cada microorganismo al antifingico y los resultados in vivo permiten
predecir datos clinicos, tales como posologia, concentraciones plasmaticas, eficacia
antifingica y efectos téxicos. Se ha observado que un ratio de AUCy.4/CMI en un rango 20-25

conlleva resultados satisfactorios [s9,126,132]-

Resistencias de Aspergillus spp.

La resistencia al voriconazol es la capacidad del hongo para crecer en un entorno con
una concentraciéon de farmaco que inhibe el crecimiento de los aislados susceptibles.
Clinicamente, se determina como un aumento en la CMI medida de acuerdo a los métodos
estandarizados por los organismos competentes, como pueden ser el Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) o el Comité
Europeo de Pruebas de Sensibilidad Antimicrobiana (European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, EUCAST) [133].

El voriconazol, como el resto de azoles, no es mutagénico, por lo tanto, los hongos del
género Aspergillus presentan una resistencia adquirida. Se entiende por resistencia adquirida
aquella que surge por mutacidn o recombinacién espontanea y la posterior seleccién de los
individuos que sobrevivan a la exposicién del farmaco [134]. Varios autores han reportado una

doble fuente de exposicidon prolongada a los firmacos que genera resistencia a los azoles. La
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primera es la practica clinica, en la que los pacientes son tratados con antifingicos durante
largos periodos de tiempo. La segunda, y probablemente la mayoritaria, tiene origen
medioambiental y se debe al uso de azoles como fungicidas en agricultura [134-137].

Son varios los mecanismos por los que se genera resistencia al voriconazol y los azoles
en general. El mecanismo de resistencia mayoritario es la alteracién en la lanosterol 14a-
desmetilasa, enzima que participa en la ruta de sintesis del ergosterol y que es inhibida por
el voriconazol. Esta codificada por el CYP51 flngico, que puede sufrir mutaciones que alteran
la estructura de la enzima. Si esta modificacién afecta al punto de unién con el voriconazol,
este no podré unirse y por tanto, no ejercerd su efecto antifingico [13s,139]. La mutacién
también puede afectar a la estructura de la proteina, bloqueando los canales por los que el
voriconazol accede al sitio de unidn, y evitdndose asi también el efecto antifiingico [140,141]-

Otro mecanismo ampliamente estudiado consiste en la sobreexpresién de CYP51, que
origina una mayor cantidad de enzimas lanosterol 14a-desmetilasa. Una dosis normal de
voriconazol no inhibiria la totalidad de enzimas de la célula fingica, por lo que se produciria
el crecimiento del hongo. En este caso seria necesaria una mayor concentracién de
voriconazol para conseguir inhibir todas las enzimas y evitar la proliferacion fingica [71,142].

Las células fungicas poseen proteinas transmembrana que son bombas de eflujo y se
encargan de expulsar diferentes moléculas del interior celular [143 144]. El rapido eflujo de las
moléculas de antifingico impide que estas se acumulen y alcancen niveles letales [145]. Estas
proteinas reconocen una amplia variedad de sustratos, entre ellos el voriconazol [146147]-
Presentan varios sitios de reconocimiento y unién al sustrato que se encuentran en los
dominios transmembrana. Una vez que el voriconazol alcanza estos puntos de unién y es
reconocido, la bomba de eflujo se encarga de expulsarlo al exterior de la célula [143).

La biosintesis del ergosterol es una ruta metabdlica compleja que incluye un gran
nimero de enzimas y productos intermedios [149]. La enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A (HMG-CoA) es una reductasa que cataliza uno de los primeros pasos. La HMG-CoA
contiene un dominio que desempefia una regulacion negativa de su propia actividad
reductasa. Se han descrito mutaciones en dicho dominio que dan lugar a la acumulacién de
precursores de ergosterol sin necesidad de participacién de la CYP51, lo que hace que la célula
fungica sea viable a pesar de la presencia de voriconazol [142,150]-

Existen respuestas al estrés celular por parte de las células fungicas implicadas en la
resistencia al voriconazol. Los azoles promueven la acumulacién de especies reactivas de

oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS) que conducen a la inhibicién del crecimiento celular.
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El complejo I mitocondrial estd implicado en la produccién de ROS. Mutaciones o inhibicién
de dicho complejo suprimen la liberacién de ROS [142]. La chaperona Hsp90 activa la fosfatasa
alcalina para regular la respuesta al estrés celular y la calcineurina interviene en funciones
celulares tales como la homeostasis idnica y la biogénesis de la pared celular. La activacién
de estas proteinas es otro de los mecanismos de respuesta al estrés celular [151].

Las biopeliculas son formaciones microbianas que consisten en poblaciones celulares
adheridas a superficies y rodeadas por una matriz extracelular de polisacaridos. Estas
estructuras confieren a los hongos resistencia tanto a farmacos como al sistema inmune [142).

Otro de los mecanismos de resistencia es la importacién de colesterol exdgeno a la
célula fungica. Por lo general, este colesterol es almacenado por la célula. Sin embargo, en
parte es incorporado a la membrana fingica para compensar la deplecién de ergosterol

producida por el voriconazol [142].
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Dispersiones solidas y sistemas

micelares

Definicidn y caracteristicas

La mayoria de los medicamentos desarrollados son formas farmacéuticas sdlidas para
administracidn oral, ya que esta via es la mas accesible y menos invasiva. Ademas, las formas
farmacéuticas sélidas presentan buena estabilidad, ocupan poco volumen, tienen una dosis
precisa y su produccién es sencilla [15;]. Los principios activos contenidos en las formas
farmacéuticas sélidas han de disolverse en el medio acuoso del tracto gastrointestinal para
ser absorbidos por el organismo y ejercer su efecto terapéutico. Sin embargo, un porcentaje
significativo de los principios activos utilizados presentan baja solubilidad en agua y una
disolucidn lenta [153], lo que provoca que no se absorba la totalidad de la dosis, mostrando
una biodisponibilidad baja y disminuyéndose la eficacia del firmaco. Por tanto, el aumento
de la velocidad de disolucién de estos principios activos es un asunto de gran importancia
para conseguir el efecto terapéutico deseado [154,155]

Una de las estrategias mas utilizadas para solventar esta problematica es la
formulacién de dispersiones sélidas [g2]. Se define “dispersién sélida” como una formulacién
en la cual uno o mas principios activos poco solubles en agua estan dispersados de manera
homogénea en un vehiculo sélido inerte e hidréfilo [152,156-15s]. El principio activo puede ser
dispersado como moléculas separadas, particulas amorfas o particulas cristalinas mientras
que el vehiculo puede estar en estado amorfo o cristalino [;ss].

Cuando la dispersién sélida entra en contacto con un medio acuoso, el vehiculo
hidréfilo se disuelve y el principio activo se libera como particulas coloidales muy pequerias.
Debido a este aumento en la superficie de contacto del principio activo, su velocidad de

disolucidén y su biodisponibilidad aumentan [153].
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Clasificacion de dispersiones sélidas

Las dispersiones sdlidas se pueden clasificar como cristalinas o amorfas en funcién
del estado fisico del vehiculo. Sin embargo, la forma mas comin de clasificarlas es en cuatro

generaciones [152,155]:

Primera generacion

Se trata de dispersiones sélidas cristalinas, en las cuales un principio activo cristalino
es dispersado en un vehiculo cristalino también, formando una mezcla eutéctica. La primera
dispersién sélida para uso farmacéutico fue estudiada y publicada en 1961 por Sekiguchi y
Obi, quienes observaron que mediante la formulacién de mezclas eutécticas se mejoraba la
velocidad de disolucién de principios activos poco solubles en agua y, en consecuencia, se
mejoraba su biodisponibilidad [i59]. Durante esta década se desarrollaron numerosas
dispersiones sélidas de primera generacién [160-162]- Las mezclas eutécticas se preparan
mediante la cristalizacién rapida y simultanea de dos componentes liquidos mezclados que
presentan una pobre velocidad de disolucién en estado sélido [158,163]. La velocidad de
disolucién se mejora debido a la reduccién del tamafio de particula, la mejora de la
humectabilidad y los cambios polimérficos. Se define humectabilidad como la tendencia de
un liquido a extenderse cuando se sittia sobre la superficie de un sélido. Se trata del primer
paso en la disolucién de una formulacién [164]. Los vehiculos cristalinos méds cominmente
utilizados son urea y azticares como sorbitol y manitol, que normalmente presentan un punto
de fusién alto. La principal desventaja de estas dispersiones sélidas es la estabilidad
termodindmica alta que presentan los vehiculos, que retrasa la velocidad de disolucién

comparado con la de las dispersiones sélidas amorfas.

Segunda generacion

En estas dispersiones sélidas se utilizan vehiculos amorfos, que normalmente son
polimeros. Se pueden clasificar como soluciones sélidas amorfas y suspensiones sélidas
amorfas en funcién del estado fisico del principio activo. En las primeras el principio activo
y el vehiculo forman una mezcla molecular homogénea, mientras que los segundos constan
de dos fases separadas. A menudo el principio activo se presenta en estado amorfo y cristalino

y puede estar disuelto y disperso en la formulacién al mismo tiempo. En todos los casos, el
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principio activo estd disperso con tamafios muy pequefios de particula (cercano al tamafio
molecular) y se encuentra supersaturado debido a la solubilizacién forzada. La velocidad de
disolucidén de estos sistemas se ve aumentada debido a la reduccién del tamafio de particula
del principio activo, al aumento de la humectabilidad y a la rapida disolucién del vehiculo
amorfo debido a su baja estabilidad termodindmica. Los polimeros utilizados como vehiculos
pueden ser sintéticos o basados en productos naturales. Los polimeros sintéticos mds
utilizados son polivinilpirrolidona (PVP) [1¢5] y sus derivados, polietilenglicoles (PEG) [166] ¥
polimetacrilatos [167]. Los polimeros basados en productos naturales son principalmente
derivados del almidén, como las ciclodextrinas [165], 0 derivados de la celulosa, como
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) [169] 0 hidroxipropilcelulosa (HPC) [157]. La estrategia de
formulacién de dispersiones sélidas de segunda generacién ha sido utilizada por varios
autores para mejorar la velocidad de disolucién de diferentes principios activos [170-172]. La
desventaja de estos sistemas es que, debido a la supersaturacién del principio activo, este

puede precipitar.

Tercera generacion

Esta generacidn aparecié como respuesta al problema de precipitacién generada por
la supersaturacién del principio activo en la segunda generacién de dispersiones sélidas. En
estos sistemas se utilizan agentes emulsificantes como vehiculos o como aditivos. La
introduccién de surfactantes no solo mejora el perfil de disolucién, sino también la
estabilidad fisica y quimica del principio activo. Ademas, los emulsificantes aumentan la
humectabilidad y previenen la precipitacién mediante la adsorcién en la superficie de las
particulas del principio activo o al formar micelas que contienen a las mismas. En el caso de
que se produzca la formacién de micelas, estas formulaciones son conocidas como “sistemas
micelares”. Estos sistemas alcanzan el grado mas alto de biodisponibilidad oral en principios
activos poco solubles en agua. Existen surfactantes que se utilizan como vehiculos, como
Poloxamer [173] 0 Soluplus [174], 0 que se afiaden al sistema en el que otro material es el

vehiculo, como lauril sulfato sédico [175,176] 0 polisorbato 80 [177].

Cuarta generacion

Se trata de dispersiones sélidas de liberacién controlada que contienen principios

activos con baja solubilidad en agua y una vida media corta. Este tipo de formulaciones
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mejora la solubilidad del principio activo y modula su liberacién. El principio activo se
encuentra disperso en la matriz polimérica, lo que mejora su solubilidad en agua. Se utilizan
polimeros insolubles en agua o polimeros hinchables que retrasan la liberacién del principio
activo al medio. Este tipo de sistemas permiten reducir la frecuencia de administracién de
dosis, disminuir los efectos secundarios y conseguir un efecto terapéutico constante y
prolongado de principios activos poco solubles en agua [155]. Estos sistemas han sido

ampliamente estudiados [175-1s0]-

Ventajas de las dispersiones sdlidas

Existen otras técnicas para mejorar la solubilidad de principios activos poco solubles
en agua, que se pueden abordar desde el punto de vista quimico, fisico o de formulacién. EI
enfoque quimico implica la modificacién molecular de la estructura del principio activo. Esta
estrategia abarca la formacién de sales, la inclusién de grupos polares en la molécula y la
configuracién de polimorfos. El resultado de estos cambios puede ser un cambio en la
potencia del fairmaco o la precipitacién in vivo del principio activo. Los cambios fisicos se
basan el aumento de la superficie de contacto debido a una disminucién del tamafio de
particula mediante una técnica de micronizacién [151]. El planteamiento del desarrollo de
formulaciones es bastante amplio, englobando sistemas liquidos basados en tensoactivos o
sistemas sélidos basados en técnicas de solubilizacién y reduccién del tamafio de particula
[182]- Las dispersiones sélidas presentan importantes ventajas que las convierten en la
estrategia mas prometedora [156]-

Las particulas de las dispersiones sélidas presentan un tamafio reducido y estdn
dispersas en un vehiculo. Este hecho representa una doble ventaja, ya que, tras la disolucién
del vehiculo, las particulas del principio activo quedan dispersas en el medio de disolucién,
evitdndose su aglomeracidn, y debido a su pequefio tamafio, presentan un area superficial
grande, lo que aumenta la velocidad de disolucién. Ademas, el principio activo es liberado en
un estado de supersaturacidn, lo que es ventajoso para una rapida absorcién. Por otro lado,
las dispersiones sélidas presentan, por lo general, una estructura porosa, lo que acelera el
perfil de disolucién [153].

La humectabilidad de las particulas del principio activo es mayor. Incluso vehiculos
inertes, sin actividad superficial, incrementan esta propiedad [161]. El uso de surfactantes

mejora notablemente esta cualidad.
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El cambio de estado de los principios activos a amorfos incrementa la solubilidad de
los mismos, ya que se requiere una energia menor para romper la estructura cristalina
durante el proceso de disolucién [134]. En el estado polimdrfico tienen gran importancia el
método de preparacién de la dispersion sdlida y las interacciones fisicoquimicas entre el
principio activo y el vehiculo.

Estos sistemas pueden ser formulados como formas farmacéuticas sélidas, lo que hace
que sean mejor aceptadas por los pacientes. Los métodos de fabricacién de dispersiones
solidas son mas simples que otras técnicas para la mejora de la solubilidad como la formacién

de sales o la formulacién de microemulsiones [152 155].

Problemas de las dispersiones sélidas

El problema mas comun de estas formulaciones es la recristalizacién durante el
almacenamiento o durante la fabricacién. Al tratarse de formulaciones inestables
termodindmicamente tienden a sufrir cambios hacia un estado mas estable. La temperatura
y la humedad durante el almacenamiento son factores cruciales en el proceso de
recristalizacién. Si se produce este fenémeno, la solubilidad y la velocidad de disolucién se
ven afectadas, dando lugar a un descenso en la biodisponibilidad.

En funcién del método de preparacién de las dispersiones sélidas, surgen problemas
a tener en cuenta antes de la formulacién. Algunos de estos inconvenientes son inestabilidad

térmica en el método de fusidn, residuos de solvente en el de evaporacién del solvente, etc.

[152,155]-

Métodos de fabricacidon

Existen varios métodos para la fabricacion de dispersiones sélidas [1ss].

Métodos de fusiéon

Este método consiste en la fusién simultdnea mediante calentamiento de la mezcla
del principio activo y el vehiculo a una temperatura por encima de su punto eutéctico. A
continuacidn, el liquido es enfriado o solidificado mediante diferentes técnicas, como

agitacién en un bafio de hielo, en un desecador, mediante inmersion en nitrégeno liquido o
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extendiéndolo en placas de acero inoxidable seguido de una corriente fria de agua o aire. EI
producto sélido que se obtiene es molido, tamizado y pulverizado para reducir su tamafio de
particula. Asimismo, la mezcla homogénea puede ser inyectada en las formas de dosificacién
antes de su enfriamiento, ahorrandose asi el paso de molienda [15¢).

Fue el primer método utilizado por Sekiguchi y Obi [150]. Tiene la ventaja de que no
requiere la utilizacién de ningtin solvente [135]. Sin embargo, el método presenta limitaciones
a tener en cuenta. Debido a las altas temperaturas, todos los componentes deben ser
termoestables para que no sufran degradacién. El principio activo y el vehiculo han de ser
compatibles y miscibles a la temperatura de calentamiento para que no ocurra una
separacién de fases. Esta segregacién puede tener lugar también durante el proceso de
enfriamiento. Con el fin de superar estas limitaciones se han desarrollado variantes del
método:

e Extrusion por fusién en caliente: consiste en el mezclado, calentamiento, fusién,
homogeneizado y extrusién simultanea del principio activo y el vehiculo en forma de
escamas, varillas o granulos, o bien, en la molienda y la mezcla con otros excipientes. El
mezclado intenso y la agitacién ocasionados por la maquinaria utilizada produce la
desagregacién de las particulas del principio activo en el polimero molido, dando como
resultado una dispersién homogénea. Los componentes de la dispersién sélida son sometidos
a la alta temperatura durante un corto periodo de tiempo, lo que reduce el riesgo de
degradacién. Se trata de un proceso continuo, eficiente y facilmente escalable y da lugar a
productos termodinamicamente estables. Esta metodologia ha sido utilizada para la
fabricacién de comprimidos, granulos, pellets o implantes tanto de liberacién inmediata
como sostenida [187-191].

e Meltrex®y aglomeracién en estado fundido: Meltrex® es un proceso de fabricacién
patentado basado en el método de extrusién por fusidn en caliente. El equipo consta de una
extrusora de doble tornillo con dos tolvas independientes en las que se puede controlar la
temperatura en un rango desde 30°C hasta 250°C. Esta mdaquina permite transportar
continuamente la masa extruida a través del canal de extrusién y asi reducir el tiempo de
residencia del principio activo en el extruido y disminuir el estrés térmico al que se someten
los componentes. Esta tecnologia permite eliminar por completo el oxigeno y la humedad de
la mezcla, lo que la hace adecuada para trabajar con principios activos sensibles a la oxidacién

y la hidrélisis [152,155,186]-
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En la aglomeracién en estado fundido el vehiculo tiene la funcién de aglutinante
fundible y puede llevarse a cabo en mezcladores convencionales de cizalla o en procesadores
rotativos. Existen tres variantes: adicién del vehiculo molido mezclado con el principio activo
sobre los excipientes calentados, adicién del vehiculo molido a una mezcla calentada del
principio activo con excipientes o calentamiento de la mezcla del principio activo, el vehiculo

y los excipientes. Con este método se reduce la temperatura del proceso [152,192]-

Métodos de evaporacion del solvente

El principio activo y el vehiculo se disuelven en un solvente volatil para ser mezclados
homogéneamente. La formulacién final se obtiene mediante la evaporacién del disolvente a
baja temperatura para minimizar el riesgo de la degradacién térmica. La dispersién sélida
puede ser triturada y tamizada [1s6,193]. Por lo general, el principio activo y el vehiculo se
disuelven en el mismo solvente. Algunos de los mas utilizados son el etanol [194] y el
cloroformo [195]. Sin embargo, una variante comun del proceso es la utilizacién de vehiculos
parcialmente suspendidos en vez de disueltos. La velocidad de eliminacién del solvente
determina el estado fisico del principio activo, siendo este mds amorfo cuanto mds rapido sea
el proceso.

Es el método mds utilizado en la industria farmacéutica para solventar el problema
de los farmacos poco solubles en agua. La principal ventaja es que permite trabajar con
materiales inestables a altas temperaturas. Ademas, permite el uso de vehiculos con un punto
de fusién muy alto [193]. Las principales limitaciones que presenta es encontrar un solvente o
un cosolvente en el que el principio activo y el vehiculo sean lo suficientemente solubles, la
utilizacién de un solvente apto que no sea téxico y la permanencia de un residuo del
disolvente en la formulacién final, que puede ocasionar toxicidad y la separacién de fases
durante el almacenamiento. Para minimizar estos problemas se puede utilizar una mezcla de
solventes. Otras desventajas que presenta este método son los problemas medioambientales
que conlleva y los altos costes de produccién originados por la eliminacién de los solventes y
las protecciones antiexplosién. Existen diferentes técnicas y variantes del método: secado por
vacio y evaporacidn rotatoria, secado por aspersidn, liofilizacion, criogenizacién, extraccion
con fluidos supercriticos, coprecipitacidn, giro electrostatico, recubrimiento en lecho fluido,

etc. A continuacidn, se explican las mds importantes:

54



1. Introduccidn - Dispersiones sdlidas y sistemas micelares

e Secado con vacio y evaporacion rotatoria: el secado con vacio y la evaporacién
rotatoria se llevan a cabo a una temperatura moderada para disminuir el riesgo de la
separacion de fases y la degradacién de los componentes. La dispersién sélida final puede ser
almacenada en un desecador con vacio para eliminar por completo los residuos del solvente.
Estos métodos son sencillos, sin embargo su procedimiento es largo y puede producirse la
recristalizacion y la separacién de fases durante el secado [196].

e Secado por atomizacién (spray drying): el principio activo y el vehiculo se
disuelven o se suspenden en un solvente y son atomizados en finas gotas con gran superficie
especifica en una corriente de aire caliente para eliminar el solvente [153]. Este proceso es
muy rapido, la evaporacién del solvente de las pequefias gotas, y por tanto la formacién de la
dispersién sélida, ocurre en segundos. El tamafio de particula de la dispersién sélida puede
ser modulado mediante el ajuste de tamafio de las gotas atomizadas. Las condiciones de
temperatura, humedad y flujo de aire estdn controladas dentro del equipo de produccién [1gs].
Esta técnica presenta numerosas ventajas, ya que, por lo general, se generan formulaciones
con principios activos en estado amorfo, el proceso de fabricacién es continuo y ficilmente
escalable, se obtiene una buena uniformidad de tamafio y el rendimiento del proceso es muy
alto.

e Liofilizacién o congelacién y secado a vacio (freeze drying): el principio activo y
el vehiculo se disuelven en un solvente comtn y esta mezcla es congelada, normalmente
mediante inmersién en nitrégeno liquido, para obtener un producto sélido. A continuacién,
se realiza un primer secado en el que se elimina el hielo mediante sublimacién. Es necesario
controlar la presién, la temperatura y la duracién del proceso. Por ultimo, se ejecuta un
secado secundario, que consiste en eliminar los residuos de solvente adsorbidos sobre la
matriz slida. Este paso se lleva a cabo bajo condiciones de vacio y a una temperatura superior
[197]- La ventaja de este método es el bajo riesgo de separacién de fases. La principal desventaja
es que la mayoria de los solventes orgdnicos presentan una temperatura muy baja de
congelacién y no se mantienen congelados durante la sublimacién. Ademas, la duracién del
proceso depende de la temperatura de congelacién del solvente, pudiendo alargarse
demasiado si dicha temperatura es muy baja.

e Secado en lecho fluido: en esta técnica el principio activo y el vehiculo se disuelven
en un solvente comuin y la mezcla es rociada sobre la superficie de pellets neutros o de
granulos en un equipo de lecho fluido. El solvente es eliminado por una corriente de aire y el

principio activo y el vehiculo coprecipitan simultdneamente al depositarse en la superficie
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de los pellets o los granulos. Este método tiene la ventaja de que los granulos o los pellets

obtenidos pueden ser comprimidos o encapsulados sin mas pasos adicionales [19g].

Método de fusién-evaporacién

Es una combinacién del método de evaporacién del solvente y el método de fusién.
En esta técnica el principio activo se disuelve en un solvente apropiado y la disolucién se
mezcla con el vehiculo previamente fundido. A continuacién, el solvente es eliminado
mediante evaporacién y la formulacién se solidifica dando lugar a la dispersién sélida. Las
ventajas que aporta este proceso son tiempos de mezclado y temperaturas menores, lo que
protege al principio activo frente a la degradacién térmica y que el vehiculo, al estar fundido,

se dispersa mas facilmente en el solvente [155].

Sistemas micelares

Este tipo de sistemas pertenecen a la tercera generacién de las dispersiones sélidas.
Son formulaciones compuestas por un vehiculo, uno o varios principios activos y un
surfactante o una mezcla de surfactantes. Tienen la propiedad de formar micelas al entrar en
contacto con el medio debido a la presencia del tensoactivo.

Las micelas son nanoestructuras formadas por tensoactivos. Los tensoactivos,
también conocidos como surfactantes o agentes emulsificantes, son compuestos anfifilicos.
Esto quiere decir que tienen una estructura caracteristica que posee tanto grupos hidréfobos
(apolares) como hidréfilos (polares) [156]. Se clasifican en cuatro categorias en funcién de la
carga eléctrica de su extremo hidrdfilo:

Tensoactivos no idnicos: su extremo polar no tiene carga. Son los menos
irritantes.
Tensoactivos i6nicos: regién polar con carga eléctrica.
o Anidnicos: presentan carga negativa.
o Catidnicos: su carga es positiva.
o Anféteros o zwiteridnicos: pueden poseer carga positiva, negativa o
neutra en funcién del pH del medio.
Debido a su naturaleza anfifilica, cuando los surfactantes se disuelven un medio

acuoso, se autoensamblan configurando micelas [199]. Para que se produzca la formacién
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espontdnea de estas estructuras, los tensoactivos tienen que alcanzar una cierta
concentracién conocida como concentracién micelar critica (CMC) [200,201]- Las micelas tienen
una estructura compuesta por un nucleo hidréfobo y una cubierta hidréfila que estd en
contacto con el medio. El nicleo puede contener moléculas de principios activos hidréfobos,
mejorando asi su solubilidad y la cubierta hidrdéfila aisla el firmaco encapsulado del medio
externo [02]. Ademds de la solubilizacién de moléculas poco solubles, las micelas
proporcionan otras ventajas, como: modificacién en la liberacién de los firmacos, pudiendo
conseguirse liberaciones sostenidas; proteccién de la degradacién; cambio en el metabolismo;
alteracién en la eliminacién al prevenir la filtracién glomerular y asi aumentar el tiempo de
residencia del principio activo en el organismo; aumento de la biodisponibilidad;
modificacién en la biodistribucién y atenuacién de la toxicidad como consecuencia de la
menor acumulacién en ciertos 6rganos [203-205]. Asimismo, son capaces de mejorar la
captacién celular del firmaco encapsulado en micelas y ofrecer una via alternativa de
internalizacién, como endosomas. Esto puede ser de vital importancia en ciertas patologias
en las cuales el éxito de la terapia puede verse afectado por mecanismos de resistencia tales
como la expulsién del principio activo del interior de la célula [206].

El uso de surfactantes en las dispersiones sélidas, ademds de las capacidades ya
comentadas producidas por la formacién de micelas, confiere otras ventajas a las
formulaciones. Brevemente, se aumenta la velocidad de disolucién de principios activos poco
solubles en agua, se mejora su estabilidad fisica, se reduce la recristalizacién, se incrementa
la humectabilidad de la formulacién y se previene la precipitacién del principio activo en

medio acuoso [156]-
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2. Objetivo y planteamiento

Objetivo

El objetivo global de este trabajo fue el desarrollo una formulacién micelar de
voriconazol de administracién por via oral que permitiera el tratamiento de la aspergilosis

invasora con alta eficacia y toxicidad reducida.

Planteamiento

Para alcanzar el objetivo se siguieron estas etapas que permitieron seleccionar un
candidato:

1. Puesta a punto de métodos analiticos adecuados para la cuantificacién de
voriconazol.

2. Desarrollo galénico de sistemas micelares de voriconazol de rapida disolucién.

3. Caracterizacién de las formulaciones y determinacién del grado de cristalinidad
del principio activo.

4, Determinacién de las CMIs frente a los hongos patdgenos.

5. Evaluacién de perfiles farmacocinéticos.

6. Estudio de la biodistribucién.
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Materiales

Materias primas

- Agar de patata y dextrosa (PDA): Pronadisa, Madrid, Espafa.

- Carboximetilcelulosa sédica: Sigma, Copenhague, Dinamarca.

- Ciclofosfamida (Genoxal): Baxter Oncology GmbH, Alemania.

- TFluorouracilo: Accord Healthcare, Reino Unido.

- Heparina sédica: concentracién 5.000 Ul/mL: Reig Jofre, Barcelona, Espafia.
- Hidroxipropilcelulosa de baja sustitucién: L-HPC, Shin-Etsu, Japén.

- Kolliphor RH40: BASF, Argentina.

- Labrasol: Gattefosse, Madrid, Espafia.

- Maltodextrina: Glucidex 12D, Roquette, Francia.

- Manitol: Pearlitol 200SD, Roquette, Francia.

- Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 sintético: Merck, Alemania.
- Nimodipino: Fagron, Barcelona, Esparia.

- Tween 80: polisorbato 80 NF, Fagron, Bélgica.

- Voriconazol: Normon, Madrid, Espafia.

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron de grado farmacéutico o superior

- Acetato sddico trihidratado (NaC,H30; - 3 H,0): Panreac Quimica S.A., Barcelona.

- Acido acético glacial (CH3COOH) 2N: Calidad PA-ACS-1SO. Panreac Quimica S.A.,
Barcelona.

- Acido bérico (H3BO3): Panreac Quimica S.A., Barcelona.

- Acido clorhidrico (HC]) 37%: Calidad PA. Panreac Quimica S.A., Barcelona.

- Acido morfolino propano sulfénico (MOPS): Merck, Alemania.

- Cloruro de potasio (KCl): Panreac Quimica S.A., Barcelona.

- Etanol: Panreac Quimica S.A., Barcelona.

- Eter dietilico: Panreac Quimica S.A., Barcelona.

- Fosfato de potasio (KH,PO4): Calidad PA-ACS. Panreac Quimica S.A., Barcelona.

- Hidréxido sédico (NaOH) PRS. Panreac Quimica S.A., Barcelona.
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- Metanol: Calidad HPLC. Lab-Scan Analytical Science, Dublin.

- Suero fisioldgico estéril 0,9%: Ern, Barcelona, Espafia.

Soluciones

Los tampones utilizados se elaboraron siguiendo las indicaciones estipuladas por la

USP 38 (2015) [207]-

Tampdn acetato pH 5,0
o 4,7 g acetato sédico trihidratado (NaC,H30; - 3 H,0)
o 0,85 mL 4cido acético glacial (CH3COOH) 2N
o Aguacs.p.1L
- Tampdn 4cido clorhidrico 0,1 M pH 1,2
o 6,3 mL 4cido clorhidrico (HCI) 37%
o Aguacs.p.1L
- Tampon acetato a pH 4,5
o 2,99 g acetato sédico trihidratado (NaC,H30; - 3 H;0)
o 1,6 mL 4cido acético glacial (CH3COOH) 2N
o Aguacs.p.1L
- Tamp6n fosfato a pH 6,8
o 6,8 g fosfato de potasio (KH,PO4)
o 0,896 g hidréxido sédico (NaOH)
o Aguacs.p.1L
- Tampoén borato pH 9,0
o 3,0925 g 4cido bérico (H3BOs)
o 3,7275 g cloruro de potasio (KCI)
o 0,832 g hidréxido sédico (NaOH)
o Aguacs.p.1L
Los medios de cultivo se prepararon siguiendo las instrucciones del fabricante.
- Medio RPMI 1X (con glutamina, sin bicarbonato y tamponado con MOPS, ajustado a
pH 7,0 £ 0,1y con 0,2% de glucosa)
o 17,4 gRPMI
o 54,4 gMOPS

o Aguac.s.p. 1L
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- PDA1X
o 15 gagar

o Aguacs.p.1L

Equipos

- Agitador magnético Agimatic-N (Espafia).
- Agitador Vortex (Fisher scientific, Estados Unidos).
- Aparato de disolucién Erweka DT80 con bafio termostatizado.
- Autoclave HA-3D. Hirayama Manufacturing Corporation (Japén).
- Balanza analitica Mettler Toledo, modelo AJ 100.
- Bafio de ultrasonidos.
- Bomba de vacio Biichi Vac V-500 con controlador Biichi Vacuum Controller B-721.
- Calorimetro diferencial de barrido Mettler Toledo modelo TC15 TA Controller.
- Centrifuga concentradora: Savant SpeedVac Concentrator, Holbrook, USA.
- Centrifuga de tubos.
- Centrifuga Eppendorf 5804R (Eppendorf, Alemania).
- Cromatdgrafo modular Jasco (Tokio, Jap6n) que consta de:
o Inyector automético de muestras AS-2050 Plus (Jasco, Jap6n).
o Bomba de alta presién modelo PU-1580 (Jasco, Japén).
o Desgasificador DG-2080-53 (Jasco, Japén).
o Sistema de deteccién UV-1575 (Jasco, Japdn).
o Mdédulo de interfaz JMBS Hercule Lite.
o Programa de integracién de datos Borwin.
- Difractémetro de rayos X Philips X’Pert-MPD.
- Espectrofotémetro UV-Vis Jasco V-730.
- Estufa Memmert, Barcelona, Espafia.
- Evaporador de carbén Quorum Q150T E.
- Homogeneizador Ultra Turrax T25 Basic, IKA Labortechnik, Alemania.
- Metalizador Quorum Q150R S.
- Microscopio microscopio electrénico de barrido Jeol JSM-6400.
- Microscopio 6ptico Olympus.
- pH-metro MP 230 Mettler Toledo.

