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PROLOGO

Al doctorando y directores nos ha parecido oportuno comenzar este trabajo explicando
algunas de sus caracteristicas. Aunque la mayor parte de los experimentos se han realizado en
el departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica de la Universidad Complutense de
Madrid, hay partes importantes que se han realizado en otros centros, por ejemplo en el
laboratorio farmacéutico Normon S.A., donde desde hace ya casi cuatro afios trabaja el
doctorando, el animalario de la Universidad de Alcald de Henares y la Unidad de Cuidados

Intensivos (UCI) del hospital San Carlos de Madrid. A todos ellos les agradecemos su ayuda.

La eleccidn del meropenem como principio activo se realizé por varias razones. En primer lugar
es un antibidtico moderno de uso restringido a nivel hospitalario del cual no existe mucha
informacidn disponible, que tiene problemas de estabilidad y que por su corta semivida obliga
a su administracidn por perfusidon continua. Légicamente la preparacién de formulaciones de
liberacién controlada debiera de mejorar sus caracteristicas farmacocinéticas y su utilizacion.
Por un lado, Normon S.A. nos facilit6 materia prima y por otro la UCI del hospital San Carlos
estaba muy interesada en tener mas informacidén sobre la farmacocinética de este nuevo
medicamento en sus pacientes. Especialmente era interesante en clinica conocer el efecto de
la duracién del tiempo de perfusidon en las concentraciones del farmaco en los enfermos. De

esta forma se podia mejorar la eficacia de este antibidtico.

El estudio farmacocinético de diferentes formas de administracion del meropenem es un
aspecto clave de este trabajo, y para poder llevarlo a cabo se realizaron experimentos en
conejos. Debido a problemas de saturacion de trabajo en el animalario de la Universidad
Complutense, decidimos hacer estos experimentos en el animalario de la Universidad de Alcald

de Henares, a quien también agradecemos su ayuda.

Por ultimo, en esta tesis estda muy presente el enfoque industrial ya que no acaba el trabajo
con una propuesta de formulacidn, sino que se prolonga a la realizacién de un proyecto de
desarrollo industrial. El doctorando, durante estos afios ha realizado el Master Oficial en
Farmacia y Tecnologia Farmacéutica, el Master en Farmacia Industrial y Galénica y ha
trabajado en dos compafiias farmacéuticas: Roche y Normon S.A., donde continua en la
actualidad. Légicamente esta experiencia se refleja en este trabajo con la inclusién de un

capitulo de fabricacion industrial.
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INTRODUCCION Y OBJETIVO

1.1. INTRODUCCION

+» Sistemas de liberacion modificada

Las formas farmacéuticas de liberacién modificada son aquellas disefiadas de tal manera que
se modifica la velocidad o el lugar de liberacion del principio activo respecto a las formas

farmacéuticas de liberacion inmediata del mismo principio activo.
Las formas de liberacion modificada se clasifican en:

e Formas de liberacidn retardada: El principio activo es liberado en un momento
distinto al de la administracidn, pero no se prolonga el efecto terapéutico (no hay
cambios en ningln otro parametro terapéutico). Ej.: comprimidos con recubrimiento
entérico.

e Formas de liberacion controlada: El principio activo se libera de forma controlada, ya
sea modificando la velocidad de liberacién o el lugar de liberacidn.

o Control de la velocidad de liberacidn:

- Formas farmacéuticas de accidn sostenida: El principio activo se libera a
una velocidad constante con el objetivo de conseguir disminuir las
fluctuaciones de los niveles plasmaticos. Ej: Sistemas tipo Oros.

- Formas farmacéuticas de accidon prolongada: El principio activo se libera
inicialmente en proporcion suficiente para producir su efecto, y después se
libera de forma lenta a una velocidad no necesariamente constante,
manteniendo la concentracion eficaz durante mds tiempo que con las
formas de liberacion inmediata. Ej: Microesferas poliméricas.

o Control del lugar de la liberacion (Vectorizacién): Liberacion selectiva de principios

activos a nivel de érganos, tejidos o células sobre los que han de ejercer su accién.

Ej: Mofificando la via de administracion, utilizando transportadores...
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Las formas de liberacion modificada tienen, entre otras, las siguientes ventajas:

e Reduccidn de la frecuencia de administracion para mejorar el cumplimiento
terapéutico. Las formas de liberaciéon modificada permiten que los medicamentos con
una duracién de accion corta puedan ser administrados con menor frecuencia. Esta
generalmente aceptado que, para la mayoria de los pacientes, reducir el nimero de
dosis/dia mejora la adherencia al tratamiento, sobre todo en el caso de pautas de tres
0 mas tomas diarias.

e Reduccidn de las fluctuaciones en las concentraciones plasmdticas. La reduccién de
picos plasmaticos elevados puede minimizar los efectos adversos. También se evitarian
los niveles plasmaticos subterapéuticos al final del intervalo posolégico con Ia
consiguiente pérdida de eficacia.

e Control del sitio de liberacion del farmaco, ya que actua en el lugar donde se le

requiere.
Farmacos que presentan ventajas al ser formulados como formas de liberacién modificada:

e Farmacos con estrecho margen terapéutico, para mantener las concentraciones
plasmaticas dentro de los limites de efectividad y toxicidad.

e Farmacos que se liberan rapidamente, si se formulan como una forma de liberacién
modificada se pueden reducir los picos plasmaticos elevados que se han asociado a
efectos adversos.

e Farmacos de corta duracién de accidn que precisan varias tomas diarias.

e Farmacos que se degradan en determinadas circunstancias y que con la forma de
liberacion modificada se impide la degradacion.

e Farmacos para determinadas patologias en las que el grado de cumplimiento es bajo.

El objetivo principal de la liberacién modificada es simple: conseguir la cantidad correcta del

agente activo, en el momento adecuado y en el lugar preciso.



INTRODUCCION Y OBJETIVO

/7

% Meropenem

El meropenem es un antibiético carbapenémico que se caracteriza por su amplio espectro de
accion. En la actualidad el meropenem se utiliza a nivel hospitalario, para infecciones graves.
Su uso no se generaliza seguramente por miedo a que aparezcan resistencias frente a este

antibidtico B-lactamico.

Se administra por via intravenosa, mediante perfusiones cortas de 15-30 minutos. Se
administran dosis de 500 mg o 1000 mg.

Su eliminacidn por el organismo es muy rapida, con un tiempo de vida media inferior a 1 hora.

Por estas caracteristicas, seria beneficioso obtener:

e Sistemas de liberacién prolongada: sistemas que permitan liberar meropenem a lo
largo del tiempo, con el fin de reducir el nimero de administraciones y mantener los

niveles sanguineos mas constantes en el tiempo.

e Sistemas vectorizados: sistemas que permitan liberar el meropenem en el lugar donde
se requiere su accion. Estos sistemas pueden tener gran interés para prevenir
infecciones nosocomiales en intervenciones quirurgicas. Estos sistemas que actuan

directamente en el lugar de accidn seguramente requieran dosis menores.

Estos sistemas pueden ser beneficiosos tanto para los tratamientos de infecciones, como para

la profilaxis de las mismas.
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+» Tratamientos parenterales de infecciones

La administracion parenteral de liberacién inmediata puede llegar a ser inefectiva en el

tratamiento de algunas infecciones por varios motivos:

e En primer lugar, las administraciones con liberaciéon inmediata suelen caracterizarse
por tener la concentracion del principio activo en plasma durante menos tiempo por
encima de concentraciones minimas que inhiban el creciemimento bacteriano; con
respecto a una administracién prolongada. Esto es mas acusado en farmacos con

eliminacion rapida del organismo.

e En segundo lugar, hay lugares del organismo en donde la penetracion local es
insuficiente, debido a la poca vascularizacion. Se requieren dosis muy elevadas para
llegar a todos los lugares del organismo con concentraciones por encima de las

concentraciones minimas inhibitorias de los microorganismos.

Desde este punto de vista, una terapia de liberacién controlada podria presentar muchas
ventajas con respecto a la liberacién normal. Sistemas de liberacién prolongada y/o
vectorizada evitarian dosis multiples, proporcionando liberacién de antibidtico durante dias. La
inclusion de fadrmacos en sistemas de liberacidon controlada es una forma eficaz de reducir
algunos problemas frecuentemente ocasionados durante tratamientos farmacolégicos, como
una posologia incdmoda, ineficacia o reacciones adversas frecuentes (Sdnchez Brunete, J.A. et

al., 2005).

R/

%+ Profilaxis de infecciones

La profilaxis con antibidticos se usa solamente cuando se ha documentado que tiene
beneficios superiores a los riesgos. Una indicacidon aceptada comprende aquellas profilaxis

para ciertas intervenciones quirurgicas.

Cuando sea apropiada la quimioprofilaxis, hay que comenzar a administrar antibidticos por via
intravenosa una hora antes de la intervencidon. A menudo resulta mas eficiente administrar el
tratamiento en el momento de llamar al paciente al quiréfano o con la administracion de la
anestesia. En muchos casos, la profilaxis con una sola dosis preoperatoria es suficiente. El
régimen seleccionado depende de los agentes patdgenos predominantes, el patron de
resistencia en el servicio quirdrgico, el tipo de intervencién quirdrgica, la semivida de

eliminacion del antibidtico en el suero y el costo de los medicamentos.
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En ocasiones, es necesario administrar antibidticos después de la operacion quirlrgica, para
prevenir una posible infeccién bacteriana. Esto sucede en operaciones en las que existe mayor
riesgo de infeccidn. Para ello, es necesario que el paciente se quede ingresado hasta finalizar
su tratamiento ya que, por norma general, la administracion del antibiético suele ser
intravenosa. Este tratamiento supone un gasto bastante elevado, asi como una incomodidad
para el paciente. Por otra parte, hay tratamientos intravenosos que pueden resultar
inefectivos en algunos tipos de infecciones, debido a su baja biodisponibilidad local

(infecciones dseas).

Una profilaxis quirudrgica local puede resultar beneficiosa en muchos aspectos. En primer lugar,
asegura que el fdirmaco tenga una biodisponibilidad total en el lugar donde puede generarse la
infeccidn. Adicionalmente, se reduce la dosis a administrar, pues no se buscan concentraciones

sanguineas sistémicas, sino locales.

A lo largo de las ultimas décadas se han desarrollado multitud de sistemas de liberacién
controlada de antibidticos, como los implantes de polimetilmetacrilato (PMMA) con
antibidticos, incluyendo meropenem (Salomon, A.W., et al, 2010). El problema de este tipo de
implantes es que no son biodegradables, por ello era necesario realizar una segunda operacion
para retirarlos (Popham, G.J., et al., 1991; Duncan, C.P., et al., 1994; Lemons, J.E., 1996).
Ademas, en esta segunda operacién, la cavidad que dejaba al retirarse el PMMA requeria
reconstruccion. Una liberacion controlada y local de antibidtico desde sistemas
microparticulares usando polimeros biodegradables podria presentar una gran ventaja frente a
los otros sistemas. Por este motivo, se han realizado diversos estudios, como es el caso de
microesferas de PLGA 75:25 y vancomicina (Baleani, M., et al, 2008); o implantes de pellets de

acido poli-D, L-lactico y ciprofloxacino (Koort, J.K. et al, 2008; Ramchandani, M. et al, 1998)...

Las infecciones contraidas durante intervenciones quirurgicas forman parte de las infecciones

nosocomiales.
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+* Infecciones nosocomiales

Una infeccion nosocomial es una infeccidn contraida en un hospital o centro de atencién
sanitaria por un paciente que habia sido internado por una razdn distinta de esa infeccion. Es
aquella infeccion que se presenta en un paciente internado en un hospital o en otro
establecimiento de atencidn de salud, en quien la infeccidon no se habia manifestado ni estaba
en periodo de incubacién en el momento de su llegada. Comprende las infecciones contraidas
en el hospital. También se incluyen las infecciones ocupacionales del personal del

establecimiento.

A pesar del progreso alcanzado en la atencién hospitalaria y de salud publica, siguen
manifestdndose infecciones en pacientes hospitalizados, que también pueden afectar al
personal de los hospitales. Las infecciones nosocomiales ocurren en todo el mundo y afectan

tanto a los paises desarrollados como a los paises del Tercer Mundo.

Una encuesta de prevalencia realizada por la OMS en 55 hospitales de 14 paises
representativos de 4 Regiones de la OMS (Europa, Mediterraneo Oriental, Asia Sudoriental y
Pacifico Occidental) mostré que un promedio de 8,7% de los pacientes hospitalizados
presentaba infecciones nosocomiales. En este estudio de la OMS se ha demostrado también
que la maxima prevalencia de infecciones nosocomiales ocurre en unidades de cuidados
intensivos y en pabellones quirdrgicos y ortopédicos de atencién de enfermedades agudas.

(OMS, 2003).

Los gastos econdmicos son enormes. Una estancia prolongada de los pacientes infectados es el

mayor factor contribuyente al costo.

Los factores mds importantes de las enfermedades nosocomiales son el agente microbiano
(bacterias comensales, bacterias patdgenas, virus, hongos y parasitos), la vulnerabilidad del
paciente, factores ambientales y las resistencias bacterianas. Las infecciones nosocomiales mas
comunes son las urinarias, lugares de intervenciones quirurgicas, neumonia y bacteriemia.

Uno de los grupos de infecciones nosocomiales mas frecuentes es aquel relacionado con las
operaciones quirurgicas. Un paciente que vaya a ser sometido a una operacidon puede
infectarse a través de su propia flora o de microorganismos presentes en el medio que le
rodea. Las infecciones pueden producirlas diferentes microorganismos, pero la gran mayoria

son infecciones bacterianas.
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++» Sistemas de liberacion controlada de meropenem

La administracion de sistemas de liberacion controlada (liberacién prolongada y liberacién
vectorizada) de meropenem se podria justificar tanto para tratamientos de infecciones como
para profilaxis de las mismas. En el caso de profilaxis, sobre todo tendria especial interés en

profilaxis quirdrgicas

e Tratamientos:

Los tratamientos de infecciones con meropenem se realizan mediante administraciones de
meropenem intravenosas, con perfusiones cortas de 15-30 minutos. Aunque en la ficha técnica
de meropenem se establece este tiempo de perfusidn, ya existen estudios en los que se
recomiendan perfusiones mas prolongadas de meropenem (Lee, L.S., et al, 2010; Thalhammer,

F., et al, 1999; Langgartner, J., et al, 2008; Roberts, J.A., et al, 2009).

La principal ventaja de las perfusiones mas prolongadas de meropenem se traduce en un
aumento del tiempo de concentracion de meropenem por encima de concentraciones

minimas inhibitorias de los microorganismos.

e Profilaxis quirdrgica local:

Su uso a nivel de profilaxis no se ha puesto todavia en practica, aunque hay varios estudios
publicados en revistas cientificas que demuestran que utilizdndolo con este fin presenta un
beneficio potencial. Estos articulos nos revelan que el meropenem es efectivo para prevenir
infecciones pancredticas (Fausto Catena, L. et al, 2009; Fritz, S. et al, 2008), o incluso en
pacientes con neutropenia durante trasplantes de células madre (Nucci, M. et al, 2004; Pérez
Simoén, J.A. et al, 2004). Los posibiles beneficios de una profilaxis quirdrgica local con

meropenem se resumen a continuacion:

o Salud: al administrar este antibidtico de amplio espectro las posibilidades de que
el paciente se infecte como consecuencia de la intervencién quirdrgica son
menores. Hay trabajos que estiman que las infecciones en el lugar de la cirugia son
del 13,0-15,0%. El meropenem es efectivo frente a casi todas las bacterias

causantes de enfermedades nosocomiales.

o Comodidad: el paciente no tiene que permanecer tanto tiempo ingresado y no

requiere una via para que se le administre el antibidtico. Un estudio realizado por
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la OMS mostré que el aumento general del periodo de hospitalizacion de los
pacientes con infecciones de heridas quirurgicas fue de 8,2 dias y alrededor de

10,0 dias una general y 19,8 una ortopédica (OMS, 2003).