- Purificador de agua Milli-Q Millipore: Billerica, USA.
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Animales

Ratas Wistar macho: Criffa S.A., Barcelona, Esparia.

Ratones OF-1 macho: Charles River, Criffa S.A., Barcelona, Espafia.

Material de laboratorio
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Agitador magnético.

Botellas de vidrio.

Calibre pie de rey Mitutoyo Corp, Japén.

Camara de Neubauer.

Columna de andlisis Waters C18 (4,6 x 150 mm; 5 um).

Cubetas de cuarzo para espectrofotémetro.

Espatulas.

Espejo invertido con soporte.

Filtro de jeringa de 0,45 um Millipore filter, Millex-HV, Hydrophilic PVDF, Cork,
Ireland.

Filtro de membrana de 0,45 pm Acrodisc, Ann Arbor, USA.

Frasco lavador.

Frascos de vidrio.

Gradillas para tubos.

Materiales fungibles: gasas estériles, asas de siembra estériles, tubos de ensayo de
plastico estériles, cinta de doble cara, cidpsulas de aluminio, puntas de pipeta
desechables, jeringas, agujas, tubos eppendorf, tubos falcon, pipetas pasteur de
plastico desechables.

Matraces aforados de vidrio.

Membrana de nylon 0,45 um.

Microplacas estériles de 96 pocillos de fondo céncavo.

Parafilm, Bemis.

Pinzas de acero inoxidable.

Pipeta multicanal Gilson, Estados Unidos.

Pipetas automaticas Gilson, Estados Unidos.

Placas de Petri.

Probetas de vidrio.
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Sonda bucogastrica para ratas.

Sonda bucogastrica para ratones.

Tamiz luz de malla 0,297 mm, serie 5v ASTM.

Temporizador Analtec, Cérdoba, Esparia.
Tijeras quirdrgicas de acero inoxidable.
Tubos de ensayo de vidrio.

Vasos de precipitados de vidrio.

Viales de vidrio (con y sin septum).
Vidrio de reloj.

Visturi.

69



Desarrollo galénico de nuevas formulaciones orales de voriconazol

Fabricacion de las formulaciones

Se prepararon diferentes tipos de formulaciones para ser analizadas: voriconazol
recristalizado, mezclas fisicas, dispersiones sélidas y sistemas micelares.

El voriconazol recristalizado se preparé mediante la disolucién de voriconazol en
etanol en una proporcién de 10 mg de voriconazol por cada 100 uL de etanol. Posteriormente
se secé en una estufa a 40°C durante 24 horas.

Se mezclaron las cantidades correspondientes de voriconazol y excipientes en
envases de vidrio para obtener las mezclas fisicas.

Las dispersiones sélidas se fabricaron mediante el método de evaporacién del
solvente, utilizando etanol como disolvente. Se ensayaron tres vehiculos diferentes: un
manitol (Pearlitol 200SD), una maltodextrina (Glucidex 12D) y una celulosa (L-HPC). La
formulacién DS-1:6 se preparé disolviendo 50 mg de voriconazol en 0,36 mL de etanol con
ayuda de un agitador vortex y adsorbiéndolo en 300 mg de vehiculo mediante agitacién
manual. La formulacién se dejé durante 24 horas en una estufa a 40°C para permitir la
evaporacién del disolvente. La formulacién DS-1:3 se preparé en dos etapas debido a que el
maximo volumen de etanol que se podian adsorber en 300 mg de vehiculo era 0,36 mL. Por
ello, 50 mg de voriconazol se disolvieron en 0,36 mL de etanol. La disolucién se adsorbi6 sobre
300 mg de vehiculo y se secé la formulacién a 40°C. Después de 24 horas, otros 50 mg de
voriconazol se disolvieron en 0,36 mL de etanol y se adsorbieron mediante agitacién manual
sobre la dispersién sdlida preparada anteriormente. Por tltimo, se volvié a meter en la estufa
a 40°C durante 24 horas. Las dispersiones sélidas se pasaron a través de un tamiz con luz de
malla de 297 um.

Los sistemas micelares se prepararon con el mismo método que las dispersiones
sblidas. Se ensayaron tres surfactantes: Tween 80, Kolliphor RH40 y Labrasol. Todos ellos son
de carécter no idnico y presentan valores de HLB de 14-15; 14-16 y 12 respectivamente
[208-210]- Para la elaboracion de estas formulaciones se siguieron los mismos pasos que en las
dispersiones sdlidas, pero previamente se disolvié la cantidad correspondiente de
tensoactivo en el etanol y se usé esta mezcla como disolvente para el voriconazol. Sobre la
disolucién se afiadi6 el vehiculo y se humect6 mediante agitacién manual. Las formulaciones
fueron secadas a 40°C durante 24 horas. Una vez secas, todas las formulaciones fueron pasadas

a través de un tamiz con luz de malla de 297 pm.
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Métodos analiticos

Espectrofotometria de segunda derivada

Procedimiento analitico

Como método de andlisis del voriconazol en muestras in vitro se utilizé la
espectrofotometria ultravioleta.

La espectroscopia derivada es una operacién matematica que permite obtener el dato
de la velocidad de cambio de la absorbancia respecto a la longitud de onda, es decir, es la
medida de la curvatura del espectro [211]. Es una técnica analitica rdpida, simple y precisa
para cuantificar compuestos en formulaciones farmacéuticas. Presenta la propiedad de
mejorar la selectividad debido al tratamiento matematico de derivacién del espectro [212]. Ha
sido comparada al método de cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en muchos
estudios y se ha llegado a la conclusién de que son comparables en precisién y repetitividad,
pero la espectroscopia es mas sencilla, barata y rdpida, ya que no es necesario hacer un
pretratamiento a las muestras [212-216]-

Se usé un espectrofotémetro Jasco V-730 con un software Spectra Manager Suite para
procesar y tratar los datos. Las muestras se filtraron con un filtro de membrana de 0,45 um y
se pasaron a cubetas de cuarzo. Fueron introducidas en el equipo, se realizaron barridos entre
280 y 250 nm y se midid la pendiente del espectro mediante el algoritmo de Savitzky-Golay
de segunda derivada. La curva recogida mostré un pico méaximo a 270,5 nm. Este pico se tomé
como punto para la determinacién del voriconazol en las muestras.

Se realizaron rectas de calibrado para cada uno de los medios y se validaron los

métodos.

Validacién

Los métodos de cuantificacién de voriconazol fueron validados siguiendo las pautas
marcadas por la Conferencia Internacional sobre Armonizacién (ICH, International

Conference on Harmonisation) en el documento Q2 (R1) sobre validacién de métodos
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analiticos [217]. El objetivo de validar un método analitico es demostrar que dicho método es
adecuado para cumplir su propdsito.

Para validar los métodos analiticos se evaluaron las siguientes capacidades:

e Especificidad: capacidad de un método de evaluar inequivocamente el analito en

presencia de los componentes que se espera que estén presentes.
Para comprobar la ausencia de interferencias, se estudié la especificidad de los

métodos respecto a:

- Medios de disolucién: se hicieron medidas de muestras filtradas de cada medio con

un porcentaje de etanol superior al presente en las disoluciones utilizadas para realizar

las rectas de calibrado.

- Excipientes: se prepararon tres disoluciones: la primera con voriconazol a una

concentracién de 20 ug/mL, la segunda con manitol y Tween 80 en concentraciones

mayores de las que corresponden a las formulaciones y la tercera consistié en una mezcla

1:1 de las anteriores. Las muestras se filtraron, se situaron en cubetas y se analizaron.

e Linealidad: en un método analitico debe existir una relacién lineal entre la
concentracién de analito en la muestra y los resultados obtenidos en el equipo de medicién.

Se disolvieron 10 mg de voriconazol el 50 mL de etanol, obteniéndose una solucién
madre con una concentracién de 200 ug/mL. Esta solucién se llevé a un bafio de ultrasonidos
durante 5 min para su desgasificacién y completa disolucién del activo. Se utilizé etanol
como disolvente para asegurar la completa disolucién del voriconazol.

A partir de la solucién madre se prepararon diluciones en las siguientes
concentraciones: 0,5; 1,0; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15; 17,5; 20 y 25 ug/mL. Estas diluciones se
realizaron utilizando el respectivo medio de disolucién como diluyente. Todas ellas se
llevaron a un bafio de ultrasonidos durante 5 min para ser desgasificadas y asegurar su
homogeneidad. Las muestras se filtraron a través de un filtro de membrana de 0,45 ym de
tamafio de poro y se pasaron a cubetas de cuarzo para ser analizadas por espectrofotometria
de segunda derivada.

Este proceso se ejecutd por triplicado y se determinaron las ecuaciones de las rectas
obtenidas, las cuales relacionaron el valor de absorbancia obtenido con la concentracién de
voriconazol en las muestras.

Se obtuvieron valores medios de absorbancia que englobaban los valores de las tres

réplicas. Con estos resultados se determiné la ecuacién de la recta media por el método de
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los minimos cuadrados, las desviaciones estdndar de la pendiente y la ordenada en el origen
y los coeficientes de correlacién y de determinacién. Ademads, se realizaron analisis
estadisticos ANOVA de la regresion y de la varianza utilizando la herramienta de andlisis de

datos del programa informatico Excel.

e Exactitud: expresa el grado de coincidencia entre el valor obtenido y el valor real o
el valor de referencia aceptado.
Se prepararon tres disoluciones madre de 200 ug/mL y se realizaron diluciones de 1,0;
5,0; 12,5; 17,5 y 25 pug/mL de cada una de ellas. Todas las diluciones fueron filtradas y
analizadas en el espectrofotémetro.
Se determinaron los porcentajes de voriconazol recuperado, la media de todos los

resultados y la desviacién estandar entre ellos.

e Precision: grado de dispersién entre un nimero de mediciones de muestras

obtenidas a partir de la misma muestra homogénea.

Se estudi¢ la repetibilidad para comprobar la precisién bajo las mismas condiciones
durante un corto intervalo de tiempo. Se comprobd la precisién intermedia entre dias y entre
analistas.

- Repetibilidad: se preparé una disolucién madre de 200 pug/mL a partir de la que se
realizaron 6 diluciones de 10 pg/mL cada una. Se midieron todas ellas y se determiné
la desviacién estdndar y el coeficiente de variabilidad.

- Precisién intermedia: se prepararon disoluciones madre de 200 pg/mL dos dias
diferentes por dos analistas distintos. Se hicieron 6 diluciones de 10 ug/mL, se

midieron y se calcularon las desviaciones estdndar y los coeficientes de variabilidad.

e Limites de deteccidon y cuantificacién: el limite de deteccién se define como la
concentracién mas baja de analito que puede ser detectada sin necesidad de ser cuantificada
exactamente. El limite de cuantificacién es la concentracién mas baja de analito en una
muestra que puede ser determinada cuantitativamente con precisién y exactitud adecuadas.

Para realizar el calculo de ambos limites se utilizé el método matematico basado en

los pardmetros de la recta de calibrado. Las ecuaciones aplicadas fueron:
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, . 33-0
Limite de deteccion = ————
Pendiente
, . e e, 10- 0
Limite de cuantificacion = ————
Pendiente

Donde o = desviacién estandar de la ordenada en el origen.

e Rango: intervalo entre la concentracién mayor y menor de analito para las que se ha
demostrado que el método analitico tiene un nivel adecuado de precisién, exactitud y
linealidad.

El rango se determind a partir de los ensayos de linealidad, precisién y exactitud. El

limite inferior se definié a partir del limite de cuantificacién calculado.

¢ Robustez: medida de la capacidad del método de no verse afectado por variaciones
pequenas pero deliberadas en los pardmetros. Proporciona informacién sobre su fiabilidad
durante su uso habitual.

Se prepard una disolucién madre de 200 ug/mL. Se hicieron dos diluciones de 15
ug/mL y se analizaron recién preparadas, a las 6 horas y transcurridas 24 horas. Una de las
diluciones se conservé a 4°C y la otra a 25°C para comparar su estabilidad térmica. Los
resultados se expresaron como el porcentaje de voriconazol que permanecié inalterado en

cada una de las muestras.

Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Procedimiento analitico

La cuantificacién del voriconazol contenido en las muestras bioldgicas se realiz
mediante HPLC.

El equipo de HPLC utilizado fue un cromatégrafo modular Jasco (Tokio, Japén). Los
resultados fueron adquiridos y procesados mediante el software de integracién de datos
Borwin.

El método utilizado fue una adaptacién de métodos previamente publicados [zis-220).
Las condiciones empleadas fueron las siguientes:

- Fase movil: mezcla de metanol y tampén acetato con pH 5,0 en una proporcién

60:40. Antes de utilizarse, fue filtrada con una membrana de nylon de 0,45 um de

tamario de poro y desgasificada en un bafio de ultrasonidos.
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- Flujo: la fase mévil se bombea a una velocidad constante de 1,0 mL/min.

- Fase estacionaria: la separacién de los compuestos se consigui6 con una columna
de anélisis Waters C18 (4,6 x 150 mm; 5 um).

- Volumen de inyeccién: 50 uL de muestra fueron utilizados en cada analisis.

- Longitud de onda: se fij6 en 255 nm, ya que el voriconazol presenta un maximo
de absorcidn en ese punto de su espectro.

Se construy$ una recta de calibrado a partir de soluciones patrén mezcladas con

plasma de voluntarios sanos.

Validacién

El método de HPLC para la cuantificacién de voriconazol se validé siguiendo las
pautas marcadas por la Conferencia Internacional sobre Armonizacién (ICH, International
Conference on Harmonisation) en el documento Q2 (R1) sobre validacién de métodos

analiticos [217]. Se evaluaron las siguientes capacidades del método:

e Especificidad: para comprobar la ausencia de interferencias, se estudié la
especificidad de los métodos respecto a:

- Medio de disolucién: se analizaron muestras de fase mévil filtradas.

- Excipientes: se prepararon tres disoluciones: la primera con voriconazol a una

concentracién de 15 pg/mL, la segunda con manitol y Tween 80 en concentraciones

mayores de las que corresponden a las formulaciones y la tercera consistié en una mezcla

1:1 de las anteriores. Las muestras se filtraron, se situaron en viales y se inyectaron en el

equipo para ser analizadas.

- Plasma: se tomaron muestras de plasma de voluntarios sanos que no habian recibido

tratamiento con voriconazol y se sometieron al mismo proceso de extracciéon que las

muestras de sangre empleadas en el ensayo de farmacocinética. El residuo sélido se

resuspendié en fase mévil y se inyectd en el equipo de HPLC.

- Organos: se extrajeron cerebro, pulmones, higado y rifiones de animales control que

habian recibido un tratamiento con placebo. Los érganos se homogeneizaron y se efectud

el mismo proceso de extraccién que el ejecutado en las muestras de biodistribucién. El

residuo sélido se resuspendid en fase mévil y se inyectd en el equipo de HPLC.
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¢ Linealidad: se disolvieron 10 mg de voriconazol el 50 mL de etanol, obteniéndose una
solucién madre con una concentracién de 200 ug/mL. Esta solucién se llevé a un bafio de
ultrasonidos durante 5 min para su desgasificacién y completa disolucién del activo. Se
utiliz6 etanol como disolvente para asegurar la completa disolucién del voriconazol.

A partir de la solucién madre se prepararon diluciones en las siguientes
concentraciones: 0,7; 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; 15 y 20 ug/mL utilizando plasma blanco de individuos
sanos como diluyente.

Se tomaron 400 L de cada una de las diluciones, se afiadieron 30 pL de una disolucién
de nimodipino (estdndar interno) de concentracién 200 ug/mL y se homogeneizé con vortex
(3.000 rpm) durante 1 min. Se afiadieron 0,5 mL de éter dietilico, se mezcl$ en vortex a 30.000
rpm durante 2 min para extraer las sustancias activas. Se centrifugaron los tubos a 4.000 rpm
durante 5 min, se separé el sobrenadante y se evapord en una centrifuga concentradora
(Savant SpeedVac Concentrator, Holbrook, USA) conectada a un sistema de enfriamiento, con
vacio a 40°C durante 30 min. El residuo sélido se resuspendié en 400 pL de fase mévil
agitandolo en el vortex durante 1 min y posteriormente se pasé a través de un filtro con
tamafio de poro de 0,45 pm para su posterior andlisis mediante HPLC.

Este proceso se ejecutd por triplicado y se determinaron las ecuaciones de las rectas
obtenidas, las cuales relacionaron el valor del 4rea del pico con la concentracién de
voriconazol en las muestras.

Se obtuvieron valores medios de las areas que englobaban los valores de las tres
réplicas. Con estos resultados se determind la ecuacién de la recta media por el método de
los minimos cuadrados, las desviaciones estdndar de la pendiente y la ordenada en el origen
y los coeficientes de correlacién y de determinacién. Ademds, se realizaron andlisis
estadisticos ANOVA de la regresién y de la varianza utilizando la herramienta de andlisis de

datos del programa informatico Excel.

e Exactitud: se prepararon tres disoluciones madre de 200 ug/mL y se realizaron
diluciones de 5,0; 10 y 15 ug/mL de cada una de ellas, siguiendo los mismos pasos que en la
preparacién de las muestras de linealidad. También se utiliz6 plasma blanco como diluyente
y nimodipino como estandar interno. Todas las diluciones fueron filtradas e inyectadas en el
equipo de HPLC para su andlisis.

Se determinaron los porcentajes de voriconazol recuperado, la media de todos los

resultados y la desviacidn estandar entre ellos.
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e Precisién: se estudid la repetibilidad para comprobar la precisién bajo las mismas
condiciones durante un corto intervalo de tiempo. Para ello se preparé una disolucién madre
de 200 ug/mL a partir de la que se realizaron seis diluciones de 5 ug/mL utilizando el mismo
método que en los pasos anteriores, con plasma blanco como diluyente y nimodipino como
estdndar interno. Se midieron todas ellas y se determiné la desviacién estandar y el

coeficiente de variabilidad.

e Limites de deteccién y cuantificacidn: para realizar el cilculo de ambos limites se
utilizé6 el método matematico basado en los pardmetros de la recta de calibrado. Las

ecuaciones aplicadas fueron:

. ., 33:-0
Limite de deteccion = ———
Pendiente
, e 10- 0
Limite de cuantificacion = ————
Pendiente

Donde o = desviacién estandar de la ordenada en el origen.

e Rango: el rango se determind a partir de los ensayos de linealidad, precisién y

exactitud. El limite inferior se definié a partir del limite de cuantificacién calculado.

¢ Robustez: se prepard una disolucién madre de 200 ug/mL y a partir de esta se elaboré
una muestra de 5 ug/mL de la misma forma que en los pasos anteriores, con plasma blanco y
nimodipino. Se analizé recién preparadas, a las 6 horas y transcurridas 24 horas. La muestra
se conservd a 24°C. Los resultados se expresaron como el porcentaje de voriconazol que

permanecié inalterado en cada una de las muestras.
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Ensayo de velocidad de disolucion

Este ensayo permite conocer el perfil de liberacién de voriconazol en cada
formulacién.

Se empled un aparato de disolucién Erweka DT80 tipo II, acorde a la USP (método de
paletas) conectado a un bafio termostatizado.

Debido a la solubilidad pH-dependiente del voriconazol, el ensayo se realizd en tres
medios de disolucién diferentes, seleccionados de acuerdo a las directrices de la FDA [221]:
medio 4cido clorhidrico 0,1 M a pH 1,2; tampén acetato a pH 4,5 y tampén fosfato a pH 6,8.
Estos mismos medios han sido utilizados previamente para ensayos de disolucién con
formulaciones de voriconazol [2,]. Se usé un volumen de 500 mL de cada uno de los medios a
una temperatura de 37 + 0,5°C. La velocidad de rotacién de las paletas se fijé en 50 rpm. Una
cantidad equivalente a 10 mg de cada formulacién se introdujo en los vasos de disolucién.
Alicuotas de 5 mL fueron tomadas con reposicién de medio en los siguientes intervalos de
tiempo: 5, 10, 15, 20, 30, 60, 90 y 120 minutos. Se hizo pasar cada muestra a través de un filtro

de membrana de 0,45 um. Todos los ensayos se hicieron por cuadruplicado.
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Caracterizacion

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Esta técnica permite la caracterizacién morfoldgica de las muestras. Se utiliza para
conocer la forma y el tamafio de las particulas y comprobar el aspecto de la superficie.

Los equipos utilizados para realizar esta prueba fueron un microscopio electrénico
de barrido Jeol JSM-6400, un evaporador de carbén Quorum Q150T E y un metalizador
Quorum Q150R S.

Las muestras fueron fijadas con cinta de doble cara a un soporte, secadas y recubiertas
de una fina capa de carbén y una segunda pelicula de oro de unos 15 nm de grosor, utilizando
primero el evaporador y a continuacién el metalizador, ambos equipos operados bajo unas
condiciones de vacio de 510 mbar. Las imagenes fueron capturadas con el microscopio
electrénico, operado a un voltaje de aceleracién de 20 kV.

El microscopio electrénico utilizado cuenta con un sistema de andlisis EDS
(espectroscopia de energia dispersada de rayos X), lo que permite conocer la composicién

elemental cualitativa y semicuantitativa de las muestras.

Difraccién de rayos X

Este ensayo permite conocer el grado de cristalinidad de las muestras.

Para llevar a cabo esta técnica se utiliza un difractémetro de rayos X Philips X’Pert-
MPD.

Las muestras se colocaron en un portamuestras y se introdujeron en el difractémetro.
Fueron sometidas a una radiacién Ka monocromatica de cobre con angulos de incidencia
desde 5° hasta 50° (26) y un intervalo de 0,04° y 1 segundo entre cada paso. El voltaje y la

intensidad utilizados fueron 30 mV y 30 mA, respectivamente.
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Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El DSC es una forma de determinar las temperaturas y las entalpias de fusién de las
formulaciones. Los resultados dan informacién acerca del estado fisico de las mismas.

Para realizar el ensayo se utiliz6 un calorimetro diferencial de barrido Mettler Toledo
modelo TC15 TA Controller conectado a un sistema de enfriamiento.

Muestras con un peso equivalente de 2 mg de voriconazol de cada formulacién se
colocaron en el interior de cdpsulas de aluminio que fueron selladas y analizadas en el
calorimetro, utilizando como referencia una capsula vacia. Se calentaron las muestras de 25°C

a 225°C a una velocidad de 10°C/min con un flujo constante de nitrégeno de 30 mL/min.
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Sensibilidad in vitro

Este tipo de ensayos permiten determinar la actividad antifingica de las
formulaciones frente a diferentes cepas de hongos. Los ensayos se realizaron en cepas del
género Aspergillus y del género Candida. Todos los procedimientos se realizan con material

estéril y bajo condiciones de esterilidad.

Método de microdilucién

Mediante este método se determiné la CMI de cada formulacién para cada una de las
cepas ensayadas. Para ello se utilizaron placas de microdilucién con diluciones seriadas de
las formulaciones en las que se inocularon los hongos con medio de cultivo. Se define CMI
como la concentracién mas baja de antifiingico en la que no hay crecimiento visible del
hongo. Los métodos utilizados fueron los estandarizados por el CLSI en los documentos M38
ed.3 (2017) [223] para hongos filamentosos (ensayos en Aspergillus spp.) y M27 (2017) [224] para

levaduras (ensayos en Candida spp.).

Preparacion de los antifingicos

El CLSI indica en el protocolo que para realizar este ensayo debe utilizarse
dimetilsulféxido (DMSO) como disolvente para el voriconazol, debido a su baja solubilidad en
agua. El DMSO es un disolvente organico cuya polaridad es menor que la del agua. Por ello,
en este caso se utilizard agua como disolvente, ya que las formulaciones ensayadas deben
formar micelas al entrar en contacto con el medio. Ademas, dado que el medio géstrico en
acuoso, este modelo es mas fiel a la realidad.

Tras hacer una valoracién de cada una de las formulaciones ensayadas de voriconazol
mediante espectroscopia de segunda derivada, se disolvié la cantidad correspondiente en
agua purificada estéril para obtener una solucién madre de concentracién 160 pug/mL, diez
veces superior a la concentracién mas alta a ensayar, tal como marca el protocolo. Todas las
soluciones madre se pasaron a través de un filtro de membrana de 0,45 um de tamatrio de poro
y se realizaron diluciones dobles seriadas, siempre con agua purificada estéril, siguiendo el

esquema marcado por el CLSIL A continuacidn, con cada una de las soluciones anteriores, se
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realizaron diluciones 1:5 en medio RPMI 1640 sintético (con glutamina, sin bicarbonato y
tamponado con 4cido morfolino propano sulfénico (MOPS) ajustado a pH 7,0 + 0,1 y con 0,2%
de glucosa). En este momento la concentracién de antifingico era el doble que la

concentracion final ensayada.

Preparacion del indculo

Este paso varia en funcién de si se trabaja con hongos filamentosos o con levaduras.
El ensayo se realizé con 8 cepas de Aspergillus spp. y 7 cepas de Candida spp. obtenidas de la
Universitat Rovira i Virgili de Reus, Espafia. Las especies incluidas en el estudio fueron:
A. calidoustus (n = 2), A. terreus (n = 1), A. flavus (n = 2), A. fumigatus (n = 3), C. auris (n = 2),
C. tropicalis (n = 2), C. parapsilosis (n = 2) y C. krusei (n = 1).

Las cepas de Aspergillus spp. se incubaron en placas de agar de patata y dextrosa (PDA)
a 35°C hasta que se produjo la esporulacién. Con ayuda de un asa de siembra, se rascaron las
placas, arrastrando hifas y conidios, y se pasaron a un tubo con solucién salina fisioldgica
estéril. Esta suspension se homogeneizd y se filtré a través de una gasa estéril para eliminar
las hifas y restos de medio, de forma que quedase una suspensién de conidios Ginicamente. La
suspensién se ajusté a 4 - 10° células/mL con una cdmara de Neubauer y se realizé una dilucién
1:50 en medio RPMI. De esta forma el inéculo estaba el doble de concentrado que en el
momento de realizar el ensayo. Para asegurar la viabilidad de los inéculos, se sembraron en
placas de PDA diluciones 1:10 de los indculos ajustados en la cAmara de Neubauer. Estas placas
se incubaron a 35°C y se determiné el nimero de unidades formadoras de colonias (UFCs) de
cada una de las cepas.

Las cepas de Candida spp. se incubaron en placas de PDA a 35°C durante 48 horas. Se
tomaron dos o tres colonias de cada cepa con ayuda de un asa de siembra y se resuspendieron
en un tubo con solucidn salina fisioldgica estéril. La suspensién se homogeneizé y se ajusté el
preinéculo a 3-10° células/mL con la cAmara de Neubauer. A continuacién, se realizé una
dilucién 1:50 en agua destilada y posteriormente otra dilucién 1:20 en medio RPMI 1640.
Como con los hongos filamentosos, también se realizaron estudios de viabilidad de los
indculos. Para ello, se sembraron en placas de PDA diluciones 1:10 del preindculo ajustado en

la cdmara de Neubauer, se incubaron a 35°C y se determiné el nimero de UFCs en cada placa.
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Inoculacion e incubacién de las microplacas

Se utilizaron microplacas estériles de 96 pocillos de fondo céncavo. Para cada
formulacién se usé una microplaca. Las diluciones de las diferentes formulaciones se
dispensaron en las placas con ayuda de una pipeta multicanal, afiadiendo 100 pL en cada
pocillo.

En la misma placa multipocillo se realizé el estudio con todas las cepas de Aspergillus
spp. o con las cepas de Candida spp., pero no se ensayaron hongos filamentosos y levaduras
en la misma microplaca. Con una pipeta multicanal se afiadieron 100 pL del inéculo final en
cada pocillo, utilizando una fila de la microplaca para cada cepa de hongo. Tras la
dispensacién del inéculo, se obtuvo un rango de concentraciones de antifingico de 16 a
0,03125 ug/mL. Tal como marcan las directrices del CLSI, la columna 11 de todas las
microplacas se utilizé6 como control de esterilidad del medio, afiadiendo 200 uL de medio
RPMI, y la columna 12 se usé como control de crecimiento del hongo (control negativo),
dispensando 100 uL de indculo junto con 100 pL de medio RPMI. En la figura 2 se representa
un esquema de las microplacas utilizadas para el ensayo.

Las microplacas se incubaron a 35°C durante 48 horas. Todos los pasos de este ensayo,
tanto la preparacién de las diluciones de antifiingico como los indculos, se realizaron durante
el mismo dia para evitar que las micelas se estropeasen, el voriconazol se degradara o el

hongo siguiese creciendo.
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Figura 2: Esquema de las microplacas utilizadas en el ensayo de sensibilidad in vitro.
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Lectura e interpretacion de resultados

La lectura de las microplacas se realizé de forma visual con ayuda un espejo invertido
acoplado a un soporte. Siguiendo el protocolo del CLSI, la CMI para Aspergillus spp. se
establecid en la menor concentracién de firmaco en la que no se aprecia crecimiento fingico,
es decir, su crecimiento estd inhibido totalmente; mientras que para Candida spp. se tomé
como CMI la concentracién de firmaco que produce una reduccién del 50% en el crecimiento

fungico en comparacién con el control positivo.

Método de difusiéon

Esta prueba permite comparar los halos de inhibicién de crecimiento fingico que
producen cada una de las formulaciones. El método utilizado es una adaptacién ensayo
previamente descrito por Siopi et al. [225 226]. Este ensayo se llev a cabo con las mismas cepas
de los géneros Aspergillus y Candida que el ensayo de microdilucién.

Con el objetivo de preparar placas de Petri con medio sélido con una cantidad de 3-10°
células por placa, se preparé agar PDA a concentracién 2X en una botella y medio RPMI 2X
en otra botella, con la cantidad necesaria de MOPS, ajustado a pH 7,0 con NaOH. Ambos
medios se esterilizaron, el PDA en el autoclave y el RPMI mediante filtracién. Se preparé un
inéculo con una concentracién de 2,510” células/mL ajustado en la cAmara de Neubauer. Se
afadié el indculo al medio RPMI en una proporcién de 300 pL por cada 12,5 mL de medio y se
homogeneizé. El medio RPMI inoculado se mezclé con el agar fundido a partes iguales, de tal
forma que ambos medios quedaron en una concentracién 1X, y se vertieron 25 mL en cada
placa de Petri, quedando en cada placa la cantidad requerida de células. Se dejaron solidificar
y se hicieron pocillos de la misma medida con un molde estéril. Siguiendo el mismo protocolo
que en el ensayo de microdilucidén, se prepararon disoluciones de las formulaciones. Se
dispensaron 80 uL de las disoluciones de antiftingico en los pocillos practicados en las placas
de Petri. En las cepas de Aspergillus spp. se ensayaron concentraciones de 8 ug/mL, mientras
que en las cepas de Candida spp. la concentracién utilizada fue 12 pg/mL. Las placas se
incubaron a 35°C durante 24 horas. A continuacidn, se midieron los halos de inhibicién de
crecimiento formados en cada una de las cepas con ayuda de un calibre pie de rey. También
se tomaron fotos de los resultados obtenidos y se midieron con una mayor precisién en el

ordenador mediante el programa Image J.
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Ensayos in vivo

Farmacocinética

El estudio de farmacocinética permite conocer cémo evoluciona la concentracién de
voriconazol de cada formulacién en el plasma tras la administracién de una dosis.

Este estudio se realiz en ratas Wistar macho sanas con pesos comprendidos entre
400 y 450 g. Los animales se dividieron en grupos de seis individuos y se les administré una
dosis tinica de 40 mg/kg [227-235]. Las formulaciones ensayadas fueron el voriconazol materia
prima, SM-1:3:0,05 y SM-1:6:0,025, las cuales se suspendieron en una solucién de
carboximetilcelulosa sédica al 0,75%. Inmediatamente después de la reconstitucién se
administraron 400 L de la suspensién mediante sonda oral a los animales.

Se tomaron muestras de sangre en tubos heparinizados en los tiempos: 0,5; 1; 1,5; 2;
4; 6; 8 y 24 horas después de administrar la dosis. Los tubos se centrifugaron a 7.000 rpm
durante 15 min para separar el plasma, que quedé como sobrenadante en el tubo. Se tomé el
sobrenadante y se congel6 a -4°C hasta su andlisis.