- Econdémico: se evita una estancia prolongada del paciente. Por otro lado, también
se evita una posible infeccién nosocomial del paciente, lo que supondria
administrarle antibidticos via intravenosa y una estancia aun mds duradera. Una
estancia prolongada aumenta, no sdlo los costes directos para los pacientes o para
el Sistema Nacional de Salud, sino también los indirectos por causa del trabajo
perdido. El mayor uso de medicamentos, la necesidad de aislamiento y el uso de
mas estudios de laboratorio y otros con fines de diagnéstico también elevan los

costes (Coella, R. et al, 1993).

o Resistencias: se evita un posible tratamiento posterior a causa de la infeccion
quirdrgica, por lo que se reduciria el empleo de meropenem en esas
circunstancias. Ademds la dosis empleada en la administracion local de
meropenem seria menor que las utilizada via sistémica, ya que al ser un
tratamiento local se necesita menos cantidad de antibidtico. De esta manera el
consumo final de meropenem podria llegar a ser menor utilizandolo de manera

profilactica que terapéutica.

o Avance cientifico: a medida que evoluciona la ciencia, y con ello la aparicién de
nuevos antibidticos mas efectivos, la eleccion de los tratamientos va cambiando.
De esta manera, antibidticos que en un primer momento estaban reservados para
tratamientos mas graves, hoy en dia tienen un uso mas amplio. Lo mismo puede
suceder con el meropenem, seguramente llegard un momento que su uso sea mds
generalizado, ya que habra otros antibidticos de nuevas generaciones que lo
sustituyan en infecciones mas graves. Debido al aumento de p-lactamasas
especificas frente a antibidticos como ceftriaxona, ceftazidima y otros
betalactamicos, los antibidticos de amplio espectro como meropenem o
cefalosporinas de cuarta generacion estan llamados a tener mayor uso (Jones,

R.N., 2000).



INTRODUCCION Y OBJETIVO

1.2. OBJETIVO Y FASES

El presente estudio se basa en demostrar que la liberaciéon controlada de meropenem puede

ser beneficiosa para prevenir y tratar infecciones, con un especial enfoque en:

e Tratamiento de infecciones: mejora de las propiedades farmacocinéticas aumentando el

tiempo de perfusion de meropenem.

e Profilaxis de infecciones nosocomiales: sistemas de administracién local biodegradables en

operaciones quirurgicas.
Para ello, se han realizado diversos estudios, distribuidos en las siguientes etapas:

- Desarrollo Tedrico: estudio tedrico del principio activo, excipientes, procesos...

- Métodos analiticos: puesta a punto de los métodos analiticos y validacion de los
mismos.

- Estabilidad: estudios de estabilidad del principio activo a diferentes temperaturas y en
diferentes medios.

- Sistemas de liberacidn controlada de meropenem: estudio para la fabricacidn y anilisis
de nuevas formas de liberacién controlada de este principio activo. Los estudios se han
enfocado en dos formulaciones diferentes:

o Minicomprimidos implantables
o Suspension inyectable

- Ensayos en animales: comparacion de diversas formas farmacéuticas, tanto las
aprobadas en el mercado, como las desarrolladas durante el estudio.

- Ensayos en humanos: comparacion de diferentes velocidades de administracion de la
forma farmacéutica existente en el mercado.

- Fabricacion industrial: estudio tedrico sobre la fabricacidén industrial.

El principal objetivo del estudio es demostrar que la liberaciéon controlada de meropenem
puede ser mas beneficiosa que la liberacién inmediata, y que este beneficio puede

aprovecharse en diversas situaciones clinicas como las intervenciones quirurgicas.
Para ello se han estudiado diferentes formulaciones, posologias y vias de administracion.

- Formulaciones: comparacion de las formulaciones comercializadas de administracién
intravenosa tipo bolus con respecto a formulaciones desarrolladas para liberacion

controlada. En el mercado solo existen formulaciones de meropenem de liberacidn
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inmediata, por lo que se han buscado alternativas (minicomprimidos implantables,

suspensiones inyectables) que puedan favorecer una liberacion controlada.

- Vias de administracién: comparacion entre la via de administracion que clinicamente

se esta utilizando (via intravenosa) con otras alternativas como la via intramuscular.

- Posologias: comparacidon entre diferentes velocidades de administracidn de las
presentaciones comercializadas para administracién intravenosa. Una misma
formulacion administrada a diferentes velocidades puede tener diferentes
comportamientos, sobre todo puede influir en el tiempo durante el cual la
concentracién de principio activo en sangre esté por encima de concentraciones

minimas inhibitorias de microorganismos.

Una de las indicaciones de los sistemas de liberacidon controlada de meropenem podria ser la
prevencion de infecciones nosocomiales causadas durante operaciones quirurgicas. Estas
infecciones son muy comunes en pacientes que son operados y son causantes de estancias
hospitalarias prolongadas, pues los pacientes deben permanecer en el hospital hasta finalizar

el tratamiento antibidtico.



2. DESARROLLO

TEORICO
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2.1. MEROPENEM

A. ANTIBIOTICOS

Un antibiético es una sustancia quimica producida por un ser vivo, derivado semisintético de
ella o sintética, que a bajas concentraciones mata (por su accién bactericida) o impide el
crecimiento (por su accion bacteriostatica) de ciertas clases de microorganismos sensibles, y
qgue por su efecto, se utiliza en medicina humana, animal u horticultura para tratar una
infeccion provocada por dichos gérmenes. Normalmente un antibidético es un agente
inofensivo para el huésped, aunque ocasionalmente puede producirse una reaccién adversa al
medicamento o puede afectar a la flora bacteriana normal del organismo. Se espera que la
toxicidad de los antibidticos sea superior para los organismos invasores que para los animales

o los seres humanos que los hospedan (selectividad).

+* Mecanismos de accion

Existen muchas familias de antibidticos, presentando diversos mecanismos de accidn:

- Pared celular: bloguean la sintesis, exportacién, organizacién o formacion de la pared
celular (Ejemplo: meropenem).

- Membrana celular: lesiona directa o indirectamente la integridad de la membrana

celular de las bacterias y de ciertos hongos (Ejemplo: polimixinas)

- ADN: bloquean la sintesis del ADN, ARN, ribosomas, acidos nucleicos o las enzimas que
participan en la sintesis de las proteinas, resultando en proteinas defectuosas
(Ejemplo: sulfamidas).

- Ribosomas: algunos antibioticos actian por inhibicion de los ribosomas bacterianos,
que son los drganos celulares

Figura 3. Sitics de accion dz los antibictices

responsables de la sintesis de

Sintesisdela
, .. pared celular
proteinas y que son distintos en -Penicilinas

-Cefalosporinas
-Monobactam
-Vancomicina

DNA girasa
-Quinolonas

composicion de los ribosomas en

RNA Polimerasa |
- Rifampicina |

mamiferos (Ejemplos:
Subunidad 508
- Macrolidos

- Cloranfenicol
- Clindamicina

aminoglucdsidos, tetraciclinas).

/ Ribosomas \'»
Metabolismo
del acido félico

- Trimetoprim

Subunidad 30S
- Aminoglucésidos

Sulfametoxazol Estructurade la membrana - Tetraciclinas
- Polimixina B
Daptomicina

- Nitrofurantoina

Fig. 2.1. Sitios de accion de los antibidticos.
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Clasificacion
- Aminoglucésidos (amikacina, gentamicina, neomicina, estreptomicina...)
- Carbacefemos (loracarbef...)
- Carbapenemos (ertapenem, doripenem, imipenem/cilastatina, meropenem...)
o Mecanismo: Previene la divisién celular bacteriana inhibiendo la sintesis de la
pared celular.
o Usos: Bactericida para las Gram positivas y Gram negativas, por lo que se usa
para cobertura de amplio espectro de manera empirica.
- Cefalosporinas (ceftriaxona, cefuroxima...)
- Glicopéptidos (vancomicina, teicoplanina...)
- Macrdlidos (azitromicina, claritromicina, eritromicina...)
- Monobactamicos (aztreonam...)
- Penicilinas (amoxicilina, ampicilina, penicilina, oxacilina...)
- Polipéptidos (bacitracina, colistina, polimixina B...)
- Quinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino, norfloxacino...)
- Sulfonamidas (sulfametoxazol, sulfasalazina...)
- Tetraciclinas (doxiciclina, oxitetraciclina...)
- Cloranfenicol

- Rifampicina

‘HC1

Vancomycin Hydrochloride
CgHosCLIN, 054 - HC1

om= m

HO

Fig. 2.2. Vancomicina.
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B. ANTIBIOTICOS CARBAPENEMICOS

El meropenem es un antibidtico que pertenece a la familia de los carbapenemos. Los
carbapenemos son una clase de farmacos antimicrobianos parenterales que se consideran del
grupo de los B-lactdmicos, pero que difieren de las penicilinas en su composicién quimica: un
atomo de carbono ha sido sustituido por un atomo de sulfuro y existe una adicién de un doble
enlace en el anillo pentagonal del nudcleo de la penicilina. Estos son derivados de la
tienamicina, un producto natural de un hongo que reside en el suelo llamado Streptomyces

cattleya.

Como el resto de B-lactdmicos, los carbapenemos actuan inhibiendo la sintesis de la pared

celular bacteriana, ya que se unen e inactivan a las “Penicillin Binding Proteins (PBPs)”.

Los carbapenemos son estables a la mayoria de las betalactamasas, incluyendo las AmpCy las
betalactamasas de amplio espectro. Las resistencias a carbapenemos aparecen cuando las
bacterias desarrollan cambios estructurales en sus PBPs, cuando adquieren metalo-proteasas
capaces de degradar rapidamente al antibiético, o cuando cambian la permeabilidad de sus

membranas.

Los carbapenemos poseen el espectro de accidn frente a bacterias mas amplio de todos los
antibidticos betalactamicos, que incluye bacterias Gram positivas, Gram negativas, aerobias y
anaerobias. El inconveniente es que este grupo carece de actividad frente a Enterococcus

faecium, Staphylococcus aureus meticilin resistente y Stenotrophomonas maltophilia.

Su administracidn es Unicamente por via intravenosa, dado que su administracién por via oral
conduce a su degradacidon (salvo tebipenem). No obstante, hay estudios sobre su
administracién intramuscular (Romanelli, G. et al 1995), intraperitoneal (Van Ende, C., et al,
2010), u oral en forma de proforma (Tanaka, S., et al, 2011). Se utilizan comuUnmente en los

hospitales para tratar infecciones severas.

El primer carbapenem en descubrirse fue la tienamicina, que es un compuesto natural e
inestable, sintetizado por Streptomyces cattleya. Su inestabilidad hizo que se investigasen
nuevas alternativas y se desarrollé el imipenem. El problema de este antibidtico es que se
degrada in vivo por la dihidropeptidasa renal (DHP-I), por lo que hay que administrarlo con su
inhibidor cilastatina. A continuacién salié al mercado el meropenem, que diferia del anterior

en que era estable a la DHP-I, por lo que se podia administrar solo.

Estudios microbioldgicos han demostrado que el imipenem es ligeramente mas activo frente a

bacterias Gram positivas y menos activo frente a las Gram negativas, comparado con el
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meropenem. Ambos antibiéticos han sido utilizados para tratar gran variedad de infecciones

complicadas, asi como aquellas adquiridas en el ambito hospitalario (nosocomiales).

El imipenem y el meropenem tienen un tiempo de vida media muy corto, por lo que resulta
necesario administrarlos varias veces al dia. El ertapenem se desarrollé con el fin de aumentar
la vida media de este tipo de antibidticos, de tal manera que sélo es necesario administrarlo
una vez al dia. El ertapenem estd indicado para el tratamiento de infecciones complicadas que

no estén relacionadas con patdgenos intrahospitalarios.

Doripenem es uno de los miembros mas recientes de este grupo y ya se encuentra
comercializado. Su espectro de accion es similar al del meropenem e imipenem, solo que

posee mayor actividad in vitro frente a P. aeruginosa.

También podemos mencionar el panipenem y biapenem, que solamente estan comercializados

en Asia. El tebipenem es otro carbapenémico que esta en fase Il de ensayos clinicos en Japén.

ANO LANZAMIENTO/

PRINCIPIO ACTIVO CARACTERISTICAS
STATUS ACTUAL

Natural, inestable, sintetizado por
Tienamicina No comercializado
Streptomyces cattleya

Inestable a la DHP-I, se administra
Imipenem 1984
con cilastatina

Estable frente a DHP-I, se administra

Meropenem 1995
solo

Ertapenem Mayor tiempo de vida media 2002

Doripenem Mas activo frente a P. aeruginosa 2008

Fase Il de ensayos
Tebipenem Via oral
clinicos (Japon)

Inestable a la DHP-I, se administra
Panipenem Comercializado en Asia
con betampron

Biapenem Mds estable a DHP-I que el imipenem Comercializado en Asia

Faropenem Sal sédica, administracion oral Comercializado en Asia

Tabla 2.1. Clasificacion de antibidticos carbapenémicos segun sus caracteristicas y afio de lanzamiento.

La mayoria de la informacion sobre el estado actual de los carbapenemos se ha obtenido de la

publicacion Bassetti, M. et al, 2009.
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++» Caracteristicas quimicas

Los carbapenemos son antibidticos B-lactamicos que difieren de las penicilinas (penamos) en
que presentan un atomo de carbono en lugar de un azufre en posicidon C1 y una insaturacion

entre los carbonos C2 y C3 del anillo pentagonal.

Su amplio espectro de acciéon esta asociado a su resistencia intrinseca a casi todas las
betalactamasas. Esta estabilidad enzimatica se debe a que en la posicién C6 hay un grupo
trans-a-1-hidroxietil, a diferencia de las penicilinas y cefalosporinas, que presentan

sustituyentes en posicidn cis.

Los carbapenemos antiguos, como el imipenem y el panipenem, estan sujetos a la degradacion
por la dihidropeptidasa 1 (DHP-1), enzima presente en los tubulos renales, y por ello requieren
su coadministracion con cilastatina (inhibidor de DHP-I) o betamprén (impide la llegada a los
tubulos renales). El meropenem, ertapenem, biapenem y doripenem son estables a DHP-I

porque presentan un grupo B-metil en posicion C1.

Meropenem difiere del imipenem por la presencia de un grupo pirrolidinil en C2. Esto supone
una mayor actividad del meropenem frente a las bacterias Gram negativas como P.
aeruginosa. El ertapenem presenta un 4cido benzoico en posicion C2, lo que incrementa su
peso molecular, lipofilia, y se ioniza negativamente a pH fisiolégico. Estos cambios favorecen
una mayor unién a proteinas plasmaticas y un tiempo de vida media mayor, pero también
produce un paso mas lento a través de las membranas bacterianas, por lo que su espectro es
menor. El doripenem contiene un grupo sulfamoilaminoetil-pirrolidiniltio en la cadena de la
posiciéon C2, que mejora su actividad frente a bacterias Gram negativas no fermentables. El
tebipenem es el Unico carbapenem oral, que tiene un grupo 1-(1,3-tiazolin-2-il)azetidin-3-tio
en posiciéon C2, siendo muy estable a la DHP-1, y mediante una esterasa intestinal se convierte

en su metabolito activo que se absorbe a circulacién.

MNH
OH, )
. ~_-NHCH
H.C | | S s H.O
<u Tl :
g COOH

Fig. 2.3. Imipenem.
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MEROPENEM

Propiedades fisico-quimicas

- Férmula quimica: Cy7H,5N305S | Fig. 2.4. Meropenem |

- Nombre: Acido (-)-(4R, 5S, 6S)-3-[[(3S, 55)-5-(dimetil-carbamoil)-3-pirrolidinil] tio]-6-
[(1R)-1-hidroxietil]-4-metil-7-oxo-1-azabiciclo [3, 2,0] hept-2-eno-2-carboxilico.

- Peso molecular: 383,464 g/mol.

- Trihidrato: se comercializa hidratado por tres moléculas de agua, de forma que
aumenta su estabilidad (1,14 gramos de meropenem trihidrato = 1 gramo de
meropenem).

- B -—lactdamico semisintético del grupo de los carbapenemos.

- Pka:2,9y7,4.

- Koctanol/agua: < 10 (pH = 3,0-9,0) (log K = -2,4).

- Polvo cristalino blanco — amarillento.

- Solubilidad: se ve aumentada gracias al Na,COs.

o Bastante soluble en agua.

o Muy poco soluble en alcohol.

o Practicamente insoluble en acetona y éter.

o Soluble en dimetilformamida y en una solucién al 5% de fosfato de potasio
monobasico.

- pH (solucién acuosa al 1,0%): 4,0 - 6,0.

- Se debe conservar a una temperatura no superior a 30,02C.

- Estable a la DHP-I porque presenta un grupo -metil en posicién C1.

- Meropenem difiere del imipenem por la presencia de un grupo pirrolidinil en C2. Esto
supone una mayor actividad del meropenem frente a las bacterias Gram negativas
como Pseudomonas aeruginosa.

- Estabilidad

o Poco estable en disolucién.
o Degradacion a temperaturas elevadas y soluciones alcalinas (Méndez, A. et al,

2008).
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Mecanismo de accion y espectro
- Accién bactericida.
- Facilidad de penetracion en la célula bacteriana.
- Afinidad por las “Penicillin Binding Proteins (PBPs)”.
- Estable alas B-lactamasas.
- Efecto post-antibidtico frente a bacterias Gram positivas y negativas.
- Accidn sinérgica con otros antibiéticos (vancomicina (Kobayashi, K. et al, 2006;
Kobayashi, Y. et al, 2005), rifampicina, ciprofloxacino...)
- Amplio espectro de accion:
o Aerobias Gram positivas.
o Aerobias Gram negativas.

o Anaerobias.

DIAMETRO DEL HALO DE PUNTO DE CORTE DE CMI

CATEGORIA )
INHIBICION (mm) (mg/l)
Sensible >14 <4
Intermedia 12-13 8
Resistente <11 >16

Tabla 2.2. Clasificacion de la sensibilidad de microorganismos frente a meropenem.

El espectro antibacteriano in vitro de meropenem incluye a la mayoria de las cepas bacterianas
clinicamente significativas Gram positivas, Gram negativas, aerobias y anaerobias. En esta
ocasién, hemos tomado como referencia para realizar la siguiente tabla la publicacién de

Zhanel, G.G,. et al, 2007.
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Bacteria Imipenem Meropenem Ertapenem Doripenem

mg/l MIC50 MICgo MIC50 MICgo Mlcso MICgo M|C50 MICgD

Bacterias Gram Positivo

Staphylococcus
<0,5 <0,5 0,12 0,12 0,12 0,25 0,06 0,06

aureus (MS)
S. aureus (MR) 32 32 16 32 8 32 16 16
S. epidermidis 0,016 0,016 0,12 0,12 0,25 0,25 0,03 0,06
Streptococcus

<0,008 | <0,008 | <0,008 | <0,008 | <0,008 | <0,008 | <0,008 | <0,008
pyogenes
S. agalactiae 0,016 0,016 0,03 0,06 0,03 0,06 0,016 0,016

S. pneumoniae (PS) <0,008 | <0,008 | <0,008 | <0,008 | 0,015 0,015 | <0,008 | <0,008

S. pneumoniae (Pl) 0,06 0,12 0,12 0,5 0,25 1 0,12 0,25
S. pneumoniae (PR) 0,5 1 0,5 1 1 2 0,5 1
Enterococcus faecalis 1 4 8 16 8 16 4 8
E. faecium >8 >8 >16 >16 >16 >16 >16 > 16
Listeria
0,03 0,12 0,12 0,12 0,25 0,5 - -
monocitogenes

Bacterias Gram Negativo

Acinetobacter spp. 0,25 0,25 0,25 1 4 >8 0,25 1
Citrobacter freundii 1 1 <0,015 0,03 <0,015 | £0,015 0,03 0,03
Enterobacter
2 2 0,03 0,06 <0,015 0,06 0,06 0,12
aerogenes
E. cloacae 0,5 2 0,03 0,06 <0,015 0,06 0,03 0,06
Escherichia coli <0,5 <0,5 0,016 0,03 <0,06 <0,06 0,03 0,03
E. coli (ESBL) <0,5 <0,5 0,03 0,06 <0,06 0,25 0,03 0,06
Haemophilus
1 4 0,063 0,25 0,06 0,12 0,12 0,5
influenzae
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Klebsiella
0,25 1 0,03 0,03 <0,06 <0,06 0,03 0,06
pneumoniae
K. pneumoniae (ESBL) 0,5 1 0,03 0,12 <0,06 0,5 0,06 0,12
K. oxytoca 0,25 0,5 0,03 0,03 <0,015 | 0,015 0,03 0,06
Moraxella catarrhalis 0,06 0,12 <0,008 | <£0,008 0,008 0,008 0,016 0,03
Morganella morganii 4 4 0,06 0,12 <0,015 0,03 0,25 0,5
Neisseria
- 0,016 - - 0,008 0,03 - -
gonorrhoeae
Proteus mirabilis 1 2 0,06 0,06 <0,06 <0,06 0,12 0,25
P. vulgaris 2 4 0,125 0,12 0,16 0,25 0,25 0,5
Pseudomonas
1 >8 0,5 16 >8 >8 0,5 8
aeruginosa
Salmonella spp. <0,5 <0,5 0,03 0,03 <0,06 <0,06 0,06 0,06
Serratia marcescens 1 2 0,06 0,06 0,03 0,12 0,12 0,25
Shigella spp. <0,5 <0,5 0,03 0,03 <0,06 <0,06 0,03 0,06
Stenotrophomonas
>8 >8 >16 >16 >8 >8 >16 >16
maltophilia
Bacterias anaerobias
Bacteroides fragilis 0,25 0,5 0,12 0,5 0,25 0,5 0,5 1
B. fragilis group 0,25 0,5 0,12 0,5 0,25 1 0,5 1
Clostridium difficile 2 4 2 4 4 4 1 2
C. perfringens 0,016 0,12 <0,06 <0,06 0,06 0,06 - -
Fusobacterium spp. 0,12 1 0,03 0,12 0,03 1 0,03 -
Lactobacillus spp. 0,12 8 0,25 >16 2 >16 - -
Peptostreptococcus
0,03 0,06 0,03 0,12 0,06 0,12 - -
spp.
Prevotella spp. 0,03 0,5 0,12 0,25 0,25 4 0,12 0,25

Tabla 2.3. Concentraciones minimas inhibitorias de bacterias Gram positivo, Gram negativo y anaerobias

frente a meropenem, imipenem, doripenem y ertapenem. Datos recogidos de Zhanel, G.G. et al, 2007.
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% Resistencias

Los carbapenemos muchas veces son conocidos por su actividad frente a bacterias Gram
negativas, que son resistentes a otros antibidticos B-lactamicos (cefalosporinas de tercera
generacion...), y debido a su estabilidad frente a casi todas las B-lactamasas (AmpC B-

lactamasas, B-lactamasas de amplio espectro (ESBL)...).

Microorganismo Causa

Enterococcus faecium Baja afinidad por sus PBP2a

Stenotrophomonas maltophilia Metalo-B-proteasas especificas

Staphylococcus aureus meticilin
Baja afinidad a sus PBP2a

resistente (SARM)

Pseudomonas aeruginosa
Modificacién de membrana, eliminacion activa

(algunas cepas)

Tabla 2.4. Bacterias resistentes a Meropenem y causa de la resistencia.

- Posibles combinaciones que eviten resistencias:
o Vancomicina: activa frente a SARM y Enterococcus faecium.
o Tigeciclina: activa frente a SARM, E. faecium y S. maltophilia.

o Linezolid: no activo frente a Gram negativos.

Una alternativa al meropenem es la vancomicina, ya que es activa frente a Staphylococcus
aureus meticilin-resistentes, mientras que los B-lactdmicos no son del todo efectivos, debido a
las resistencias. El problema es que las Enterobacterias suelen ser resistentes a la vancomicina.
Por este motivo, también se podrian emplear sistemas que combinaran meropenem vy
vancomicina, cubriendo todo el espectro. Hay estudios que demuestran una actividad sinérgica
entre la vancomicina y el meropenem, de tal manera que se podrian implantar dos tipos de

sistemas (Kobayashi, K. et al, 2006; Kobayashi, Y. et al, 2005).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kobayashi%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Kobayashi%20K%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

DESARROLLO TEORICO

/7

+» Datos farmacolégicos

Los datos han sido recopilados, en su mayoria, de la ficha técnica Meronem® 1.V. (500, 1000

mg) de AstraZeneca.

a) Indicaciones terapéuticas

Esta indicado en adultos y nifos para el tratamiento de las siguientes infecciones uni o

polimicrobianas causadas por bacterias sensibles a meropenem:

Neumonias graves.

- Infecciones del tracto urinario.

- Infecciones intra-abdominales.

- Infecciones ginecoldgicas.

- Infecciones de la piel y tejidos blandos.

- Meningitis.

- Septicemia.

- Tratamiento empirico de probables infecciones bacterianas en pacientes con
neutropenia febril, en monoterapia o en asociacién con agentes antivirales o

antifdngicos.

Es eficaz en el tratamiento de infecciones polimicrobianas, sélo o en combinacién con otros

agentes antimicrobianos.

Se ha empleado de forma efectiva en pacientes con fibrosis quistica e infecciones crénicas del
tracto respiratorio inferior, tanto en monoterapia como en combinacidon con otros agentes

antibacterianos.

Fig. 2.5. Imagen de bacterias meningocdcicas.
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b) Reacciones adversas

Meropenem es generalmente bien tolerado. Las reacciones adversas raramente provocan la
interrupcién del tratamiento. Las reacciones adversas graves son infrecuentes. La mayoria de

las siguientes reacciones adversas se comunicaron en menos del 1,0% de los pacientes

tratados:
FRECUENCIA SISTEMA ORGANICO REACCIONES ADVERSAS ‘
Trastornos de la sangre y sistema
Trombocitemia
linfatico
Trastornos gastrointestinales Nauseas, vomitos, diarrea
Frecuentes Aumento de los niveles séricos de
(21/100 a <1/10) Trastornos hepatobiliares transaminasas, bilirrubina, fosfatasa

alcalina y deshidrogenasa lactica

Trastornos generales y alteraciones
Inflamacidn, tromboflebitis, dolor
en el lugar de administracion

Trastornos de la sangre y sistema
Eosinofilia, trombocitopenia
linfatico
Poco frecuentes

(21/1000 a <1/100)

Trastornos del sistema nervioso Cefalea, parestesias

Trastornos de la piel y tejido
Erupcidn, urticaria, prurito

subcutdneo
Trastornos de la sangre y sistema Leucopenia, neutropenia,
Raras linfatico agranulocitosis
(21/10000 a Trastornos del sistema nervioso Convulsiones (sin relacion causal)
<1/1000) Trastornos generales y alteraciones

Candidiasis oral y vaginal
en el lugar de administracion

Trastornos de la sangre y sistema
Anemia hemolitica
linfatico

Angioedema, manifestaciones de
Trastornos del sistema inmunoldgico
Muy raras anafilaxia

(<1/10000) Trastornos gastrointestinales Colitis pseudomembranosa

Eritema multiforme, Sindrome de
Trastornos de la piel y tejido
Stevens-Johnson, necrolisis
subcutaneo
epidérmica toxica

Tabla 2.5. Reacciones adversas descritas del meropenem segun su ficha técnica.
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¢) Contraindicaciones

Esta contraindicado en pacientes que hayan presentado hipersensibilidad a este farmaco.

d) Posologial.V.

Adultos
La posologia y la duracién de la terapia se estableceran segun el tipo, gravedad de la infeccidn
y estado del paciente.

La dosis diaria recomendada es la siguiente:

- Tratamiento de infecciones del tracto urinario, infecciones ginecolégicas e infecciones
de la piel y tejidos blandos: 500 mg I.V. cada 8,0 horas.

- Tratamiento de neumonias graves, infecciones intra-abdominales, probables
infecciones en pacientes neutropénicos y septicemia: 1 g I.V. cada 8 horas.

- Meningitis y fibrosis quistica: 2 g cada 8,0 horas.

Adultos con alteracion renal

En pacientes con aclaramiento de creatinina inferior a 51 ml/min, la dosis debe ser reducida tal

y como se indica a continuacién:

Aclaramiento de Dosis (basada en una unidad de dosis de Frecuencia
creatinina (ml/min) 500mg, 1g, 2g)
26-50 1 unidad de dosis Cada 12,0 horas
10-25 Mitad de una unidad de dosis Cada 12,0 horas
<10 Mitad de una unidad de dosis Cada 24,0 horas

Tabla 2.6. Dosis indicada de meropenem segun el aclaramiento renal de creatinina.

Meropenem se elimina por hemodidlisis; por tanto, si fuera necesario un tratamiento
continuado se recomienda que la unidad de dosis (basada en el tipo y gravedad de la infeccién)
se administre al finalizar el proceso de hemodidlisis para restaurar las concentraciones

plasmaticas terapéuticamente eficaces.
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Adultos con insuficiencia hepatica

No es necesario el ajuste de dosis en pacientes con insuficiencia hepatica.
Geriatria

No se requiere ajuste de dosis en ancianos con funcién renal normal o con valores de

aclaramiento de creatinina superiores a 50 ml/min.
Pediatria

Para nifios mayores de 3 meses y hasta 12 afios de edad, se recomienda una dosis I.V. de 10 —
20 mg/kg cada 8,0 horas, dependiendo del tipo y gravedad de la infeccion, susceptibilidad del
(de los) patégeno/s y el estado del paciente. En nifios con un peso superior a 50 kg se debe

utilizar dosis de adultos.

En meningitis y fibrosis quistica, la dosis recomendada es 40 mg/kg cada 8,0 horas.
En pacientes con neutropenia febril se recomienda una dosis de 20 mg/kg cada 8,0 horas.

No hay experiencia en ninos con insuficiencia renal.

e) Embarazo y lactancia

Embarazo

No se ha establecido la seguridad del meropenem durante el embarazo en humanos, aunque
los estudios en animales no han mostrado un efecto adverso sobre el feto en desarrollo. No
debe administrarse durante el embarazo a menos que el posible beneficio justifique el riesgo

potencial para el feto.

Lactancia
Meropenem se detecta a concentraciones muy bajas en leche materna en animales. No debe
ser administrado durante la lactancia, a menos que el posible beneficio justifique el riesgo

potencial para el nifio.
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f) Interacciones

- Meropenem + Acido valproico: meropenem puede reducir los niveles séricos de acido

valproico, por lo que pueden aparecer convulsiones en los pacientes que toman ambos
farmacos (Mori, H. et al, 2007).

- Meropenem + Probenecid: probenecid compite con meropenem en la secrecion

tubular activa y, por tanto, inhibe la excrecion renal de éste, con el consiguiente
aumento de la vida media de eliminacidn y concentracién plasmatica del meropenem.
Dado que la potencia y duracién de accién del meropenem administrado sin
probenecid, son adecuadas, no se recomienda la administracién combinada de ambos
farmacos

- Meropenem + Contrastes yodados: los contrastes yodados administrados

intratecalmente pueden producir ataques epilépticos. Estos ataques pueden verse
aumentados si se administra el contraste junto con un farmaco que disminuya el
umbral epiléptico, como meropenem, inhibidores de la recaptacién de serotonina
(IRSS), ATC...

- Meropenem + Fosfatos de sodio: el riesgo de ataques epilépticos inducidos por

farmacos que contienen fosfato sédico (utilizados contra el estrefiimiento) puede
verse incrementado por farmacos que disminuyen el umbral de los ataques, como

meropenem, IRSS...

- Meropenem + Tramadol: el riesgo de ataques epilépticos puede verse aumentado
durante la coadministracién de tramadol con cualquier sustancia que reduzca el

umbral de las convulsiones, como el meropenem, IRSS, IMAO, opioides, ATC...

O

OH

Fig. 2.6. Acido Valproico: principio activo antiparkinsoniano

que interacciona con meropenem.
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Absorcion

- Administracidon intravenosa (en bolus, infusion): es la Unica comercializada.

- Administracion

+» Propiedades farmacocinéticas

(Romanelli, G. et al 1995).

intramuscular:

investigacion,

- Administracidn oral: meropenem no se absorbe via oral.

Distribucion

- Unidn a Proteinas Plasmaticas: aproximadamente del 2,0%.

- Volumen de distribucién: 0,25 I/kg (predomina la distribucion extracelular).

biodisponibilidad del 97,0%

- Tejidos: penetra de forma adecuada en la mayoria de los fluidos y tejidos corporales;

incluyendo el liquido cefalorraquideo de pacientes con meningitis bacteriana.

Metabolismo y Eliminacién

- Eliminacién renal: 70,0% inalterado, 30,0% en forma de metabolito.

- Tiempo de vida media: 1,0 hora (normalmente debe administrarse tres veces al dia).

- No se metaboliza por la dihidropeptidasa por lo que no necesita administrarse con

cilastatina.
Unidn a Excrecion
Principio Dosis Cmax AUC Intervalo de
vd (I/kg) Proteinas inalterada
activo IV(g) (mg/l) (mgxh/1) administracién
(%) (%)
0,5 21-58 42,2 1,0 0,23-0,31 20,0 60,0—-70,0 3 —4 veces/dia
Imipenem
1,0 41-83 186,0 1,0 0,23-0,31 20,0 60,0 -70,0 3 — 4 veces/dia
27,2 -
0,5 23,0 1,0 0,23-0,35 2,0 70,0 3 —4 veces/dia
32,4
Meropenem
66,9 —
1,0 49,0 1,0 0,23-0,35 2,0 70,0 3 — 4 veces/dia
77,5
Ertapenem 1,0 155,0 572,1 3,8 8,20 92,0-95,0 44,0 1 vez/dia
Doripenem 0,5 23,0 36,0 0,9 0,24 9,0 75,0 3 —4 veces/dia
Panipenem 0.5 23,0 39,4 1,2 0,32 5,0 29,0 2 veces/dia
Biapenem 0,3 17,0 29,2 1,0 0,25 - 63,0 3 veces/dia

Tabla 2.7. Farmacocinética de imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem, panipenem y biapenem.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Romanelli%20G%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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+* Farmacotecnia

La forma farmacéutica comercializada es polvo estéril de color blanco para la solucidon

inyectable. En Espafia, existen las siguientes presentaciones de meropenem:

- Meropenem I.V. 500 mg de polvo para solucion inyectable: contiene 570 mg de
meropenem trihidrato, equivalente a 500 mg de meropenem anhidro.
- Meropenem 1.V. 1000 mg de polvo para solucién inyectable: contiene 1140 mg de

meropenem trihidrato, equivalente a 1000 mg de meropenem anhidro.