Para realizar el andlisis, fue necesario hacer una extraccién del voriconazol con un
disolvente organico. Una vez descongelado, se tomaron 200 pL de plasma, se afiadieron 30 pL
de una disolucién de nimodipino (estdndar interno) con una concentracién de 200 ug/mL y
se homogeneizé con vortex (3.000 rpm) durante 1 minuto. Se afiadieron 0,5 mL de éter
dietilico, se mezclé en vortex a 30.000 rpm durante 2 minutos para extraer las sustancias
activas. Se centrifugaron los tubos a 4.000 rpm durante 5 minutos, se separé el sobrenadante
y se evapord en una centrifuga concentradora (Savant SpeedVac Concentrator, Holbrook,
USA) conectada a un sistema de enfriamiento, con vacio a 40°C durante 30 minutos. El residuo
solido se resuspendié en 400 uL de fase mdévil agitandolo en el vortex durante 1 minuto y
posteriormente se pasé a través de un filtro con tamafio de poro de 0,45 um para su posterior

andlisis mediante HPLC.
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Biodistribucién

El ensayo de biodistribucién permite conocer la concentracién de voriconazol en

varios drganos cierto tiempo después de la administracién de dosis.

Dosis unica

Los mismos animales utilizados para realizar el ensayo de farmacocinética fueron
sacrificados 24 horas después de recibir el tratamiento mediante inhalacién de CO; [236]. Sus
cerebros, pulmones, higados y rifiones fueron extraidos quirirgicamente. Los 6rganos se
pesaron, se afadi6 a cada uno su peso de agua y se homogeneizaron mecdnicamente con el
equipo Ultra Turrax T25 Basic. Estas muestras se congelaron a -4°C hasta ser analizadas.

Se tomd un peso exactamente conocido de cada muestra y se afiadieron 30 uL de una
disolucién de nimodipino de 200 ug/mL, mezcldndolo durante 1 min en vortex. Se adicioné 1
mL de tamp6n borato a pH 9,0 y se agit6 30 segundos en vortex. Para hacer la extraccién al
disolvente organico, se afiadieron 2 mL de éter dietilico y se mantuvo 2 minutos en el vortex.
La mezcla se centrifugd a 4.000 rpm durante 10 minutos y se pasé el sobrenadante a tubos de
la centrifuga concentradora para ser evaporado bajo las mismas condiciones que las muestras
de plasma (vacio, 40°C, 30 minutos). El residuo sélido fue resuspendido en 400 uL de fase mévil
mediante agitacion en vortex durante 1 minuto y filtrado por 0,45 pm para ser analizado
mediante HPLC.

Varios autores han analizado muestras de plasma y érganos utilizando métodos de
extraccién de voriconazol con disolventes organicos, tales como acetonitrilo [219,220,237] 0 éter

dietilico [215,238]-

Dosis multiple

Este estudio se realizd en ratones macho OF-1 (Charles River, Criffa S.A., Barcelona)
entre 29 y 31 g de peso. El estudio fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad Rovira
i Virgili. Los ratones se mantuvieron en condiciones estandar con acceso libre a comida y
bebida. Tres dias antes de comenzar el tratamiento, se sustituy6 el agua por zumo de pomelo
(Granini, Barcelona, Espafia) diluido en agua al 50% para ralentizar el metabolismo del
farmaco en los animales y obtener niveles detectables en los 6rganos. Los ratones son

metabolizadores ultrarrdpidos de voriconazol y presentan un aclaramiento rdpido del
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3. Materiales y métodos - Ensayos in vivo

principio activo, lo que se traduce en concentraciones minimas del firmaco su organismo. El
zumo de pomelo inhibe enzimas del citocromo P450 que estdn involucradas en el
metabolismo del voriconazol, lo que permite obtener resultados bioldgicamente
significativos, es decir, extrapolables a los seres humanos [236 239 240]- Este método ha sido
empleado previamente por otros autores [230-233,235,241-244]- Debido a que la gran mayoria de
los pacientes tratados con voriconazol estdn inmunosuprimidos, dos dias antes de comenzar
el tratamiento los ratones fueron sometidos a una inmunosupresién sistémica mediante la
administracién de una dosis intraperitoneal de ciclofosfamida de 200 mg/kg y una dosis
intravenosa de 5-fluorouracilo de 150 mg/kg [231,235 242]. Los animales se dividieron en tres
grupos de diez ratones. Al grupo control se le administré placebo (SM-0:3:0,05), a los animales
del grupo de referencia se les administrd la materia prima y al tercer grupo se le administré
la formulacién SM-1:3:0,05. Las dosis de voriconazol que recibieron los animales fueron de 30
mg/kg cada 12 horas, ya que esta es la posologia utilizada en los pacientes. Las formulaciones
se suspendieron en una solucién de carboximetilcelulosa sédica al 0,75% y se administraron
200 pL de suspensién a cada animal mediante sonda oral. Se selecciond esta dosis porque se
ha demostrado en estudios previos que prolongaba significativamente la supervivencia de
ratones infectados [242]. Otros autores utilizaron esta dosis previamente [241]. Cinco ratones
de cada grupo se sacrificaron tras recibir dos dosis de tratamiento y sus cerebros, pulmones,
higados y rifiones fueron extraidos quirdrgicamente para comprobar los niveles de
voriconazol 24 horas después del inicio del tratamiento. Los ratones restantes se sacrificaron
cuando llevaban 5 dias recibiendo tratamiento, es decir tras recibir diez dosis. Todos los
sacrificios se hicieron 4 horas después de la administracién de la tltima dosis [235,245,246]. Las

muestras se trataron y se analizaron de la misma forma que en el ensayo de dosis tnica.

Tratamiento

Zumo de pomelo

—
Dia3| Dia-2| Dial Da0 |Dial | Diaz |Dia3 | Dia4 | Dias |
¥ ¥

Inmunosupresién Sacrificio Sacrificio
sistémica

Figura 3: Esquema del ensayo de biodistribucién en dosis miltiple en ratones inmunosuprimidos.
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Métodos analiticos

Validacién de los métodos de espectrofotometria de
segunda derivada

La Figura 4 revela el espectro del barrido del voriconazol entre 280 y 250 nm. La Figura
5 muestra la gréfica de la transformacién de dicho barrido mediante el algoritmo de Savitzky-

Golay de segunda derivada.
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Figura 4: Espectro del barrido UV de voriconazol de 250 nm a 280nm.
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Figura 5: Transformacién mediante el algoritmo de Savitzky-Golay de segunda derivada del espectro
UV del voriconazol de 250 nm a 280nm.
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Medio pH 1,2

e Especificidad

Tras el andlisis del medio de disolucién con etanol se obtuvo un espectro que no
revelé ninglin maximo correspondiente al voriconazol. A dicho espectro se le aplicé el
algoritmo de Savitzky-Golay de segunda derivada y, nuevamente, no se detecté ningin
maximo, por lo que se comprobéd que no tenia lugar ninguna interferencia entre el medio y
el voriconazol.

En el espectro de la disolucion de los excipientes no se detecté ningiin maximo
correspondiente al voriconazol, ni tampoco en la conversién de segunda derivada. Los
espectros de la disolucién de voriconazol y la mezcla de ambas sirvieron como referencia
para asegurar la ausencia de maximos correspondientes al principio activo. Asi se confirmé

que los excipientes tampoco interferian en los resultados.

e Linealidad

Las rectas de calibrado construidas se recogen en la Tabla 2 y sus graficas aparecen

representadas en la Figura 6.

Coeficiente de
Ecuacién determinacién DE pendiente
R

DE ordenada
en el origen

Abs =0,000175923332901996 - C

Recta 1 © 0.0000433977924470474 0,999110323  1,74989E-06  2,30057E-05
Abs = 0,0001732350307839 - C +

Recta 2 0,0000495776285159707 0,998855614  1,95456E-06  2,56964E-05

Recta3 AbS=0,000170434090104202- C 0,998371588  2,29441E-06  -3,01644E-05

+0,0000601254093509497

Tabla 2: Rectas de calibrado construidas para la validacién de la linealidad del método analitico de
espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 1,2.

Todas las rectas presentaron coeficientes de determinacién R? > 0,998, por lo que la
linealidad es aceptable en todas ellas.

Con los valores medios de las tres rectas de calibrado se obtuvo una linea de regresién
calculada por el método de los minimos cuadrados cuya grafica se representa en la Figura 7.

La ecuacidn de dicha recta fue: Abs = 0,000173197484596699 - C + 0,0000510336101046558.
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Figura 6: Gréficas de las rectas de calibrado construidas para la validacién de la linealidad del método
analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 1,2.
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Figura 7: Gréfica de la recta media de regresién obtenida en la validacién de la linealidad del método
analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 1,2.
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El andlisis de la regresién se muestra en la Tabla 3 y las estadisticas de la recta media

estan recogidas en la Tabla 4.

Valor DE Estadistico T Probabilidad
(valor p)
Pendiente 0,000173197 1,44844E-06 119,5752852 0,00
Ordenada en el origen 5,10336E-05 1,90425E-05 2,679988098 0,03

Tabla 3: Andlisis de la recta media de regresién obtenida en la validacién de la linealidad del método
analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 1,2.

Coeficiente de correlacién multiple R 0,99968542
Coeficiente de determinacién R? 0,99937095
R? ajustado 0,99930105
Error tipico 3,7419E-05

Tabla 4: Estadisticas de la recta media de regresion obtenida en la validacién de la linealidad del
método analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 1,2.

Los valores de los coeficientes de correlacién y de determinacién indicaron que el
método analitico presentaba una linealidad adecuada con una relacién fuerte entre las
variables.

Se realiz6 un andlisis de la varianza cuyos resultados se muestran en la Tabla 5.

Suma de Media de los . Probabilidad
cuadrados cuadrados (valor p)
Regresién 2,00205E-05 2,00205E-05 14298,24883 0,00
Residuos 1,26019E-08 1,40021E-09
Total 2,00331E-05

Tabla 5: Andlisis de la varianza de los datos utilizados para la validacién de la linealidad del método
analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 1,2.

El valor p del andlisis de la varianza determina si el método es significativo. En este
caso p < 0,01, por lo que es altamente significativo con un nivel de confianza > 99%.
En la Figura 8 se representan la absorbancia obtenida frente a la pronosticada por el

andlisis ANOVA de la regresién.
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Figura 8: Gréifica obtenida por ANOVA que representa la absorbancia obtenida y la absorbancia
pronosticada en la validacién de la linealidad del método analitico de espectrofotometria de segunda

derivada en medio a pH 1,2.

e Exactitud

C Abs C detectada Recuperacién
(ug/mL) (ug/mL) (%)
1 0,000221379 0,983532701 98,353%
1 0,000226785 1,014746377 101,475%
1 0,000217579 0,961593998 96,159%
5 0,000914305 4,984320227 99,686%
5 0,000911051 4,965530486 99,311%
5 0,000898251 4,891623558 97,832%
12,5 0,00224244 12,65264559 101,221%
12,5 0,002220667 12,52693191 100,215%
12,5 0,00224218 12,65114441 101,209%
17,5 0,00310212 17,61622807 100,664%
17,5 0,00305762 17,35929593 99,196%
17,5 0,003028 17,18827728 98,219%
25 0,00442954 25,28042714 101,122%
25 0,0043468 24,80270657 99,211%
25 0,004397936 25,09795137 100,392%

Tabla 6: Resultados obtenidos en el analisis de las muestras utilizadas para evaluar la exactitud del

método analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 1,2.

s Recuperacién media = 99,618%

o Desviacién estandar = 1,512%

El método analitico ofrece una exactitud aceptable.
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e Precisiéon
Repetibilidad

Los datos obtenidos se muestran en la Tabla 7.

C

Abs
(ug/mL)
10 0,001785213
10 0,0018031

10 0,001779518
10 0,001789277
10 0,001778309
10 0,00176599

Tabla 7: Resultados obtenidos en el andlisis de las muestras utilizadas para evaluar la repetibilidad del

método analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 1,2.

Andlisis estadistico de los datos:
o Media = 0,001783568
o Desviacién estandar = 1,24084E-05

o Coeficiente de variacién = 0,696%

Precisién intermedia

Los datos obtenidos por el primer y el segundo analista los dias 1 y 2 se muestran en

la Tabla 8.

Analista 1 Analista 2

Dia1l Dia 2

C (ug/mL) Abs Abs
10 0,00178521 0,00179296
10 0,0018031 0,00177361
10 0,00177952 0,00177956
10 0,00178928 0,00179175
10 0,00177831 0,00176982
10 0,00176599 0,00178941
Media 0,00178357 0,00178285
DE 1,2408E-05 9,9039E-06
Coeficiente de variacién 0,696% 0,556%

Tabla 8: Resultados obtenidos los dias 1 y 2 por el primer y el segundo analista en el anélisis de las
muestras utilizadas para evaluar la precisién intermedia del método analitico de espectrofotometria

de segunda derivada en medio a pH 1,2.
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Se realiz6 un andlisis estadistico de todos los datos y se obtuvieron los siguientes
resultados:
o Media =0,00178321
o Desviacién estandar = 1,07103E-05
o Coeficiente de variacién = 0,601%
Se trata de un método con una precisién adecuada, tanto en la repetibilidad como en

la precisién intermedia entre dias y entre analistas.

e Limite de deteccién y limite de cuantificaciéon

Limite de deteccién = 2o —20r2e ~ 95 _ (363 g /mL.
1mite de deteccion = 0,0001732 =0, p.g/m

Limite d tificacion = 10- 1,9042E - 05 1099 L
imite de cuantificaciéon = 0.0001732 =1, pg/m

e Rango

El limite inferior del rango del método lo marcé el limite de cuantificacién y el limite
superior se determiné atendiendo a los resultados de linealidad, exactitud y precisién. Por lo
tanto, el rango del método de espectrofotometria de segunda derivada en el medio a pH 1,2

serfa: 1,0 - 25 pug/mL.

e Robustez

Mediante los analisis de las diluciones que se mantuvieron a 25°C y a 4°C se obtuvieron

los resultados expresados en la Tabla 9.

25°C 4°C
Tiempo Abs % VCZ inalterado Abs % VCZ inalterado
0 horas 0,00262612 100,00% 0,00267984 100,00%
6 horas  0,00262024 99,78% 0,00268262 100,10%
24 horas  0,00261784 99,68% 0,00268079 100,04%

Tabla 9: Resultados obtenidos en el andlisis de las muestras conservadas a 25°C y a 4°C utilizadas para
evaluar la robustez del método analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH
1,2.

Se trataba de un método analitico robusto, ya que no hay grandes diferencias entre
los resultados obtenidos a lo largo del tiempo de la misma muestra, tanto si la temperatura

de conservacidn era de 4¢C o de 25°C.
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Medio pH 4,5

e Especificidad

El espectro obtenido tras el andlisis del medio de disolucién con etanol no reveld
ningiin maximo correspondiente al voriconazol. Tampoco se detecté ningiin maximo en el de
segunda derivada, por lo que se verificé que no tenia lugar ninguna interferencia entre el
medio y el voriconazol.

En el espectro de la disolucién de los excipientes no se detecté ningin maximo
correspondiente al voriconazol, ni tampoco en la conversién de segunda derivada. Los
espectros de la disolucién de voriconazol y la mezcla de ambas sirvieron como referencia
para asegurar la ausencia de maximos correspondientes al principio activo. Asi se confirmé

que los excipientes tampoco interferian en los resultados.

e Linealidad

En la Tabla 10 estan recogidas las ecuaciones y el coeficiente de determinacién de las

rectas que se utilizaron en la validacién. Las graficas de estas rectas estan representadas en

la Figura 9.
Coeficiente de OF ordenad
Ecuacién determinacién DE pendiente ordenada
(R?) en el origen

Abs =0,000177176150037458 -

Rectal C +0,00000436177460328216 0,999888061 6,24883E-07 8,21527E-06
Abs =0,000173973661649527 -

Recta 2 C +0,000037791401620922 0,99978767 8,45111E-07 1,11106E-05

Recta 3 Abs = 0,000176909490935095 - 0,99933327 1,52317E-06 2,0025E-05

C - 0,0000184318539944159

Tabla 10: Rectas de calibrado construidas para la validacién de la linealidad del método analitico de
espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 4,5.

Los coeficientes de determinacién de todas las rectas fueron R* < 0,999, asi que la
correlacidn entre las variables es buena en todas ellas.

Con los valores medios de las tres rectas de calibrado se obtuvo una linea de regresién
calculada por el método de los minimos cuadrados cuya gréfica se representa en la Figura 10.

La ecuacidén de dicha recta fue: Abs = 0,000176019767540693 - C + 0,00000790710740992918.
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Figura 9: Gréficas de las rectas de calibrado construidas para la validacién de la linealidad del método
analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 4,5.
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Figura 10: Gréfica de la recta media de regresién obtenida en la validacién de la linealidad del método
analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 4,5.
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Desarrollo galénico de nuevas formulaciones orales de voriconazol

El andlisis de la regresion se muestra en la Tabla 11 y sus estadisticas estan recogidas

en la Tabla 12.

Valor DE Estadistico T Probabilidad
(Valor p)
Pendiente 0,00017602 6,71837E-07  261,99772 0,00
Ordenada en el origen 7,90711E-06 8,83257E-06 0,89522136 0,39

Tabla 11: Andlisis de la recta media de regresién obtenida en la validacién de la linealidad del método
analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 4,5.

Coeficiente de correlacién multiple R 0,99993445

Coeficiente de determinacién R? 0,9998689
R? ajustado 0,99985434
Error tipico 1,7356E-05

Tabla 12: Estadisticas de la recta media de regresién obtenida en la validacién de la linealidad del
método analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 4,5.

Los altos valores de los coeficientes de correlacién y de determinacién indicaron una
linealidad adecuada del método analitico.

Se realizd un andlisis de la varianza y se obtuvieron los resultados que aparecen en la

Tabla 13.
Suma de Media de los . Probabilidad
cuadrados cuadrados (valor p)
Regresién 2,06783E-05 2,06783E-05 68642,80526 0,00
Residuos 2,71121E-09 3,01245E-10
Total 2,0681E-05

Tabla 13: Andlisis de la varianza de los datos utilizados para la validacién de la linealidad del método
analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 4,5.

El valor p < 0,01 indica que el método es significativo.
En la Figura 11 se representan la absorbancia obtenida frente a la pronosticada por el

andlisis ANOVA de la regresién.
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4. Resultados - Métodos analiticos
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Figura 11: Grafica obtenida por ANOVA que representa la absorbancia obtenida y la absorbancia
pronosticada en la validacién de la linealidad del método analitico de espectrofotometria de segunda

derivada en medio a pH 4,5.

e Exactitud

C Abs C detectada Recuperacién
(ug/mL) (ug/mL) (%)
1 0,000178064 0,966691284 96,67%
1 0,000185943 1,01145529 101,15%
1 0,000180593 0,981059656 98,11%
5 0,000872872 4,914023116 98,28%
5 0,000890603 5,014756998 100,30%
5 0,0008968  5,04996061 101,00%
12,5 0,002175638 12,3152703 98,52%
12,5 0,002169822 12,28222541 98,26%
12,5 0,00217358 12,30357773 98,43%
17,5 0,003044149 17,24943509 98,57%
17,5 0,003022634 17,12720435 97,87%
17,5 0,00310611 17,60144861 100,58%
25 0,004346914 24,65068228 98,60%
25 0,004301852 24,39467276 97,58%
25 0,0044504  25,2386022 100,95%

Tabla 14: Resultados obtenidos en el andlisis de las muestras utilizadas para evaluar la exactitud del
método analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 4,5.

o Media = 98,991%

o Desviacién estandar = 1,0416%

El método presenta una exactitud adecuada.



Desarrollo galénico de nuevas formulaciones orales de voriconazol

e Precisiéon

Repetibilidad:

En la Tabla 15 se muestran los datos obtenidos.

(pg/CmL) Abs
10 0,001741383
10 0,001743416
10 0,00174334
10 0,00175965
10 0,00173205
10 0,001725736

Tabla 15: Resultados obtenidos en el andlisis de las muestras utilizadas para evaluar la repetibilidad
del método analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 4,5.

Andlisis estadistico:

s Media = 0,001740929

o Desviacién estandar = 1,1596E-05

o Coeficiente de variacién = 0,666%

Precisidén intermedia:

Los datos obtenidos por el primer y el segundo analista los dias 1 y 2 se muestran en

la Tabla 16.

Analista 1 Analista 2
Dia 1 Dia 2
C (ug/mL) Abs Abs
10 0,00174138 0,00173402
10 0,00174342 0,00175439
10 0,00174334 0,00174492
10 0,00175965 0,00174891
10 0,00173205 0,00175936
10 0,00172574 0,00176139
Media 0,00174093 0,0017505
DE 1,1596E-05  1,0174E-05
Coeficiente de variacién 0,666% 0,581%

Tabla 16: Resultados obtenidos los dias 1 y 2 por el primer y el segundo analista en el andlisis de las
muestras utilizadas para evaluar la precisién intermedia del método analitico de espectrofotometria

de segunda derivada en medio a pH 4,5.
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4. Resultados - Métodos analiticos

Se realizé un andlisis estadistico con todos los datos y se obtuvieron los siguientes
resultados:
= Media = 0,00174571
o Desviacién estandar = 1,1539E-05
o Coeficiente de variacién = 0,661%
A la vista de los coeficientes de variacién se concluyé que se trata de un método

repetible con una buena precisién intermedia entre dias y entre analistas.

e Limite de deteccién y limite de cuantificacién

Limite de detecci _3,3~ 8,8326E — 06 0166 L
fmite de deteccién = 0.00017602 = 0,166 ug/m

Limite d dificacion = 10- 8,8326E—-06 0.502 L
imite de cuantificacion = 000017602 ug/m

e Rango

El limite inferior del rango del método lo marcé el limite de cuantificacién y el limite
superior se determiné atendiendo a los resultados de linealidad, exactitud y precisién. Por lo
tanto, el rango del método de espectrofotometria de segunda derivada en el medio a pH 4,5

serfa: 0,5 - 25 ug/mL.

e Robustez

Mediante los analisis de las diluciones que se mantuvieron a 25°C y a 4°C se obtuvieron

los resultados expresados en la Tabla 17.

25°C 4°C
Tiempo Abs % VCZ inalterado Abs % VCZ inalterado
0 horas  0,00267292 100,00% 0,00259623 100,00%
6 horas 0,0026501 99,15% 0,00258102 99,41%
24 horas  0,00268012 100,27% 0,00258905 99,72%

Tabla 17: Resultados obtenidos en el analisis de las muestras conservadas a 25°C y a 4°C utilizadas para
evaluar la robustez del método analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH
4,5.

Se trata de un método analitico robusto.
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Medio pH 6,8

e Especificidad

Durante el andlisis del espectro del medio de disolucién con etanol y su
correspondiente conversién de segunda derivada no se observaron mdaximos
correspondientes al voriconazol, por lo que se concluyé que no existia interferencia entre el
medio y el principio activo mediante este método analitico.

Tampoco se detectaron sefiales en las longitudes de onda del voriconazol durante el
analisis de los excipientes. La disolucién de voriconazol y la mezcla de ambas se utilizaron
como referencia para poder comparar.

El método analitico es especifico respecto al medio de disolucién y a los excipientes

incluidos en las formulaciones.
e Linealidad
En la Tabla 18 se recogen las ecuaciones de las rectas realizadas y sus

correspondientes coeficientes de determinacién. En la Figura 12 estan representadas las

ecuaciones de estas rectas.

Coeficiente de
Ecuacién determinacién DE pendiente
(®?)

DE ordenada
en el origen

Abs =0,000205929412463393 -

Rectal *7 0 "100262176501804805 0,999548143  1,45947E-06  1,91875E-05
Abs = 0,000202312060028605 -

Recta 2 C - 0,000038486699393857 0,99951151 1,49085E-06  1,96001E-05

Recta3 ‘DS = 0,000167085446121365 - 0,999143107  1,63105E-06  2,14432E-05

C -0,0000177514702853643

Tabla 18: Rectas de calibrado construidas para la validacién de la linealidad del método analitico de
espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 6,8.

Todas las rectas presentan unos valores de R% > 0,999, lo que significa una buena
correlacién entre las variables.

Con los valores medios de las tres rectas de calibrado se obtuvo una linea de regresién
calculada por el método de los minimos cuadrados cuya gréfica se representa en la Figura 13.

La ecuacidn de dicha recta fue: Abs = 0,000191775639537787 - C - 0,0000274852732865668.
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4. Resultados - Métodos analiticos

0,005 - Recta 1 0,005 1 Recta 2
0,004 - 0,004
L, 0003 - w 0,003 -
2 =
< 0,002 - 0,002 |
0,001 - 0,001 -
0 T T T T T 1 0 - T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
C (ug/mL) C (pg/mL)
0,005 1 Recta 3
0,004 -
0,003 -
‘B
< 0,002 -
0,001 -
0 4 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
C (ug/mL)

Figura 12: Gréficas de las rectas de calibrado construidas para la validacién de la linealidad del método
analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 6,8.
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Figura 13: Griéfica de la recta media de regresién obtenida en la validacién de la linealidad del método
analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 6,8.
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Se realiz6 un andlisis de la recta de regresién, recogido en la Tabla 19. En la Tabla 20

se representan las estadisticas de la regresién.

Valor DE Estadistico T Probabilidad

(Valor p)
Pendiente 0,000191776 1,28636E-06 149,0843878 0,00
Ordenada en el origen -2,7485E-05 1,69116E-05 -1,62523256 0,14

Tabla 19: Andlisis de la recta media de regresién obtenida en la validacién de la linealidad del método
analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 6,8.

Coeficiente de correlacién maltiple ~ 0,9997976

Coeficiente de determinacién R 0,99959524
R? ajustado 0,99955026
Error tipico 3,3232E-05

Tabla 20: Estadisticas de la recta media de regresién obtenida en la validacién de la linealidad del
método analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 6,8.

Estos resultados permitieron asegurar que la linealidad del método analitico es
adecuada.

Se llevé a cabo un andlisis de la varianza, cuyos resultados se resumen en la Tabla 21.

Suma de Media de los . Probabilidad
cuadrados cuadrados (valor p)
Regresién 2,45459E-05 2,45459E-05 22226,15467 0,00
Residuos 9,93933E-09 1,10437E-09
Total 2,45558E-05

Tabla 21: Andlisis de la varianza de los datos utilizados para la validacién de la linealidad del método
analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 6,8.

Los resultados obtenidos son significativos con un nivel de confianza > 99%, ya que el
valor de p < 0,01.
En la Figura 14 se representan la absorbancia obtenida frente a la pronosticada por el

andlisis ANOVA de la regresién.
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Figura 14: Grifica obtenida por ANOVA que representa la absorbancia obtenida y la absorbancia
pronosticada en la validacién de la linealidad del método analitico de espectrofotometria de segunda

derivada en medio a pH 6,8.

e Exactitud

Tabla 22: Resultados obtenidos en el andlisis de las muestras utilizadas para evaluar la exactitud del

C Abs C detectada Recuperacién
(ug/mL) (ug/mL) (%)
1 0,000156296 0,958313283 95,831%
1 0,00016255 0,990924988 99,092%
1 0,00016998 1,029668178 102,967%
5 0,000947689 5,08497469 101,699%
5 0,000894825 4,809319242 96,186%
5 0,000970027 5,201454552 104,029%
12,5 0,00248282 13,08980264 104,718%
12,5 0,00229903 12,13144317 97,052%
12,5 0,002394773 12,63069024 101,046%
17,5 0,00351501 18,47208166 105,555%
17,5 0,003352838 17,62644506 100,723%
17,5 0,00359653 18,89716171 107,984%
25 0,00496478 26,03180094 104,127%
25 0,004786914 25,10433177 100,417%
25 0,00496253 26,02006848 104,080%

método analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 6,8.

s Media = 101,700%

o Desviacién estandar = 3,569%

La exactitud del método analitico es aceptable.
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e Precisiéon
Repetibilidad

En la Tabla 23 se muestran los datos obtenidos.

C
(ug/mL)
10 0,001741383

10 0,001743416

Abs

10 0,00174334
10 0,00175965
10 0,00173205

10 0,001725736

Tabla 23: Resultados obtenidos en el andlisis de las muestras utilizadas para evaluar la repetibilidad
del método analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH 6,8.
Anlisis estadistico:
= Media =0,001740929
o Desviacién estandar = 1,1596E-05

o Coeficiente de variacién = 0,666%

Precisién intermedia

Los datos obtenidos por el primer y el segundo analista los dias 1 y 2 se muestran en

la Tabla 24.

Analista 1 Analista 2
Dia 1 Dia 2
C (ug/mL) Abs Abs
10 0,00174138 0,0017534
10 0,00174342 0,0017544
10 0,00174334 0,00177562
10 0,00175965 0,00176185
10 0,00173205 0,00176972
10 0,00172574 0,00176139
Media 0,00174093  0,00176273
DE 1,1596E-05 8,6491E-06
Coeficiente de variacién 0,666% 0,491%

Tabla 24: Resultados obtenidos en el anélisis de las muestras conservadas a 25°C y a 4°C utilizadas para
evaluar la precisién intermedia del método analitico de espectrofotometria de segunda derivada en

medio a pH 6,8.
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4. Resultados - Métodos analiticos

Se hizo un andlisis estadistico de todos los datos obteniéndose los siguientes
resultados:
o Media=0,001751829
o Desviacién estandar = 1,49915E-05
o Coeficiente de variacién = 0,856%
El método es preciso, tanto en su repetibilidad como en la precisién intermedia entre

analista y entre dias.

e Limite de deteccién y limite de cuantificacién

Limite de deteccién = oo 0912E =05 _ o5 L
imite de deteccion = 0,00019178 =0, pg/m

Limite d tificacion = - OI12E 05 ) o0) L
1mite de cuantiricacion = 0,00019178 =0V, ug/m

e Rango

El limite inferior del rango del método lo marcé el limite de cuantificacién y el limite
superior se determiné atendiendo a los resultados de linealidad, exactitud y precisién. Por lo
tanto, el rango del método de espectrofotometria de segunda derivada en el medio a pH 6,8

serfa: 1,0 - 25 pug/mL.

e Robustez

En la Tabla 25 se recogen los resultados obtenidos mediante el analisis de las muestras

conservadas a 25°C y a 4°C.

25°C 4°C
Tiempo Abs % VCZ inalterado Abs % VCZ inalterado
0 horas 0,0026998 100,00% 0,00257784 100,00%
6 horas 0,0026985 99,95% 0,00258229 100,17%
24 horas  0,00268894 99,60% 0,0025762 99,94%

Tabla 25: Resultados obtenidos en el anélisis de las muestras conservadas a 25°C y a 4°C utilizadas para
evaluar la robustez del método analitico de espectrofotometria de segunda derivada en medio a pH
6,8.

Se trataba de un método analitico robusto, ya que no hay grandes diferencias entre
los resultados obtenidos a lo largo del tiempo de la misma muestra, tanto si la temperatura

de conservacidn era de 4¢C o de 25°C.
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Validacién del método de cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC)

La Figura 15 muestra el cromatograma de una de las muestras ensayadas para la
realizacidn de la recta de calibrado. El voriconazol mostré tiempos de retencién cercanos a 5

minutos y el nimodipino tiempos de retencién de 10 minutos aproximadamente.

10,040
uv
5,0E+04 1

4,0E+04 1

3,0E+04 1

5,197
2,0E+04 1

1,0E+04

0,0E+00 ‘/V‘%-‘ : | ! 1

min

Figura 15: Cromatograma de HPLC de una muestra de plasma blanco con voriconazol (tiempo de
retencién 5,197 minutos) y con nimodipino (tiempo de retencién 10,040 minutos) utilizada para
elaborar una recta de calibrado.

e Especificidad

El cromatograma obtenido para la muestra que contenia fase mévil no mostré ningin
pico en el tiempo de retencién correspondiente al voriconazol, quedando demostrado que no
interfiere con su sefial.

En la disolucién de los excipientes no se detecté pico a los 5 minutos. Los
cromatogramas de la disolucién de voriconazol y la mezcla de ambas sirvieron como
referencia para asegurar la ausencia de maximos correspondientes al principio activo. Asi se
confirmé que los excipientes tampoco interferian en los resultados.

La muestra de plasma inyectada tampoco mostrd ningun pico en el tiempo de
retencién del voriconazol. Los restos de proteinas plasmdticas que permanecen en las

muestras bioldgicas analizadas no interfieren en la cuantificacion del principio activo.
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4. Resultados - Métodos analiticos

En las muestras de érganos analizadas no aparecié ningtn pico en el tiempo de
retencién del principio activo, por lo que los restos de componentes de cerebro, pulmones,

higado y rifiones no interfirieron en los resultados.

e Linealidad

En la Tabla 26 estan recogidas las ecuaciones de las rectas de regresién construidas y

en la Figura 16 aparecen representadas las gréaficas.