El excipiente empleado en las presentaciones comercializadas es:

- Carbonato sédico: se presenta unido a esta base para facilitar su solubilidad. Contiene

un total de 208 mg de carbonato sédico por cada gramo de meropenem anhidro.

Las formulaciones de meropenem presentan las siguientes incompatibilidades:

- Son compatibles con gran cantidad de soluciones para perfusidn, que se mostraran

mas adelante.

- No debe ser mezclado ni incorporado a soluciones que contengan otros farmacos.

Reconstitucion:

- Para administrar meropenem por inyeccién en bolus, debe reconstituirse con agua
estéril para inyeccién (10 ml por cada 500 mg) proporcionandose una concentracién
aproximada de 50 mg/ml. La solucion es clara o amarillo palido. Agitar la solucién
reconstituida antes de administrar.

- Para administrar meropenem por infusidon intravenosa, los viales pueden ser
reconstituidos con un fluido compatible para la infusidn (se muestran a continuacion) y

diluir adicionalmente con dicho fluido compatible para infusién.
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Soluciones en las que se reconstituye:

- Viales reconstituidos con agua para inyeccion para inyeccién en bolus.

- Bolsas de infusion (1,00 — 20,00 mg/ml) preparadas con:

O

O

NaCl 0,9%.

Glucosa 5,0% y 10,0%.

Glucosa 5,0% y NaCl 0,9%.

Glucosa 5,0% y NaCl 0,2%.

Glucosa 5,0% y KCl 0,15%.

Glucosa 5,0% y bicarbonato sddico 0,02%.
Glucosa 5,0% en lactato de Ringer
Glucosa 5,0% y NaCl 0,18%

Glucosa 5,0% en Normosol-M.
Glucosa 2,5% y NaCl 0,45%.

Manitol 2,5% y 10,0%.

Inyeccion de Ringer.

Inyeccion de lactato de Ringer.
Inyeccion de bicarbonato sédico 5,0%.
Dextrano 70 6% en NacCl 0,9%.
Dextrano 70 6% en NaCl 5,0%.

Administracién: se administra por inyeccién intravenosa en bolus durante aproximadamente

5,0 minutos o por infusién intravenosa durante aproximadamente 15,0 a 30,0 minutos.

Envase: viales de 20 ml (500 mg de meropenem) o 30 ml (1000 mg de meropenem) de vidrio

Tipo I, cerrado con un tapdn de goma de halobutilo de color gris y sellado con una cdpsula de

aluminio.

Estabilidad:

- Periodo de validez: 4 afos.

- El polvo seco no debe conservarse a una temperatura superior a 30,02C.

- Si el polvo esta reconstituido el tiempo de estabilidad disminuye. A una temperatura

de 15,0 — 25,02C la estabilidad oscila entre 2,0 y 10,0 horas (dependiendo del medio de

reconstitucion) y a una temperatura de 4,02C la estabilidad oscila entre 8,0 y 48,0

horas (dependiendo del medio de reconstitucién).
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+* Mercado de meropenem (IMS)

Unidades Unidades Unidades Euros Euros Euros
2011 2012 2013 2011 2012 2013
(x1000) (x1000) (x1000) (x1000) (x1000) (x1000)
MEROPENEM TOTAL 54.842 62.807 72.783 866.065 | 877.170 854.736
China 13.564 14.695 16.583 124.596 144.546 162.620
Japon 1.197 1.274 1.315 125.747 129.136 99.420
Estados Unidos 494 704 618 88.015 92.680 71.437
Reino Unido 317 342 361 46.255 54.494 57.010
Italia 3.480 3.916 4.492 54.882 50.246 51.977
India 2.559 3.819 4.869 35.960 43.382 44.561
Alemania 5.093 6.022 7.156 35.984 36.297 41.674
Tailandia 706 891 1.323 26.607 32.374 38.370
Rusia 482 659 813 32.387 35.311 31.159
Indonesia 977 1.150 1.348 22.676 28.320 27.215
Espaia 1.860 1.690 2.274 41.139 21.453 23.911
Hospira 0 663 1.205 0 5.856 10.741
Vial 1g 0 600 1.117 0 5.523 10.275
Vial 500mg 0 63 88 0 333 466
Astrazeneca 1.758 758 500 39.702 11.799 6.752
Vial 1g 1.564 670 450 37.044 11.018 6.402
Vial 500mg 195 87 49 2.657 780 350
Fresenius Kabi 0 0 390 0 0 4.032
Vial 1g 0 0 354 0 0 3.842
Vial 500mg 0 0 35 0 0 190
Sandoz 102 269 139 1.437 3.798 1.971
Vial 1g 100 265 138 1.425 3.770 1.966
Vial 500mg 1 4 1 12 27 5
Kern Pharma 0 0 34 0 0 313
Vial 1g 0 0 34 0 0 313
Combino Pharm 0 0 7 0 0 101
Vial 1g 0 0 7 0 0 101
Corea del Sur 2.634 2.982 2.935 24.293 22.933 20.859
Filipinas 469 526 606 13.882 17.071 18.873
Austria 43 45 66 11.775 11.398 17.299
Vietnam 147 312 615 5.544 10.633 15.541
Sudafrica 739 787 808 19.992 18.028 13.356
Canada 761 724 807 22.249 17.293 12.624
Turquia 1.523 1.645 2.402 10.852 9.599 11.905
Taiwan 646 724 873 8.815 9.399 11.105
Bélgica 581 587 601 10.138 7.443 6.623
Francia 96 174 226 4,943 5.646 6.396
Polonia 43 44 50 8.159 6.560 5.356
Suiza 16 16 16 5.429 5.594 5.323
Irlanda 14 17 21 4.059 4.272 4.477
Arabia Saudi 17 20 22 2.858 3.881 4.354
Pakistan 212 349 495 1.824 3.120 3.971
Australia 13.290 13.947 16.814 16.588 5.082 3.949
Venezuela 44 66 113 1.715 3.082 3.805
Finlandia 26 26 31 6.365 1.644 3.537
Malasia 50 46 27 5.349 4.877 3.104
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Portugal 600 642 627 4.607 4.151 2.897
Rep. Checa 23 23 19 5.354 3.530 2.725
Suecia 35 38 39 7.505 5.475 2.716
Hong Kong 20 29 31 2.423 3.025 2.534
Hungria 9 11 13 2.268 2.134 2.109
Singapur 16 20 21 3.725 3.584 2.018
Croacia 13 14 15 1.996 1.899 1.922
Rumania 18 37 54 3.236 2.504 1.849
Emiratos Arabes 33 44 57 927 1.367 1.663
Méjico 37 39 41 1.447 1.652 1.642
Puerto Rico 4 8 9 1.586 2.195 1.459
Bangladesh 66 95 136 506 695 1.096
Noruega 16 18 19 1.790 1.087 968
América central 22 8 11 872 827 938
Uruguay 37 70 67 663 1.044 844
Bulgaria 53 53 61 1.310 1.092 768
Egipto 51 56 76 594 677 762
Nueva Zelanda 1.658 3.332 2.715 2.070 910 722
Ecuador 2 4 5 319 377 544
Eslovaquia 9 11 12 797 422 439
Sri lanka 11 10 17 381 324 410
Grecia 2 3 3 292 283 290
Argentina 6 9 14 144 219 269
Holanda 1 1 1 183 294 266
Lituania 3 17 31 94 127 228
Libano 1 1 1 127 143 199
Kuwait 0 0 1 70 113 171
Brasil 1 1 1 324 190 163
Rep. Dominicana 10 6 4 342 183 140
Eslovénia 4 4 1 966 783 86
Africa francesa 0 1 2 0 12 40
Peru 0 1 2 18 19 22
Colombia 1 0 0 41 22 16
Chile 0 0 0 3 8 6
Letonia 0 0 0 0 0 3
Luxemburgo 0 0 0 6 3 2
Jordania 0 0 0 3 7 0

Tabla 2.8. Mercado mundial de meropenem en unidades y valores entre 2011y 2013, segun IMS.

En los ultimos afios se han vendido entre 54,8 millones (2011) y 72,8 milliones (2013) de
unidades de meropenem en el mundo. Cada afio se ha incrementado entre un 12,0% y un

13,0% el nimero de unidades vendidas con respecto al afio anterior.

En valores, se han generado anualmente (entre 2011 y 2013) mas de 850 millones de euros.
Este valor ha permanecido bastante estable entre 2011 y 2013, aunque cada afio se haya
aumentado el nimero de unidades vendidas. Esto quiere decir que el precio de cada unidad de

meropenem ha ido bajando anualmente, desde 15,8 € en 2011 hasta 11,7 € en 2013.
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En 2011, Astrazéneca tenia el 24,6% de cuota de mercado, que ha caido hasta el 6,7% en el
afo 2013. Entre 2011 y 2013 Hospira ha crecido desde el 0,5% al 4,1% de cuota de mercado, y
Fresenius-Kabi del 0,8% al 4,7%.

El pais donde mas unidades de meropenem se venden es China, un 22,0-24,0% de las ventas
en el mundo son en este pais. Australia presenta valores similares de unidades vendidas,
incluso en 2013, se han vendido mas en el pais de Oceania que en el pais asiatico. Les siguen

en el ranking Alemania, India, Italia, Corea del Sur, Nueva Zelanda, Turquia y Espana.

Existen grandes diferencias de precio por unidad entre los diferentes paises. Entre 2011 y
2013, Suiza ha tenido un precio medio por unidad de unos 340 €; mientras que Australia y

Nueva Zelanda han tenido un precio medio por unidad inferior a 1 €.

Las presentaciones mdas comunes son vial polvo de 1.000 mg y vial polvo de 500 mg. No

obstante, hay paises con presentaciones diferentes de 250 mg o 2.000 mg.

En Espafia se han vendido entre 1,8 millones (2011) y 2,2 millones (2013) de unidades de
meropenem. En 2012 disminuyeron las unidades vendidas en un 10,0% con respecto al afio

anterior, sin embargo en 2013 se incrementaron en un 25,0%.

En valores, han ido disminuyendo en los ultimos afios, se vendieron unidades por un valor de
unos 41 millones de euros en 2011 y no llegaron a 24 millones de euros en 2013. El precio

medio por unidad también ha disminuido, desde 22,1 € en 2011 a 10,5 € en 2013.

En 2011 Astrazeneca tenia una cuota de mercado del 94,5%, que ha disminuido hasta el 22,0%
en 2013. En cambio Hospira ha crecido en esos afios desde el 0,0% al 53,0% de cuota de

mercado.

En Espafia solo existen dos presentaciones, de 1.000 mg y de 500 mg. La presentacién de 1.000
mg supone aproximadamente un 90% del mercado en unidades y un 95,0% del mercado en
valores. El precio medio de la presentacion de 1.000 mg ha descendido desde 23,1 € en 2011 a
10,9 € en 2013, mientras que el precio medio de la presentacion de 500 mg ha descendido

desde 13,6 € en 2011 a 5,8 € en 2013.

En lineas generales, el meropenem presenta un mercado creciente en unidades y decreciente

en valores, por disminucién del precio por unidad.
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2.2. ACIDO POLILACTICO-CO-GLICOLICO (PLGA)

A. POLIMEROS

Para poder comprender el mecanismo de funcionamiento del PLGA, primero hay que hacer

una breve introduccidn al concepto de polimero:

/7

%+ Definiciones

Se definen como macromoléculas formadas por unidades constitucionales que se repiten de

una manera mas o menos ordenada.

Los copolimeros son polimeros constituidos por dos o mas unidades repetitivas de

monomeros.

El proceso quimico por el cual ciertas moléculas de pequefio tamafio (mondmeros) pueden
reaccionar entre si para dar una molécula de gran tamafio (macromolécula) con una
constituciéon mas o menos repetitiva (polimero), se conoce con el nombre de polimerizacion.
La molécula de polimero se genera por reaccidon entre dos grupos funcionales que son
reactivamente complementarios. Estas dos funciones pueden encontrarse en una misma

molécula o en dos moléculas distintas.

R/

+*» Clasificacion
Esta clasificacion nos permite ubicar al PLGA en el amplio grupo que constituyen los polimeros:

a) Segun su origen

- Polimeros naturales: Son los que se pueden presentar en la naturaleza (reino vegetal y
animal). Ejemplos: celulosa, caucho natural, resinas...

- Polimeros semisintéticos: Son los obtenidos por la transformacién quimica de los
polimeros naturales, sin que se destruya de modo apreciable su naturaleza
macromolecular. Ejemplo: el acido polilactico-co-glicdlico obtenido a partir de acidos
l[actico y glicdlico.

- Polimeros sintéticos: Son los que se obtienen por via puramente sintética a partir de

sustancias de bajo peso molecular. Ejemplo: nylon.
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b) Segun la estructura molecular

- Polimeros lineales: La molécula esta constituida por una cadena de la que sélo cuelgan
los grupos laterales, los cuales ya estaban presentes en el mondmero. Ejemplo: acido
polilactico-co-glicélico.

- Polimeros ramificados: Existen cadenas mas o menos largas, en mayor o menor
frecuencia, que emergen de manera aleatoria de la cadena principal. La constitucién
guimica de la rama es idéntica a la de la cadena principal.

- Polimeros peine: Constituyen un caso intermedio entre polimeros lineales vy
ramificados. Contienen ramas de similar longitud, dispuestas con alta frecuencia y
regularidad a lo largo de la cadena principal. Por lo general cuelga una rama de cada

unidad constitucional repetitiva. La constitucidon quimica de la rama es por lo general

diferente a la de la cadena principal. En los polimeros estrella, las diferentes ramas
irradian desde un origen comun.

- Polimeros entrecruzados: Son polimeros ramificados en los que las ramas entrelazan
las cadenas unas con otras, de manera que todo el conjunto puede concebirse como
una sola macromolécula de tamano limitado. Los polimeros escalera son unos
polimeros entrecruzados constituidos por una sucesion regular de ciclos. Los polimeros

semiescalera son un caso particular en el que las unidades ciclicas alternan con

segmentos lineales.

c) Segun las reacciones de formacion

- Polimeros de adicidn: Son polimeros cuyas macromoléculas se han formado por unién
de moléculas mondmeras no saturadas. Ej.: acido polilactico-co-glicdlico.

- Polimeros de condensacion: Son polimeros cuyo enlace entre las macromoléculas son
multifuncionales, con separacién de algun producto de bajo peso molecular. Ej.: nylon,
las proteinas.

- Polimeros poliaductos: Son aquellos cuyo enlace entre las macromoléculas son

multifuncionales, sin separacién de moléculas sencillas. Ej.: poliuretanos y resinas.
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d) Segun sus propiedades fisicas

- Termoestables: Son polimeros que no se pueden fundir a través de un proceso de
calentamiento simple, puesto que su masa es tan dura que necesita temperaturas muy
elevadas para presentar algun tipo de destruccién.

- Elastdmeros: Son polimeros que aunque pueden ser deformados, una vez que
desaparece el agente que causo la pérdida de su forma pueden retornar a ella.

- Termopldsticos: Este es un tipo de polimeros que tienen facilidad para ser fundidos, y
por lo tanto pueden ser moldeados. Si tienen una estructura regular y organizada,
pertenecen a la subdivisién de los cristalinos, pero si su estructura es desorganizada e

irregular, se consideran amorfos. Ejemplo: acido polilactico-co-glicdlico.

e) Segun su degradacion
- Biodegradables: acido polilactico-co-glicélico.

- No biodegradables: polimetilmetacrilato.

H S

Poliacetileno Poli(p-fenileno) Polianilina Politiofeno

N n

Polipirrol Poli(p-fenileno etinileno) Polifluoreno

Fig. 2.7. Estructura quimica de algunos mondémeros.
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B. ACIDO POLILACTICO-CO-GLICOLICO

Con el nombre de PLGA nos referimos a una amplia variedad de polimeros semisintéticos

que contienen unidades de:

e Acido lactico (4cido a-hidroxipropidnico).

e Acido glicélico (4cido a-hidroxiacético).
Los distintos tipos de PLGA difieren en:

e La proporcién de cada uno de los acidos.
e El peso molecular del polimero.
e Laviscosidad.

e Otras caracteristicas: hidrofilia,...

El uso de estos polimeros se debe a sus propiedades:

e Biocompatibles: capacidad de un material para comportarse con una respuesta
apropiada en una aplicacion especifica.
e Biodegradables: capacidad de degradarse en el cuerpo humano, por lo que desaparece

la necesidad de retirarlos.

Las aplicaciones de estos polimeros son principalmente:

e Implantes ortopédicos.

e Suturas.

e Sistemas de liberacién controlada.
e Productos cardiovasculares.

e Estructuras para la regeneracion de tejidos.

NN

oA
N

Lactide

Fig. 2.8. Proceso de sintesis del PLGA a partir de sus mondémeros.