\ Coeficiente de DE DE ordenada en
Ecuacion . ., . .
determinacién (R2)  pendiente el origen
Area = 56152,0117947606 - C
Recta 1 - 11554,5050357083 0,997315172 1101,18009 11479,3756
Area = 56033,3623307921-C
Recta 2 - 329,29892280366 0,999836261 253,52041 2862,946647
Recta3 /\rea=56418,3498664234-C 0,999648359 374,111683  4224,755673

- 2172,5833944623

Tabla 26: Rectas de calibrado construidas para la validacién de la linealidad del método analitico de
HPLC.

Los coeficientes de determinacién de todas ellas fueron R% > 0,997, lo que indica una

relacidn lineal aceptable entre las variables.
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Figura 16: Gréficas de las rectas de calibrado construidas para la validacién de la linealidad del método
analitico de HPLC.
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Con los datos de las tres rectas se calcularon valores medios con los que se construyé
una recta media de regresion, cuya grafica aparece representada en la Figura 17. Su ecuacién

fue: Area = 56431,0670067096 - C - 5461,72504069272.
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Figura 17: Gréfica de la recta media de regresién obtenida en la validacién de la linealidad del método
analitico de HPLC.

El analisis de la regresién se muestra en la Tabla 27 y las estadisticas de la recta media

estan recogidas en la Tabla 28.

Valor DE Estadistico T Probabilidad (Valor p)
Pendiente 56431,067 331,670039 170,142191 0,00
Ordenada en el origen -5461,72504 3745,47212 -1,45822072 0,18

Tabla 27: Andlisis de la recta media de regresién obtenida en la validacién de la linealidad del método
analitico de HPLC.

Coeficiente de correlacién mdaltiple R 0,99986185

Coeficiente de determinacién R? 0,99972372
R? ajustado 0,99968919
Error tipico 7066,80257

Tabla 28: Estadisticas de la recta media de regresién obtenida en la validacién de la linealidad del
método analitico de HPLC.

Los valores de los coeficientes de correlacién y de determinacién indicaron que el

método analitico presentaba una linealidad adecuada.
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Se realizd un andlisis de la varianza cuyos resultados se muestran en la Tabla 29.

Ci‘;ﬁ;igzs Media de los cuadrados F Probabilidad (Valor p)
Regresién 1,4457E+12 1,44567E+12 28948,365 0,00
Residuos 399517588 49939698,53
Total 1,4461E+12

Tabla 29: Anélisis de la varianza de los datos utilizados para la validacién de la linealidad del método
analitico de HPLC.

El valor p del anélisis de la varianza determina si el método es significativo. En este
caso p < 0,01, por lo que es altamente significativo con un nivel de confianza > 99%.
En la Figura 18 se representan el drea obtenida frente al area pronosticada por el

analisis ANOVA de la regresién.
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Figura 18: Gréfica obtenida por ANOVA que representa la absorbancia obtenida y la absorbancia
pronosticada en la validacién de la linealidad del método analitico de HPLC.

e Exactitud

Ctedrica Area Extraccion Crmuestra Recuperacion

(pg/mL) (%) (pg/mL) (%)
5 244780,89 88,35% 5,019446888 100,39%
5 232982,40 85,46% 4,94409628 98,88%
5 247526,40 89,50% 5,009110053 100,18%
10 494201,60 87,61% 10,10675045 101,07%
10 459935,37 83,07% 9,928274172 99,28%
10 482291,94 85,02% 10,16596789 101,66%
15 740231,01 89,58% 14,75200126 98,35%
15 733046,80 87,10% 15,02467152 100,16%
15 732698,80 86,64% 15,09788172 100,65%

Tabla 30: Resultados obtenidos en el analisis de las muestras utilizadas para evaluar la exactitud del
método analitico de HPLC.
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En la Tabla 30 se muestran los resultados obtenidos en el ensayo.

Anélisis estadistico:
@ Recuperacién media = 100,070%
o Desviacién estandar = 1,060%

Este método posee una exactitud adecuada.
e Precision
Repetibilidad

En la Tabla 31 estan recogidos los resultados obtenidos.

Cteérica Area Extraccidn  Cmyestra

(ug/mL) (%) (ug/mL)
5 24752640  89,50% 500911005
5 237271,57 87,00% 4,94409628
5 244149,29 87,30% 5,06666667
5 237232,18  8570% 501853873
5 249576,40  88,50%  5,10652876
5 235112,15  87,08%  4,89548361

Tabla 31: Resultados obtenidos en el anélisis de las muestras utilizadas para evaluar la repetibilidad
del método analitico de HPLC.

o Concentracién media de las muestras = 5,00673735
o Desviacidén estandar = 0,077454566
o Coeficiente de variacién = 1,547%

La repetibilidad del método es adecuada.

e Limite de deteccién y limite de cuantificacion

Limite de deteccién = 3,3+ 3745,47212 _ 0219 L
imite de deteccién = 56431067 =0, pg/m

Limite d dificacién = 10 - 3745,47212 0664 L
imite de cuantificacion = 56431067 =0, pg/m
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e Rango

El limite inferior del rango del método lo marcé el limite de cuantificacién y el limite
superior se determiné atendiendo a los resultados de linealidad, exactitud y precisién. Por lo

tanto, el rango del método de HPLC seria: 0,7 - 20 ug/mL.

e Robustez

En la Tabla 32 se recogen los datos obtenidos.

Extraccidn  Cpuestra  Re€Cuperacion
(%) (ug/mL) (%)

0 horas 247526,4 89,50% 5,00911005 100,18%

6horas  247718,223  89,53%  5,01093659  100,22%

24horas  246157,469  89,47%  4,98358923 99,67%

Tiempo Area

Tabla 32: Resultados obtenidos en el andlisis de la muestra utilizada para evaluar la robustez del
método analitico de HPLC.

El método era robusto.

Discusion parcial

Para demostrar que los métodos analiticos utilizados para la cuantificacién del
voriconazol son adecuados se llevé a cabo una validacién de todos ellos.

La especificidad es la capacidad del método analitico de evaluar inequivocamente el
analito en presencia de los componentes presentes en las muestras que puedan ocasionar
interferencias. En el caso de los métodos de espectrofotometria de segunda derivada, se
evalud la especificidad frente a los medios de disolucién que se utilizaron y frente al resto de
excipientes presentes en las formulaciones. En el método de HPLC se estudié la especificidad
frente a la fase mévil, utilizada como medio de disolucidn, frente a los excipientes de las
formulaciones, frente a plasma y frente a los érganos utilizados (cerebro, pulmones, higado
y rifiones), ya que con este método se analizaron las muestras bioldgicas. Quedé demostrado
que no existian interferencias en ninguno de los casos, por tanto, los métodos analiticos
utilizados son capaces de detectar inequivocamente el voriconazol en presencia del resto de
componentes de las muestras, es decir, los métodos son especificos.

Mediante la linealidad se evalué la calidad de la relacién entre la concentracién de

voriconazol en la muestra y los resultados obtenidos en los equipos de medicién. Se
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realizaron tres rectas patron, se calcularon los valores medios y con ellos se elaboraron rectas
medias de regresiéon por el método de los minimos cuadrados. Se efectuaron analisis
estadisticos ANOVA de las regresiones y las varianzas. Estos andlisis permitieron confirmar
que existia una relacién estadisticamente significativa entre los valores de absorbancia y las
concentraciones, en el caso de los métodos de espectrofotometria de segunda derivada, y
entre las areas y las concentraciones, en el caso del método de HPLC. En todos los casos la
correlacidn entre las variables fue buena, por lo que los métodos presentaron una linealidad
adecuada.

El estudio de exactitud indica el grado de coincidencia entre el valor obtenido en la
medicién de una muestra y el valor de referencia aceptado. En los métodos de
espectrofotometria de segunda derivada se hicieron cinco diluciones de concentracién
conocida por triplicado y se sometieron al analisis. En el método de HPLC se utilizaron tres
diluciones por triplicado. Se calculé el porcentaje de voriconazol cuantificado en cada método
y se calcularon las medias y las desviaciones estandar. El porcentaje de error viene dado por
la desviacién estandar. Debido a que en todos los casos la desviacién estdndar tuvo valores
bajos, se concluyé que la exactitud de los métodos fue adecuada. Es necesario remarcar que
los métodos espectrofotométricos con medios a pH 1,2 y pH 4,5 fueron los més exactos,
mientras que la espectrofotometria de segunda derivada con medio a pH 6,8 y el método de
HPLC obtuvieron porcentajes de error 2 3,0%.

La precisién se define como el grado de dispersién entre los resultados de varias
mediciones de muestras que proceden de la misma muestra homogénea. Para su estudio se
evalud la repetibilidad. Se prepararon seis diluciones de la misma concentracién a partir de
una madre para cada método y se analizaron. Con los resultados se calcularon las medias, las
desviaciones estandar y los coeficientes de variabilidad. Los coeficientes de variabilidad
obtenidos tuvieron bajos valores, con porcentajes < 1,0% en los métodos espectrofotométricos
y < 1,5% en el método de HPLC. Se concluyé que los métodos tenian una repetibilidad
adecuada. En los métodos de espectrofotometria de segunda derivada se hizo un analisis de
precision intermedia entre dias y entre analistas. Para ello, dos analistas diferentes en dos
dias distintos prepararon seis diluciones de la misma concentracién a partir de dos madres.
Con los resultados obtenidos se calcularon los promedios, las desviaciones estandar y los
coeficientes de variabilidad. Nuevamente, todos los coeficientes de variabilidad fueron <
1,0%, demostrandose asi que los métodos presentabas una adecuada precisién intermedia

entre dias y entre analistas. Por lo tanto, se trata de métodos analiticos precisos.
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El limite de deteccidn se define como la concentracién menor de analito que puede
ser detectada por un método sin necesidad de ser cuantificada exactamente. El limite de
cuantificacién es la concentracién mds baja de analito que puede ser cuantificada con
precisién y exactitud. Ambos limites se calcularon para todos los métodos analiticos
aplicando un método matemadtico que se basa en las ecuaciones de las rectas. El limite de
cuantificacién determind el limite inferior del rango de cada método. El limite superior se
determind a partir de los ensayos de linealidad, exactitud y precision. Asi, para cada método
se obtuvo un intervalo de concentraciones entre las cuales existe un nivel adecuado de
linealidad, exactitud y precisién. Todos los métodos presentaron un limite de cuantificacién
< 1,1 ug/mL, siendo el menor el de la espectrofotometria de segunda derivada con medio a
pH 4,5, cuyo valor fue 0,5 ug/mL, seguido por el método de HPLC, que mostré un limite de
cuantificacién < 0,7 ug/mL.

La robustez de un método es la medida de su capacidad para no verse afectado por
pequefias variaciones en los parametros. Se evalud la robustez de los métodos del paso del
tiempo desde la preparacién de la muestra hasta su andlisis y, en el caso de los métodos
espectrofotométricos, se determiné la influencia de la temperatura de conservacién de la
muestra. Todos los métodos presentaron valores de voriconazol detectado cercanos al 100%,
por lo que se concluyé que los métodos eran robustos.

Varios autores han comparado los métodos espectrofotométricos de segunda
derivada con los métodos de HPLC [212-216]. Mediante la validacion de todos los métodos
analiticos utilizados en este trabajo, se comprobé que ambos métodos analiticos fueron
comparables en especificidad, linealidad, exactitud, precisién, rango y robustez. Los bajos
valores de los limites de cuantificacién de los métodos espectrofotométricos de segunda
derivada permitieron detectar bajas concentraciones de voriconazol en las muestras,
equivalentes a las detectadas por el equipo de HPLC. La espectrofotometria es una técnica
maés barata y rapida que el analisis por HPLC, por lo que fue seleccionada para el andlisis de
las muestras obtenidas en los ensayos in vitro. Sin embargo, las muestras de los ensayos in vivo
fueron analizadas mediante HPLC debido al pequefio volumen de muestra obtenida y a la
presencia de componentes bioldgicos, para los que no fue demostrada la especificidad de los

métodos espectrofotométricos.
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Ensayo de velocidad de disolucion

El voriconazol presenta una solubilidad pH-dependiente, por lo que el ensayo de
velocidad de disolucién se llevé a cabo en tres medios diferentes: medio acido clorhidrico
0,1 M pH 1,2; tampdn acetato a pH 4,5 y tampén fosfato a pH 6,8. Los mismos medios de
disolucidén fueron utilizados previamente por Miletic, T. et al. [222]. Todos los medios fueron

elaborados siguiendo las indicaciones marcadas por la USP 38 (2015) [207].

Desarrollo de formulaciones

Los ensayos de disolucidn se llevaron a cabo para estudiar los perfiles de disolucién
de las distintas formulaciones. Ademads, este ensayo se utiliz6 como herramienta para el
desarrollo de las formulaciones de acuerdo con los resultados obtenidos.

Con el objetivo de seleccionar un vehiculo para las formulaciones se realizaron
ensayos con excipientes con los que se tenia experiencia previa. Se utilizaron un manitol
(Pearlitol 200SD), una maltodextrina (Glucidex 12D) y una celulosa (L-HPC) [157,247,248]- Se
formularon dispersiones sélidas con proporciones 1:3 y 1:6 de todos los excipientes y se
realizaron ensayos de disolucién a pH 1,2. También se llevé a cabo este ensayo con el
voriconazol materia prima para utilizarlo como referencia.

La Figura 19 muestra los perfiles de disolucién obtenidos. Con el excipiente L-HPC se
obtuvieron perfiles de disolucién més lentos que el de la materia prima, por lo tanto, se
concluyé que este excipiente sostiene su liberacién, por lo que fue descartado para futuras
formulaciones. Con el manitol y la maltodextrina se consiguieron perfiles de disolucién mas
rapidos que el de la materia prima. El manitol presenté perfiles ligeramente mas rapidos que
la maltodextrina. Sin embargo, antes de descartar el excipiente se realizaron ensayos de
disolucién a pH 4,5, ya que a este pH el voriconazol se disuelve mas lentamente y, por lo tanto,
se apreciarian mejor las diferencias entre los perfiles.

En la Figura 20 se muestran los perfiles de disolucién a pH 4,5. En la gréafica se aprecia
que el manitol present¢ perfiles de disolucién ligeramente mas rapidos que la maltodextrina.
Este resultado, unido al obtenido en el medio a pH 1,2, hicieron que el manitol fuera
seleccionado como vehiculo para las formulaciones. En estudios previos otros autores han
seleccionado el manitol como un buen candidato para ser utilizado como vehiculo en

dispersiones sélidas [249].
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Figura 19: Gréfica de los perfiles de disolucién en el medio a pH 1,2 de las formulaciones utilizadas
para seleccionar el vehiculo.
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Figura 20: Gréfica de los perfiles de disolucién en el medio a pH 4,5 de las formulaciones utilizadas
para seleccionar el vehiculo.

Para seleccionar un tensoactivo que funcionase como agente formador de micelas, se

hicieron ensayos con surfactantes con los que se tenia experiencia previa. Se utilizaron tres
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tensoactivos no idénicos: Kolliphor RH40, Tween 80 y Labrasol [156250,251]. Se prepararon
formulaciones con manitol en proporciones 1:6:0,1. Se utilizaron proporciones altas de los
surfactantes para poder observar mas claramente el efecto. El ensayo se realizé a pH 4,5
porque se veian mejor las diferencias.

En la Figura 21 se representan los perfiles de disolucién. El Kolliphor RH40 y el Tween
80 presentaron perfiles de disolucién muy similares. La formulacién con Labrasol present6
porcentajes de disolucién menores en los primeros tiempos. Para poder apreciar mejor las
diferencias entre los tensoactivos se hicieron ensayos a pH 4,5 con proporciones 1:3:0,1. Estas
graficas aparecen representadas en la Figura 21. En los tiempos iniciales del ensayo, la
formulacién con Tween 80 presentd los mayores porcentajes de voriconazol disuelto, por lo

que este surfactante fue el seleccionado para las futuras formulaciones.
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Figura 21: Gréfica de los perfiles de disolucién en el medio a pH 4,5 de las formulaciones utilizadas
para seleccionar el tensoactivo.

A continuacién, se probaron proporciones menores de tensoactivo, buscando
seleccionar la menor cantidad de surfactante que presentase un perfil de disolucién rapido.
Para ello, se realizaron ensayos de disolucién a pH 4,5 con cantidades menores de surfactante
en formulaciones con manitol en proporcién 1:3 y 1:6, puesto que se queria seleccionar un
candidato con mayor proporcién de manitol y otro con una cantidad menor de vehiculo. En

la Figura 22 se muestran las graficas.
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Figura 22: Griéfica de los perfiles de disolucién en el medio a pH 4,5 de las formulaciones utilizadas
para seleccionar la proporcién de tensoactivo.

Las formulaciones con mayor proporcién de manitol presentaron todas ellas un perfil
de disolucién muy parecido, por lo tanto, se selecciond la que contenia una menor proporcioén
de Tween 80, SM-1:6:0,025. En las formulaciones con menor cantidad de vehiculo si que se
apreciaron diferencias, por lo tanto, se selecciond la que presenta un perfil rdpido con menor

cantidad de tensoactivo, es decir, SM-1:3:0,05.

Estudio de perfiles de disolucién

Se llevd a cabo el ensayo de disolucién en los tres medios para las dos dispersiones
sOlidas, DS-1:3 y DS-1:6, sus respectivas mezclas fisicas, MF-1:3 y MF-1:6, los sistemas
micelares seleccionados en el punto anterior, SM-1:3:0,05 y SM-1:6:0,025, y los sistemas
micelares con el doble de cantidad de surfactante que los candidatos, SM-1:3:0,1 y SM-
1:6:0,05, para poder observar si habia un cambio significativo en los perfiles de disolucién.
También se realizaron ensayos con la materia prima y el voriconazol recristalizado para
comparar la mejora conseguida.

En la Figura 23 se muestran los perfiles de disolucién de las formulaciones con mayor

proporcién de vehiculo (1:6) a pH 1,2. En la Figura 24 aparecen representados los perfiles de
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estas formulaciones en el medio con pH 4,5 y en la Figura 25 se revelan los perfiles en el medio

a pH 6,8.
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Figura 23: Grafica de los perfiles de disolucién en el medio a pH 1,2 de las formulaciones con mayor
proporcién de vehiculo.
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Figura 24: Gréfica de los perfiles de disolucién en el medio a pH 4,5 de las formulaciones con mayor
proporcién de vehiculo.
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Figura 25: Grafica de los perfiles de disolucién en el medio a pH 6,8 de las formulaciones con mayor
proporcién de vehiculo.

La velocidad de disolucién del voriconazol disminuyé a medida que se incrementd el
pH. En el medio con pH 1,2, que simula el medio gastrico, se observaron perfiles de disolucién
rapidos para todas las formulaciones, alcanzando porcentajes superiores a un 90% en los 15
minutos. Las Unicas formulaciones que disolvieron porcentajes menores fueron la materia
prima y el recristalizado (69,81 * 2,17% y 29,32 + 2,89% respectivamente). En todos los medios
la formulacién recristalizada fue la que obtuvo perfiles de disolucién mas lentos, presentando
una velocidad de disolucién menor que la de la materia prima.

Mediante la elaboracién de la mezcla fisica, MF-1:6, se incrementd la velocidad de
disolucién notablemente debido a que el voriconazol estaba adsorbido sobre la superficie de
las particulas hidrofilicas del manitol.

La dispersién sélida, DS-1:6, mostré perfiles de disolucién superiores a la mezcla
fisica, sin embargo, la diferencia entre ambos perfiles fue disminuyendo a medida que se
aumentd el pH, siendo sus porcentajes de disolucién a los 15 minutos 98,52 + 1,71 y 90,22 *
2,17% a pH 1,2, 83,18 + 2,51 y 58,45 + 3,68% a pH 4,5 y 59,88 + 3,52 y 55,58 + 5,24% a pH 6,8
respectivamente.

En los sistemas micelares las velocidades de disolucién se vieron aumentadas
respecto a la dispersién sdlida. No se observaron grandes diferencias entre ambas

formulaciones, SM-1:6:0,025 y SM-1:6:0,05. Sus perfiles se mantuvieron practicamente iguales
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en los medios con pHs 1,2 y 4,5 y s6lo se apreciaron pequefas diferencias en el medio con pH
6,8, cuyos porcentajes de disolucién a los 15 minutos fueron 89,36 + 2,99 y 86,24 * 5,23%
respectivamente.

En la Figura 26 se muestran los perfiles de disolucién de las formulaciones con
proporciones de vehiculo 1:3 a pH 1,2. En la Figura 27 se representan los perfiles de disolucién
de las formulaciones en el medio a pH 4,5 y en la Figura 28 se exponen las graficas de
disolucién en el medio con pH 6,8.

Igual que ocurria con las formulaciones con un porcentaje superior de manitol, la
mezcla fisica MF-1:3 mostré perfiles de disolucién mas rapidos que la materia prima. Estos
perfiles fueron ligeramente mas lentos que en MF-1:6, alcanzando a los 15 minutos
porcentajes de 87,06+ 2,13% a pH 1,2, 63,20 + 4,07% a pH 4,5y 47,50 + 4,95% a pH 6,8, frente a

los valores de MF-1:6 90,22 + 2,17% a pH 1,2, 58,45 + 3,68% a pH 4,5 y 55,58 + 5,24% a pH 6,8.
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Figura 26: Gréfica de los perfiles de disolucién en el medio a pH 1,2 de las formulaciones con menor
proporcién de vehiculo.

La dispersién sélida, DS-1:3, exhibié un comportamiento diferente a DS-1:6. A pH 1,2
mostré una velocidad de disolucién semejante a la de la mezcla fisica, con un porcentaje de
disolucién de 83,26 * 2,96% a los 15 minutos. En el medio con pH 4,5, su perfil de disolucién
cay6 por debajo del de la mezcla fisica, acercandose al de la materia prima, con un valor de

disolucién del 43,12 + 1,71% a los 15 minutos. Finalmente, en el medio con pH 6,8, el perfil se
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ralentizé a partir de los 30 minutos de ensayo, mostrandose incluso por debajo del de la
materia prima, con un 51,59 * 3,30% disuelto a los 45 minutos frente al 66,71 * 6,21% que

obtuvo en la materia prima a ese tiempo.
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Figura 27: Grafica de los perfiles de disolucién en el medio a pH 4,5 de las formulaciones con menor
proporcién de vehiculo.
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Figura 28: Gréfica de los perfiles de disolucién en el medio a pH 6,8 de las formulaciones con menor
proporcién de vehiculo.
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pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8
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Figura 29: Datos obtenidos en los ensayos de disolucién realizados para estudiar los perfiles de las formulaciones seleccionadas en los medios a pH 1,2; 4,5 y 6,8. Los
datos se muestran como la media + DE (n = 4). %D 15 min = porcentaje de disolucién a los 15 minutos del ensayo. %D 45 min = porcentaje de disolucién a los 45 minutos
del ensayo. tD 50% = tiempo que tarda en alcanzarse la disolucidn del 50% del voriconazol contenido en las formulaciones utilizadas para llevar a cabo el ensayo. tD 85%
= tiempo que tarda en alcanzarse la disolucién del 85% del voriconazol contenido en las formulaciones utilizadas para llevar a cabo el ensayo.

126



4, Resultados - Ensayo de velocidad de disolucién

Los sistemas micelares, SM-1:3:0,05 y SM-1:3:0,1, mostraron perfiles de disolucién
mas rapidos que la mezcla fisica, similares a los de los sistemas micelares con proporciones
superiores de manitol. En todos los medios ambos perfiles fueron semejantes.

En la Tabla 29 se muestran los datos del porcentaje de voriconazol disuelto a los 15 y
los 45 minutos y el tiempo que tarda en disolverse el 50 y el 85% de las formulaciones
estudiadas en los tres medios.

En la Tabla 40, en el apartado de “Material suplementario”, se recogen los datos de

todos los ensayos de disolucién llevados a cabo.

Discusion parcial

El primer objetivo del ensayo de disolucidn era seleccionar el vehiculo y el tensoactivo
mds apropiados para las formulaciones. Se escogieron materiales con los que se tenia
experiencia previa en formulaciones de liberacidn rapida. Las condiciones que se requieren
para los vehiculos es que sean inertes, hidréfilos y de facil manejo [152,156). Los tensoactivos
es necesarios que sean poco toéxicos, de ficil manejo y compatibles con el resto de
componentes de la formulacion [252 253]. Este proceso se explica paso a paso en el subapartado
“Desarrollo de formulaciones”, en el cual se seleccionaron manitol y Tween 80 como materias
primas.

La formulacién que se desarrolld en este trabajo fue un polvo sélido para
administracién por via oral. La forma farmacéutica final serian capsulas de gelatina dura de
manera que no varie el estado fisico de la formulacién ni su perfil de disolucién. La dosis para
un adulto en tratamiento con voriconazol por via oral es de 200 mg [77]. Por ello, era necesario
que las proporciones de excipientes utilizadas no fuesen demasiado altas para que
posteriormente se pudiera encapsular. Por otro lado, en la fabricacién de las formulaciones
se utiliz6 etanol como disolvente para el voriconazol y, una vez disuelto, se adsorbié sobre el
vehiculo inerte, que debia ser insoluble en el etanol. El volumen méaximo de etanol que pudo
ser adsorbido sobre 100 mg de manitol fueron 120 uL. En este volumen de disolvente la
méxima cantidad que se consiguié disolver fueron 16,67 mg de voriconazol. Por lo tanto, la
proporcién de voriconazol:manitol 1:6 seria la menor proporcidén que se podia formular en
un solo paso. Sin embargo, se prepararon formulaciones con proporcién 1:3 realizando un
doble paso de disolucién del principio activo y evaporacién del solvente, tal y como se explica

en el subapartado “Fabricacién de las formulaciones”, reduciéndose a la mitad la cantidad de
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vehiculo utilizada. Durante todo el estudio se trabajé con ambas proporciones para estudiar
la influencia de la cantidad de manitol y del proceso de fabricacién.

Una vez establecidas las materias primas y las proporciones, tanto de vehiculo como
de tensoactivo, con las que se iba a trabajar, se realizaron estudios de los perfiles de
disolucién a tres pHs diferentes, ya que el voriconazol muestra velocidades de disolucién pH-
dependientes [22;]. En este trabajo se tomoé el voriconazol materia prima como referencia,
tanto en este como en los demds ensayos, ya que, debido a la ausencia de otros componentes
se obtienen resultados claros con los que se pueden comparar las modificaciones que sufre el
principio activo en las formulaciones elaboradas. Ademas, se realizaron los ensayos sobre el
voriconazol recristalizado para conocer el comportamiento de una formulacién totalmente
cristalina y poder compararla también con el resto de las formulaciones. Se llevé a cabo el
ensayo de disolucién en las dispersiones sélidas DS-1:3 y DS-1:6 y en las mezclas fisicas MF-
1:3 y MF-1:6 para comprobar la influencia del proceso de fabricacién en el perfil de disolucién.
Se estudiaron también los sistemas micelares estudiados con los que se obtuvieron resultados
mads prometedores durante el desarrollo de las formulaciones (SM-1:3:0,05 y SM-1:6:0,025) y
los sistemas micelares con el doble de cantidad de tensoactivo (SM-1:3:0,1 y SM-1:6:0,05) para
comprobar si los candidatos seleccionados presentaban un perfil de disolucién lo
suficientemente rapido que permitiese usar las pequefias proporciones de surfactante
seleccionadas. Asimismo, se pudo evaluar el efecto del tensoactivo al comparar los perfiles
con los de las dispersiones sélidas.

La velocidad de disolucién del voriconazol, tanto de la materia prima como de las
formulaciones, disminuyé a medida que aumenté el pH del medio de disolucién. El
voriconazol recristalizado presenté un perfil mas lento que la materia prima en todos los
ensayos, agrandandose la diferencia en los medios con pH mads alto.

Las mezclas fisicas, MF-1:3 y MF-1:6, mostraron perfiles muy similares entre ambas,
aprecidndose una ligera diferencia a pH 6,8. Sin embargo, su disolucién fue mas répida que la
de la materia prima en todos los casos. En la materia prima, las moléculas hidréfobas de
voriconazol se aglomeraron entre ellas al entrar en contacto con el medio acuoso, por lo
tanto, disminuyé su superficie de contacto, por lo que su disolucién fue mas lenta. En las
mezclas fisicas, las particulas voriconazol estaban adsorbidas sobre la superficie de las
particulas hidréfilas del manitol, lo que evité su aglomeracién al entrar en contacto con el
medio acuoso y, por tanto, la superficie de contacto con el medio de disolucién fue mayor

[157,254,255]- Los perfiles de MF-1:6 fueron ligeramente mas rapidos que los de MF-1:3, ya que
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en MF-1:3 las particulas de voriconazol estaban mds cerca las unas de las otras, puesto que
habia una menor cantidad de vehiculo sobre el que adsorberse y, por tanto, su superficie de
contacto con el medio era menor que en MF-1:6, disminuyéndose asi levemente su velocidad
de disolucién.

La dispersién sélida DS-1:6 manifesté perfiles de disolucién mds rapidos que la
materia prima en todos los medios. Los perfiles fueron también mas rapidos que los de las
mezclas fisicas, aunque estas diferencias se fueron reduciendo a medida que aument? el pH.
El hecho de que los perfiles de disolucién de MF-1:6 y DS-1:6 fuesen diferentes a pesar de
tener ambas formulaciones la misma composicidn, indicé que durante el proceso de
fabricacién de DS-1:6, el voriconazol sufrié cambios estructurales pasando a ser mas amorfo
que la materia prima y presentando, por tanto, una velocidad de disolucién mayor [sz,256 257]-

La dispersién sélida DS-1:3 evidencié perfiles lentos, especialmente a pHs altos,
llegando a situarse su curva de disolucién entre medias de la de la materia prima y la del
voriconazol recristalizado. En este caso, la diferencia entre MF-1:3 y DS-1:3 fue mas grande
que en las formulaciones con mayor proporcién de manitol, por lo que se produjeron cambios
diferentes en la estructura del voriconazol durante el proceso de fabricacién. La curva de
disolucién de esta formulacién se acercé a la del voriconazol recristalizado a medida que
aument? el pH, lo que hizo pensar que el principio activo tenfa una estructura parcialmente
cristalina, pudiendo haber tenido lugar una recristalizacién del voriconazol durante el
proceso de fabricacién al realizar un doble paso de disolucién del principio activo y
evaporacion del solvente [253 250]. Sin embargo, su grado de cristalinidad serfa menor que el
de la formulacién recristalizada, ya que su perfil de disolucién fue mas rapido.

Los sistemas micelares exhibieron perfiles rapidos en todos los pHs. Todas las curvas
de disolucién evidenciaron una mejora frente a las mezclas fisicas y a las dispersiones sélidas,
lo que sugirié que la presencia de tensoactivo facilitaba la disolucién del principio activo. Los
sistemas micelares con mayor proporcién de manitol, SM-1:6:0,025 y SM-1:6:0,05, mostraron
curvas practicamente iguales en los medios con pHs 1,2 y 4,5. A pH 6,8, SM-1:6:0,05 se disolvid
ligeramente més rapido que SM-1:6:0,025, aunque esta diferencia no es trascendental, puesto
que ambas formulaciones presentaron disoluciones superiores al 85% a los 15 minutos de
ensayo. Las diferencias que si habria que considerar son las que presentaron con DS-1:6,
puesto que los perfiles mostrados por los sistemas micelares fueron mas rapidos,
agrandandose la disimilitud a medida que aumenté el pH. La presencia de surfactante en la

formulacién mejoré la humectabilidad de las particulas, facilitando asi su disolucion [156,260]-
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Ademds, la adicién del tensoactivo durante el proceso de fabricacién probablemente aumenté
el grado de amorfizacién del voriconazol al prevenir su cristalizacién durante la evaporacién
del solvente [155 156], Sin embargo, son necesarios los estudios de caracterizacion para poder
asegurar este hecho.

Los sistemas micelares con proporciones menores de manitol, SM-1:3:0,05 y SM-
1:3:0,1, revelaron perfiles muy rapidos, similares a los de las formulaciones con mas cantidad
de vehiculo, siendo, por tanto, mdas rapidos que los de MF-1:3 y los de DS-1:3. Ambas curvas
fueron semejantes entre ellas, diferencidndose ligeramente en los medios con pH maés alto,
aunque dichas diferencias no fueron significativas. La considerable diferencia entre las
curvas de los sistemas micelares y las de DS-1:3 revelaron que la adicién de tensoactivo
durante el proceso de fabricacién evité que el voriconazol recristalizase, como si ocurrié en
la dispersién sdlida. Asimismo, igual que con las formulaciones con mas manitol, las
velocidades de disolucién fueron mayores debido a que la presencia del tensoactivo mejoré
la humectabilidad de las particulas [209,261,262]- Los estudios de caracterizacién revelarian si el
voriconazol presentaba un menor grado de cristalinidad provocado por la presencia del

polisorbato 80.
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Caracterizacion

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Mediante este ensayo se constaté la forma, el tamafio de particula y la morfologia
superficial de las formulaciones. En la Tabla 33 aparecen las microfotografias del voriconazol
materia prima, el recristalizado, el manitol y las formulaciones MF-1:3; MF-1:6; DS-1:3; DS-
1:6; SM-1:3:0,05; SM-1:3:0,1; SM-1:6:0,025 y SM-1:6:0,05.