IVEN  SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA DE MEROPENEM

C. BIODEGRADACION

La principal propiedad que permite que los polimeros puedan competir con otros materiales
como el vidrio y los metales es su resistencia quimica, fisica y mecanica. Por este motivo las
investigaciones en este campo han ido creciendo, y se han utilizado materiales poliméricos en
multitud de aplicaciones médicas. El principal problema es que estos polimeros se acumulaban
en el cuerpo humano y habia que retirarlos, por lo que se empezaron a disefiar polimeros
biodegradables. Esta degradacidon puede ser por efecto de la temperatura (degradacion
térmica), debido al contacto con el agua (degradacién hidrolitica), o por efectos
medioambientales como la luz solar (fotodegradacién) o los microorganismos
(biodegradacion).

Los polimeros y copolimeros de acido lactico y glicdlico se degradan por una simple hidrdlisis.
Cuando estan expuestos al medio acuoso, como puede suceder en fluidos corporales o tejidos,
el agua es absorbida y reacciona con los grupos éster que unen los mondmeros. Por cada éster
hidrolizado se forma un grupo carboxilico y un grupo hidroxilo.

Los enlaces éster son hidrolizados aleatoriamente a lo largo de la cadena del polimero, por lo
gue inicialmente se forman muy pocos fragmentos solubles en agua. Entonces largas cadenas
de polimero pasan a formar cortas cadenas de polimero. En este inicio de degradacioén, la
disminucién del peso molecular de las cadenas produce un incremento de la hidrofilia, pero
hay pocos cambios en las propiedades fisicas del polimero.

A medida que se va degradando mas, la reduccién del peso molecular acaba favoreciendo un
cambio en las propiedades fisicas del polimero, asi como la aparicion de fragmentos solubles
en medio acuoso. Estos fragmentos solubles difunden lejos del polimero y son hidrolizados a
acido lactico y glicdlico, que finalmente van a las rutas metabdlicas del cuerpo humano.

El grado de hidrélisis depende de factores como el tamafio del implante polimérico, hidrofilia,
la proporcion de mondmeros, el grado de cristalinidad, el pH y la temperatura del medio que
rodea al implante... En general, el tiempo de degradacion serd menor para aquellos polimeros

con bajo peso molecular, gran hidrofilia, amorfos, con alta proporcién en acido glicdlico...

Biodegradable microparticles

R
— DRUG

Fig. 2.9. Biodegradacion de microparticulas

para liberar principios activos.

DRUG-loaded  As polymer matrix erodes or degrades,

biodegradable DRUG is released from the surface.
microparticle
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D. PESO MOLECULAR

Los polimeros sintéticos como PLGA son mezclas de moléculas de diferentes pesos
moleculares, formados por la combinacién de diferentes cantidades de mondmeros en cada
una de las cadenas. La longitud de las cadenas es controlada durante el proceso de
polimerizacidn por adicion de moderadores. Por eso, una muestra de polimero no puede ser
caracterizada por un simple peso molecular, sino que tiene que hacerse una distribucién del
peso molecular.

La viscosidad inherente (l.V.) se calcula mediante un método viscosimétrico y sirve para medir

el tamafio molecular. Estd basado en el tiempo que tarda un flujo de solucién de polimero en
pasar por un capilar estrecho, comparado con el tiempo que tarda la solucién sin polimero en
pasar. Las unidades son dl/g. Es un método muy reproducible entre laboratorios.

La cromatografia de exclusién (Gel Permeation Chromatography) es un método

cromatografico que sirve para medir el tamafio molecular. El tamafio molecular puede ser
expresado en MW (Molecular Weight), obtenido a partir de la calibracion con un polimero
estdndar como poliestireno. Es un método poco reproducible entre laboratorios.

Se pueden establecer correlaciones entre I.V. y MW.

E. TEMPERATURA DE TRANSICION VITREA

La temperatura de transicion vitrea (Tg) es la temperatura a la que se produce una
pseudotransicion termodindmica en materiales vitreos como los vidrios, polimeros y otros
materiales inorganicos.

Conocida como Tg, es el punto en el que un plastico se vuelve semiliquido. Por encima de ésta,
el material esta fundido y antes de ella presenta rigidez, semejante al vidrio. Se entiende que
es un punto intermedio de temperatura entre el estado fundido y el estado rigido del material.
A temperaturas por encima de la Tg, los enlaces secundarios de las moléculas son mucho mas
débiles que el movimiento térmico de las mismas, por ello el polimero se vuelve ahulado y
adquiere cierta elasticidad y capacidad de deformacién pldstica sin fractura. Este
comportamiento es especifico de polimeros termoplasticos y no ocurre en polimeros
termoestables.

Todos los polimeros termopldsticos presentan una Tg, ya sean estos amorfos o semicristalinos.
Los polimeros amorfos, al calentarse, presentan solamente una transicion, la Tg. Los polimeros

semicristalinos presentan dos, la Tg y la temperatura de fusién de los cristales Tm.


http://es.wikipedia.org/wiki/Temperatura
http://es.wikipedia.org/wiki/Termopl%C3%A1stico
http://es.wikipedia.org/wiki/Termoestable
http://es.wikipedia.org/wiki/Pol%C3%ADmero
http://es.wikipedia.org/wiki/Termopl%C3%A1stico
http://es.wikipedia.org/wiki/Pol%C3%ADmero_amorfo
http://es.wikipedia.org/wiki/Semicristalino
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F. AMORFOS VS CRISTALINOS

Los sélidos se pueden clasificar, atendiendo al arreglo interno de sus particulas, en dos grupos:

- Amorfos: sus atomos no tienen orden de largo alcance y sus propiedades fisicas son
isotrépicas y no tienen un punto de fusion definido.

- Cristalinos: Los iones, atomos o moléculas que lo componen tienen un orden de largo
alcance y forman una red cristalina. Sus propiedades fisicas son anisotrdpicas y tienen

un punto de fusion.

Realmente no existe ningun sélido que sea 100% cristalino, asi como ninguno que sea
totalmente amorfo; siempre hay una mezcla. No obstante, algunos sélidos presentan una
proporcién mucho mayor de una de las dos estructuras, por ello les denominamos amorfos o

cristalinos.

Cuando hablamos de polimeros, se suele emplear el término tacticidad. La tacticidad se refiere
al arreglo estequioquimico en centros quirales de la macromolécula. En la estereoquimica de
moléculas no poliméricas, el enlace de moléculas en centros quirales no cambia
significativamente las propiedades fisicas de la molécula. Sin embargo, en los polimeros, la
forma en la que se unen estos atomos (tacticidad) produce cambios fisicos tan importantes
que pueden considerarse las diferencias en tacticidades como polimeros completamente
diferentes. Principalmente influye en propiedades como: rigidez, cristalinidad, flexibilidad,

desorden. De esta manera, podemos diferenciar tres tipos de tacticidades:

- Atactico: en los polimeros atacticos, los sustituyentes se encuentran distribuidos de
manera aleatoria a lo largo de la cadena de la macromolécula. Los polimeros formados
por reacciones de radicales libres generan normalmente productos atacticos, son
amorfos debido a que la formacidn de un cristal requiere orden.

- Isotacticos: los sustituyentes de la cadena principal estan enlazados a un carbono
quiral en la misma posicion, estd constituido por lo tanto 100% de compuestos meso.
Esta caracteristica favorece la organizaciéon de las cadenas en hélices que es la
condicidn principal para formar cristales.

- Sindiotactico: los polimeros sindiotdcticos poseen también un orden constante en los
sustituyentes, sin embargo, estos se encuentran enlazados de forma alternante en el

carbono quiral de la cadena principal del polimero.
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Los polimeros que son mas amorfos, van a tener diferentes propiedades fisico — quimicas que

los polimeros que son mas cristalinos:

- Degradacidn: los polimeros amorfos se van a degradar antes que los cristalinos. El
hecho de tener una estructura mas compacta y ordenada (sélidos cristalinos) hace que
sea mas dificil su ruptura, ya que hay mayor presencia de enlaces y fuerzas
intermoleculares.

- Solubilidad: un sélido amorfo se disuelve con mayor velocidad que el mismo sdlido
pero con estructura cristalina. La razén por la que esto sucede es la misma, ya que el
medio de disolucidon tiene que romper mas enlaces intermoleculares en un cristal que
en un sélido amorfo.

- Temperatura de fusion: los sélidos amorfos no tienen una temperatura de fusién

definida, sino un intervalo, mientras que los sélidos cristalinos si la tienen.

| |
E:ﬁ?ﬁ:—H E—jﬁ:(F—H H:(%:E
) 0 O =10
Polimero de sstructura amorfa ijﬁ(ﬁ:{@ E:%E@ %EE

B 7
Al 0 o o

a b. C
4
Polimero de estructura cristalina
Fig. 2.10. Polimero de estructura Fig. 2.11. Ejemplos de estructuras quimicas de
amorfa y polimero de estructura polimero isotactico (a), sindiotactico (b) y atatico (c).
cristalina.
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G. HIDROFILICO VS HIDROFOBICO

- Hidrofilico: proviene de la palabra griega hydros (agua) y philia (amistad); es el
comportamiento de toda molécula que tiene afinidad por el agua. En una disolucién o
coloide, las particulas hidrofilas tienden a acercarse y mantener contacto con el agua.
Las moléculas hidrdéfilas son a su vez lipéfobas, es decir, no tienen afinidad por los
lipidos o grasas y no se mezclan con ellas.

- Hidrofébico: El término hidrofobia proviene del griego, donde se combinan las
palabras hydrds (agua), y fobos (horror). En el contexto fisicoquimico, el término se
aplica a aquellas sustancias que son repelidas por el agua o que no se pueden mezclar
con ella. Estas sustancias seran a su vez lipofilicas, por lo que tienen afinidad por los

lipidos o grasas.

Existen polimeros comercializados de PLGA que son mas hidrofilicos que otros. Los hidrofilicos
tendran una mayor velocidad de degradacién y disolucién en un medio acuoso como el cuerpo

humano.

Los PLGA hidrofilicos se relacionan directamente con aquellos que tienen un grupo carboxilico
al final de la cadena, mientras que los PLGA hidrofdbicos son aquellos que tienen un grupo

éster (alquilo) al final de la cadena.

NOMBRE . Tg
COMERCIAL  COMPOSICION LLV. (dI/g) (20) Tm GRUPO FINAL
RESOMER | Poli(D,L-lactico-co- Ester de
' 45- 46- Amorf
RG 504 glicslico) 50:50 | 0407060 | 46-50 | Amorfo alquilo
Acido
RESOMER Poli(D,L-lactico-co- "
RG 504 H * glicolico) 50:50 0,45-0,60 | 46-50 | Amorfo carlt;g;(éhco

Tabla 2.9. Ejemplos de PLGA comerciales en funcidn de su hidrofilia/hidrofobia.

e H: se refiere a que es la forma hidrofilica. Como podemos observar ambos polimeros son
iguales, solo varian en el grupo final de la cadena. Esto hace que uno sea mas hidrofilico

que otro, y por tanto el Resomer RG 504 H se va a degradar antes que el Resomer RG 504.


http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://es.wikipedia.org/wiki/Agua
http://es.wikipedia.org/wiki/Disoluci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Coloide
http://es.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADpido
http://es.wikipedia.org/wiki/Agua
http://es.wikipedia.org/wiki/Horror
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H. GRUPO FINAL
El acido polilactico-co-glicdlico puede presentar dos tipos de grupos en sus extremos:

- Acido carboxilico libre

- Ester (alquilo)

Esta diferencia sirve para controlar la velocidad de degradacion. El medio de disolucion va a
tener un acceso mas facil a los polimeros que tengan el dcido carboxilico libre, mientras que el

grupo alquilo unido al éster va a suponer un impedimento estérico.

Ademas, los polimeros con acido carboxilico libre, son mas hidrofilicos que los polimeros con
un éster al final de la cadena. Por ello los polimeros con un éster en el grupo final van a tardar

mas tiempo en degradarse.

A continuacion podemos ver un ejemplo de dos polimeros que estan en el mercado.

Observamos que el que tiene un éster en el final de la cadena tarda un mes mas en

degradarse:
TIEMPO DE

NOMBRE p 1.V. MW GRUPO <

COMERCIAL COMPOSICION (dl/g)  (kg/mol) FINAL DEGRADACION
(meses)

PURASORB Poli(D,L-lactico- Acido
PDLG 75022 co-glicdlico) 75:25 0,20 17,00 carboxilico 2-3
PURASORB Poli(D,L-lactico- ’
PDLG 7502 | co-glicslico) 75:25 | 220 | 1700 Ester 3-4

Tabla 2.10. Ejemplos de PLGA comerciales en funcion de su grupo final, relacionandolo con el tiempo de

degradacion.
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2.3. MICROPARTICULAS

A. MICROPARTICULAS Y NANOPARTICULAS

Las micro y nanoparticulas son sistemas de transporte de medicamentos que fueron disefiados

para cumplir los siguientes objetivos:

e Elevada especificidad y actividad en el lugar de accion.

e Minimos efectos adversos.

e Liberacidn controlada: preparaciones que modifican la velocidad o sitio de liberacion
del principio activo para lograr objetivos terapéuticos especificos que no se logran con
las formas convencionales (Valero, J. et al, 1993).

e Vectorizacion de farmacos.

R/

%+ Vectorizacion de farmacos

La vectorizacién de farmacos se define como el disefio de sistemas que modifican la
distribucion del farmaco en el organismo, con el objetivo de que una proporcion mayor de
dicho principio activo alcance el lugar donde debe ejercer su accion terapéutica. Estos sistemas
permiten que una misma dosis de farmaco tenga mayor actividad farmacoldgica y menos

efectos adversos.

Hay dos tipos de vectorizacidn, en funcion de la manera en la que se consigue la modificacion

de la distribucién del farmaco:

e Vectorizacidn activa: la vectorizacidn se consigue gracias a una molécula presente en el

sistema, que va a ser responsable del direccionamiento, ya que reconoce a una
estructura del tejido o célula con la cual se quiere que interaccione el principio activo.
Ejemplo: asociacidn del farmaco con anticuerpos monoclonales, que seran capaces de
unirse a los antigenos correspondientes.

e Vectorizacion pasiva: es la que se debe al tamafio o a las caracteristicas superficiales

del sistema administrado, sin que éste incluya moléculas responsables directas del
direccionamiento. Ejemplo: implantaciéon de sistemas que contengan microesferas

sobre la herida quirurgica.
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%+ Clasificacion

Existen diversos tipos de particulas empleadas para la administracion de medicamentos. Se

pueden clasificar seglin su tamafio:

e Microparticulas y nanoparticulas: sistemas sélidos coloidales, en los que el principio

activo se puede encontrar disuelto, atrapado, encapsulado o adsorbido en el seno de
una matriz. Se diferencian en el tamafio:
o Microparticulas: tienen orden de micrémetros (1-250 um), se dividen en
microcapsulas y microesferas.
o Nanoparticulas: tienen orden de nandmetros (10-999 nm), se dividen en
nanocdpsulas y nanoesferas (Valero, J. et al, 1993, Aftabrouchard, C. et al,

1992).

Y segun su estructura:

e Microcapsulas y nanocapsulas: particulas o sistemas poliméricos de tipo reservorio,

formados por una capsula o pared de polimero que contiene un volumen interno, que
pude ser lipidico o no, donde se encuentra el fdrmaco. Tienen perfectamente definido

nucleo y pared (Valero, J. et al, 1993; Aftabrouchard, C. et al, 1992; Mantovani, M.).

e Microesferas y nanoesferas: particulas compactas de polimeros, en las que el farmaco

se encuentra disperso o solubilizado en el interior de una matriz polimérica (sistema
polimérico matricial), en los que no es posible diferenciar nucleo y pared
(Aftabrouchard, C. et al, 1992; Mantovani, M.; Ré M.l., 2000). Tienen una estructura

monolitica.

Se pueden emplear diversos procesos para la preparacion de las microparticulas vy

nanoparticulas, que se estudiaran en el siguiente apartado.

Se deben tener presentes una serie de consideraciones farmacéuticas en el desarrollo de estos
sistemas de liberacion controlada: tipo de material, ruta de preparacién, tamafio de las
particulas, cantidad de farmaco incorporado, carga, farmaco liberado (in vivo e in vitro),
estabilidad del farmaco, estabilidad del sistema de liberacion, efecto del almacenamiento,
propiedades de la superficie, presentacion, antigenicidad, biofase y toxicidad del sistema de

liberacidn, farmaco y biocinética del sistema de liberacion (Lopez, C. et al, 2003).
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<+ Biomateriales

Con este concepto nos referimos a todos los materiales introducidos en los tejidos corporales

con propdsitos terapéuticos especificos, de diagndstico, o con propdsitos preventivos. Estos

materiales deben ser:

Biocompatibles: no deben causar ninguna respuesta adversa significativa del medio
fisiolégico que dafe al biomaterial. También se define como la capacidad de un

material para comportarse con una respuesta apropiada en una aplicacion especifica

Biodegradables: pueden ser trasformados y eliminados por el organismo.