Las particulas del voriconazol materia prima presentaron tamafios muy dispares,
comprendidos entre 10 y 100 um. Mostraron forma irregular con aristas y bordes
redondeados. Presentaron pequefios cristales geométricos con bordes poco afilados
adheridos a la superficie. Esta morfologia es propia de una sustancia semicristalina.

Observando la microfotografia del voriconazol recristalizado se pudo apreciar que
este principio activo cristalizd en capas, pues los cristales formaron ldminas en las particulas.
Era una formulacién totalmente cristalina, con formas geométricas y bordes afilados. Los
cristales formados fueron de tamafios muy superiores a los de la materia prima, llegando a
medir hasta 600 um. Esta estructura cristalina explicaba los perfiles de disolucién lentos en
todos los medios estudiados en el ensayo de disolucién.

El manitol presenté particulas homogéneas en tamafio y forma. En la fotografia se
apreciaron granulos esféricos de tamafios comprendidos entre 100 y 150 um recubiertos de
una capa lisa con muy pocas irregularidades. Esta morfologia le otorgaba al producto buenas
caracteristicas de fluidez. En la superficie se observaron pequefias particulas aciculares
adheridas (5-10 um).

En las microfotografias de las mezclas fisicas, MF-1:6 y MF-1:3, se apreciaron granulos
de manitol con particulas semicristalinas de voriconazol adsorbidas sobre su superficie. Las
pequeiias irregularidades en la superficie de las particulas del vehiculo facilitaron que las
particulas del principio activo se adhieran a la superficie. No se observaron cambios fisicos
en ninguno de los componentes de las formulaciones.

Las dispersiones sdlidas que no contenian surfactante, DS-1:6 y DS-1:3, mostraron
particulas redondeadas mas grandes que las de manitol, con tamafios comprendidos entre
200 y 300 um. Su superficie también fue mas irregular que la del manitol y presentaron

pequefias particulas semicristalinas de voriconazol (5-10 um) adheridas a ella e integradas en
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las rugosidades. La formulacién DS-1:3 tuvo la superficie ligeramente mas rugosa que la SD-
1:6, debido a que hay el doble de particulas de voriconazol en cada granulo de manitol.
También influyé el proceso de fabricacién, pues en la DS-1:3 se realizé dos veces el paso de
disolucidén del principio activo y evaporacién del solvente, frente a una en la DS-1:6.

Las formulaciones con surfactante se presentaron como granulos grandes y
redondeados, con tamafios comprendidos entre 200 y 300 pum. Todas ellas tenfan en su
superficie particulas de voriconazol que, a primera vista, parecia estar en estado amorfo o
semicristalino. La morfologia de la superficie de cada una de las formulaciones dependié de
la concentracién de Tween 80. Las formulaciones que contenfan menos manitol (SM-1:3:0,05
y SM-1:3:0,1) presentaron una superficie muy rugosa, pero se diferenciaron en que en SM-
1:3:0,1 aparecieron adheridas particulas aciculares flexibles, mas largas y finas que las del
manitol. En la formulacién SM-1:6:0,025 se observaron estas mismas particulas, aunque en
este caso la superficie era lisa con algunas irregularidades. Estas agujas pertenecian al
surfactante, que recubre los granulos formando una red de fibrillas. Finalmente, en la
formulacién SM-1:6:0,05, el tensoactivo formé una pelicula que recubria por completo los
granulos de producto, dando a su superficie una apariencia suave. A medida que aument? la
cantidad de surfactante en las formulaciones, su presencia se hizo patente en las
microfotografias. Al principio se observaron superficies muy rugosas, luego aparecieron

fibrillas que recubrian los granulos y finalmente se formé una fina pelicula alrededor.

20pm
Resultados en % peso
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Figura 30: Resultado del andlisis EDS. Se muestra la microfotografia de la formulacién sometida al
analisis y los elementos presentes en el punto sefialado.
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x 50 (escala 1 mm) X 200 (escala 200 um) X 2.000 (escala 20 um) X 5.000 (escala 10 um)

VCZ MP

VCZRC

Manitol

Tabla 33: Microfotografias obtenidas por SEM de las formulaciones ensayadas.
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x 50 (escala 1 mm) X 200 (escala 200 um) X 2.000 (escala 20 um) X 5.000 (escala 10 um)

MF-1:3

MF-1:6

DS-1:3

Tabla 33 (continuacién): Microfotografias obtenidas por SEM de las formulaciones ensayadas.

134



4., Resultados - Caracterizacién

x 50 (escala 1 mm)

DS-1:6

SM-1:6:0,025

SM-1:6:0,05

Tabla 33 (continuacién): Microfotografias obtenidas por SEM de las formulaciones ensayadas.

135



Desarrollo galénico de nuevas formulaciones orales de voriconazol

x 50 (escala 1 mm)

SM-1:3:0,05

SM-1:3:0,1

Tabla 33 (continuacién): Microfotografias obtenidas por SEM de las formulaciones ensayadas.
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Para asegurar que las particulas adheridas a la superficie eran realmente de
voriconazol, se realizé sobre ellas un andlisis de espectroscopia de energia dispersada (EDS).
Como el voriconazol era el inico componente de las formulaciones que contenia flior en su
estructura quimica, el hecho de que se detectase este elemento permiti6 asegurar que se trata
del principio activo. En la Figura 30 se representa un ejemplo de los resultados obtenidos por
EDS. El punto de la microfotografia que esta marcado con el nimero 2 estd compuesto por

carbono, nitrégeno, oxigeno y flior, por lo que se identific6 esa particula como voriconazol.

Difraccion de rayos X

Este ensayo se realiz6 para comprobar la cristalinidad del voriconazol en las

diferentes formulaciones. En la Figura 31 se representan todos los difractogramas.
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Figura 31: Difractogramas de las formulaciones seleccionadas.

137



Desarrollo galénico de nuevas formulaciones orales de voriconazol

El difractograma del voriconazol materia prima reveld picos caracteristicos en los
angulos de difraccién 6,94% 13,82°% 16,54% 19,86° 26,14° y 28,02° 26. Patrones similares han
sido reportados previamente por otros autores [s.e;. Estos picos no fueron demasiado
afilados y presentaron valores de intensidad propios de una sustancia semicristalina.

La formulacién de voriconazol recristalizado tuvo menos picos que la materia prima,
sin embargo, fueron méas pronunciados, alcanzando intensidades altas, lo que indicé que
tenia una mayor cristalinidad y habia sufrido una reorganizacién de las moléculas durante el
proceso de cristalizacién.

El difractograma del manitol mostrd que se trataba de un polvo semicristalino, ya que
contenia varios picos anchos de intensidades moderadas (17,10% 18,622 20,14% 21,06° y 23,22°
20). El hecho de que el voriconazol presentase picos en dngulos de difraccién similares a los
del manitol representé una dificultad para observar bajos valores de cristalinidad del
principio activo mediante rayos X.

Los patrones de las mezclas fisicas, MF-1:6 y MF-1:3, presentaron picos tipicos del
voriconazol y del manitol. En la gréafica pudo apreciarse que los picos del voriconazol estaban
incluidos en los picos del manitol, lo que dificulté la apreciacién de valores bajos de
cristalinidad mediante rayos X. Se pudo apreciar un ligero descenso en la cristalinidad del
voriconazol, que fue atribuido al efecto de la dilucién.

Las formulaciones DS-1:6 y DS-1:3 mostraron picos de intensidad en los dngulos
17,30% 18,74% 21,22° y 23,38° 28. Las dispersiones sélidas sin surfactante presentaron una
ausencia de los picos de intensidad correspondientes al voriconazol, lo que indicé que el
principio activo estaba incluido en el vehiculo hidréfilo y su cristalinidad era menor [z
Como cabia esperar, una mayor intensidad fue observada en los picos del manitol en la
formulacién DS-1:6 en comparacién con los de la DS-1:3 debido a la mayor proporcién de este
excipiente.

No se observaron picos de intensidad en los angulos de difraccién correspondientes
al voriconazol en las formulaciones SM-1:3:0,05 y SM-1:3:0,1. La intensidad de los picos del
manitol fue superior en la formulacién con mayor proporcién de tensoactivo (SM-1:3:0,1).
Los resultados obtenidos en las formulaciones con mayor cantidad de manitol (SM-1:6:0,025
y 1:6:0,05) fueron similares. La intensidad de los picos de manitol en los sistemas micelares
que contenian proporciones superiores de surfactante fue incluso mayor que la de los picos

obtenidos en la formulacién DS-1:6.
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Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Con el fin de comprobar las temperaturas de fusion, entalpias y cambios entre
formulaciones se llevaron a cabo los ensayos de calorimetria diferencial de barrido. Los
resultados proporcionaron informacidn sobre el estado fisico de las formulaciones. En la

Figura 32 estan recogidos los termogramas.

VCZ MP

V VCZRC
_ V Manitol

W/ MF-1:3
N—

DS-1:3

V4
~— SM-1:3:0,05
"
SM-1:3:0,1
~— MF-1:6
j/ﬁ\ DS-1:6
~ SM-1:6:0,025
—~"
— R
7 — W SM-1:6:0,05
1000
mw

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
°C

Figura 32: Termogramas obtenidos en el andlisis por DSC de las formulaciones seleccionadas.
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El voriconazol materia prima mostré un pico de fusién con una entalpia de 1341,09
J/g a los 130°C. Este resultado concuerda con las temperaturas de fusién reportadas
[81,222,263,265,266]-

El voriconazol recristalizado present6 un pico endotérmico similar a los 130,31°C con
una entalpia que supuso el 104,20% del valor de la materia prima. Este ligero incremento en
la entalpia que se asocié con una mayor cristalinidad. Sin embargo, este valor no fue tan alto
como se esperaba teniendo en cuenta los resultados del ensayo de rayos X y el SEM.

El manitol present6 un pico endotérmico a los 164,9°C con una entalpia de 3982,81
J/g, coincidiendo con las temperaturas reportadas por otros autores [267].

Las mezclas fisicas, MF-1:3 y MF-1:6, mostraron un ligero descenso en la cristalinidad
del voriconazol, traducido en un valor mas bajo de la temperatura de fusién (en torno a 128°C)
y un valor de entalpia que supuso aproximadamente un 75% del valor del voriconazol materia
prima.

En la formulacién DS-1:3 no hubo ningiin cambio destacable en la entalpia del pico
correspondiente al voriconazol respecto a la materia prima, no obstante, la temperatura de
fusién disminuyd hasta los 128,1°C, lo que significa que ocurrié una recristalizacién durante
el proceso de fabricacién. La temperatura de fusién mas baja que en la materia prima indicé
que hubo un cambio fisico en el voriconazol, sin embargo, la entalpia apenas varié respecto
a la materia prima cuando cabria esperar que este valor disminuyese, por lo que se puede
suponer que habia recristalizado. Esta explicacién soporta los resultados obtenidos en los
ensayos de disolucidn, en los cuales se obtuvo un perfil més lento para DS-1:3. En DS-1:6 se
obtuvo un porcentaje de entalpia respecto a la materia prima de 78,48% a los 127,07°C,
correspondiente a la fusién del voriconazol. Los valores més bajos de entalpia y temperatura
de fusién indicaron que el voriconazol era menos cristalino en esta formulacién que la
materia prima. Este resultado explicé el incremento en la velocidad de disolucién en DS-1:6.

En los sistemas micelares la presencia de surfactante causé temperaturas de fusién
del voriconazol mas bajas, en torno a 127°C para las formulaciones SM-1:3:0,05 y SM-1:6:0,025
y alrededor de 126,5°C para las formulaciones con mas cantidad de surfactante, SM-1:3:0,1 y
SM-1:6:0,05. Las entalpias del pico de fusién de voriconazol fueron también menores en todos
los casos (1084,35 J/g en SM-1:6:0,025 y 1072,60 J/g para SM-1:3:0,05). Como ocurria con la
temperatura, los valores mas bajos de entalpia fueron observados en las formulaciones con
mayor concentracién de polisorbato, disminuyendo hasta los 792,23 J/g en SM-1:3:0,1 y

771,20 J/g en SM-1:6:0,05. Estos efectos fueron atribuidos a la presencia del surfactante, que
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redujo la cristalinidad del voriconazol, lo que concordé con los resultados obtenidos en los
ensayos de disolucion y rayos X.

En la Tabla 34 se recogen los pardmetros obtenidos en el ensayo de DSC.

Pico voriconazol Pico manitol
Temperatura Anchura % cristalinidad Temperatura Anchura
Formulacién P del pico respecto a la P del pico
(QC) P 1Y (gc) |Y
(eC) materia prima (eC)
VCZ MP 130 2,4 100,00%
VCZRC 130,31 2,96 104,20%
Manitol 164,9 4,34
MF1:6 128,24 4,76 76,80% 166,33 7,16
MF-1:3 128,79 4,04 74,45% 165,21 4,68
SD-1:6 127,07 5,26 78,48% 165,66 6,42
SD-1:3 128,41 7,74 98,33% 165,13 5,82
SM-1:6:0,025 127,24 9,1 80,86% 165,69 6,08
SM-1:6:0,05 126,5 8,12 57,51% 165,68 6,38
SM-1:3:0,05 127,48 6,68 79,98% 165,33 5,52
SM-1:3:0,1 126,54 8,72 59,07% 164,69 4,76

Tabla 34: Resultados del andlisis por DSC de las formulaciones seleccionadas.

Discusion parcial

El hecho de combinar varias técnicas analiticas de caracterizacién es altamente
recomendable, ya cada una por separado tiene limitaciones que podrian enmascarar
resultados o hacer que se obtuviesen conclusiones erréneas [65]. En este trabajo se llevaron
a cabo analisis de SEM, difraccién de rayos X y DSC. Los ensayos de caracterizacion se llevaron
a cabo con las formulaciones estudiadas en los ensayos de disolucién. La materia prima se
utiliz6 como referencia para comprobar los cambios que sufrié el voriconazol en las
formulaciones durante el proceso de fabricacidn. El voriconazol recristalizado se tomé como
punto de referencia del estado cristalino del principio activo. Se caracterizé el manitol como
excipiente para conocer su influencia en el resultado de las pruebas realizadas a las

formulaciones. El resto de las formulaciones ensayadas fueron las dos dispersiones sélidas,
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DS-1:3 y DS-1:6, sus respectivas mezclas fisicas, MF-1:3 y MF-1:6, los sistemas micelares
seleccionados en el desarrollo de las formulaciones, SM-1:3:0,05 y SM-1:6:0,025, y los sistemas
micelares con mayor proporcién de surfactante, SM-1:3:0,1 y SM-1:6:0,05. Los resultados
permitirian evaluar la influencia sobre el voriconazol de las formulaciones de: la proporcién
de vehiculo, el proceso de fabricacién, la presencia de tensoactivo y la proporcién de
surfactante.

El voriconazol materia prima utilizado se presentd como una sustancia
semicristalina. La morfologia de las particulas mostré formas irregulares, tanto con aristas
como con bordes redondeados y tamafios dispares. Los picos mostrados por el difractograma
alcanzaron intensidades medias. La entalpia de fusién fue tomada como referencia para
medir el grado de cristalinidad del resto de formulaciones.

La microfotografia del voriconazol recristalizado mostré cristales geométricos con
aristas afiladas. El difractograma de esta formulacién fue claramente diferente del de la
materia prima, revelando picos de intensidades mucho mads altas que reflejaron la
reorganizacién sufrida en las moléculas de voriconazol durante el proceso de fabricacién
[269,270]- S€ produjo un aumento en la entalpia de fusién, sin embargo, no fue tan pronunciado
como se esperaba a la vista de los resultados de la microscopia electrénica y la difraccién por
rayos X.

El manitol presenté granulos esféricos con superficie lisa y tamafios homogéneos,
morfologia tipica en excipientes con buenas propiedades de flujo. El ensayo de difraccién de
rayos X reveld que se trataba de una sustancia semicristalina dada la anchura e intensidad de
sus picos. El ensayo de DSC no aporté informacién nueva sobre este excipiente.

Ambas mezclas fisicas obtuvieron resultados similares en los ensayos de
caracterizacion, debiéndose las diferencias entre ambas al efecto de la proporcién de manitol.
Las microfotografias mostraron granulos de manitol con particulas de voriconazol
adsorbidas sobre su superficie. Esta morfologia justificé los perfiles de disolucién obtenidos
con las mezclas fisicas, ya que debido a la adsorcidn se evitd que las particulas hidréfobas de
voriconazol se aglomerasen entre ellas al entrar en contacto con el medio acuoso,
incrementandose asi su superficie de contacto y disolviéndose mdas rdpidamente. Los
difractogramas revelaron picos del principio activo y del excipiente superpuestos, lo que
dificulté la valoracién del grado de cristalinidad mediante este ensayo. En el ensayo de DSC
se obtuvieron temperaturas de fusién del voriconazol mas bajas con valores menores de

entalpia, lo que fue atribuido al efecto de la dilucién con manitol. El descenso en la
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temperatura de fusién del voriconazol se favoreci por la presencia del excipiente manitol
durante el barrido calorimétrico. La separacidn entre las temperaturas de fusién es indicador
de una buena compatibilidad entre el voriconazol y el manitol. Resultados similares han sido
reportados por otros autores con mezclas fisicas de voriconazol [222,263,265,271]-

Por el contrario, si se observaron diferencias entre ambas dispersiones sélidas en los
ensayos de caracterizacién. Ambas se presentaron como granulos de manitol con pequefias
particulas de voriconazol integradas en su superficie. La formulacién DS-1:3 presentd una
superficie mas rugosa que DS-1:6, probablemente por la mayor proporcién de voriconazol
por cada granulo de vehiculo. El doble paso de disolucién del principio activo y evaporacién
del solvente durante su fabricacién provocé que las particulas del principio activo se
adsorbiesen unas sobre otras, otorgando una morfologia més rugosa a la superficie de los
granulos. Ademas, este hecho pudo ser una de las causas del perfil de disolucién mas lento,
ya que las particulas de voriconazol estaban situadas unas sobre otras, unidas intimamente,
disminuyéndose su superficie de contacto con el medio de disolucién. En el ensayo de
difraccién por rayos X ambas dispersiones sélidas mostraron ausencia de picos de intensidad
del voriconazol en los difractogramas, indicando que el principio activo estaba incluido en el
vehiculo hidréfilo [z64]. El ensayo de DSC nuevamente puso de manifiesto diferencias en los
resultados de las dos dispersiones sélidas. La temperatura de fusién de formulacién DS-1:6
fue més baja que la de la materia prima, con un valor de entalpia también menor, indicando
una menor cristalinidad del principio activo [1s2,269]. Los perfiles de disolucién mas rapidos
de DS-1:6 quedaron justificados con el menor grado de cristalinidad del voriconazol y con la
mayor superficie de contacto con el medio, ya que las particulas del principio activo se
encontraban adsorbidas en la superficie del manitol. La formulacién DS-1:3 obtuvo una
temperatura de fusién menor que la de la materia prima, lo que implicé que hubo un cambio
fisico en el voriconazol. Sin embargo, el valor de entalpia fue practicamente igual que el de
la referencia, lo que hace pensar que ocurrié una recristalizacién del voriconazol durante la
fabricacidn. La cristalizacién de un principio activo en estado amorfo ocurre en dos etapas,
nucleacién y crecimiento de los cristales. Durante el proceso se forman pequefios ntcleos
cristalinos a partir de los cuales se produce el crecimiento de los cristales [272]. El proceso de
recristalizacién depende en gran medida de las condiciones del proceso de fabricacidn, tales
como la temperatura, el estado de saturacién del principio activo o la agitacién. La nucleacién
se ve favorecida por una solucién supersaturada y el crecimiento de los cristales requiere que

las moléculas tengan capacidad de movimiento [273]. El proceso de elaboraciéon de la
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formulacién DS-1:3 se llevé a cabo en dos etapas, lo que pudo favorecer la nucleacién, ya que
las moléculas adsorbidas sobre el manitol en el primer paso podrian actuar a su vez como
nucleos cristalinos [274-276]. Este hecho, unido a la menor superficie de contacto de las
particulas de principio activo revelado en el SEM, justificaria las curvas obtenidas en los
ensayos de disolucidn.

Los sistemas micelares se mostraron en el SEM como granulos grandes y redondeados
con particulas de voriconazol en su superficie. La diferencia entre las proporciones de
tensoactivo se puso de manifiesto en la morfologia de sus superficies. La formulacién SM-
1:3:0,05 mostré una superficie rugosa, en las formulaciones SM-1:3:0,1 y SM-1:6:0,025 se
apreciaron fibrillas de surfactante recubriendo toda la formulacién y la formulacién SM-
1:6:0,05 exhibié una pelicula de tensoactivo que recubria los granulos. La presencia de
surfactante en la superficie incrementé la humectabilidad de las particulas, permitiendo una
disolucién mdés rédpida de las formulaciones [z6;]. Ademads, el tensoactivo previno la
aglomeracién de las particulas hidréfobas, incrementandose por ello también la velocidad de
disolucién [152]. En los difractogramas no se observaron picos de intensidad en los dngulos de
difraccién correspondientes al voriconazol, igual que ocurria en las dispersiones sélidas. En
el ensayo de DSC se revelaron temperaturas de fusién menores que en las demds
formulaciones. Los valores de entalpia obtenidos correspondieron aproximadamente a un
80% del valor de la materia prima en las formulaciones con menos tensoactivo de cada una
de las proporciones de vehiculo (SM-1:3:0,05 y SM-1:6:0,025) y a un 60% en las formulaciones
con mas surfactante (SM-1:3:0,1 y SM-1:6:0,05). Las temperaturas de fusién fueron més bajas
cuanto menor fue el valor de la entalpfa, lo que también ocurrié en el resto de
formulaciones [269]. Por tanto, valores bajos de temperatura y entalpia indicaron un estado
mas amorfo del principio activo. Estos resultados revelaron un estado mas amorfo del
voriconazol producido por la presencia del surfactante, disminuyéndose la cristalinidad al
aumentar la cantidad de tensoactivo [260]. Este hecho, unido al incremento de la
humectabilidad de las particulas producido por el surfactante, provocé los perfiles de
disolucién mas rapidos de estas formulaciones. Ademas, hay que destacar el hecho de que no
se detecta que ocurra una recristalizacién del principio activo en los sistemas micelares con
menor proporcién de manitol, al contrario de lo que ocurria con la formulacién DS-1:3. A la
vista de este resultado se puede decir que la presencia de Tween 80 previno la recristalizacién
del voriconazol durante el proceso de fabricacién [155 277], ademas de aportar las ventajas ya

mencionadas.

144



4. Resultados - Sensibilidad in vitro

Sensibilidad in vitro

Método de microdilucién

Las CMIs obtenidas con las nuevas formulaciones se compararon con las del
voriconazol materia prima. En la Tabla 35 se recogen los resultados obtenidos con los hongos
filamentosos Aspergillus spp. En todos los casos, los resultados de la formulacién DS-1:3 fueron
los mismos que los de la materia prima. Los sistemas micelares mostraron valores mds bajos
de CMI en todas las cepas de A. fumigatus y la cepa ATCC204304 de A. flavus, mientras que no
se apreciaron diferencias en A. calidoustus (FMR 13556 y FMR 13557) o A. terreus (FMR 11823).
En la cepa FMR 8760 de A. flavus, solo con la formulacién SM-1:6:0,025 se obtuvo una CMI

menor que con las otras formulaciones.

CMI (ug/mL)

Cepa VCZ DS-1:3 SM-1:3:0,05 SM-1:3:0,1 SM-1:6:0,025
Aspergillus calidoustus (FMR 13556) 8 8 8 8 8
Aspergillus calidoustus (FMR 13557) 16 16 16 16 16
Aspergillus terreus (FMR 11823) 05 0,5 0,5 0,5 0,5
Aspergillus fumigatus (FMR 10522) 1 1 0,5 0,5 0,5
Aspergillus fumigatus (FMR 10504) 0,5 0,5 0,25 0,25 0,25
Aspergillus fumigatus (FMR 7738) 0,5 0,5 0,25 0,25 0,25
Aspergillus flavus (FMR 8760) 05 0,5 0,5 0,5 0,25
Aspergillus flavus ATCC 204304 0,5 0,5 0,25 0,25 0,25

Tabla 35: Valores de CMIs obtenidas en el ensayo de sensibilidad in vitro por el método de
microdilucién realizado en hongos filamentosos del género Aspergillus.

Figura 33: Fotografia de una microplaca con los resultados del ensayo de sensibilidad in vitro por el
método de microdilucién.
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En la Tabla 36 se recogen las CMIs obtenidas en las diferentes cepas de Candida spp.
ensayadas. De la misma forma que ocurria en Aspergillus spp., todos los resultados obtenidos
con la formulacién SD-1:3 fueron los mismos que con la materia prima. En C. krusei ATCC 6258
solamente hubo crecimiento fingico en la columna de control de crecimiento, por lo que se
establecié un valor de CMI de 0 ug/mL para todas las formulaciones. Por lo general, en los
ensayos con las formulaciones micelares se obtuvieron valores de CMIs mas bajos que con la
materia prima, salvo en las excepciones que se comentan a continuacién. Para C. auris (FMR
17043) la CMI fue 0,03125 pg/mL, tanto en la materia prima como en el resto de las
formulaciones. Con la formulacién SM-1:3:0,05 el valor de CMI se mantuvo igual que con la
referencia para C. parapsilosis (FMR 17180); con C. parapsilosis (FMR 17181) la CMI disminuy? a
la mitad y con el resto de las cepas la CMI se redujo a un cuarto del valor de la materia prima.
La CMI de SM-1:3:0,1 se redujo a la mitad en ambas cepas de C. tropicalis y en C. parapsilosis
(FMR 17180) y se alcanzé un 25% del valor de CMI de la referencia en C. auris (FMR 17034) y
en C. parapsilosis (FMR 17181). Con la formulacién SM-1:6:0,025 se disminuy4 el valor de CMI
a la mitad en todas las cepas a excepcién de C. tropicalis (FMR 14600), en la cual se mantuvo

igual que en la referencia.

CMI (ug/mL)
Cepa VCZ DS-1:3 SM-1:3:0,05 SM-1:3:0,1 SM-1:6:0,025
Candida auris (FMR 17034) 16 16 4 4 8
Candida auris (FMR 17043) 0,03125 0,03125 0,03125 0,03125 0,03125
Candida tropicalis (FMR 14603) 4 4 1 2 2
Candida tropicalis (FMR 14600) 2 2 0,5 1 2
Candida parapsilosis (FMR 17180) 0,125 0,125 0,125 0,0625 0,0625
Candida parapsilosis (FMR 17181) 0,25 0,25 0,125 0,0625 0,125
Candida krusei ATCC 6258 0 0 0 0 0

Tabla 36: Valores de CMIs obtenidas en el ensayo de sensibilidad in vitro por el método de
microdilucién realizado en hongos levaduriformes del género Candida.

Método de difusidén
Los resultados se expresaron como los mm de los didmetros de cada uno de los halos

de inhibicién. Para representarlos se agruparon por especie y se hizo una media de la medida

de sus didmetros. De esta forma se pudieron comparar los halos de inhibicién formados con
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cada una de las formulaciones con los del voriconazol materia prima. En la Figura 34 se
recogen los resultados obtenidos en Aspergillus spp.

Ninguna de las cepas de A. calidoustus (FMR 13556 y FMR 13557) mostrd halo de
inhibicién con ninguna de las formulaciones ensayadas ni con el voriconazol materia prima.
Este resultado, unido a los elevados valores de CMI que presentaron en el ensayo de
microdilucién, hicieron pensar que ambas cepas de A. calidoustus son resistentes al
voriconazol.

Con la formulacién DS-1:3 solamente en A. terreus se consiguié un halo de inhibicién
mayor que el del voriconazol materia prima. En las cepas de A. flavus se mantuvo
practicamente igual (18,03 + 2,21 mm frente a 18,39 + 0,15 mm del voriconazol materia prima),
mientras que el halo fue ligeramente més pequefio con las cepas de A. fumigatus (17,94 + 2,17
mm frente a 19,39 + 1,34 mm del voriconazol materia prima).

Con todos los sistemas micelares se obtuvieron halos de inhibicién méas grandes en
las cepas de A. fumigatus y A. flavus. Sin embargo, en el A. terreus, con la tinica formulacién que
se consigui6 mejorar el resultado del voriconazol materia prima fue con SM-1:3:0,05, llegando

a medir 16,21 £ 0,21 mm frente a 13,98 * 1,02 mm del voriconazol materia prima.

25 -~ BVCZMP mEDS-1:3 HSM-1:3:0,05 SM-1:3:0,1 ® SM-1:6:0,025

T T

= — N
o (8] o
1 1 1

Halo de inhibicién (mm)

A. fumigatus A. flavus A. terreus

Figura 34: Grafica de los resultados obtenidos en el ensayo de sensibilidad in vitro por el método de
difusién con hongos filamentosos del género Aspergillus. Resultados agrupados por especie, expresados
como el valor medio (barras de colores)  DE (barras de error).

Estos resultados soportaron los valores de CMI obtenidos en el ensayo de
microdilucién. Las diferencias entre los halos de inhibicién de DS-1:3 y la materia prima no

supusieron ningun cambio en los valores de CMI Esto mismo ocurrié con todas las
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formulaciones en A. terreus, ya que los cambios en los halos de inhibicién no supusieron
ninguna variacién en los valores de CMI, manteniéndose en 0,5 ug/mL en todos los casos. En
las cepas de A. flavus se apreciaron halos de inhibicién mayores en todas las formulaciones
micelares, lo que en la mayoria de los casos se tradujo como una disminucién en su CMI. Sin
embargo, las cepas mds interesantes son las de A. fumigatus, ya que esta es la especie que mds
frecuentemente causa Al. Como ya se observé en el ensayo de microdilucién, las CMI de las
formulaciones micelares fueron menores que las de la materia prima. El ensayo de difusién
respaldd los resultados de CMIs al obtener halos de inhibicién mayores.

Algunos autores han propuesto modelos para correlacionar los valores obtenidos de
CMI con el tamafio de los halos de inhibicién [275279]. Mediante una regresién lineal
establecieron una conexién entre la transformacién logaritmica de los valores de CMI y el
didmetro de los halos de inhibicién. En este trabajo se hizo lo mismo con los resultados
obtenidos en las cepas de A. fumigatus, ya que era la especie cuyo estudio tenia mas interés.
Se calcularon los logaritmos neperianos de los valores de CMI obtenidos con el método de
microdilucién y mediante una regresién lineal se correlacionaron con los didmetros de los
halos de inhibicién. El coeficiente de determinacién obtenido fue R? = 0,724, valor muy similar

al que obtuvieron los autores que desarrollaron estos modelos [273 279].

-1,2 -

-1,4 - o ®@QO0

- 1,6 T T T T T 1
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Didmetro del halo de inhibicién (mm)

Figura 35: Grafica de la correlacién entre los logaritmos neperianos de las CMI y los didmetros de los
halos de inhibicién de los hongos del género Aspergillus. Ecuacién de la recta de regresion:
Ln CMI = -0,165 - didmetro del halo + 2,449. Coeficiente de determinacién: R* = 0,724.

En la Figura 36 aparecen representados los resultados de Candida spp.

148



4. Resultados - Sensibilidad in vitro

En las C. auris (FMR 17034) y C. tropicalis (FMR 14603) no se observaron halos de
inhibicién con ninguna de las formulaciones, por lo que fueron consideradas cepas
resistentes y no se tuvieron en cuenta para representar los resultados en la gréfica. Al
contrastar estos resultados con el ensayo de microdilucién pudo observarse que estas cepas
presentaron las CMIs mds altas para todas las formulaciones, por lo que se concluyé que se
trata de cepas resistentes.

Los halos de inhibicién obtenidos con la formulacién DS-1:3 fueron similares a los de
la materia prima en C. tropicalis y C. parapsilosis. Se observé un ligero aumento del didmetro
en C. auris (26,27 + 1,80 mm frente a 24,83 *+ 0,83 mm) y una pequefia disminucién en C. krusei
(28,77 £ 1,75 mm frente a 30,15 + 1,20 mm). Igual que ocurria en Aspergillus spp., estos cambios
en los halos de inhibicién no supusieron ninguna diferencia en los valores de CMI de la

materia prima y DS-1:3.