La liberacién del principio activo va a depender de la velocidad de degradacién del polimero.

La degradacién heterogénea ocurre en la superficie del material que esta en contacto

con el medio fisioldgico. En este caso, la velocidad de degradacién es constante y el
material no degradado mantiene su integridad quimica durante el proceso.
Légicamente, aquellos materiales que poseen alta relacién superficie/volumen se

degradaran mas rapido que sus equivalentes con una relacién menor.

La degradaciéon homogénea supone un deterioro aleatorio en toda la masa de la matriz

polimérica. Mientras el peso molecular del polimero decrece de forma continua, el
material puede mantener su forma original y retener una masa hasta que el polimero
ha experimentado una considerable degradacién (> 90%), y alcanza un peso molecular

critico, en ese momento, comienza la solubilizacion y pérdida de masa.

DOKY
WOT TU-DRESDEN

Fig. 2.12. Microparticulas de PLGA.
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+» Propiedades fisicoquimicas

Las propiedades fisicoquimicas que se deben controlar a la hora de elaborar este tipo de

sistemas:

e Tamafo de particula: la via de administracion, la velocidad de liberacién deseada, los

componentes del sistema... determinardn el tamafo requerido para las
microparticulas. El tamafio final dependera, entre otras cosas, del método de

obtencion.

e Area superficial/porosidad: estas propiedades van a ser determinantes para la

liberacién del principio activo. Las microparticulas porosas son esenciales para la
liberacién de sustancias de elevado peso molecular que no pueden difundir desde una
matriz no porosa; también son utiles para liberar sustancias que presentan elevada
afinidad hacia el polimero y que no se liberan a menos que la matriz se degrade. La
degradacion del polimero puede ser controlada alterando la porosidad de la matriz, y

de este modo también se controla la liberacion del farmaco.

e Contenido de farmaco/liberacién del farmaco: estas dos variables dependen de la

dosis que se trate de alcanzar y la velocidad de dosificacidn del farmaco en cada
tratamiento particular. Los medicamentos de baja potencia deben proporcionarse en
dosis elevadas, de modo que las microparticulas deben estar muy cargadas de
farmaco. El contenido de farmaco también depende de la cantidad del mismo que es

capaz de aceptar la ruta de administracién para la que ha sido disefiado.

e Tiempos de degradacién: el tiempo requerido para degradar las microparticulas

completamente viene gobernado por la ruta de administracién y la frecuencia de la
dosis. Por ejemplo, en las rutas de inhalacién generalmente empleadas para terapias
criticas se requiere una rapida biodegradacidén para evitar acumulaciones en el
sistema, asi como en la administracion intravenosa, mientras que la liberacion
subcutdnea o intramuscular pueden tolerar cierta acumulacién de particulas con

degradaciones mas lentas.
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B. TECNICAS DE FABRICACION DE MICROPARTICULAS

Entre las técnicas de fabricacion de micro y nanoparticulas destacan:

e Coacervacién o separacion de fases: el farmaco se incorpora sobre una disolucién de

material de recubrimiento en la cual no es soluble, formdndose una suspensiéon. A
continuacién se provoca una disminucion de la solubilidad del material transportador,
con cambios de temperatura o cambios en la composicidn del medio. El material de
recubrimiento precipita, depositandose alrededor de las particulas de principio activo
suspendidas (nucleos de cristalizacion). A veces se endurece la cubierta modificando la
temperatura o adicionando agentes reticulantes. Finalmente, las particulas formadas

(microcapsulas o nanocapsulas) se separan por centrifugacion o filtracion.

e Emulsién y extraccién o evaporacion de la fase interna: se prepara una emulsién cuya

fase interna es un disolvente orgdnico donde estan dispersos el farmaco y el material
transportador. La fase externa puede ser acuosa u oleosa y generalmente hay
tensioactivos estabilizadores. A continuacion, el disolvente organico de la fase interna
se evapora o se extrae con reactivos, de tal manera que se forman unas particulas que

se aislan (por filtracidn o centrifugacion), se lavan y se secan.

e Triple emulsidn: Hay muchas variantes muy utilizadas del proceso anterior, como el
sistema de triple emulsién (agua/aceite/agua). Se forma esta triple emulsién con el
farmaco contenido en la fase acuosa interna, el polimero en un disolvente organico en
la fase oleosa, y una fase acuosa externa. El disolvente es eliminado a baja presion (y
normalmente a baja temperatura) para aumentar la viscosidad de la fase interna,
seguida del aislamiento de las microesferas. Este proceso suele dar lugar a matrices

relativamente no porosas.

e Entrecruzamiento: se elabora una emulsién en cuya fase interna se localizan el

farmaco y el material transportador. Después se provoca la polimerizacion o cambio
de estructura de este ultimo, cambiando la temperatura o afadiendo algin agente

quimico. Las microesferas o nanoesferas resultantes se separan, lavan y secan.
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Polimerizacién interfacial: se disuelven dos mondmeros diferentes en dos medios

inmiscibles entre si, formando una emulsién. En la interfaz los mondmeros reaccionan

y se forman las particulas (microcapsulas), que se aislan, lavan y secan.

Atomizacién: el farmaco se disuelve o se suspende en una dispersién de un material
de recubrimiento capaz de polimerizarse o de cambiar de estructura por efecto del
calor. Esta mezcla se rompe en goticulas pequefias que se someten a una temperatura
a la cual el solvente se evapora y el material de recubrimiento se polimeriza o cambia
de estructura, dando lugar a una red en la que el fadrmaco queda atrapado o adsorbido
(microesferas). Si partimos de una emulsién, donde el farmaco estd en la fase interna 'y

el polimero en la externa, podemos obtener microcapsulas.

Atomizacidn — congelacion: al material de recubrimiento fundido se le adiciona el

farmaco y la masa fundida resultante se emite como goticulas en un medio frio
logrado con una corriente de aire o un gas frio, ante lo cual el transportador se
solidifica, formando particulas. Normalmente se utilizan materiales con bajos puntos
de fusién, como ceras y grasas. Una variante es la incorporacién de la mezcla a un

medio liquido frio seguido de intensa agitacion.

Liofilizacidn: se prepara una emulsiéon con fase externa orgdnica (con el polimero) e

interna acuosa (con el farmaco). A continuacién se produce una congelacién y

sublimacion.

Recubrimiento en lecho fluido: el farmaco, suspendido en forma de polvo por accidon

de una corriente de aire, se rocia con una solucidon del material de recubrimiento.

Después de secarse, se obtienen sistemas de tipo capsula.

Gelificacidn idnica: una solucién de un polisacarido (alginato) se hace reaccionar con

un ion (calcio) de carga opuesta, en presencia del farmaco. El polisacéarido y el i6n
reaccionan dando lugar a una cubierta. Las particulas resultantes pueden ser

posteriormente endurecidas, separadas, lavadas y secadas.
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2.4. INFECCIONES NOSOCOMIALES

A. INFECCIONES NOSOCOMIALES

Una infeccion nosocomial es una infeccion contraida en un hospital o centro de atencién
sanitaria por un paciente que habia sido internado por una razén distinta de esa infeccién. Es
aquella infeccién que se presenta en un paciente internado en un hospital o en otro
establecimiento de atencién de salud, en quien la infeccién no se habia manifestado ni estaba
en periodo de incubacion en el momento de su llegada. Comprende las infecciones contraidas
en el hospital. También se incluyen las infecciones ocupacionales del personal del

establecimiento.

B. FACTORES

R/

+» El agente microbiano

Durante la hospitalizacidn, el paciente estd expuesto a multitud de agentes microbianos. Entre

estos agentes podemos encontrar virus, bacterias, hongos y parasitos.
El agente microbiano puede provenir de diferentes lugares:

e Infeccién cruzada: el agente proviene de otra persona del hospital.
e Infeccién enddgena: la infeccion la produce la propia flora.
e Infeccién ambiental: microorganismos presentes en objetos inanimados o del medio

ambiente (agua, aire...).

La posibilidad de contraer la infeccidn depende de las caracteristicas de los microorganismos,
la resistencia a los antimicrobianos, la virulencia intrinseca, la cantidad de material infeccioso

(indculo)...
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+*» Vulnerabilidad de los pacientes

El estado del paciente es un factor fundamental, sobre todo a nivel de sistema inmunolégico.

Los factores que influyen en la posibilidad de contraer una infeccién son:

e Edad: En las épocas extremas de la vida (la infancia y la vejez), suele disminuir la
resistencia a la infeccion.

e Sistema inmunitario: Los pacientes con enfermedad crénica, como tumores malignos,
leucemia, diabetes mellitus, insuficiencia renal o sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) tienen una mayor vulnerabilidad a las infecciones por agentes patégenos
oportunistas. Estos ultimos son infecciones por microorganismos normalmente inocuos,
por ejemplo, que forman parte de la flora bacteriana normal del ser humano, pero pueden
llegar a ser patdgenos cuando se ven comprometidas las defensas inmunitarias del
organismo. Los agentes inmunodepresores o la irradiacién pueden reducir la resistencia a
la infeccion. Las lesiones de la piel o de las membranas mucosas se producen sin pasar por
los mecanismos naturales de defensa.

e Estado nutricional: La malnutricion presenta un riesgo, pues se ve relacionada con el
sistema inmune.

e Procedimientos diagndsticos y terapéuticos: las biopsias, examenes endoscopicos,
cateterizacidn, intubacidén/respiracion mecanica y procedimientos quirurgicos y de succidn
aumentan el riesgo de infeccidon. Ciertos objetos o sustancias contaminados pueden
introducirse directamente a los tejidos o a los sitios normalmente estériles, como las vias
urinarias y las vias respiratorias inferiores.

R/

+* Factores ambientales

Los hospitales y centros de atencién primaria presentan un entorno en donde se congregan las
personas infectadas y las mas vulnerables a padecer una infeccién. Los pacientes
hospitalizados que tienen infeccidn o son portadores de microorganismos patégenos son focos
potenciales de infeccion para los demas pacientes y para el personal sanitario. Las condiciones
de hacinamiento dentro del hospital, el traslado frecuente de pacientes de una unidad a otra y
la concentracién de pacientes mas vulnerables en pabellones (recién nacidos, pacientes
guemados, cuidados intensivos...) contribuyen a la manifestacion de infecciones nosocomiales.
Por otra parte, se siguen diagnosticando infecciones bacterianas provenientes del medio

ambiente (agua, aire, comida), ademas de infecciones viricas y parasitarias.
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+» Resistencia bacteriana

Las resistencias bacterianas se podrian incluir dentro de los factores dependientes del agente
microbiano pero, debido a su creciente importancia, se menciona por separado. En el mundo
hospitalario es muy frecuente la administracién de antimicrobianos, ya que muchos de los
pacientes padecen infecciones o requieren profilaxis. El uso generalizado de antimicrobianos

es el principal factor determinante de resistencia.

A través de mecanismos de seleccion e intercambio de elementos de resistencia genéticos, las
bacterias han sido capaces de dar cepas resistentes a los antibiéticos. A medida que se
intensifica el uso de un agente antimicrobiano, a la larga surgirdn bacterias resistentes a ese
producto, que pueden propagarse en el establecimiento de atencidon de salud. Hoy en dia,
muchas cepas de neumococos, estafilococos, enterococos y bacilos de la tuberculosis son
resistentes a la mayor parte o la totalidad de los antimicrobianos que alguna vez fueron

eficaces para combatirlas.

C. INFECCIONES NOSOCOMIALES MAS FRECUENTES

7
0.0

Infeccidn urinaria

¢ Incidencia: Es la infeccién nosocomial mas comun (80%).

e Etiologia: E. coli (80%), Proteus, Klebsiella, Serratia, Pseudomonas aeruginosa,
Acynetobacter, Staphylococcus aureus, Streptococcus epidermidis...

e Causas: Normalmente se producen como consecuencia de una infeccién de la flora del

tracto gastrointestinal (E.coli...), aunque también puede deberse a la infeccion utilizar

catéteres, sondas... (S. aureus, S. epidermidis).

¢ Lugar de intervencion quirtrgica

e Incidencia entre 0,5y 15%, segun el tipo de operacion.

e Etiologia: bacterias enddgenas (flora bacteriana), exdgenas o microorganismos presentes
en la sangre de transfusion.

e Causa: intervencion quirdrgica, depende si es una operacion limpia, limpia-contaminada,

contaminada o sucia.
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+ Neumonia
e Elevada incidencia.
e Neumonia Aguda Intrahospitalaria Clasica:

o Muy frecuente en enfermos hospitalizados en cuidados intensivos con intubacién
o con respiradores.

o Se produce por aspiracién de la flora orofaringea. En los hospitales se suelen dar
antiacidos, entonces los microorganismos del tubo digestivo pueden ascender
hasta la boca, de forma que al aspirar pueden entrar al tracto respiratorio inferior.

o Etiologia: Bacilos Gram negativos (Enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa,
Acynetobacter), anaerobios estrictos, Streptococcus pneumoniae, Moraxella
catarrhalis, Haemophylus influenzae, Staphylococcus aureus.

e Neumonia en inmunodeprimidos:

o Virus: Citomegalovirus.

o Hongos: Pneumocystis carinii, Cryptococcus, Aspergillus.

o Bacterias: Nocardia, Rodococcus.

e legionella pneumophila: adquisicion por via aérea, al aspirar aerosoles de agua

contaminada.

< Bacteriemia/Fungemia

e Incidencia: 5% de las infecciones nosocomiales.

e Microorganismos: la flora cutanea suele ser la responsable de la infeccién. Destacan
Staphylococcus coagulasa negativo y Candida spp.

e (Causas: sitio de entrada a la piel de dispositivos intravasculares o en la via subcutanea de

un catéter (infeccidn del tidnel). Los microorganismos colonizadores del catéter dentro del

vaso pueden producir bacteriemia sin infeccion externa visible.

% Otras

e Infecciones de la piel y tejidos blandos: las heridas abiertas y quemaduras facilitan una
colonizacion bacteriana que puede acabar en septicemia.

e Gastroenteritis: muy comun en niios, destacan el rotavirus y Clostridium difficile.

e Sinusitis, conjuntivitis.

e Endometritis y otras infecciones tras el parto.
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D. MICROORGANISMOS

7
0.0

Bacterias

e Bacterias comensales (flora bacteriana): algunas bacterias comensales pueden causar

infeccidn si el paciente esta inmunodeprimido o si éstos microorganismos se desplazan a

otros lugares del cuerpo. Destacan:

O

O

Staphylococcus cutdneos coagulasa negativos: infeccion a través de catéteres
intravasculares.

Escherichia coli: pertenecen a la flora intestinal, pero causan infecciones urinarias.

e Bacterias patégenas: tienen mayor virulencia y causan infecciones independientemente

del estado del paciente.

O

O

Clostridium: Anaerobio Gram positivo, produce gangrena.

Staphylococcus aureus: Bacterias Gram positivas que colonizan la piel y mucosas,
causan infecciones pulmonares, ¢seas, cardiacas, sanguineas. Algunas son
resistentes a antibidticos.

Streptococcus B-hemoliticos: Bacterias Gram positivas, también responsables de
multitud de infecciones.

Enterobacterias (Escherichia coli, Proteus, Klebsiella, Enterobacter, Serratia
marcescens): son capaces de colonizar varios sitios cuando las defensas estan
comprometidas, pudiendo causar infecciones graves. Algunas son resistentes a
antibidticos (ej.: vancomicina).

Pseudomonas: Bacterias Gram negativas, pueden encontrarse en el agua y zonas
himedas. Pueden colonizar el aparato digestivo.

Legionella: Responsable de neumonias, la infeccion es a través de aerosoles que

contienen agua contaminada (aire acondicionado...).
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o MICROORGANISMOS

B Staphylococcus coagulasa
negativo
B Staphylococcus aureus

E. coli

H Streptococcus spp.

Otros

Fig. 2.13. Especies bacterianas mas comunes en infecciones nosocomiales.

La siguiente tabla nos muestra la sensibilidad de las bacterias frente al meropenem. Podemos
comprobar que el meropenem seria efectivo frente a casi todas las bacterias representadas en
el gréfico anterior. Estos datos han sido recopilados entre 1999 y 2008 en mas de 100

hospitales y centros de salud del mundo (Rhomberg, P.R. et al, 1999-2008).