3517 M®WVCZMP mDS-1:3 mSM-1:3:0,05 SM-1:3:0,1 M SM-1:6:0,025

[y - N N w
o (6] o 6] o

Halo de inhibicién (mm)

C. auris C. tropicalis  C. parapsilosis C. krusei

Figura 36: Gréfica de los resultados obtenidos en el ensayo de sensibilidad in vitro por el método de
difusién con hongos levaduriformes del género Candida. Resultados agrupados por especie, expresados
como el valor medio (barras de colores) + DE (barras de error).

Todos los sistemas micelares obtuvieron halos de inhibicién mayores que la materia
prima en C. auris. En los ensayos con C. parapsilosis se obtuvieron resultados muy similares a
la referencia y a DS-1:3. La Ginica formulacién que obtuvo un resultado mejor que la referencia
con C. krusei fue SM-1:3:0,05 (31,62 + 1,95 mm). Este resultado es interesante, ya que el

voriconazol estd indicado para el tratamiento de infecciones producidas por C. krusei.
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Figura 37: Fotografia de una placa de Petri con los resultados del ensayo de sensibilidad in vitro por el
método de difusién.

Discusion parcial

El voriconazol es el tratamiento de eleccién para Al, una infeccién fingica sistémica
causada por hogos filamentosos del género Aspergillus [250,281]- Por este motivo se realizaron
ensayos de susceptibilidad in vitro en varias cepas de hongos de dicho género. Dado que A.
fumigatus esla especie que mas frecuentemente causa Al [10,282], S€ presté especial atencién a
los resultados obtenidos con las cepas de esta especie. El voriconazol también esta indicado
para tratar infecciones fungicas ocasionadas por hongos levaduriformes del género Candida
[20], por lo tanto, se probaron las formulaciones también en este género. Sin embargo, no se
ahondaria més en el estudio de estos hongos levaduriformes, ya que este trabajo se centré en
los hongos filamentosos del género Aspergillus. El objetivo de este ensayo era comprobar si
gracias a los sistemas micelares se conseguia una mejora en la actividad antifingica del
voriconazol. Para ello se determinaron las CMIs mediante el método de microdilucién y se
realizé un ensayo de difusién que permitié medir los halos de inhibicién ocasionados por
cada una de las formulaciones.

Las formulaciones utilizadas para realizar este ensayo fueron el voriconazol materia
prima, la dispersién sélida SD-1:3 y los sistemas micelares SM-1:6:0,025, SM-1:3:0,05 y SM-
1:3:0,1. Los sistemas micelares SM-1:3:0,05 y SM-1:6:0,025 habian sido previamente
seleccionados con los ensayos de disolucién y caracterizacion. La formulacién SM-1:3:0,1 fue
escogida como representante de sistemas micelares con mayor proporcién de tensoactivo, ya
que en ambas formulaciones el voriconazol presentaba el mismo grado de cristalinidad y de
las dos que se habian utilizado previamente, era la que contenia mayor cantidad de

surfactante. Los resultados permitirian comprobar la influencia de la cantidad de tensoactivo
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en la formacién de micelas y en la actividad antifungica. La dispersion sélida incluida en el
ensayo fue SD-1:3 porque es la que presentaba el principio activo en estado mas cristalino, de
forma que las diferencias entre esta formulacién y los sistemas micelares serian mas
facilmente apreciables. Como en todos los ensayos, la materia prima fue utilizada como
referencia.

Los ensayos realizados sobre Aspergillus spp. se llevaron a cabo en varias cepas de las
especies A. fumigatus, A. flavus, A. terreus y A. calidoustus. Como ya se ha comentado, A. fumigatus
es la especie que causa la gran mayoria de los casos de Al [5252], por lo que los resultados de
estas cepas serian mds trascendentales y fueron los que tuvieron mas peso en el presente
trabajo. La Al también puede ser originada por A. flavus y A. terreus en menor medida [10], por
lo que se incluyeron cepas de estas especies en el estudio. Por otro lado, algunas especies de
hongos presentan resistencia intrinseca al voriconazol, que se define como la resistencia
inherente de todos o de casi todos los aislados de una especie a un principio activo sin haber
estado expuestos previamente a él. A. calidoustus estd incluida en este grupo [134], por lo que
se decidié incluir en este estudio dos cepas de dicha especie para comprobar si, mediante
cambios en la formulacién del voriconazol, se conseguia inhibir su crecimiento.

En ambas cepas de A. calidoustus se obtuvieron resultados que revelaron que su
resistencia intrinseca al voriconazol no pudo ser superada mediante la formulacién de
sistemas micelares, sin importar las proporciones de vehiculo o de surfactante. No hubo
variacion en la CMI de ninguna formulacién, siendo en todos los casos valores muy altos. En
el ensayo de difusién no se aprecié halo de inhibicién en ninguna ocasién.

En todas las cepas de A. fumigatus se consiguieron valores de CMI mas bajos con las
formulaciones micelares y halos de inhibicién mas grandes que con la materia prima y con
SD-1:3. Estos resultados fueron prometedores, pues una mayor actividad antifiingica contra
A. fumigatus supondria un tratamiento terapéutico mds eficaz de la infeccién
sistémica [283,284]. Las CMIs obtenidas con DS-1:3 tuvieron el mismo valor que las de la
referencia en todas las cepas. Se observaron diferencias en los halos de inhibicién de ambas
formulaciones, presentando un didmetro menor los de SD-1:3. Probablemente esto sea debido
a la recristalizacién del voriconazol durante el proceso de fabricacién de la dispersién sélida,
soportando los resultados de los ensayos de disolucién y de caracterizacién. En cuanto a los
sistemas micelares, todos mostraron los mismos valores de CMI entre ellos en todas las cepas.
En cambio, se apreciaron pequeias diferencias entre sus halos de inhibicién. Los valores de

CMI obtenidos con el método de microdilucién son puntos de corte a partir de los cuales no
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se detecta crecimiento fingico. Se ensayan concentraciones de antifingico fijas, marcadas
previamente por un organismo competente y se toma como resultado la concentracién del
primer pocillo en el que no se ha detectado crecimiento, aunque el valor real puede ser una
concentracién intermedia entre ese punto y la concentracién del primer pocillo en el que se
detecta crecimiento. En cambio, en el ensayo de difusién no hay puntos de corte, puesto que
alrededor del antifiingico se forma un halo en el que no se produce crecimiento del hongo y
el resultado del ensayo es el didmetro de esta zona de inhibicidn. Esto explicé por qué hubo
diferencias entre las medidas de los halos de inhibicién de las diferentes formulaciones,
aunque sus CMIs se mantuvieran iguales. En los ensayos con la cepa FMR 7738 de A. fumigatus,
los tres sistemas micelares mostraron halos de inhibicién iguales. Con la cepa FMR 10505, la
formulacién SM-1:3:0,05 obtuvo la menor zona de inhibicién, con un didmetro de 21 mm,
seguida por SM-1:6:0,025, con 23 mm de didmetro, y por tltimo SM-1:3:0,1, con un diametro
de 24 mm. Sin embargo, todas ellas tuvieron un valor de CMI dado por el ensayo de
microdilucién de 0,25 ug/mL. En realidad, los tres sistemas micelares tuvieron un valor de
CMI comprendido en el intervalo entre 0,25 ug/mL y 0,125 ug/mL (0,25 ug/mL = CMI > 0,125
ug/mL) y el didmetro de su halo de inhibicién indicé hacia qué extremo tendia el valor real
de CML. La formulacién SM-1:3:0,1 es la que detentd una menor CMI de las tres, puesto que
fue la que obtuvo un halo de inhibicién mas grande, por lo que su valor real de CMI estaria
mds préximo a 0,125 pg/mL. Por el contrario, SM-1:3:0,05 seria la formulacién con mayor
valor de CMI real y se encontraria mas cercano a 0,25 pg/mL, puesto que presentd un halo de
inhibicién mas pequefo. En los ensayos con la cepa FMR 10522, la mayor zona de inhibicién
fue la producida por SM-1:6:0,025, seguida por SM-1:3:0,05 y por ultimo SM-1:3:0,1.

Estas pequefias variaciones comentadas entre las CMIs de los sistemas micelares no
representaron grandes desigualdades en su efecto antifiingico, por lo que cantidad de
tensoactivo presente en la formulacién no fue determinante. Sin embargo, si se apreciaron
diferencias mas importantes con la materia prima y la dispersién sélida, cuyas CMIs fueron
mayores. Estos resultados estaban respaldados por el ensayo de difusién, por lo que se
concluyé que si tiene influencia la presencia de tensoactivo. Al entrar en contacto las
formulaciones con el agua, se formaron micelas que contenian las moléculas de voriconazol
en su interior. Las micelas tienen la propiedad de facilitar el paso a través de las membranas
bioldgicas de los productos que contienen, por tanto, la captacién del voriconazol por parte
de las células fungicas se vio aumentada en los sistemas micelares, disminuyendo asi su CMI

[206]- Asimismo, las células fingicas presentan bombas de eflujo que expulsan moléculas
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téxicas del interior celular [143144]. Al penetrar en la célula, las moléculas de voriconazol
estaban incluidas en el interior de las micelas, lo que evité que fuesen reconocidas por estas
bombas de eflujo y, por tanto, expulsadas antes de que pudiesen ejercer su accidn [2g5]. Este
es otro motivo por el que la CMI puede verse disminuida. H.R. Keldari et al. consiguieron
reducir las CMIs del voriconazol en A. fumigatus mediante la formulacién de nanoparticulas
lipidicas sélidas [¢g).

Esta misma explicacién se aplicé a las diferencias entre las CMI del resto de cepas de
Aspergillus spp., asi como en los hongos levaduriformes del género Candida. Ademas de la
entrada facilitada de las moléculas de fAirmaco en el interior de las células [236,287], estos

hongos presentan también bombas de eflujo como mecanismos de defensa [145-147 28]
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Ensayos in vivo

Farmacocinética

En la Figura 38 se representan los perfiles farmacocinéticos del voriconazol materia

prima, SM-1:3:0,05 y SM-1:6:0,025.
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Figura 38: Grificas de los perfiles farmacocinéticos de las formulaciones utilizadas en el ensayo in vivo
de dosis tinica de 40 mg/kg con ratas Wistar.

Como referencia se tomd el voriconazol materia prima. En la Tabla 37 se muestran los
principales pardmetros farmacocinéticos en plasma.

En todos los casos la concentracién de voriconazol en plasma 24 horas después de la
administracién de la dosis estuvo por debajo del limite de cuantificacién, por lo que los
resultados se designaron como cero.

Los valores de tmax fueron diferentes para cada una de las formulaciones (4, 6 y 8
horas para la materia prima, SM-1:3:0,05 y SM-1:6:0,025 respectivamente). Sin embargo, los
valores de Cyyax fueron similares en todos los casos.

El voriconazol materia prima y SM-1:3:0,05 tuvieron perfiles semejantes durante las

primeras 4 horas, aunque el sistema micelar mostré una concentracién mayor transcurridas
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6 horas, con la consecuente mejora en la biodisponibilidad con respecto a la referencia, tal
como se reflejé en los valores de AUC_24.

Sin embargo, el hecho més notable fue la diferencia entre la curva de la formulacién
SM-1:6:0,025 y las otras formulaciones. Los valores de voriconazol en plasma fueron
significativamente menores durante las 6 primeras horas, incrementdndose a las 8 horas y
alcanzando su Cyax en este punto. A pesar de esto, el valor de AUCy24 de la formulacién con
mayor cantidad de manitol - SM-1:6:0,025 (116,39 + 16,15 h-ug/mL) - fue similar al dato del
voriconazol materia prima (117,35 + 23,52 hjug/mL) y solamente una ligera mejora fue

observada en la formulacién SM-1:3:0,05 (135,13 + 34,44 h-ug/mL).

VCZ MP SM-1:3:0,05 SM-1:6:0,025

AUCyg(hug/mL) 62,48+7,93 68,15+11,37 49,37 6,79
AUCg.24 (hug/mL) 117,35+ 23,52 135,13 34,44 116,39 £ 16,15

tmax (h) 4 6 8

Cmax (pug/mL) 9,48 +1,16 9,54+1,79 8,38 +0,48
C4 (ug/mL) 9,48 £1,16 9,29+ 1,83 7,49 + 1,45
Co,5 (ug/mL) 4,17 £0,41 5,96 + 1,19 1,64 £ 0,27

Tabla 37: Pardmetros farmacocinéticos obtenidos en el ensayo in vivo de dosis Unica con ratas Wistar.
AUC,g = 4rea bajo la curva desde el momento de la administracién de la dosis hasta las 8 horas del
ensayo. AUC.,, = drea bajo la curva desde el momento de la administracién de la dosis hasta las 24
horas del ensayo. ty,x = tiempo en el que se alcanza la concentracién maxima de voriconazol obtenida
en plasma. Cp,, = valor de la concentracién méaxima de voriconazol alcanzada en plasma. C, = valor de
la concentracién de voriconazol en plasma 4 horas después de la administracién de la dosis. Cy 5 = valor
de la concentracién de voriconazol en plasma media hora después de la administracién de la dosis.

Biodistribucién

Dosis tnica

Las formulaciones utilizadas fueron las mismas que en el ensayo de farmacocinética:
voriconazol materia prima, que se tomé como referencia, SM-1:3:0,05 y SM-1:6:0,025. Los
niveles de voriconazol obtenidos en los diferentes drganos se expresaron como pg de
voriconazol por g de érgano. No se detectd presencia del firmaco en el cerebro en ninguna
de las formulaciones. Las concentraciones en higado, pulmones y rifiones estdn

representadas en la Figura 39.
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No hubo cambios significativos en la concentracién en los pulmones entre SM-
1:6:0,025 y la materia prima (1,92 + 0,35 y 2,01 * 0,24 ug/g respectivamente), sin embargo, los
resultados para SM-1:3:0,05 fueron més altos en este 6rgano (4,78 + 1,69 ug/g). Las diferencias
entre las concentraciones en el higado fueron significativas en todos los casos. La cantidad
de voriconazol fue mucho més alta en las ratas tratadas con la materia prima (12,78 + 1,21
ug/g) en comparacién con las dos formulaciones micelares; supuso el doble de concentracién
que con la formulacién SM-1:3:0,05 (5,29 * 0,74 ug/g) y casi cinco veces superior que en el
caso de SM-1:6:0,025 (2,81 * 0,69 ug/g). En cuanto a los rifiones, la concentracién alcanzada
en la materia prima y en SM-1:3:0,05 fue similar (4,98 *+ 0,54 ug/g y 5,36 * 0,27 ug/g

respectivamente), mientras que los niveles con SM-1:6:0,025 fueron mds bajos (2,58 + 0,06

ug/g).

mVCZMP ®SM-1:6:0,025 ™ SM-1:3:0,05

12 A

10 A

C (ug VCZ/g érgano)

Pulmones Higado Rifiones

Figura 39: Gréfica de los resultados obtenidos en el ensayo de biodistribucién de dosis tnica 24 horas
después de la administracién de una dosis de 40 mg/kg a ratas Wistar. Resultados expresados en ug de
voriconazol por cada gramo de érgano como la concentracién media + DE (n = 6). ** = valor de p < 0,01
respecto a la referencia (materia prima).

Cpulmones (pg/ g) Chigado (}lg/ g) Crifiones (}lg/ g)

VCZ MP 2,01+0,24 12,78 +1,21 4,98 + 0,54
SM-1:6:0,025 1,92 £ 0,35 2,81 £ 0,69 2,58 0,06
SM-1:3:0,05 4,78 +1,69 5,29 + 0,74 5,36 + 0,27

Tabla 38: Concentraciones obtenidas en los 6rganos en el ensayo de biodistribucién de dosis tnica 24
horas después de la administracién de una dosis de 40 mg/kg a ratas Wistar. Resultados expresados en
ug de voriconazol por cada gramo de érgano como la concentracién media + DE (n = 6). Cpyimones =
concentracioén en los pulmones. Chgado = concentracién en el higado. Cyigones = concentracion en los
rifiones.
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Dosis multiple

Este ensayo se llevé a cabo con la formulacién SM-1:3:0,5 y el voriconazol materia
prima utilizado como referencia. Los resultados se expresaron de la misma forma que en la
biodistribucién con dosis tnica. La Figura 40 muestra la grafica de los resultados de la
biodistribucién tras la administracién de dos dosis. En la Figura 41 se representan los
resultados tras la administracion de diez dosis. La Tabla 39 recoge los valores de las

concentraciones obtenidas.

Ccerebro (}Jg/ g) Cpulmones (pg/ g) Chigado (pg/ g) Crifiones (pg/ g)
VCZ MP 2 dosis 17,25+ 3,24 20,47 £ 2,49 50,36 + 7,21 27,23 £5,40

SM-1:3:0,05 2 dosis 33,67 £ 4,76 28,06 + 3,78 48,06 £ 2,57 28,66 £ 1,06
VCZ MP 10 dosis 17,49 + 1,91 24,42 + 3,00 60,53 + 7,38 30,89 £ 6,89
SM-1:3:0,05 10 dosis 31,84 + 3,29 31,47 £ 0,86 48,32+8,99 34,55%3,75

Tabla 39: Concentraciones obtenidas en los érganos en el ensayo de biodistribucién de dosis multiple
4 horas después de la administracién de la tlltima dosis de 30 mg/kg a ratones OF-1 inmunosuprimidos.
Resultados expresados en pg de voriconazol por cada gramo de érgano como la concentracién media
+ DE (n = 5). Cerebro = concentracién en el cerebro. Cpulmones = concentracién en los pulmones. Chigado =
concentracién en el higado. Cyizones = concentracién en los rifiones.
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Figura 40: Grafica de los resultados obtenidos en el ensayo de biodistribucién dosis multiple tras la
administracién de dos dosis, 4 horas después de la administracién de la tltima dosis de 30 mg/kg a
ratones OF-1 inmunosuprimidos. Resultados expresados en pg de voriconazol por cada g de érgano
como la concentracién media + DE (n = 5). * = valor de p < 0,05 respecto a la referencia (materia prima).
** = valor de p < 0,01 respecto a la referencia (materia prima).
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La cantidad de firmaco que alcanzé el cerebro fue diferente para ambas
formulaciones, siendo la formulacién micelar SM-1:3:0,05 la que obtuvo niveles mds altos. No
hubo cambio entre los valores de la administracién de dos dosis y la de diez dosis.

La concentracién de voriconazol en los pulmones fue mds alta con el sistema micelar
tras la administracién de dos dosis. Los niveles alcanzados tras diez dosis revelaron que el
voriconazol se acumulé en este érgano, ya que en ambos casos la concentracién hallada fue
superior a la que habia en los ratones que recibieron dos dosis de tratamiento. La cantidad de

principio activo almacenada siguié siendo superior con la formulacién micelar.

70 BVCZMP B SM-1:3:0,05

C (ug VCZ/g érgano)
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Figura 41: Gréfica de los resultados obtenidos en el ensayo de biodistribucién dosis mdltiple tras la
administracién de diez dosis, 4 horas después de la administracién de la tltima dosis de 30 mg/kg a
ratones OF-1 inmunosuprimidos. Resultados expresados en ug de voriconazol por cada g de érgano
como la concentracién media + DE (n = 5). * = valor de p < 0,05 respecto a la referencia (materia prima).

Los niveles de voriconazol en el higado fueron similares en las dos formulaciones tras
la administracién de dos dosis. Sin embargo, transcurridos cinco dias de tratamiento, la
materia prima se acumuld en este drgano, mientras que con la formulacién SM-1:3:0,05, los
niveles de voriconazol se mantuvieron constantes. La acumulacién y las altas
concentraciones de voriconazol en el higado pueden producir dafio hepdtico. Se valord
visualmente el estado de los higados. En la Figura 42 aparecen las fotos de un higado de cada
grupo (control, referencia y nueva formulacién) tras la administracién de dos dosis y en la
Figura 43 aparecen las fotos de los higados tras recibir diez dosis. Con la administracién de
dos dosis, los higados de los ratones del grupo referencia tuvieron un aspecto sanguinolento,
presentando un color rojo intenso. Los higados de los ratones tratados con la formulacién

SM-1:3:0,05 fueron de un color ligeramente mas oscuro que los del grupo control. Tras la
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administracién de diez dosis, las diferencias entre los higados fueron mas obvias. Los ratones
del grupo tratado con la formulacién SM-1:3:0,05 presentaron higados similares a los del
grupo control, entre los que no se apreciaron diferencias visuales. Los higados de los ratones
tratados con la materia prima tuvieron un color mucho mas claro y presentaron una textura
granulosa.

Los rifiones de los ratones de ambos grupos presentaron niveles de voriconazol muy
similares tras la administracién de dos dosis de voriconazol. Sin embargo, tras diez dosis, la
formulacién SM-1:3:0,05 mostrd niveles mas altos, revelando una mayor acumulacién en este

érgano.

Figura 42: Fotografias de higados de los ratones tras la administracién de dos dosis. A la izquierda el
higado de un ratén del grupo control tratado con placebo, en el centro el higado de un ratén del grupo
referencia tratado con la materia prima y a la derecha el higado de un ratén del grupo de la nueva
formulacidn tratado con SM-1:3:0,05.

Figura 43: Fotografias de higados de los ratones tras la administracién de diez dosis. A la izquierda el
higado de un ratén del grupo control tratado con placebo, en el centro el higado de un ratén del grupo
referencia tratado con la materia prima y a la derecha el higado de un ratén del grupo de la nueva
formulacidn tratado con SM-1:3:0,05.

Discusion parcial

Se llevaron a cabo ensayos in vivo de farmacocinética y biodistribucién. El estudio de

farmacocinética permitié conocer la evolucién de la concentracién del firmaco en sangre a
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lo largo del tiempo. Con los estudios de biodistribucién se pudo conocer la concentracién de
voriconazol en los distintos érganos y su acumulacién en los mismos. Se estudiaron los
sistemas micelares seleccionados anteriormente, SM-1:3:0,05 y SM-1:6:0,025, y se utilizé el
voriconazol materia prima como referencia.

Para la realizacidn del estudio de farmacocinética se les administré a los animales una
dosis unica de 40 mg/kg por via oral. Los perfiles farmacocinéticos de SM-1:3:0,05 y de la
materia prima fueron similares durante las primeras 4 horas. A partir de ese punto la materia
prima empezd a ser eliminada del organismo mientras que la formulacién micelar se
mantuvo hasta las 6 horas y es ahi cuando comenz6 a disminuir su concentracién. A pesar de
revelar niveles semejantes durante las primeras 4 horas, la formulacién SM-1:3:0,05 consigui6
mantener concentraciones mas altas que las de la referencia durante el resto del ensayo. Esto
se tradujo en un valor superior de AUCy-24, 0 lo que es lo mismo, una mayor biodisponibilidad.
Resultados similares a los obtenidos con el voriconazol materia prima han sido publicados
previamente por otros autores [141,232]. Por otro lado, la formulacién SM-1:6:0,025 mostré
niveles inferiores a los de la referencia durante las primeras 6 horas del ensayo presentando
un incremento a las 8 horas. Este no era el resultado esperado, ya que los ensayos de
disolucién in vitro sugerian mayores concentraciones plasmdticas y una mejor
biodisponibilidad. La presencia de grandes cantidades de manitol, un azicar que se absorbe
de forma lenta e incompleta, probablemente incremento la presién osmética en el intestino,
atrayendo agua hacia el lumen, lo que result6 en una disminucién en la absorcién del firmaco
[289,200)- Mediante los calculos de los valores de AUCy. 24 de todas las formulaciones se observé
que, a pesar de las diferencias en los perfiles, la materia prima y SM-1:6:0,025 presentaron la
misma biodisponibilidad y la formulacién SM-1:3:0,05 mostré un incremento respecto a las
anteriores. Las micelas tienen la propiedad de aumentar el tiempo de residencia de un
principio activo en el organismo al prevenir su eliminacién y protegerlo de la degradacién y
el metabolismo, factores que conllevan a una mayor biodisponibilidad [203206]. Veloso,
D.F.M.C. et al. [246] obtuvieron valores superiores de AUC.24 de voriconazol administrado por
via intravenosa mediante la formulacién de liposomas. Otros autores han utilizado las
micelas como estrategia para aumentar la biodisponibilidad de diferentes firmacos z01-295).

Los mismos animales utilizados en el estudio de farmacocinética fueron sacrificados
24 horas después de la administracién de la dosis tinica de 40 mg/kg para cuantificar los
niveles de voriconazol en los diferentes érganos. La concentracion de fAirmaco presente en

un érgano ha sido relacionada con su efecto antifiingico local [129,296,297]-
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No se detectaron niveles de voriconazol en el cerebro. Esto no quiere decir que el
principio activo no alcanzase el érgano, sino que, tras 24 horas, la cantidad que hubiera
podido acceder al cerebro ya se habia eliminado [295-300]. Serian necesarios mas ensayos de
biodistribucién para comprobar si realmente el voriconazol penetré en el cerebro.

En la mayoria de los casos, los pulmones son la via de entrada del hongo al organismo,
siendo estos el 6rgano mas afectado [301], por lo que es importante conseguir una eficacia alta
en este nivel, ya que los microorganismos se acumulan ah{ hasta que la infeccién se disemina.
Si se consiguiesen alcanzar cantidades altas de fAirmaco en los pulmones, se facilitaria la
eliminacién de los hongos [13,302-304]. Las concentraciones de materia prima y de SM-1:6:0,025
en este organo fueron muy similares, por lo que ambas formulaciones tendrian la misma
eficacia en los pulmones en el tratamiento la infeccién. Los niveles superiores obtenidos con
SM-1:3:0,05 sugirieron que el efecto local serfa mayor con esta formulacién [24524¢]. Las
micelas tienen la propiedad ampliar la liberacién pulmonar de los principios activos,
probablemente por la mayor presencia de macréfagos en este drgano [3os]. Estudios previos
con sistemas micelares de diferentes principios activos han mostrado modificaciones en la
biodistribucién con acumulacién en el tejido pulmonar [306 307]-

La concentracién de voriconazol en el higado es igualmente trascendental, ya que la
reaccién adversa mas preocupante de este farmaco es la hepatotoxicidad que ocasiona
[102,105]- NO se conoce exactamente el mecanismo por el que se produce la toxicidad hepatica,
no obstante, se ha asociado al estrés oxidativo producido por la conjugacién directa de los
metabolitos de voriconazol con los hepatocitos, haciéndose estos disfuncionales [30g].
También se ha relacionado con la alteracién de las funciones mitocondriales que conllevan a
una produccién masiva de ROS [308-310] La toxicidad ocasionada en el higado ha sido
ampliamente asociada a altos niveles séricos del principio activo por la facilidad de la toma y
el analisis de la muestra [g3,106,311,312] ¥ ha sido demostrado que el dafio hepatico depende de
la exposicidn al principio activo [79313314], por lo que la acumulacién de voriconazol en este
drgano podria acelerar el efecto hepatolesivo. La materia prima presenté niveles elevados de
principio activo en el higado. La cantidad acumulada se redujo a la mitad en la formulacién
SM-1:3:0,05 y a una cuarta parte en la formulacién SM-1:6:0,025. Las formulaciones que
presentaron menos cantidad de voriconazol en el higado se podrian asociar a una menor
incidencia de la toxicidad hepatica, lo que podria permitir un aumento en el tiempo de

muestreo para su monitorizacién, actualmente recomendada cada 2-3 dias [3].
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En los rifiones la materia prima y SM-1:3:0,05 obtuvieron niveles semejantes de
voriconazol, disminuyéndose con SM-1:6:0,025 la acumulacién en este érgano. El efecto local
renal es importante en el caso de todas las infecciones diseminadas, ya que, al filtrarse la
sangre durante el proceso fisiolégico normal, los microorganismos se acumulan en los
rifiones, infestando el 6rgano [315 316]. Al conseguir niveles altos de firmaco se facilitaria que
se alcanzase la CMlI y, por lo tanto, la eliminacién de los hongos. A la vista de estos resultados,
podria decirse que la materia prima y SM-1:3:0,05 tendrian el mismo efecto local, mientras
que SM-1:6:0,025 no seria igual de efectivo a este nivel.

Como ha sido probado previamente y reportado por otros autores, la biodistribucién
de un farmaco puede ser modificada mediante el uso de sistemas micelares [203305,317,318]-
Teniendo en cuenta de las concentraciones alcanzadas en los drganos ensayados, se podria
confirmar que la formulacién mas efectiva era SM-1:3:0,05, debido a los niveles superiores
alcanzados en los pulmones, el 6rgano diana de la AL El efecto hepatotéxico se veria reducido
debido a la baja concentracién de voriconazol en el higado, mientras que se mantendria el
mismo efecto terapéutico que la referencia en los rifiones. Ademas, el valor mas alto de
AUCy-24, y por tanto de biodisponibilidad, se consiguié con la formulacién mencionada. Por
estos motivos esta formulacién fue la seleccionada para llevar a cabo los estudios de
biodistribucién con dosis multiple.

En este ensayo los animales fueron sacrificados 4 horas después de la administracién
de la tltima dosis, lo que permitié conocer la biodistribucién inmediata del farmaco al inicio
del tratamiento (dos dosis) y tras la administracién de maltiples dosis (diez dosis). Fue hallado
voriconazol en el cerebro en ambos grupos de ratones. Los niveles fueron similares con dos y
con diez dosis, lo que hizo pensar que el voriconazol era eliminado del cerebro en un tiempo
inferior a 12 horas, ya que este es el intervalo de administracién, no produciéndose una
acumulacidn en este drgano a pesar de que se hubieran administrado dosis mdltiples. Este
resultado confirmé la hipédtesis de que el principio activo si alcanzé el cerebro en el ensayo
de biodistribucién de dosis unica, pero fue eliminado antes de que se produjese el sacrificio
de los animales, 24 horas después de la administracién de la dosis, por lo que no se detectd
voriconazol en el andlisis. La formulacién micelar obtuvo niveles considerablemente mas
altos. La aspergilosis cerebral tiene lugar cuando el patdgeno alcanza el cerebro, lo que ocurre
con cierta frecuencia, y presenta una mortalidad cercana al 100% [15]. Una pobre penetracién
de antifingico en el cerebro conlleva un prondstico adverso de la enfermedad [13 319]. Por ello,

es determinante que el voriconazol alcance el cerebro y se consigan niveles elevados que
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permitan inhibir el crecimiento flingico [76320). Las elevadas concentraciones que se
alcanzaron con la formulacién SM-1:3:0,05 hicieron pensar en un prondstico mas optimista
para el tratamiento de la aspergilosis cerebral.

En los pulmones también se encontraron concentraciones mayores de voriconazol
con la formulacién micelar, confirmando los resultados de dosis tnica. En este caso si que se
produjo una acumulacién de firmaco a medida que se administraron dosis, tanto con la
materia prima como con la formulacién micelar. El efecto antifingico conseguido por la
formulacién SM-1:3:0,05 en los pulmones, érgano diana de la Al, seria mayor que con la
materia prima.

Los niveles hepaticos fueron muy similares durante el primer dia. En la observacién
visual de los higados, los 6rganos de los ratones tratados con ambas formulaciones
presentaron un color mas oscuro que los del grupo control. Esto podria ser debido a la
respuesta inflamatoria producida por el voriconazol [308,310]. Los higados del grupo referencia
presentaron un color més intenso y aspecto sanguinolento, lo que hizo pensar que la
inflamacién fue superior. Tras la administracién de diez dosis, el voriconazol comenzé a
acumularse en el higado de los ratones tratados con la materia prima, mientras que con la
formulacién micelar se mantuvieron los niveles practicamente constantes. Las diferencias
entre los higados fueron mas evidentes. Los del grupo de la formulacién micelar fueron muy
similares a los de los controles, un color ligeramente mas claro, posiblemente producido por
cierto dafio hepatico. No obstante, los ratones del grupo referencia presentaron higados de
un color muy claro y con granulos en su interior, probablemente debido a la presencia de
células inmunitarias [s).

Los rifiones obtuvieron niveles muy similares en los dos grupos tras la administracién
de dos dosis. Sin embargo, la acumulacién en este érgano fue ligeramente superior con la
formulacién micelar tras la administracién de diez dosis, por lo que el efecto antifingico seria
superior.

Las mejoras en la farmacocinética y una biodistribucién mas selectiva a los érganos
mas afectados por la infeccién podrian incrementar la eficacia del tratamiento [246]. La
formulacién que present? las caracteristicas mas adecuadas fue SM-1:3:0,05. Esta formulacién

micelar seria un buen candidato para llevar a cabo el tratamiento de la Al
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5. Discusién

La finalidad de este trabajo era el desarrollo de sistemas micelares de liberacién
rapida de voriconazol para un tratamiento de la Al mads eficaz y seguro. Para ello se
formularon multiples candidatos y, mediante los ensayos realizados, se fueron descartando
hasta seleccionar la formulacién que present¢ las caracteristicas mas adecuadas.