MIC (ug/ml) MIC (pg/ml) SUSCEPTIBILIDAD  RESISTENCIA
MICROORGANISMO

90% Rango (%) (%)
Citrobacter spp. 0,03 0,06 <0,015-4 100,0 0,0
Enterobacter spp. 0,03 0,12 <0,015-32 96,7 2,3
E. coli <0,015 0,03 <0,015-16 98,6 0,8
Klebsiella spp. 0,03 0,06 <0,015 - >32 94,2 4,3
P. mirabilis 0,06 0,06 0,03-0,12 100,0 0,0
Serratia spp. 0,06 0,06 <0,015 ->32 97,2 2,1
Enterobacteriaceae 0,03 0,06 <0,015 ->32 97,3 2,0
P. aeruginosa 0,5 8 0,03 ->32 85,4 7,5
Acinetobacter spp 8 >32 0,06 - >32 45,7 47,2
S. aureus 0,12 0,12 0,03 -0,25 100,0 0,0

S. coagulasa
) 0,12 0,25 0,03-0,5 100,0 0,0

negativo

S. pneumoniae <0,015 1 <0,015-2 80,0 14,4
S. B-hemoliticos <0,015 0,06 <0,015-0,12 100,0 ND
S. grupo viridans 0,06 0,5 <0,015-4 90,0 ND

Tabla 2.11. Sensibilidad de algunas bacterias nosocomiales frente a meropenem.
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Virus

e Hepatitis B: transfusiones, dialisis, inyecciones, endoscopias.
e Hepatitis C: transfusiones, dialisis, inyecciones, endoscopias.
e VIH: transfusiones, dialisis, inyecciones, endoscopias.

e Virus Sincitial Respiratorio: produce neumonia.

e Rotavirus: gastroenteritis, sobre todo en ninos.

e Herpes simple

e Influenza: Virus de la gripe, producen infeccidn respiratoria.

+» Hongos

Hay muchos hongos que actlan como microorganismos oportunistas y causan infecciones
durante el tratamiento prolongado con antibidticos y en pacientes con inmunodeficiencia.

Destacan:

e Candida albicans
e Aspergillus spp.
e Cryptococcus neoformans

e Cryptosporidium

7
0.0

Parasitos
e Giardia lamblia: se transmiten con facilidad entre adultos o nifios
e Sarcoptes scabiei (arador de la sarna) es un ectoparasito que ha causado brotes en

repetidas ocasiones en los establecimientos de atencién de salud.
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E. INFECCIONES EN OPERACIONES QUIRURGICAS

Como hemos podido observar, uno de los grupos de infecciones nosocomiales mas frecuentes
es aquel relacionado con las operaciones quirudrgicas. Un paciente que vaya a ser sometido a
una operacion puede infectarse a través de su propia flora o de microorganismos presentes en
el medio que le rodea. Las infecciones pueden producirlas diferentes microorganismos, pero la

gran mayoria son infecciones bacterianas.

La infeccion va a depender de multitud de factores:

e Técnica quirurgica.

e El grado de contaminacion enddgena de la herida durante la intervencion (limpia, limpia-
contaminada, contaminada, sucia).

e Limpieza del ambiente del quiréfano.

e Ropa del personal.

e Limitacion de la estadia preoperatoria en el hospital.

e Ducha preoperatoria y preparacion de la piel local del paciente.

e Optima profilaxis con antibidticos.

e Practica aséptica en el quiréfano.

e Vigilancia de la herida quirurgica.
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METODO ANALITICO: DESARROLLO Y VALIDACION

3.1. INTRODUCCION

La primera fase del estudio consiste en desarrollar un método analitico para el ensayo de

valoracion de meropenem.

Es imprescindible validar los métodos de andlisis, ya que es la manera de asegurarnos que los
resultados que vamos a obtener son fiables. El método fue validado segun las pautas de las
guias del International Conference of Harmonisation (ICH Q2 (R1): Validacion de métodos

analiticos).

Al ser un ensayo de valoracién de un analito se requiere evaluar la exactitud, precisidon
(repetibilidad y precision intermedia), especificidad, linealidad y rango. También se han

calculado los limites de deteccidn y cuantificacidn.

El método analitico fue desarrollado acorde a las indicaciones de la Farmacopea Europea 8.0. y

a la USP 38 (United States Pharmacopoeia 38).
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3.2. MATERIALES Y METODOS

A) MATERIALES

Para la validacion del método analitico se han empleado los siguientes materiales:

e Meropenem: fabricante ACS Dobfar Lote 33077109019. El control de calidad de la materia
prima se realizé en los Laboratorios Normon S.A., donde se pudo determinar una pureza
del 84,1%.

e Fase movil: 75,0% de tampdn fosfato, 15,0% de acetonitrilo y 10,0% de metanol. Para
elaborar el tampdn fosfato se deben diluir 15 ml de solucion de hidréoxido de
tetrabutilamonio al 25,0% (18,75 ml si esta al 20,0%) con 750 ml de agua. A continuacion
se debe ajustar el pH a 7,5 con acido ortofosfdrico al 10,0%. La fase maovil debe filtrarse al
vacio antes de hacerla pasar por el HPLC, para ello se utilizan filtros de 0,45 um de PVDF
Waters Corporation 47 mm.

e Fase de lavado: 75,0% de agua, 25,0% de metanol.

e Agua desionizada MiliQ®

&Control m ...
4 » "---..___“.”
E - EY
—_—,

Data ; -
Processing — == -

Fraction
Collecior

Fig. 3.1. Esquema de componentes de un equipo HPLC.
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LABORATORIOS NORMON, SA.
DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD

CERTIFICADO DE ANALISIS
MATERIAS PRIMAS

PRODUCTO: MEZCLA MEROPENEM-CARBONATO SODIO

FABRICANTE: ACS DOBFAR LOTE: 33077109019
PARAMETROS ESPECIFICACIONES RESULTADOS
. DESCRIPCION Polvo de color blanco o amarillo claro. Conforme
. SOLUBILIDAD Soluble en agua. Conforme
. IDENTIFICACION Positiva para meropenem trihidrato: Positiva

*Espectro IR coincide con patrén.
HPIC: tr problema = tr referencia.

. pH Entre 7,3 y 8,3. 8.0
. HUMEDAD (p.p.d.) Entre 9% y 12%. 10,2%
* CONTENIDO DE SODIO Entre 6,2% y 7,6%, sobre producto tal cual. 6,5 %
* ASPECTO SOLUCION Solucién limpida y practicamente exenta de particulas Conforme
visibles.
Solucién no mas intensamente coloreada que solucién GYs. GYq
. IMPUREZAS Meropenem open-ring: No mas del 0,8% 0,1%
Impureza TRR = 1,9: No mas del 0,6% < L.C.
*Cualquier impureza desconocida: No més del 0,1% <L.C.
*Impurezas totales: No mas del 2% 0,1%
* VALORACION Entre 78,0% y 86,08, sobre producto seco. 84,1 %
. ENDOTOXINAS No mds de 0,125 UE/mg. < 0,125 UE/mg
. ESTERILIDAD Test F. Eur. 6° ed. Pasa test
+ PARTICULAS SUBVISIBLES 2 10 pm: 3.000 particulas/g. Conforme
> 25 um: 300 particulas/g.
OBSERVACIONES: CUMPLE USP 31.
* Especificaciones internas.

FECHA: 11-09-2009 JEFE DE CO) DE CALIDAD

Fig. 3.2. Certificado de andlisis de la materia prima de meropenem utilizada durante todo el estudio, realizado

por Normon S.A..
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B) INSTRUMENTACION Y CONDICIONES ANALITICAS

El método analitico de valoracion de meropenem se ha desarrollado en un cromatégrafo
modular Jasco en el laboratorio del departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica
segln las indicaciones de la Farmacopea Europea 8.0. y a la USP 38 (United States

Pharmacopoeia 38).

El equipo HPLC utilizado consta de los siguientes mddulos:

e Estabilizador de tensién Salicru®.

e Desgasificador: DG-2080-53 3-line Degasser (Jasco®, Japdn).

e Unidad de gradiente ternaria: LG-2080-02 Ternary Gradient Unit (Jasco®, Japon). En
este caso, trabajamos de forma isocratica, con una sola fase movil.

e Bomba: PU-1580 Intelligent HPLC Pump (Jasco®, Japdn).

e Inyector automatico: A5-2050 plus Sampler (Jasco®, Japdn).

e Detector: UV-1575 Intelligent UV/VIS Detector (Jasco®, Japdn).

e Ordenador, interfase y programa de integracion de datos modelo Borwin 1,5 (JMBS
Developments®, Francia).

e Columna XBridge® C18 (5 um) de 250 mm de longitud y 4,6 mm de diametro.

Las condiciones cromatograficas de este método analitico fueron las siguientes:

e Longitud de onda de analisis: 300 nm.

e Fase estacionaria: Columna XBridge® C18 (5 pm) de 250 mm de longitud y 4,6 mm de
didmetro.

e Volumen de inyeccién: Capilar de 100 pl de inyeccidn.

e Flujo: 1,0 ml/min.

e Presién: 14,8 — 15,0 MPa.

e Temperatura de la columna: 25,09C.

e Tiempo de andlisis: 9,0 min.

e Disolvente: Agua ultrapura.

e Fase movil: 75,0% de tampdn fosfato, 15,0% de acetonitrilo y 10,0% de metanol.
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C) METODOS
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+» Especificidad

La especificidad es la capacidad del método para evaluar inequivocamente el analito en
presencia de otros componentes que se supone que pueden estar presentes, como impurezas,

productos de degradacion... y que pueden interferir.
Disolvente (Agua desionizada)

Para comprobar la ausencia de interferencias con el disolvente utilizado en la preparacién de
las soluciones de meropenem (agua), se efectuaron inyecciones de 100 ul del mismo y se
analizaron por HPLC. Ademads se inyectaron 100 ul de soluciones de meropenem carbonato

trihidrato desde 0,10 pug/ml hasta 50,00 pug/ml, que se usaron de patrén.

Meropenem open-ring

Es importante evaluar la especificidad cuando pueden coexistir moléculas parecidas
estructuralmente. El producto de degradacion mdas importante del meropenem es el
meropenem open-ring, que surge por la apertura del anillo lactamico. Para evaluar si este

producto de degradacidn interferia en el método de andlisis se realizd la siguiente prueba:

e Se prepard una solucion de 100,00 ug/ml de meropenem carbonato trihidrato el 16 de
septiembre de 2009.

e El5de octubre de 2009 se hizo una dilucién a 10,00 pg/ml y se analizé con el HPLC. En
este periodo de tiempo cabia esperar que se hubiese formado producto de

degradacion.

La prueba se realizé de esta manera ya que no se disponia de producto de degradacién patrén.
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+* Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico se define como la capacidad para obtener
resultados directamente proporcionales a la concentracién del analito en la muestra. Se debe

evaluar esta relacién lineal a lo largo del rango.

Para calcular la linealidad del método HPLC para el analisis de meropenem realizamos el

siguiente ensayo:

e Se prepararon tres disoluciones madre de 100,00 pg/ml de meropenem carbonato
trihidrato (81,40 pg/ml de meropenem), utilizando agua como disolvente.

e Con cada disolucidn se hicieron disoluciones seriadas de 0,10; 0,50; 1,00; 2,00; 5,00;
10,00; 20,00; 30,00; 40,00 y 50,00 pg/ml (meropenem carbonato trihidrato), utilizando
agua como disolvente.

e A continuacién se calculd la concentracion de meropenem libre, teniendo en cuenta
que la rigueza en meropenem era del 84,1%.

e Se analizaron las muestras por HPLC y se obtuvieron las dreas de los picos.

e Se determind la ecuacién de la recta para cada dilucion seriada (x3), que relacionaba el
area del pico con la concentracién de las muestras, asi como la correlacidon entre
ambas variables.

e Se obtuvieron valores medios que englobaban las tres ecuaciones y se obtuvo una
ecuacion de la recta media.

e Los resultados fueron analizados calculando la linea de regresion por el método de los
minimos cuadrados. Se calcularon el coeficiente de correlacidn, la pendiente, la

ordenada en el origen y el analisis de la varianza.

Linealidad a bajas concentraciones

Tras comprobar que el método tenia poca exactitud a concentraciones bajas si utilizdbamos
como recta patron aquella con un rango amplio de concentraciones, decidimos hacer una
validacion de una recta con concentraciones comprendidas entre 0,10 y 1,00 pg/ml de

meropenem carbonato trihidrato.

e Se prepararon tres disoluciones madre de 1,00 pug/ml, y con cada una de ellas se
realizaron disoluciones seriadas de 0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50; 0,60; 0,80 y 1,00 pg/ml

de meropenem carbonato trihidrato.

e Eltratamiento de datos fue el mismo que en el caso anterior.
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< Exactitud

Se puede definir la exactitud de un método analitico como la capacidad de un método para

medir un valor cercano al valor de la magnitud real.

Para comprobar la exactitud del método de valoracidon de meropenem trihidrato por HPLC, se

realizé lo siguiente:

e Se prepararon tres disoluciones madre de 100,00 pg/ml de meropenem carbonato

trihidrato.

e De cada disolucién madre se realizaron diluciones seriadas para obtener las siguientes

concentraciones tedricas de meropenem carbonato trihidrato:

- 0,10 pg/ml
- 2,00 pug/ml
- 10,00 pg/ml
- 30,00 pg/ml
- 50,00 pg/ml

e A continuacidn se analizaron las 15 disoluciones preparadas, mediante HPLC.

e Se determind el porcentaje de la sustancia recuperada y el error cometido en Ia

determinacion.

e Para poder contrastar los resultados se realizé una recta patrén ese mismo dia, cuya

ecuacion fue:  AREA = 154,17 x Concentracén — 5,52 (r=0,9999)


http://es.wikipedia.org/wiki/Instrumento_de_medici%C3%B3n
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Exactitud a bajas concentraciones

Como la exactitud a concentraciones bajas no fue conforme, se realizd el mismo ensayo

utilizando como recta patrén una recta calculada para concentraciones bajas:

Se prepararon tres disoluciones madre de 100,00 pg/ml de meropenem carbonato

trihidrato.

De cada disolucién madre se realizaron diluciones seriadas para obtener las siguientes

concentraciones tedricas de meropenem carbonato trihidrato:

- 0,10 pg/ml
- 0,50 ug/mi
- 1,00 pg/ml

A continuacidn se analizaron las 15 disoluciones preparadas, mediante HPLC.

Se determind el porcentaje de la sustancia recuperada y el error cometido en la

determinacion.

Para poder contrastar los resultados se realizd una recta patron para
concentraciones bajas, cuya ecuacién fue:

AREA = 160,35 x Concentracon + 0,26 (r = 0,9998).

«* Precisién

La precisidon se refiere a la dispersion del conjunto de valores obtenidos de mediciones

repetidas de una magnitud. Estudia la repetibilidad y la precision intermedia.

Repetibilidad

Para comprobar la repetibilidad del método HPLC, se prepard de la misma manera y 6 veces la

solucion de 10,00 pg/ml de meropenem carbonato trihidrato (8,41 pg/ml de meropenem). Se

realizaron inyecciones de 100 ul de cada una de las 6 soluciones preparadas, se registraron los

cromatogramas y se midié la respuesta de los picos. Se determiné la desviacidn estandar vy el

coeficiente de variabilidad.
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Repetibilidad a bajas concentraciones

Para poder valorar si el método presentaba repetibilidad a concentraciones bajas, se realizd un
analisis en el que se prepararon 6 muestras de 0,50 pg/ml de meropenem carbonato trihidrato

(0,42 ug/ml de meropenem). Estas se analizaron con el HPLC.

Precision intermedia

Se comprobd la precisién intermedia de la disolucién de 10,00 pg/ml de meropenem
carbonato trihidrato (8,41 pug/ml de meropenem). Para ello se realizaron dos andlisis de 6

muestras diferentes en distintos dias y por distintos analistas.

e El dia 22 de septiembre se prepararon 6 soluciones de 10,00 pg/ml de meropenem
carbonato trihidrato (8,41 pg/ml de meropenem) por el analista 1.
e Eldia 5 de octubre de 2009 se prepararon 6 soluciones de 10,00 ug/ml de meropenem

carbonato trihidrato (8,41 pg/ml de meropenem) por el analista 2.

+» Rango

El rango de un método analitico es el intervalo entre la concentracién superior y la inferior del
analito en la muestra, en donde ha podido ser demostrada la linealidad, precision y exactitud

del método.

El rango ha sido determinado a partir de los ensayos de linealidad, precisidn y exactitud; tanto

a bajas como a altas concentraciones.

+» Sensibilidad

Los limites de deteccidn y cuantificacion se han determinado a partir del ruido apreciado en los
cromatogramas, que fueron ampliados considerablemente para poder calcularlo. Los
cromatogramas empleados correspondian a concentraciones de 0,10 pg/ml de meropenem

carbonato trihidrato (0,08 pug/ml) de meropenem.



IEGE  SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA DE MEROPENEM

3.3. RESULTADOS

+» Especificidad

Se realizaron estudios de especificidad del meropenem frente al disolvente y al meropenem
open-ring.

Disolvente (Agua ultrapura)

Tras inyectar agua ultrapura se observé que no existia ninguna variacion en la linea base del

cromatograma.