El voriconazol es el tratamiento de eleccién en Al [50], sin embargo, la mortalidad
sigue siendo alta a pesar de la terapia [321,322] y el ratio de respuesta clinica al antifiingico
ronda el 60% [14]. Este principio activo presenta baja solubilidad en agua, factor limitante en
su eficacia [263,323]. Estos problemas pueden ser resueltos mediante el desarrollo de nuevas
formulaciones como las dispersiones sdlidas [s2,324], una de las estrategias mas utilizadas para
incrementar la solubilidad y biodisponibilidad de principios activos poco hidrosolubles
[153,249,325,326]- LOs sistemas micelares son un tipo de dispersién sélida compuestos por uno o
varios principios activos, un vehiculo y un surfactante o mezcla de surfactantes. Los
tensoactivos aumentan la humectabilidad de la formulacién y disminuyen la recristalizacién
de los principios activos, lo que incrementa su velocidad de disolucidn [156327]. Ademas,
tienen la propiedad de formar micelas [328,329], que aportan ventajas como la mejora de la
solubilidad y la velocidad de disolucién de principios activos hidréfobos, el aumento de la
biodisponibilidad, la modificacién de la biodistribucién y la atenuacién de la toxicidad
[203,204,330]- Por tanto, se decidié emplear este procedimiento para solventar la problematica
asociada al voriconazol.

Se desarrollaron varios métodos analiticos para la cuantificacién del voriconazol, que
pueden clasificarse en dos tipos: métodos espectrofotométricos y método de HPLC. En los
primeros se utilizé una adaptacién matematica que, mediante la medida de la curvatura del
espectro, permitié mejorar la selectividad y sensibilidad del método, la espectroscopia de
segunda derivada [211,212]. Fueron utilizados para analizar las muestras de los ensayos in vitro,
mientras que el método de HPLC se usé para el andlisis de las muestras bioldgicas. Se realizé
una validacién de todos los métodos analiticos utilizados, validdndose por separado los
métodos espectrofotométricos con cada uno de los medios de disolucién con los que se
trabajé. Todos los métodos demostraron tener caracteristicas adecuadas de especificidad,
linealidad, exactitud, precisién, rango y robustez.

Mediante el método de evaporacién del solvente se elaboraron dispersiones sélidas y
sistemas micelares con diferentes excipientes con los que se tenia experiencia previa. Los
ensayos de disolucién permitieron escoger los componentes mdas idoneos. Estos fueron

manitol, utilizado como vehiculo, y polisorbato 80, un tensoactivo no idnico. Mediante
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nuevos ensayos de disolucidn se seleccionaron las proporciones de excipientes con las que se
iba a trabajar.

Elegidos los candidatos, se realizé un estudio de disolucién de todos ellos en medios
con diferentes pHs para conocer sus curvas de disolucidn. Se estudiaron también los perfiles
de la materia prima, la formulacidon recristalizada, las mezclas fisicas y las dispersiones
sélidas sin surfactante. En todos los casos la velocidad de disolucién disminuyé a medida que
aument? el pH, fenémeno ya conocido [222]. Las mismas formulaciones fueron sometidas a los
ensayos de SEM, difraccién por rayos X y DSC para ser caracterizadas y conocer el estado
fisico del voriconazol dentro de cada una de ellas.

El voriconazol recristalizado exhibié perfiles de disolucién lentos en todos los medios
en comparacién con la materia prima. Sus microfotografias mostraron cristales geométricos
y el ensayo de rayos X revel6 un elevado grado de cristalinidad. Sin embargo, su valor de
entalpia de fusién no fue tan alto como cabria esperar.

Las mezclas fisicas mostraron perfiles mas rapidos que la materia prima. Este hecho
se debid a que las particulas de voriconazol estaban adsorbidas en la superficie del manitol,
lo que evitd que se aglomerasen al entrar en contacto con el medio de disolucién
aumentdndose la superficie de contacto [331].

En las dispersiones sélidas, el voriconazol pudo sufrir cambios en su estructura
durante el proceso de fabricacién, pasando a un estado mas amorfo [26s]. Este hecho, unido a
la mayor superficie de contacto de sus particulas por estar adsorbidas sobre el vehiculo, se
puso de manifiesto a través de perfiles de disolucién mas rapidos en la formulacién DS-1:6.
Sin embargo, las curvas de DS-1:3 fueron mds lentas de lo esperado, llegando a caer por debajo
de la de la materia prima en el medio con pH 6,8, lo que hizo pensar que el voriconazol pudo
haber sufrido una cristalizacién durante el proceso de fabricacion. Los resultados de los
ensayos de caracterizacién confirmaron esta sospecha. Con la formulacién DS-1:6 se
obtuvieron los resultados esperados en el ensayo de DSC, una disminucién de la temperatura
de fusién y una entalpia también menor que la de la materia prima, corroborando la menor
cristalinidad del voriconazol. La formulacién DS-1:3 manifesté una temperatura de fusién
menor que la materia prima, pero su valor de entalpia de fusién fue muy semejante al de la
referencia. El proceso de cristalizacién implica una reordenacién de las moléculas del
material, cuya capacidad de movilidad puede verse facilitada por la presencia de un medio
liquido [275332]. El proceso de fabricacién de DS-1:3 se realizé en dos etapas. En la primera, el

principio activo se disolvié en etanol a concentracién de saturacidén. Esta solucién fue
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adsorbida sobre el vehiculo y el solvente fue eliminado por evaporacién. En el segundo paso
que se llevé a cabo, una segunda solucién saturada fue adsorbida sobre las particulas de
manitol con voriconazol obtenidas previamente. En ese momento el voriconazol pasé a estar
en un estado supersaturado pudiendo producirse la cristalizacién [155273), ademas, las
moléculas de voriconazol adsorbidas previamente sobre el manitol podrian actuar como
nucleos cristalinos [274]. Al estar en presencia de un medio liquido, las moléculas del principio
activo ganaron movilidad, sufriendo una reordenacién y dando lugar al crecimiento de los
cristales [276,333]-

Los sistemas micelares mostraron perfiles de disolucién rapidos, sin grandes
diferencias entre ellos. La presencia del tensoactivo en las formulaciones incrementé la
humectabilidad de las particulas, lo que aceleré el proceso de disolucién [164,327,334]- Las
microfotografias de estas formulaciones evidenciaron diferentes morfologias superficiales en
funcidén de la cantidad de surfactante. A medida que aumentd la proporcién de tensoactivo,
las superficies de las particulas se mostraron primero rugosas, a continuacién, con fibrillas
de Tween 80 y, por dltimo, recubiertas por una pelicula fina y lisa. En el ensayo de DSC se
alcanzaron temperaturas de fusién mas bajas que en las demds formulaciones y los valores
de entalpia dependieron, nuevamente, de la proporcién de surfactante. Las formulaciones
con mas surfactante obtuvieron valores de entalpia mas bajos. Valores bajos de temperatura
y entalpia de fusién indican un estado mas amorfo del principio activo [157,335]. Sin embargo,
estos cambios en el estado fisico del voriconazol entre los distintos sistemas micelares no
fueron relevantes en sus velocidades de disolucién, por lo que se seleccionaron las
formulaciones con menor cantidad de tensoactivo de cada una de las proporciones de
vehiculo (SM-1:3:0,05 y SM-1:6:0,025), ya que los surfactantes pueden dar lugar a irritacién
de la mucosa gastrica y cierta toxicidad a grandes dosis [336-335]. Los polisorbatos en general,
y entre ellos el Tween 80, estan considerados como tensoactivos seguros por su baja toxicidad
y su grado de biodegradacion [209,339]. También hay que destacar el hecho de que no existieron
grandes diferencias entre los resultados de los ensayos de caracterizacién de los sistemas
micelares, independientemente de la proporcién de manitol, cosa que si ocurria con las
dispersiones sélidas. En DS-1:3 se producia una cristalizacién parcial del principio activo
debido al doble paso de disolucién del voriconazol y evaporacién del solvente realizado
durante el proceso de fabricacién. Los sistemas micelares con esta proporcién de vehiculo
también fueron elaborados en dos etapas y, a pesar de ello, no ocurrié la cristalizacién del

principio activo. Esto se debié a que el surfactante previno dicha cristalizacién, dando lugar
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asi al voriconazol en estado amorfo. Es mds, los tensoactivos mejoran tanto el perfil de
disolucién como la estabilidad fisica y quimica del principio activo y pueden incrementar la
miscibilidad entre la sustancia activa y el vehiculo reduciendo asf la recristalizacién [155].

Se realizaron ensayos de sensibilidad in vitro para comprobar en qué grado afectaba
la formulacién a la CMI del voriconazol. Las pruebas se hicieron con hongos filamentosos del
género Aspergillus y hongos levaduriformes del género Candida. Se utilizaron dos métodos
para llevar a cabo el ensayo, el de microdilucién y el de difusién. En todos los casos, las CMIs
obtenidas con los sistemas micelares fueron iguales o menores que las de la materia prima.
Al entrar en contacto los sistemas micelares con el medio acuoso, el Tween 80 formé micelas
que contenian voriconazol en su interior (CMC = 0,0150 mM) [209]- Las micelas tienen la
propiedad de atravesar las membranas bioldgicas facilmente, por lo que su entrada en las
células fingicas se vio mejorada, incrementandose, por tanto, la captacién del principio
activo. Al penetrar una mayor cantidad de antifingico en el interior celular, se produjo la
inhibicién del crecimiento con una menor concentracién de firmaco en el medio. Este hecho
se tradujo en valores de CMI mds pequefios en los sistemas micelares que en la materia prima
[340,341]- Otro factor que pudo ayudar en la disminucién de las CMIs fue la evasién de los
mecanismos de defensa de las células fingicas ante elementos téxicos. Estas células poseen
bombas de eflujo, que son proteinas transmembrana encargadas de expeler diferentes
moléculas al exterior, evitando asi que se acumulen sustancias dafiinas y alcancen niveles
letales [143-145). Las bombas se activan al reconocer el sustrato téxico, que es expulsado
[146-148]- En las nuevas formulaciones, al encontrarse el voriconazol encapsulado en el interior
de las micelas, se evitaria su reconocimiento por las bombas de eflujo y, por tanto,
permaneceria en el interior de la célula posibilitandose la unién con su diana, la lanosterol
14a-desmetilasa, e impidiendo el crecimiento fiingico [6s,286,342]. La obtencién valores de CMI
mas bajos es un resultado esperanzador, especialmente en todas las cepas de A. fumigatus, ya
que esta especie es la principal causante de la Al [5 2g5].

Se determinaron los perfiles farmacocinéticos de las formulaciones SM-1:3:0,05 y
SM-1:6:0,025, utilizando la materia prima como referencia, igual que anteriormente. Para
ello, se trabajé con ratas a las que se les administré por via oral una dosis Ginica de 40 mg/kg
[227,343] ¥ se tomaron muestras de sangre en los tiempos fijados. Los animales fueron
sacrificados 24 horas después de la administracion de la dosis [344] y se extrajeron sus
cerebros, pulmones, higados y rifiones para analizar la concentracién de voriconazol que

contenfan y asi{ determinar la biodistribucién tras una tnica dosis. Para evaluar la
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biodistribucién tras la administracién de maltiples dosis se utilizaron ratones, a los que se les
cambié el agua por zumo de pomelo diluido al 50% para ralentizar el metabolismo del
voriconazol y obtener niveles detectables en los érganos [239,345-347]. A estos animales se les
administraron por via oral dosis de 30 mg/kg cada 12 horas [241], ya que es la posologia
empleada en los pacientes [77 343-350]- La mitad de los ratones de cada grupo se sacrificaron
tras recibir dos dosis de tratamiento y el resto de los animales fueron sacrificados tras la
administracién de diez dosis. En este caso el sacrificio se llevd a cabo 4 horas después de la
administracién de la tltima dosis [235 245].

En los ensayos de disolucién y caracterizacién los dos sistemas micelares utilizados
para los estudios in vivo presentaron propiedades similares, tanto en los perfiles de disolucién
como en el grado de cristalinidad del voriconazol. Sin embargo, las diferencias entre sus
perfiles farmacocinéticos fueron notables. La formulacién SM-1:6:0,025 obtuvo su tyax a las 8
horas, mientras que el tmax de SM-1:3:0,05 fue 6 horas y el de la materia prima fue 4 horas.
Los resultados de biodisponibilidad, expresados mediante los valores de AUCy.24, también
fueron diferentes entre ambos sistemas micelares. La formulacién que present6 una mayor
biodisponibilidad fue SM-1:3:0,05, que mostré concentraciones plasmaticas altas de
voriconazol en los tiempos ensayados. La formulacién SM-1:6:0,025, pese a la desigualdad con
las otras curvas farmacocinéticas, finalmente obtuvo un valor de AUCy.,4 semejante al de la
materia prima e inferior al de SM-1:3:0,05. El manitol se absorbe de forma lenta e incompleta,
por lo tanto, permanece en el intestino e incrementa la presién osmética, atrayendo agua del
organismo hacia el interior del lumen. Esto provocé un retraso en la absorcién del
voriconazol, generando la consecuente disminucién de la biodisponibilidad [2g9 290,351]. Por
esta razén, a medida que aument? la cantidad de manitol presente en las formulaciones se
incrementé el valor de tmax. En SM-1:3:0,05, el descenso en el AUCy.,4 no fue demasiado
dréstico, ya que la cantidad de manitol contenida en la formulacién era lo suficientemente
pequefia, consiguiendo mejorar la biodisponibilidad frente a la materia prima. Sin embargo,
con SM-1:6:0,025 esta reduccién en la biodisponibilidad si se hizo notable. También su tmax
sufrié un retraso considerable por la elevada proporcién de manitol. Debido a estos
resultados se seleccioné la formulacién SM-1:3:0,05 como candidata para continuar la
investigacidn. Existen resultados de biodistribucién con dosis unica de la formulacién SM-
1:6:0,025 porque los animales utilizados para el ensayo fueron los mismos que en el de

farmacocinética.
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En la gran mayoria de los casos, la Al estd ocasionada por la entrada de esporas del
hongo al organismo mediante inhalacién, siendo los pulmones el érgano mas afectado
[301,352,353]. LOS microorganismos se acumulan en el tejido pulmonar, alcanzando
concentraciones elevadas de UFCs y ocasionando dafio, hasta que la infeccién se disemina
[354,355]. Por lo tanto, es importante alcanzar concentraciones altas de voriconazol en los
pulmones para conseguir una mayor eficacia antifiingica a este nivel y facilitar la eliminacién
de los hongos [13,129,245,302]. Durante el proceso fisiolégico normal, la sangre pasa por los
rifiones para ser filtrada y eliminar asf productos téxicos [356-358]. Una vez la infeccién se ha
diseminado, al pasar la sangre por los rifiones, los hongos se acumulan en este érgano,
infestandolo [359]. Cuanto mayor sea la concentracién de voriconazol en los rifiones, mas se
aumentard el efecto local y més facil serd acabar con los microorganismos. Con cierta
frecuencia, los hongos alcanzan el cerebro produciéndose la aspergilosis cerebral [360-362]- Si
esto ocurre lo mds probable es que se produzca la muerte del paciente, ya que la tasa de
mortalidad de la aspergilosis cerebral es cercana al 100% [15319]. Si se consigue alcanzar
niveles elevados de voriconazol en el cerebro, se facilitara la eliminacién de los hongos y se
aumentaran las probabilidades de supervivencia del paciente [76,320,363]-

El voriconazol es un farmaco hepatotéxico, en el que ha sido demostrada una
dependencia entre niveles plasmaticos y toxicidad [79313,314]. Actualmente no se conoce
exactamente el mecanismo por el que se produce el dafio hepatico, pero ha sido asociado a la
disfuncién de los hepatocitos por el estrés oxidativo ocasionado por la asociacién directa del
voriconazol con estas células [30g]. La acumulacién de grandes cantidades de voriconazol en
el higado podria incrementar las lesiones producidas en este drgano.

Por lo tanto, el resultado deseado en la biodistribucién seria alcanzar niveles elevados
de voriconazol en pulmones, rifiones y cerebro y concentraciones bajas en el higado. De esta
forma, se conseguiria una mejor eficacia del tratamiento con una menor incidencia de efectos
adversos.

En el ensayo de dosis tnica no se detectaron niveles de voriconazol en el cerebro. Sin
embargo, en los ensayos de dosis multiple si se localizd. Las concentraciones obtenidas con la
administracién de dos y diez dosis fueron semejantes, por lo que se concluyé que el
voriconazol fue eliminado del cerebro en menos de 12 horas, evitdndose su acumulacién. Esto
también explicaba por qué no se hallé principio activo en el ensayo de dosis tnica, ya que la
muestra se tomd 24 horas después de la administracién de la dosis, por lo que el voriconazol

habria sido eliminado del érgano. Con la formulacién SM-1:3:0,05 se obtuvieron niveles
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considerablemente més altos que con la materia prima, lo que hizo pensar en un mejor
prondéstico ante el tratamiento de una aspergilosis cerebral [364].

En los pulmones se obtuvieron concentraciones mas altas con SM-1:3:0,05 que con la
materia prima desde la primera dosis. Aunque ambas formulaciones se acumularon en el
tejido pulmonar a medida que se fueron administrando dosis, en todos los casos los niveles
de voriconazol fueron mas altos con la formulacién micelar, por lo que la eficacia seria mayor.

En todos los animales se detect voriconazol en el higado. Este principio activo sufre
metabolismo hepatico, por lo que habra niveles en este érgano con todas las formulaciones
hasta su completa eliminacién del organismo [99 365]. Tras la administracién de una dosis, la
formulacién que obtuvo menores niveles en el higado fue SM-1:6:0,025, sin embargo, esta
formulacién ya habia sido descartada por sus malos resultados de biodisponibilidad. SM-
1:3:0,05 mostré también concentraciones menores que la materia prima, de
aproximadamente la mitad. Aunque estas diferencias no fueron tan pronunciadas en los
ensayos de dosis multiple, se observd que, a lo largo del tiempo, apenas se produjo
acumulacién con los sistemas micelares en el higado, lo que si que ocurria con la materia
prima. Ademas, se hizo un control visual de los higados de los ratones y se observé que los de
la materia prima parecian haber sufrido dafio, pues presentaron un color demasiado claro y
granulos en su interior, probablemente debido a la presencia de células inmunitarias [30s].

En los rifiones no hubo grandes diferencias. Tras la administracién de las primeras
dosis, los niveles fueron practicamente iguales con la materia prima y con SM-1:3:0,05.
Después de haber administrado diez dosis se observé que las concentraciones de la
formulacién micelar fueron ligeramente superiores que las de la referencia, lo que hizo
pensar que a lo largo del tiempo se acumularia en mayor medida con la nueva formulacién,
consiguiéndose una eficacia mayor.

Por lo tanto, se comprobé que la biodisponibilidad se puede mejorar mediante el uso
de sistemas micelares. En este trabajo se alcanzaron valores mayores de AUCg-24 con la nueva
formulacién SM-1:3:0,05, lo cual, unido a las CMIs mas bajas obtenidas con A. fumigatus,
representé un incremento en el valor del pardmetro AUC/CMI, indice que cuantifica la
relacién PK/PD y permite predecir el resultado clinico del tratamiento. El aumento en el valor
de este ratio indica a una mayor eficacia terapéutica del tratamiento [3¢6 367]. Ademas, las
diferencias en la biodistribucién hicieron pensar en mejoras en el efecto local obtenido a nivel
cerebral, pulmonar y renal, no solo por las mayores concentraciones obtenidas, sino también

porque, al presentar menores valores de CMI, la inhibicién del crecimiento fingico se veria
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mejorada [129 365]. Asimismo, la toxicidad hepatica seria menor con la formulacién micelar,

ya que se redujo la acumulacién de voriconazol en el higado [399].
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6. Conclusiones

De la realizacién de este trabajo se obtuvieron las siguientes conclusiones:

Se desarrollaron, optimizaron y validaron dos tipos de métodos analiticos para
cuantificar el voriconazol: HPLC y espectrofotometria de segunda derivada,
validandose por separado los métodos espectrofotométricos con cada uno de los
medios de disolucién con los que se trabajé in vitro. El método de HPLC se utilizé

para analizar las muestras bioldgicas.

Se elaboraron nuevas formulaciones de voriconazol de rapida disolucién
mediante la preparacién de dispersiones sélidas y sistemas micelares,
seleccionando manitol como vehiculo hidréfilo y polisorbato 80 como agente

formador de micelas.

Los ensayos de disolucién permitieron seleccionar las proporciones dptimas de
excipientes. Los perfiles obtenidos en medios con tres pHs diferentes aportaron
informacion sobre el comportamiento de las formulaciones y sus velocidades de

disolucién en medios biorrelevantes.

El voriconazol se encontraba en un estado mayormente amorfo en los sistemas
micelares desarrollados. La presencia del surfactante evitd la recristalizacién del
principio activo durante el proceso de fabricacién. En las formulaciones con
mayor proporcién de tensoactivo el voriconazol presenté menor grado de

cristalinidad.

Los sistemas micelares obtuvieron valores mas bajos de CMI que la materia prima
en las cepas ensayadas de Aspergillus fumigatus. La formacién de micelas facilité la
entrada del firmaco en el interior de las células flingicas y evité que el

voriconazol fuera expulsado por las bombas de eflujo.

La formulacién SM-1:3:0,05 mostré la mayor biodisponibilidad, y junto con la
disminucién de las CMIs en A. fumigatus, representé una mejora en la relacién
PK/PD, lo que permitié considerar una mayor eficacia del tratamiento

terapéutico de la aspergilosis invasora.
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7.

Los estudios de biodistribucién mostraron que con el sistema micelar
seleccionado se obtenian concentraciones mayores de voriconazol en cerebro,
pulmones y rifiones que con la materia prima, resultado que hizo pensar en un

efecto antifiingico mejorado en estos drganos.

La acumulacién de voriconazol en el higado se redujo con la nueva formulacién
micelar, resultado que se consider6 prometedor para disminuir la

hepatotoxicidad asociada a este antifiingico.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Voriconazole (VCZ) is currently the first-line treatment for invasive aspergillosis, although the doses are limited
by its poor solubility and high hepatic toxicity. The aim of this study was to develop a solid self-dispersing
micellar system of VCZ to improve the pharmacokinetic/pharmacodynamic (PK/PD) relationship and reduce
hepatotoxicity. In this work, solid micellar systems of VCZ are formulated with different polysorbate 80 ratios
using mannitol as a hydrophilic carrier. The novel micellar systems were characterized by scanning electron
microscopy (SEM), powder X-ray diffraction (PXRD), differential scanning calorimetry (DSC) and dissolution
studies. Self-dispersing micellar systems reduced VCZ crystallinity, leading to an improvement in its dissolution
rate. The in vitro susceptibility test also revealed that the most common microorganisms in invasive aspergillosis
exhibited low minimum inhibitory concentration (MIC) values for micellar systems. Pharmacokinetic studies
indicated an improvement in bioavailability for MS-1:3:0.05, and changes in its biodistribution to different
organs. MS-1:3:0.05 showed an increased concentration in lungs and a significant decrease in VCZ accumulated

Keywords:
Voriconazole
Invasive aspergillosis
Micellar system
Dissolution

Hepatic toxicity
Pharmacokinetic
Biodistribution

in the liver.

1. Introduction

Aspergillosis is an opportunistic fungal infection caused by
Aspergillus spp. which produces allergic and infectious diseases. The
main species triggering this pathology in humans is A. fumigatus. The
infection is usually acquired by inhalation and primarily affects the
lung tissue. However, hematological dissemination may occur in im-
munocompromised patients — particularly neutropenic patients -
leading to invasive aspergillosis (IA) which provokes clinical manifes-
tations such as cough, dyspnea, chest pain, fever, skin lesions and
neurological symptoms [1]. Voriconazole (VCZ) is currently the first-
line treatment for IA; however the mortality associated to IA is still high
despite this therapy [2] and the clinical response rate to VCZ is around
60% [3].

VCZ, (2R, 3S)-2-(2,4-difluorophenyl)-3-(5-fluoro-4-pyrimidinyl)-1-
(1H-1,2,4-triazol-1-y1)-2 butanol, is a second-generation broad-spec-
trum triazole antifungal agent that disrupts ergosterol biosynthesis in
the cell and affects the integrity and functionality of the membrane [4].
It is classified as BCS class II (Biopharmaceutics Classification System)

* Corresponding author.
E-mail address: torrado2@ucm.es (S. Torrado-Durdn).
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due to its low water solubility (0.7 mg/mL) and high permeability [5].
Its solubility limits its effectiveness, although this problem can be
solved by new pharmaceutical formulations [6]. Solid dispersions (SDs)
are among the most widespread strategies applied to improve the so-
lubility and bioavailability of drugs with low water solubility [7]. The
presence of surfactants above their critical micelle concentration (CMC)
leads to the spontaneous formation of micelles containing the active
pharmaceutical ingredient (API), thus increasing its solubility [8].
Several authors have developed micellar systems (MSs) by adding
surfactants to SDs to improve drug solubility [8-10].

The area under the curve/minimum inhibitory concentration (AUC/
MIC) ratio is an expression of the pharmacokinetic/pharmacodynamic
(PK/PD) relationship, which is a way of relating drug exposure with
antifungal efficacy against a microorganism [11]; this parameter
therefore provides information about its clinical efficacy. The solubility,
stability and bioavailability of hydrophobic drugs can be increased by
formulating MSs, which produce higher AUC values. MSs also enhance
permeability, enabling a greater uptake of drug-loaded micelles by cells
and reducing their MICs [12,13]. Coupled with an increase in the AUC,
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this would lead to a higher PK/PD value and hence improve the efficacy
of the treatment.

VCZ is associated with adverse events including visual disturbance,
hepatotoxicity and neurotoxic reactions such as confusion or en-
cephalopathy. Hepatic toxicity is of particular concern, and can lead to
the suspension of the treatment [11,14]. As MSs have been demon-
strated to decrease toxicity and alter biodistribution [15,16], they could
be used in formulations to reduce levels of VCZ in the liver and thus
lower toxicity.

The objective of this work was to develop immediate release VCZ
MSs with mannitol and Tween 80 to obtain a VCZ structure with a
partially amorphous form of VCZ incorporated in a hydrophilic carrier
for the treatment of IA. The MSs were evaluated based on physico-
chemical properties and drug release patterns. Finally, pharmacokinetic
and biodistribution studies allowed us to select a formulation with high
efficacy and low toxicity.

2. Materials and methods
2.1. Materials

VCZ (Normon, Madrid, Spain), Pearlitol® 200SD (Mannitol,
Roquette®, France), Tween 80 (polysorbate 80 NF, Fagron®, Belgium).
All other reagents were of pharmaceutical grade or higher.

2.2. Preparation of formulations

SD-1:6 was prepared by dissolving 50 mg of VCZ in 0.36 mL of
ethanol and adsorbed on 300 mg of mannitol by manual agitation. The
formulation was dried at 40 °C for 24 h. SD-1:3 was formulated by the
same method but varying the proportion: 25 mg of VCZ were dissolved
in 0.18 mL, adsorbed on the mannitol by manual agitation and dried at
40°C for 24h. MSs were obtained with the same procedure, but the
corresponding amount of Tween 80 was mixed with the ethanol before
dissolving the VCZ. The next steps were the same as for the production
of SDs. Once dry, the SDs and MSs were passed through a 0.297 mm
sieve. Physical mixtures (PMs) were obtained by mixing the corre-
sponding quantity of VCZ and carrier. All formulations are summarized
in Table 1.

The formulations were stored in a desiccator with silica gel, pro-
tected from light and moisture at below 25 "C. All formulations were
used within a maximum period of one week.

2.3. Characterization of the formulations

2.3.1. Scanning electron microscopy (SEM)

Samples were fixed on double-sided adhesive tape, dried under
vacuum (5 x 10 ° mbar), coated with a graphite layer and sputtered
with a thin gold-palladium layer. A turbomolecular pumped coater
(Quorum Q150TE) and a sputter coater (Quorum Q150RS) were used to
prepare the samples. The images were captured with a Jeol JSM-6400®
scanning electron microscope operated at an acceleration voltage of

Table 1
Preparation method and composition of the formulations.
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20kV.

2.3.2. X-ray powder diffraction (XRPD)

The assay was performed with an X-ray diffractometer (Philips
X’Pert-MPD, CAI Difraccién Rayos X, Farmacia, UCM). Monochromatic
CuKa radiation (A =1.542 A) was used to irradiate the samples. The
diffraction profile was measured from 5° to 50° using a 20 step size of
0.04° and 1 s per step. The voltage and intensity were 30 kV and 30 mA,
respectively.

2.3.3. Differential scanning calorimetry (DSC)

Thermal analysis was performed with an automatic thermal ana-
lyzer system (Mettler Toledo TC 15, TA controller). Temperature was
calibrated using Indium Calibration Reference Standard (transition
point: 156.60 "C). Samples were placed in aluminum pans (containing
the equivalent of 2 mg of VCZ in each formulation), sealed and heated
from 25°C to 225 °C at a rate of 10 °C/min under constant purging of
dry nitrogen at 30 mL/min. An empty sealed aluminum pan was used as
a reference.

2.3.4. Inwvitro drug release

The in vitro release studies were performed using ERWEKA® DT80
USP apparatus II (paddle method) dissolution equipment. Experiments
were done at 37.0 = 0.5°C, with a rotation speed of 50rpm and
500 mL of dissolution medium. 0.1 M hydrochloric acid, acetate buffer
pH 4.5 and phosphate buffer pH 6.8 were used as dissolution media,
selected according to FDA guidelines and previously used by Miletic
et al. [17]. Each formulation was tested in quadruplicate, with an
amount equivalent to 10 mg of VCZ. At set intervals, 5mL samples were
removed and the medium was replenished. The samples were then fil-
tered through a 0.45 pm membrane filter (Acrodisc®, Ann Arbor, USA).
The VCZ in the media was quantified by second-derivative ultraviolet
spectrophotometry at 270.5 nm, applying the Savitzky-Golay algorithm
using a V-730 UV-vis spectrophotometer (Jasco®, Madrid, Spain). Ca-
libration curves were built for each medium, with coefficients of de-
termination * > 0.999, for a range of concentrations between 0.5 and
25.0 ug/mL. Calibration curve formulas for pH 4.5 and 6.8 were
y = 0.1737x + 0.0044 (ng/mL) and y = 0.1740x — 0.0178 (ng/mL)
respectively.

2.4. Antifungal susceptibility testing for the new formulations

2.4.1. Strains and inocula

A total of eight strains of Aspergillus spp. were obtained from
Universitat Rovira i Virgili, Reus, Spain. A. calidoustus (n = 2), A. terreus
(n = 1), A. flavus (n = 2) and A. fumigatus (n = 3) were included in the
study.

Inocula were obtained after culturing the strains on potato dextrose
agar (PDA) at 35 °C until sporulation occurred. The plates were then
flooded with saline solution and gently scraped. The fungal suspension
was filtered twice through sterile gauze to remove hyphae and clumps
of agar, and adjusted to the desired concentration by counting with a

Formulation Preparation method

Voriconazole (mg)

Mannitol (mg) Tween 80 (mg)

VCZ - 1
PM-1:3 Physical mixture 1
PM-1:6 Physical mixture 1
SD-1:3 Solvent evaporation 1
SD-1:6 Solvent evaporation 1
MS-1:3:0.05 Solvent evaporation 1
MS-1:3:0.1 Solvent evaporation 1
MS-1:6:0.025 Solvent evaporation 1
MS-1:6:0.05 Solvent evaporation 1
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Fig. 1. Micrographs of VCZ raw material (A), MS-1:3:0.05 (B), MS-1:6:0.025 (C) and MS-1:6:0.05 (D). Photographs were taken at a magnification of 2000 x .

hemocytometer. To verify the viability of the inocula, tenfold dilutions
were placed in PDA to determine the colony forming units (CFUs).

2.4.2. Antifungal agents

VCZ raw material, SD-1:3, MS-1:3:0.05 and MS-1:6:0.025 were
dissolved in sterile distilled water and vortexed for 1 min at 2000 rpm
to allow micelle formation. A two-fold dilution was prepared in Roswell
Park Memorial Institute (RPMI) 1640 culture medium (Merc, Germany)
with concentrations of 16 pg/mL to 0.03125 pug/mL, and dispensed with
a multichannel pipette into round-bottomed 96-well microdilution
plates (100 pL per well). All solutions and dilutions were freshly pre-
pared and used within three days [18].

2.4.3. Antifungal susceptibility testing

In order to determine antimicrobial activity, MICs of VCZ raw ma-
terial, SD-1:3, MS-1:3:0.05 and MS-1:6:0.025 were obtained by the
broth microdilution method following the CLSI M38 3rd ed. document.
Microplates were incubated at 35 °C for 48 h and visually read with the
aid of an inverted mirror. MICs were determined as the lowest con-
centration of test compound that produced no visible growth [4,19].

2.5. In vivo assay: pharmacokinetic study and biodistribution

Male Wistar rats (400 —450 g) were used (Criffa S.A., Barcelona,
Spain) in all experiments. The animals were housed under standard
conditions with water and food ad libitum. All animal care procedures
were supervised and approved by the Ethics Committee of the
University of Alcala de Henares, Madrid Region, PROEX 041/18 (27/4/
2018). The rats were divided into three groups of six animals. The
formulations tested were VRC raw material (taken as a reference), MS-
1:3:0.05 and MS-1:6:0.025. Each group received a single 40 mg/kg dose
of VCZ by oral gavage [20] administered as suspensions of the for-
mulations in a 0.75% carboxymethylcellulose sodium solution as a
vehicle [9].

2.5.1. Sampling and analysis
A blood sample was collected from each animal in heparinized tubes

at the following time points: 0.5, 1, 1.5, 2, 4, 6, 8 and 24 h. The samples
were centrifuged at 7000 rpm for 15min to recover plasma from the
blood. The animals treated with VCZ raw material, MS-1:3:0.05 and
MS-1:6:0.025 were euthanized 24 h after dose administration, and the
brain, liver, lungs and kidneys were removed. The organs were weighed
and homogenized by adding the same weight of water. All samples were
frozen and stored at — 20 °C until analysis. All analyses were carried out
in less than a month.

To extract the VCZ, 200 pL of plasma were vortex-mixed with
500 pL of diethyl ether for 2min. Nimodipine was used as an internal
standard (IS). For the homogenates, 0.2 M of borate buffer (pH 9.0) was
added to the samples and vortex-mixed with diethyl ether. The mixtures
were centrifuged for 5min at 4000rpm and the supernatants were
collected and evaporated at 40 °C under vacuum for 30 min (Savant
SpeedVac Concentrator, Holbrook, USA). Solid residuals were redis-
persed with 400pL of mobile phase and filtered (Millipore® filter,
Millex-HV, hydrophilic PVDF 0.45 pm, Cork, Ireland). VCZ was quan-
tified by high-performance liquid chromatography (HPLC). The method
was an adaptation of previously published methods [21,22]. Each
sample was analyzed using a Jasco liquid chromatograph (Jasco®,
Tokyo, Japan) equipped with a Waters® C18 column (4.6 X 150 mm;
5 um). The mobile phase consisted of a 60:40 mixture of methanol and
0.01 M sodium acetate buffer, pH 5.0, pumped at a flow rate of 1.0mL/
min. The injection volume was 50 pL with a UV detection wavelength of
255nm.

The calibration curve was built following the same extraction
method using blank plasma mixed with standard solutions in a range of
concentrations between 0.125 and 20 pg/mL The formula obtained was
¥ = 56152.01x - 11554.51 (* > 0.997).
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3. Results and discussion
3.1. Characterization of the new formulations

3.1.1. Scanning electron microscopy (SEM)

SEM was used to verify the particle size, shape and surface mor-
phology of the formulations. Fig. 1 shows the microphotographs of VCZ
raw material (A), MS-1:3:0.05 (B), MS-1:6:0.025 (C) and MS-1:6:0.05
(D). Since this test was carried out on a large number of formulations,
PMs, SDs and MS-1:3:0.1 are simply mentioned, and indicated as “data
not shown”.

The particles of VCZ raw material (Fig. 1A) displayed irregular
forms with both sharp and rounded edges and sizes varying from 10 to
100 pm. Mannitol (data not shown) presented round granules
(100 —150 pm) covered with a smooth layer. These characteristics give
the mannitol good flux properties. Small needle-shaped particles
(5—10 um) were observed attached to the surface.

The PM formulations (data not shown), PM-1:3 and PM-1:6, pre-
sented globular particles (100 —150 um) covered with a smooth layer
with needle-shaped particles on the surface, similar to those in the
mannitol preparation. Small particles of VCZ were adhered to the sur-
face of the mannitol particles. The presence of fluorine atoms in these
adhered particles identified them as VCZ.

The SDs (data not shown), SD-1:3 and SD-1:6, were spherical and
larger than the particles in the PMs (200 — 300 pm). They were coated
with a rough layer with small pieces of VCZ adhered to the surface
during the evaporation of the solvent. Minor amounts of needle-shaped
particles were observed on the surface of the carrier.

The surface morphology of the formulations with surfactant, MS-
1:3:0.05, MS-1:3:0.1, MS-1:6:0.25 and MS-1:6:0.05, differed depending
on the concentration of Tween 80. All formulations measured between
200 and 300 pm and presented irregular VCZ particles on the surface,
which at first glance appeared to be amorphous or semi-crystalline. MS-
1:3:0.05 (Fig. 1B) had a wrinkled surface with small VCZ particles both
adsorbed and inside the mannitol granules. MS-1:3:0.1 (data not
shown) and MS-1:6:0.025 (Fig. 1C) presented small acicular particles
on the surface, which were attributed to the effect of the surfactant. The
microphotograph of MS-1:6:0.05 (Fig. 1D) showed a Tween 80 film
coating the granules. As the amount of surfactant in the formulations
increased, it became more apparent in the microphotographs. The
surface first became rougher, then fine needles appeared, and finally a
film formed and coated the granules. The presence of surfactant on the
surface increases the wettability of the particles and allows a faster
dissolution of the formulations [23].

3.1.2. X-ray powder diffraction (XRPD)

This assay was performed to assess the crystallinity of the VCZ in the
formulations. Fig. 2A shows the patterns of VCZ raw material, mannitol,
PM-1:6, SD-1:6, MS-1:3:0.05, MS-1:3:0.1, MS-1:6:0.025 and MS-
1:6:0.05.

The diffractogram of VCZ raw material revealed several peaks at the
following diffraction angles: 6.94°, 13.82°, 16.54°, 19.86°, 26.14" and
28.02° 20. Similar patterns have been reported by other authors [6,24].
These peaks were not very pronounced and had the intensity values of a
semicrystalline substance. The XRPD pattern of mannitol identified it as
a semicrystalline powder with several broad peaks with moderate in-
tensities (17.1°, 18.62°, 20.14°, 21.06" and 23.22° 26). The diffracto-
grams of PMs, PM-1:3 (data not shown) and PM-1:6, showed similar
XRPD scans with diffraction peaks typical of VCZ and mannitol stan-
dards. VCZ peaks can be seen included in the mannitol peaks in the PM-
1:6 curve. The decrease in VCZ crystallinity was attributed to a dilution
effect. The fact that VCZ presented peaks at similar diffraction angles to
mannitol may be due to the greater difficulty of observing low values of
VCZ crystallinity by XRPD.

SD-1:3 (data not shown) and SD-1:6 exhibited intensity peaks at
17.3%,18.74°, 21.22" and 23.38" 20 corresponding to mannitol. SDs had

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces 193 (2020) 111119

[ Lo AN A MS-1:6:0.05

_ AiiA MS-1:6:0.025
3| MS-1:3:0.1
st
5»_._ AN A A o M§-1:3:0.05
5 _‘—-MWM
=k

5 10 15 20 3s 40 45 50

W Mannitol

e
) e——
)
z
g
o . SD-1:3:0.05
=]
=
-
b} 34
= SD-1:3:0.1
N—

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220
Temperature (°C)

Fig. 2. XRPD patterns (A) and DSC thermograms (B) of VCZ raw material
(black), mannitol (grey), PM-1:6 (purple), SD-1:6 (orange), MS-1:3:0.05 (red),
MS-1:3:0.1 (yellow), MS-1:6:0.025 (green) and MS-1:6:0.05 (blue). (For inter-
pretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred
to the web version of this article.)

no VCZ intensity peaks, indicating that VCZ is incorporated in the
mannitol carrier and has a lower crystallinity [25]. As expected, a
greater intensity was observed in the mannitol peaks in SD-1:6 than in
SD-1:3 as it was present in a higher proportion.

No intensity peaks were observed in the diffraction angles corre-
sponding to VCZ in MS-1:3:0.05 and MS-1:3:0.1. The intensity of the
carrier peaks increased with the proportion of polysorbate (MS-1:3:0.1).
Similar results were obtained in the MSs with higher amounts of
mannitol (MS-1:6:0.025 and MS-1:6:0.05). The intensity of the man-
nitol peaks in MSs containing a larger proportion of surfactant was thus
higher than in SD-1:6.

3.1.3. Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC assays were performed to check melting temperatures, en-
thalpies and changes between formulations and obtain information on
the physical state of the formulations. Fig. 2B shows the thermal curves



T. Gallego-Arranz, et al.

of VCZ raw material, mannitol, PM-1:6, SD-1:6, MS-1:3:0.05, MS-
1:3:0.1, MS-1:6:0.025 and MS-1:6:0.05.

VCZ raw material showed a melting peak with an enthalpy of
1341.09J/g at 130°C, in agreement with the melting temperatures
reported previously [17,24]. The endothermic peak for mannitol oc-
curred at 164.9 °C with an enthalpy of 3982.81 J/g, coinciding with the
temperatures reported by other authors [26]. PM-1: 3 and PM-1: 6
showed similar VCZ melting peaks. PM-1:3 (data not shown) evidenced
a slight decrease in the crystallinity of VCZ which translates into a
lower melting temperature (128.79 °C). A similar melting temperature
(128.24°C) and enthalpy values were observed for PM-1:6.

SD-1:3 and SD-1:6 exhibited slight decreases in their VCZ melting
temperatures, with values of 128.1 °C and 127.07 °C. VCZ crystallinity
was also lower in both SDs, SD-1:3 (data not shown) and SD-1:6, by up
to 78.48% for SD-1:6. A second endothermic peak appeared in all the
thermograms at around 165 °C, which was attributed to mannitol.

The presence of surfactant caused lower VCZ melting temperatures
in the MSs, with around 127 °C for MS-1:6:0.025 and MS-1:3:0.05.
Similar values were observed when the amount of surfactant increased
(126.54°C and 126.5 °C for MS-1:3:0.1 and MS-1:6:0.05 respectively).
The enthalpy of the VCZ melting peak was also lower in all cases
(1084.35mJ/mg for MS-1:6:0.025 and 1072.60mJ/mg for MS-
1:3:0.05). The lowest enthalpy values occurred with the highest con-
centrations of Tween 80, with reductions in VCZ crystallinity of 59.07%
for MS-1:3:0.1 and 57.05% for MS-1:6:0.05. These effects were attrib-
uted to the presence of surfactant, which reduces VCZ crystallinity [9].

3.1.4. Invitro drug release

As the solubility of VCZ is pH-dependent, the dissolution test was
performed in three different media: 0.1 M of hydrochloric acid simu-
lating gastric medium, acetate buffer pH 4.5, and phosphate buffer pH
6.8. The dissolution profiles of the different VCZ formulations were
tested in the same media by Miletic et al. [17].

The dissolution rate of VCZ raw material decreases as the pH in-
creases. A rapid dissolution rate was observed in simulated gastric fluid
in all the formulations, with releases of over 80% at 20 min. The dis-
solution profile of the VCZ raw material can be seen clearly due to the
absence of other components, as this avoids the changes in dissolution
produced by the various excipients in commercial formulations.

The PMs showed an improved dissolution rate as VCZ was adsorbed
on the surface of the hydrophilic mannitol particles, thus preventing the
VCZ particles from agglomerating, thereby increasing their surface area
and favoring their wettability [27]. Both PMs, PM-1:3 (data not shown)
and PM-1:6, presented similar profiles in the two intestinal media
(82.8 + 3.3% and 75.3 + 2.8% at 20 min for pH 4.5 (Fig. 3A), and
62.7 + 3.0% and 71.6 = 3.0% at 20min for pH 6.8 (Fig. 3B) re-
spectively), indicating that the significant amounts of a hydrophilic
carrier such as mannitol in PMs did not influence the dissolution profile
in gastric and intestinal media (only PM-1:6 is shown due to their si-
milarity).

The importance of the VCZ:mannitol ratio was evident in the SDs
without surfactant. At pH 4.5 and 6.8, SD-1:6 had a faster dissolution
rate (90.6 + 1.0% and 71.6 = 3.5% at 20 min for pH 4.5 and 6.8
respectively) than VCZ raw material. The SD-1:3 profile (data not
shown) at pH 4.5 was slightly faster than VCZ; however, at pH 6.8 the
dissolution profile was below VCZ. This supported the results of PRXD
and DSC and suggested that VCZ had a higher crystallinity in a SD with
low carrier ratios (SD-1:3), which could favor a process of hydrophobic
agglomeration [28]. The greater presence of the hydrophilic transporter
in SD-1:6 favored the incorporation of VCZ particles in the carrier,
improved its wettability, and enhanced the dissolution rate of VCZ (see
Fig. 3A and B).

The dissolution profiles increased in all cases when surfactant was
added to the formulations. There were no differences between MSs
profiles with a lower carrier proportion (MS-1:3:0.05 and MS-1:3:0.1),
which at 10 min were 91.2 + 3.8% and 94.0 + 1.8% at pH 4.5 and
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75.9 * 5.0%and 84.0 = 3.0% at pH 6.8 respectively. The comparison
of MS-1:3:0.05 and SD-1:3 revealed a significant increase in the dis-
solution profile in both media (see Fig. 3A and B). The DSC data showed
a decline in the crystallinity of VCZ as the proportion of surfactant in-
creased, causing faster dissolution. The presence of Tween 80 on the
surface of the formulation may improve its wettability and favor the
formation of micelles, which also increased VCZ dissolution [9].

The MSs with the highest proportion of carrier (MS-1:6:0.025 and
MS-1:6:0.5) had faster dissolution profiles at pH 4.5 and 6.8 (see Fig. 3A
and B respectively). However, the presence of large amounts of sur-
factant (MS-1:6:0.05) did not modify the dissolution profile, so similar
dissolution percentages were obtained at 10 min in MS-1:6:0.025 and
MS-1:6:0.05 at pH 4.5 (95.6 = 0.6% and 96.0 * 1.8% respectively)
and pH 6.8 (81.1 = 5.5% and 84.1 + 3.7% respectively). After an
initial period (5min), the differences between the dissolution rates in
all MSs (MS-1:3:0.05, MS-1:3:0.1, MS-1:6:0.025 and MS-1:6:0.05) were
not significant in the three dissolution media, although the amount of
surfactant could play a crucial role in the gastro-intestinal tract, since
dissolution is followed by absorption, which is promoted by surfactants
[27].

No degradation was observed at the different pHs in either the VCZ
raw material or in any of the formulations at the end of the dissolution
studies. The results of the PXRD, DSC and dissolution tests are pro-
mising for MSs. MS-1:3:0.05 and MS-1:6:0.025 achieved a reduction in
API crystallinity and an increase in dissolution rate without having
large amounts of surfactant in the formulations. Future stability studies
will be required to assess the possible degradation of these MSs.

3.2. Antifungal susceptibility testing

This test was performed on the formulations that showed the most
promising results in the characterization and dissolution studies,
namely MS-1:3:0.05 and MS-1:6:0.025. VCZ raw material and SD-1:3
were also tested to compare their MICs with the new formulations, and
the MICs are shown in Table 2.

In all cases the results obtained with SD-1:3 were the same as with
the VCZ raw material. The MSs had lower MIC values in all A. fumigatus
strains, while no differences were observed for A. calidoustus (FMR
13556 and FMR 13557) or A. terreus (FMR 11823). Only MS-
1:6:0.025 had a lower MIC value than the other formulations against
strain FMR 8760 of A. flavus. The presence of surfactant in MSs with
low (MS-1:3:0.05) and high (1:6:0.025) mannitol ratios produced a
slight improvement in MICs compared to VCZ. These results suggest
that the micelles promoted penetration into the fungal cells, thus re-
ducing the antifungal concentration necessary to prevent their growth.
Improvements in MICs thanks to the formulation of MSs have been
reported previously [4].

3.3. In vivo assay

The formulations MS-1:3:0.05 and MS-1:6:0.025 were selected for in
vivo studies due to their improved performance during the dissolution
and antifungal susceptibility studies. VCZ raw material was taken as a
reference.

3.3.1. Pharmacokinetic study

A pharmacokinetic study was done to determine the concentration
of VCZ in plasma at various times after a single 40 mg/kg dose of VCZ
by oral administration [29-31]. Fig. 4A shows the pharmacokinetic
profiles of VCZ raw material, MS-1:3:0.05 and MS-1:6:0.025.

The main pharmacokinetic parameters in plasma are shown in
Table 3. In all cases the plasma VCZ concentration 24 h after dose ad-
ministration was below the limit of quantification, so the results were
designated as zero. Values of t,,, were different for each formulation at
4, 6 and 8h for VCZ raw material, MS-1:3:0.05 and MS-1:6:0.025 re-
spectively, with similar Cy.x values (9.48 = 1.16, 9.54 = 1.79, and
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Fig. 3. In vitro dissolution profiles of VCZ raw material
(black), PM-1:6 (purple), SD-1:6 (orange), MS-1:3:0.05 (red),
MS-1:3:0.1 (yellow), MS-1:6:0.025 (green) and MS-1:6:0.05
(blue) at pH 4.5 (A) and pH 6.8 (B). The error bars indicate the
SD of measurements (n = 4). (For interpretation of the refer-
ences to colour in this figure legend, the reader is referred to
the web version of this article.)
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Table 2
MICs of VCZ raw material, SD-1:3, MS-1:3:0.05 and MS-1:6:0.025.

MIC (pg/mL)

Strain VCZ SD-1:3:0 MS-1:3:0.05 MS-1:6:0.025

Aspergillus calidoustus (FMR 8 8 8 8
13556)

Aspergillus calidoustus (FMR 16 16 16 16
13557)

Aspergillus terreus (FMR 11823) 05 0.5 0.5 0.5

Aspergillus flavus (FMR 8760) 05 0.5 0.5 0.25

Aspergillus fumigatus (FMR 10522) 1 1 0.5 0.5

Aspergillus fumigatus (FMR 10504) 0.5 0.5 0.25 0.25

Aspergillus fumigatus (FMR 7738) 0.5 0.5 0.25 0.25

Aspergillus flavus ATCC 204304 05 05 0.25 0.25

8.38 = 0.48 ug/mL respectively). The VCZ and MS-1:3:0.05 profiles
were similar during the first 4 h. MS-1:3:0.05 had higher concentrations
after 6h, implying that bioavailability had improved compared to the
reference, as reflected in the values for AUC, _ »4.

MS-1:6:0.025 had a different pharmacokinetic profile. Plasma VCZ
concentrations were lower during the first 6 h, increased at 8h and
reached their C,,,, at this point. This was unexpected, since the in vitro
results predicted high concentrations and an improvement in bioa-
vailability. The presence of large amounts of mannitol — a non-absorbed
sugar alcohol — most likely increased osmotic pressure in the intestine,
drawing water into the lumen and accelerating transit time in the small
intestine, resulting in lower absorption of the drug [32]. Despite this,
the AUC,; - »4 value of the formulation with the highest amounts of
mannitol — MS-1:6:0.025 (116.39 + 16.15h-ug/mL) - was similar to
VCZ raw material (117.35 + 23.52 hyug/mL).

80 100

120

3.3.2. Biodistribution

VCZ levels were quantified in the brain, lungs, liver and kidneys
24h after the administration of the single dose of VCZ raw material,
MS-1:3:0.05 and MS-1:6:0.025. No VCZ was found in the brain in the
analysis. Concentrations in the liver, lungs and kidneys are expressed as
mg of VCZ per g of organ and shown in Fig. 4B.

There were no significant differences in the concentrations in lungs
between MS-1:6:0.025 and VCZ (1.92 + 0.35 and 2.01 * 0.24 pg/g
respectively), suggesting that both formulations would be equally ef-
fective in lungs against an Aspergillus spp. infection. In contrast, the
results for MS-1:3:0.05 were significantly higher in this organ
(4.78 = 1.69 pg/g), so the local effect would be more pronounced with
this formulation [33]. The MSs showed a higher concentration in lung
tissue, possibly due to a greater accumulation of macrophages in this
organ. Previous studies with MSs of amphotericin B showed a similar
modification in biodistribution with accumulation in lung tissue [34].

Differences in VCZ concentrations in the liver were also observed for
the formulations studied. The amount of VCZ was much higher in VCZ
raw material (12.78 + 1.21 pg/g) than in either of the micellar for-
mulations: over twice the concentration as in MS-1:3:0.05
(5.29 *+ 0.74 ng/g) and almost five times more than in MS-1:6:0.025
(2.81 * 0.69 pg/g). The low concentration of VCZ in the liver in these
new formulations may decrease hepatotoxicity and allow more time for
therapeutic drug monitoring, currently recommended for 2-3 days
[35]. However, future toxicity studies are needed to confirm this re-
duced hepatotoxicity.

VCZ raw material and MS-1:3:0.05 showed similar levels
(4.98 + 0.54 pg/g and 5.36 + 0.27 ug/g respectively) in the kidneys,
while the concentration was lower with MS-1:6:0.025
(2.58 + 0.06 pg/g). VCZ raw material and MS-1:3:0.05 would there-
fore have a similar local effect, while MS-1:6:0.025 would not be as
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Fig. 4. Invivo pharmacokinetic profiles (A) and concentration of VCZ in liver, lungs and kidneys (B) of VCZ raw material (black), MS-1:3:0.05 (red) and MS-1:6:0.025
(green). The error bars indicate the SD of measurements (n = 6). (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web

version of this article.)

Table 3

In vivo mean pharmacokinetic parameters + SD (n = 6) of VCZ raw material,
MS-1:3:0.05 and MS-1:6:0.025. AUCy.24 1: plasma levels of VCZ versus time
(0-24 h); tmax: time to reach Chayx; Cmax: maximum plasma concentration; Cy4 p:
plasma concentration at 4h; Co 5 : plasma concentration at 0.5h.

VCZ RM MS-1:3:0,05 MS-1:6:0,025

AUCq_ 24 1, (hug/mL) 117.35 + 23.52 135.13 *+ 34.44 116.39 + 16.15

tmax (h) 4 6 8

Cinax (ug/mL) 9.48 + 1.16 9.54 + 1.79 8.38 + 0.48
C4 y, (ng/mL) 9.48 + 1.16 9.29 + 1.83 7.49 + 1.45
Co.s 1 (pg/mL) 4.17 + 0.41 5.96 + 1.19 1.64 + 0.27

effective at this level.

Several studies have reported that the biodistribution of a drug can
be altered by the use of MSs [15,16,36,37]. In view of the concentra-
tions found in organs such as lungs, it can be confirmed that MS-
1:3:0.05 is the most effective formulation for IA treatment. The hepa-
totoxic effect may also be reduced due to the low concentration of VCZ
in the liver, while the same therapeutic effect as the VCZ raw material is
maintained in the kidneys. The highest value of AUC,-»s — and
therefore bioavailability - is achieved with MS-1:3:0.05, which also
showed lower MIC values for A. fumigatus. These results represent an
increase in the value of the AUC/MIC parameter and could indicate a
more effective therapeutic treatment.

4. Conclusions

SDs and MSs of VCZ were developed to enhance its bioavailability
and improve its biodistribution to different organs. SEM, PXRD and DSC
studies confirmed that VCZ presented a partially amorphous structure
in SDs and MSs. In vitro dissolution studies indicated that MSs had faster
dissolution profiles than SDs. According to the antifungal susceptibility
tests, the mannitol carrier of the SDs did not offer any improvements
over the VCZ raw material, whereas the presence of the surfactant
Tween 80 in the MSs led to a slight increase in MIC values in Aspergillus
Spp-
The pharmacokinetic study revealed good bioavailability in MS-
1:3:0.05 compared to VCZ raw material. The biodistribution studies for
this formulation found a significant decrease in the accumulation of
VCZ in the liver and a greater concentration in the lung tissue, which
may signify a substantial reduction in the hepatotoxicity associated to
VCZ and an increase in the local effect at the pulmonary level. These
findings highlight MS-1:3:0.05 as an excellent candidate for future
studies to complement and confirm these results.
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Material suplementario

pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8
Formulacién
%D 15 %D 45 tD50% tD85% %D 15  %D45 tD50% tD85%  %D15  %D45  tD50% D 85%
min (%) min (%) (min) (min) min (%) min (%) (min) (min) min (%) min (%) (min) (min)
T
VCZRC 22’;29 * 7?”(9;; * 30 90 12’33 * 32’227 * 90 > 120 82'?36 61 2‘1}; 120 > 120
+ *
MF-VCZ:Mnt 1:2 523255 * 93§i 15 30
MF-VCZ:Mnt 1:3 8;’32 * 9?’23 10 15 61’;(; : 93;:512 * s 30 41’,592 : 8?’2 20 45
MF-VCZ:Mnt 1:6 92:2127 * 91’;‘; 10 15 ° 2’;; : 921’;3 s 30 > f_ji : 9?’;2; fo1s 30
+ *
MF-VCZ:Mnt 1:9 82:5299 9?)’;2 <5 15
+ +
MF-VCZ:Mdx 1:3 732’% 951’2 15 30
+ +
MF-VCZ:Mdx 1:6 82';(; 9;1@ 10 15
+ +
MF-VCZ:Mdx 1:9 8;152 9232 10 15
+ +
MF-VCZ:L-HPC 1:3 3?1:262 62% 30 90
+ +
DS-VCZ:Mnt 1:2 7?6?) 9?;; 10 20
DS-VCZ:Mnt 1:3 832:292 * 93:%2 10 20 4?; * 72:?; 20 60 3 2’32 '3 ;‘Zz T > 120

Tabla 40: Datos obtenidos en los ensayos de disolucién realizados en los medios a pH 1,2; 4,5 y 6,8. Los datos se muestran como la media * DE (n = 4). %D 15 min =
porcentaje de disolucién a los 15 minutos del ensayo. %D 45 min = porcentaje de disolucién a los 45 minutos del ensayo. tD 50% = tiempo que tarda en alcanzarse la
disolucién del 50% del voriconazol contenido en las formulaciones utilizadas para llevar a cabo el ensayo. tD 85% = tiempo que tarda en alcanzarse la disolucién del 85%
del voriconazol contenido en las formulaciones utilizadas para llevar a cabo el ensayo.
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. pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8
Formulacién %D 15 %D45 tD50% tD85%  %D15  %D45 tD50% tD85% %D 15 %D 45  tD50%  tD 85%
min (%) min (%) (min) (min) min (%) min (%) (min) (min) min (%) min (%) (min) (min)
DS-VCZ:Mnt 1:6 92;5721 * 91359 <5 <5 832?; * 91’;? 10 20 5§§Z * 8259’2 15 45
+ +
DS-VCZ:Mnt 1:9 93382 9;‘; <5 10
+ +
DS-VCZ:Mnt 1:12 9?;2 92% - 10
+ +
DS-VCZ:Mdx 1:2 6?;; 9%)57‘; 15 45
DS-VCZ:Mdx 1:3 73’281 * 9:81’;% * <5 30 42’,3999 * 82’;; * 20 60
DS-VCZ:Mdx 1:6 855562 * 922‘; * 10 15 7?1@ * 9?)56; 10 20
ps-vezmdx 1o Ty TUO <5 15 e 9223 10 20
P 2
DS-VCZ:L-HPC 1:3 4§79?; 8?;25; 20 60
2 2
DS-VCZ:L-HPC 1:6 4?;‘; 735;1 20 90
DS-VCZ:L-HPC 1:9 23% * 4?22* 90 > 120
SM-;/;:ZO’I\(;IZI’I;TW 72,;@ + 10(()),,80;) + <5 20 6(;:?)3 + 83:237 + 15 45 42;::932 + 82,’(1):‘; + 20 60

Tabla 40 (continuacién): Datos obtenidos en los ensayos de disolucién realizados en los medios a pH 1,2; 4,5 y 6,8. Los datos se muestran como la media + DE (n = 4). %D
15 min = porcentaje de disolucién a los 15 minutos del ensayo. %D 45 min = porcentaje de disolucién a los 45 minutos del ensayo. tD 50% = tiempo que tarda en alcanzarse
la disolucién del 50% del voriconazol contenido en las formulaciones utilizadas para llevar a cabo el ensayo. tD 85% = tiempo que tarda en alcanzarse la disolucién del
85% del voriconazol contenido en las formulaciones utilizadas para llevar a cabo el ensayo.
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Material suplementario

pH 1,2 pH 4,5 PpH 6,8
Formulaci6n %D 15 %D 45 tD50% tD85%  %D15 %D45 tD50% (D85%  %D15  %D45 (D50% tD 85%
min (%) min (%) (min) (min) min (%) min (%) (min) (min) min (%) min (%) (min) (min)
SM-VCZ:Mnt:Klph 4417+ 65,98+ 30 9
1:3:0,025 4,87 4,11
SM-VCZ:Mnt:Tw 97,19+ 98,87 <5 <5 93,24+ 97,20+ <5 10 82,84+ 90,89+ 10 30
1:3:0,05 2,63 2,02 2,80 1,45 6,11 451
SM-VCZ:Mnt:Tw 89,81+ 94,40+ <5 10
1:3:0,075 0,58 2,47
SM-VCZ:Mnt:Tw 97,52+ 99,12 + 97,58 + 100,00 * 89,72+ 90,17
<5 <5 <5 <5 <5 15
1:3:0,1 2,36 0,33 0,54 0,14 1,45 2,75
SM-VCZ:Mnt:Klph 93,71+ 98,69 + s 10
1:3:0,1 3,05 1,37
SM-VCZ:Mnt:Lbr 94,53+ 100,00 * s 10
1:3:0,1 1,04 0,81
SM-VCZ:Mnt:Tw 65,50+ 88,49+ 62,92+ 76,24+
1:3:0,2 2,68 1,36 5 4 260 0,70 10 60
SM-VCZ:Mnt:Tw 97,71+ 99,19+ 9584+ 9922+ 86,24+ 93,40+
<5 <5 <5 <5 <5 20
1:6:0,025 0,89 0,73 1,29 1,38 5,23 3,44
SM-VCZ:Mnt:Klph 97,71+ 99,42+ 9551+ 99,14+
<5 <5 <5 <5
1:6:0,025 0,91 1,02 1,41 1,11
SM-VCZ:Mnt:Tw 98,86+ 99,87+ 98,05+ 99,63+ 89,36+ 97,25+
<5 <5 <5 <5 <5 15
1:6:0,05 0,66 0,79 2,80 0,97 2,99 1,74

Tabla 40 (continuacién): Datos obtenidos en los ensayos de disolucién realizados en los medios a pH 1,2; 4,5 y 6,8. Los datos se muestran como la media * DE (n = 4). %D
15 min = porcentaje de disolucién a los 15 minutos del ensayo. %D 45 min = porcentaje de disolucién a los 45 minutos del ensayo. tD 50% = tiempo que tarda en alcanzarse
la disolucién del 50% del voriconazol contenido en las formulaciones utilizadas para llevar a cabo el ensayo. tD 85% = tiempo que tarda en alcanzarse la disolucién del
85% del voriconazol contenido en las formulaciones utilizadas para llevar a cabo el ensayo.
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pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8
Formulacién  — 550 Dsox ss% %D1s  %D45  D50% (Des%  %DI5  %D45  tD50% D 55%
min (%) min (%) (min) (min) min (%) min (%) (min) (min) min (%) min (%) (min) (min)
SM-VCZ:Mnt:Tw 92,52+ 97,35% <s 10
1:6:0,1 2,39 1,76
SM-VCZ:Mnt:Klph 9537+ 99,94+ -5 s 93,43+ 97,67 s s
1:6:0,1 2,60 0,79 3,34 0,95
SM-VCZ:Mnt:Lbr 91,45+ 97,26+ 10 15
1:6:0,1 1,55 0,87
SM-VCZ:Mnt:Klph 9754+ 9991+ s s
1:9:0,1 1,05 0,44
SM-VCZ:Mdx:Tw 83,84+ 98,85% s 20
1:6:0,1 2,89 1,78
SM-VCZ:Mdx:Klph 92,62+ 98,76+ s 10
1:6:0,025 3,23 0,66
SM-VCZ:Mdx:Klph 94,37+ 98,81+ s 10
1:6:0,05 2,07 0,56
SM-VCZ:Mdx:Klph 94,92+ 98,53+ s 10
1:6:0,075 2,02 0,90
SM-VCZ:Mdx:Klph 95,71+ 98,96+ 10 15
1:6:0,1 3,97 2,14

Tabla 40 (continuacién): Datos obtenidos en los ensayos de disolucién realizados en los medios a pH 1,2; 4,5 y 6,8. Los datos se muestran como la media * DE (n = 4). %D
15 min = porcentaje de disolucién a los 15 minutos del ensayo. %D 45 min = porcentaje de disolucién a los 45 minutos del ensayo. tD 50% = tiempo que tarda en alcanzarse
la disolucién del 50% del voriconazol contenido en las formulaciones utilizadas para llevar a cabo el ensayo. tD 85% = tiempo que tarda en alcanzarse la disolucién del
85% del voriconazol contenido en las formulaciones utilizadas para llevar a cabo el ensayo.
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