Meropenem Open-ring

En el cromatograma se diferenciaron perfectamente dos picos:

e Meropenem Open-ring: 3,9 min
e Meropenem: 6,8 min

Se puede observar que ambos picos estan perfectamente separados en el cromatogramay que

no interfieren entre ellos:

EROPENEM 6.777

PEM RING 3 930

{

Fig. 3.3. Cromatograma obtenido en el estudio de especificidad entre meropenem y meropenem open ring.
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+ Linealidad

Disolucién 1

CONC. MEROPENEM

CARBONATO CONC. MEROPENEM
TRIHIDRATO (ng/ml)
(ng/ml)
0,10 0,08 17,54
0,50 0,42 70,25
1,00 0,84 129,61
2,00 1,68 250,19
5,00 4,21 679,75
10,00 8,41 1318,04
20,00 16,82 2635,04
30,00 25,23 3972,51
40,00 33,64 5293,24
50,00 42,05 6593,29
Tabla 3.1. Area obtenida tras analizar las muestras para el estudio de linealidad
(Disolucion 1).

Ecuacidn de la recta: Area = 157,01 * Concentraciéon + 1,70 (r=1,0000)

Linealidad 1

7.000,00

6.000,00
5.000,005:7

>
4.000,00E

@©
3.000,002
<

2.000,00
1.000,00
0,00 . . . . . . . . .
y=157,(9_[99+ 1,70'5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 3500 40,00 45,00
R2=1 Concentracion (ug/ml)

Fig. 3.4. Grafica representando la linealidad de la disolucién 1.
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Disolucion 2

CONC. MEROPENEM

CARBONATO CONC. MEROPENEM
TRIHIDRATO (ng/ml)
(ng/ml)
0,10 0,08 17,71
0,50 0,42 67,61
1,00 0,84 127,33
2,00 1,68 274,52
5,00 4,21 658,72
10,00 8,41 1305,34
20,00 16,82 2628,09
30,00 25,23 3907,35
40,00 33,64 5273,75
50,00 42,05 6653,20

(Disolucion 2).

Tabla 3.2. Area obtenida tras analizar las muestras para el estudio de linealidad

Ecuacién de la recta:  Area = 157,27 * Concentracién - 6,36 (r=0,9999)
Linealidad 2
7.000,00
6.000,00
5.000,00_-
4
4.000,00>
£
3.000,00 @
g
2.000,00%
1.000,00
0,00 T T T T T T T T 1
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00
y=157,27x - 6,36 Concentracion (
pg/ml)
R?=0,9999
Fig. 3.5. Grafica representando la linealidad de la disolucion 2.
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Disolucion 3

CONC. MEROPENEM

CARBONATO CONC. MEROPENEM
TRIHIDRATO (ng/ml)
(ng/ml)
0,10 0,08 14,55
0,50 0,42 61,72
1,00 0,84 126,11
2,00 1,68 264,09
5,00 4,21 665,32
10,00 8,41 1314,53
20,00 16,82 2603,40
30,00 25,23 3904,65
40,00 33,64 5251,43
50,00 42,05 6635,38
Tabla 3.3. Area obtenida tras analizar las muestras para el estudio de linealidad
(Disolucién 3).

Ecuacidn de la recta:  Area = 156,83 * Concentraciéon - 7,77 (r = 0,9999)

Linealidad 3

7.000,00

6.000,00

5.000,00
*

4.000,00

3.000,00 &
<

2.000,00

1.000,00

0,00

y=156,§3())(0-7,775’00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00

R? = 0,9999 Concentracion (ug/ml)

Fig. 3.6. Grafica representando la linealidad de la disolucién 3.
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Linealidad media

CONC. MEROPENEM

CARBONATO CONC. MEROPENEM AREA MEDIA
TRIHIDRATO (ng/ml) (mVxS)
(ng/ml)

0,10 0,08 16,60
0,50 0,42 66,53
1,00 0,84 127,68
2,00 1,68 262,93
5,00 4,21 667,93
10,00 8,41 1312,64
20,00 16,82 2622,18
30,00 25,23 3928,17
40,00 33,64 5272,81
50,00 42,05 6627,29

Tabla 3.4. Area media de las tres disoluciones.

7.000,00

6.000,00

5.000,00

—_—

(7]
4.000,00%
£

3.000,008
<
2.000,00

1.000,00

0,00 T T T T T T T T 1
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45,00

Concentracion (pg/ml)

Fig. 3.7. Linealidad media de las tres disoluciones.

Ecuacién de la recta: Area = 157,04 x Concentracién - 4,14 (r=0,9999)

A partir de los datos obtenidos se han calculado los parametros estadisticos mediante el
programa informatico Statgraphics Plus, y se ha ajustado la ecuacién mediante un analisis de
regresion por el método de minimos cuadrados. Se han calculado la ecuacidn de la recta, el

coeficiente de correlacién y un analisis de la varianza.
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Se ha obtenido una relacién lineal entre las variables de concentracidn de meropenem (x) y
area del pico (y). La ecuacién obtenidaes y = 157,04x — 4,14 y el coeficiente de

correlacién es de 0,9999.

Anadlisis de la regresion

Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico T P-Valor
Ordenada -4,14 5,42 -0,76 0,45
Pendiente 157,04 0,27 573,15 0,00

Analisis de la varianza

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado medio  Cociente-F P-Valor
Modelo 1,58E8 1 1,58E8 328505,46 0,00
Residuo 13446,40 28 480,23

Total (Corr) 1,58E8 29

Tabla 3.5. Andlisis de la varianza ANOVA para el estudio de linealidad.

e Coeficiente de Correlacion = 0,9999

e R-cuadrado = 99,99 porcentaje

e R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99,99 porcentaje
e Error estandar de est. =21,91

e Error absoluto medio = 14,19

La salida muestra los resultados del ajuste al modelo lineal para describir la relacion entre la

concentracién y el area. La ecuacién del modelo ajustado es Area = -4,14 +

157,04*Concentracion.

Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es inferior a 0,01; existe relacidon estadisticamente

significativa entre ambas variables para un nivel de confianza del 99%.

El estadistico R-cuadrado indica que el modelo explica un 99,99% de la variabilidad en Area. El
coeficiente de correlacion es igual a 0,9999, indicando una relacidn relativamente fuerte entre
las variables. El error estandar de la estimacion muestra la desviacion tipica de los residuos

que es 21,91. El error absoluto medio (MAE) de 14,19 es el valor medio de los residuos.
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Linealidad a bajas concentraciones

Disoluciéon

CONC. MEROPENEM

CARBONATO

CONC. MEROPENEM

TRIHIDRATO (ug/ml) (kg/ml)
0,10 0,08 13,39
0,20 0,17 24,84
0,30 0,25 40,34
0,40 0,34 51,8
0,50 0,42 66,47
0,60 0,51 79,72
0,80 0,67 106,37
1,00 0,84 135,04

bajas concentraciones (Disolucién 1).

Tabla 3.6. Area obtenida tras analizar las muestras para el estudio de linealidad a

Ecuacion de la recta: Area

161,05 * Concentracién - 1,35 (r=0,9994)

160,00

Linealidad 1

140,00
120,00

100,00

80,00
60,00

Area (mV*s)

40,00

20,00
0,00

0,00
y=161,05x - 1,35
R?=0,9994

0,10

0,20

0,30 0,40 0,50 0,60
Concentracion (pg/ml)

0,70

0,80

0,90

Fig. 3.8. Grafica representando la linealidad de la disolucion 1.
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Disolucion 2

CONC. MEROPENEM

CARBONATO CONC. MEROPENEM

TRIHIDRATO (ug/ml) (1g/ml)
0,10 0,08 14,96
0,20 0,17 26,41
0,30 0,25 39,14
0,40 0,34 52,67
0,50 0,42 64,41
0,60 0,51 79,16
0,80 0,67 102,15
1,00 0,84 128,16
Tabla 3.7. Resultados obtenidos tras analizar las muestras para el estudio de
linealidad a bajas concentraciones (Disolucién 2).

Ecuacidn de la recta: Area = 150,25 * Concentraciéon + 1,78 (r = 0,9996)

Linealidad 2

140,00
120,00
100,00
80,00
60,00 -
40,00
20,00 =
0,00

(mV*s)

Area

P

0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90

y =150,25x + 1,78 Concentracion (pg/ml)
R?=0,9996

Fig. 3.9. Grafica representando la linealidad de la disolucién 2.
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Disolucion 3

CONC. MEROPENEM

CONC. MEROPENEM

CARBONATO
TRIHIDRATO (ug/ml) (1g/ml)

0,10 0,08 14,53
0,20 0,17 25,71
0,30 0,25 38,53
0,40 0,34 51,64
0,50 0,42 63,84
0,60 0,51 77,23
0,80 0,67 102,37
1,00 0,84 130,15

Tabla 3.8. Resultados obtenidos tras analizar las muestras para el estudio de

linealidad a bajas concentraciones (Disolucién 3).

Ecuacion de la recta: Area

152,89 « Concentracién + 0,32 (r=0,9995)

140,00

Linealidad 3

120,00

100,00
80,00

60,00

Area (mV*s)

40,00

20,00 =
0,00

0,00 0,10
y =152,89x + 0,32
R%=0,9995

0,20

0,30 0,40 0,50 0,60
Concentracién (pg/ml)

0,70

0,80

0,90

Fig. 3.10. Grafica representando la linealidad de la disolucion 3.
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Linealidad media

CONC. MEROPENEM CONC. p
CARBONATO MEROPENEM AREA MEDIA

TRIHIDRATO (ug/ml) (ug/ml) (mVxs)
0,10 0,08 14,29
0,20 0,17 25,65
0,30 0,25 39,34
0,40 0,34 51,86
0,50 0,42 64,91
0,60 0,51 78,71
0,80 0,67 103,63
1,00 0,84 131,12

Tabla 3.9. Area media de las tres disoluciones.

140,00

120,00

100,00 ~

80,00

(mV*s)

60,00

Area

40,00

20,00

0,00 T T T T T T T T 1
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90

Concentracion (pug/ml)

Fig. 3.11. Linealidad media a bajas concentraciones de las tres disoluciones.

Ecuacion de la recta: Area = 154,67 x Concentraciéon + 0,25 (r=0,9991)

A partir de los datos obtenidos se han calculado los parametros estadisticos mediante el
programa informatico Statgraphics Plus, y se ha ajustado la ecuacién mediante un andlisis de
regresion por el método de minimos cuadrados. Se han calculado la ecuacidn de la recta, el

coeficiente de correlacién y un analisis de la varianza.

Se ha obtenido una clara relacidn lineal entre las variables de concentraciones bajas de
meropenem (x) y area del pico (y). La ecuacién obtenida es y = 154,67x + 0,25 y el

coeficiente de correlaciéon es de 0,9991.
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Analisis de la regresion

Pardmetro Estimacion Error estandar Estadistico T P-Valor
Ordenada 0,28 0,66 0,43 0,67
Pendiente 154,65 1,38 111,83 0,00

Analisis de la varianza

Fuente Suma de cuadrados GL Cuadrado medio  Cociente-F P-Valor
Modelo 32956,90 1 32956,90 12505,17 0,00
Residuo 57,98 22 2,64

Total (Corr) 33014,80 23

Tabla 3.10. Analisis de la varianza ANOVA para el estudio de linealidad a bajas concentraciones.

Coeficiente de Correlacion = 0,9991

R-cuadrado = 99,82 porcentaje

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99,82 porcentaje
Error estandar de est. = 1,62

Error absoluto medio = 1,22

La salida muestra los resultados del ajuste al modelo lineal para describir |a relacién entre Area

y Concentracién. La ecuacién del modelo ajustado es Area = 0,28 + 154,65*Concentracion.

Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es inferior a 0.01, existe relacidon estadisticamente

significativa entre Area y Concentracién para un nivel de confianza del 99%.

El estadistico R-cuadrado indica que el modelo explica un 99,82% de la variabilidad en Area. El

coeficiente de correlacién es igual a 0,9991, indicando una relacidn relativamente fuerte entre

las variables. El error estandar de la estimacion muestra la desviacion tipica de los residuos

que es 1,62. El error absoluto medio (MAE) de 1,22 es el valor medio de los residuos.
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< Exactitud

CONC.
VUESTRA  CARBONATO  wemopenem AREA  lGlh %
TRIHIDRATO (ng/ml) (M) (My*s)  RECUPERACION

A 0,10 0,08 14,67 7,44 197,1 97,1
B 0,10 0,08 14,89 7,44 200,1 100,1
C 0,10 0,08 14,17 7,44 190,5 90,5
A 2,00 1,68 255,72 253,79 100,8 0,8
B 2,00 1,68 251,81 253,79 99,2 -0,8
C 2,00 1,68 252,99 253,79 99,7 -0,3
A 10,00 8,41 1264,66 | 1291,05 98,0 2,0
B 10,00 8,41 1326,68 | 1291,05 102,8 2,8
C 10,00 8,41 1326,86 | 1291,05 102,8 2,8
A 30,00 25,23 3810,48 | 3884,19 98,1 -1,9
B 30,00 25,23 3836,38 | 3884,19 98,8 -1,2
C 30,00 25,23 3849,15 | 3884,19 99,1 -0,9
A 50,00 42,05 6501,00 | 6477,33 100,4 0,4
B 50,00 42,05 6559,07 | 6477,33 101,3 3
C 50,00 42,05 6550,38 | 6477,33 101,1 1,1

Tabla 3.11. Resultados obtenidos en el ensayo de exactitud, mostrando el porcentaje de recuperacion vy el

porcentaje de error.

Como podemos observar, el método es bastante exacto a concentraciones altas (superiores o
iguales a 2,00 pg/ml de meropenem carbonato trihidrato), pero la exactitud se pierde a
concentraciones bajas. Por ello se decidid determinar la linealidad, exactitud y precisién para

concentraciones bajas.

Si hacemos un andlisis estadistico de los datos obtenidos, sin tener en cuenta las muestras de
0,10 pg/ml analizadas y comparadas con la recta patron de concentraciones altas, obtenemos

los siguientes resultados:

e Media (Recuperacion) = 100,2%

e SD (Recuperacion) =1,6%

e Limites de confianza 95,0% (Recuperacion) =
o Media: 100,2 +/- 1,0 [99,1;101,2]
o SD=1[1,2;2,8]
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Exactitud a bajas concentraciones

CONC. ,
MEROPENEM CONC. AREA AREA o
MUESTRA - CARBONATO. | MEROPENEM () TEORCA g pepacion
(ng/ml)
A 0,10 0,08 14,31 14,69 97,4 -2,6
B 0,10 0,08 14,87 14,69 101,2 1,2
C 0,10 0,08 13,99 14,69 95,2 -4,8
A 0,50 0,42 65,43 67,22 97,3 -2,7
B 0,50 0,42 65,19 67,22 97,0 -3,0
C 0,50 0,42 65,87 67,22 98,0 -2,0
A 1,00 0,84 134,25 | 132,87 101,0 1,0
B 1,00 0,84 131,91 | 132,87 99,3 -0,7
C 1,00 0,84 134,81 | 132,87 101,5 1,5

Tabla 3.12. Resultados obtenidos en el ensayo de exactitud a bajas concentraciones, mostrando el porcentaje

de recuperacién y el porcentaje de error.

Si hacemos un analisis estadistico de los datos, obtenemos los siguientes resultados:

e Media (Recuperacion) = 98,7%

e SD (Recuperacion) =2,2%

e Limites de confianza 95,0% (Recuperacion) =
o Media: 98,7 +/-1,7 [97,0;100,4]
o SD=11,5;4,2]
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\/

% Precision

Repetibilidad
(a(0]\\[oN
MUESTRA MEROPENEM
(ng/ml)
1 8,41 1388,47
2 8,41 1418,78
3 8,41 1417,20
4 8,41 1417,63
5 8,41 1420,56
6 8,41 1420,40
Media 1413,82
Std. Dev. 12,50
% RSD 0,9
Tabla 3.13. Resultados obtenidos en el estudio de repetibilidad.
REPETIBILIDAD
1.600,00
1.400,00
1.200,00
1.000,00
v
.4 800,00
£
= 600,00
g
< 400,00
200,00
0,00 T T T T T
1 2 3 4 5 6
Muestra
Fig. 3.12. Gréfica obtenida en el estudio de repetibilidad.
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Repetibilidad a bajas concentraciones

CONC.
MUESTRA MEROPENEM
(ng/ml)
1 0,42 65,46
2 0,42 65,27
3 0,42 65,83
4 0,42 66,69
5 0,42 65,16
6 0,42 63,89
Media 65,38
Std. Dev. 0,92
%RSD 1,4

Tabla 3.14. Resultados obtenidos en el estudio de repetibilidad a

bajas concentraciones.

REPETIBILIDAD BAJAS CONCENTRACIONES
70,00
68,00
66,00
64,00
@ 62,00
>
E 60,00
o
< 58,00
56,00
54,00
52,00
50,00 T T T T T
1 2 3 4 5
Muestra
Fig. 3.13. Grafica obtenida en el estudio de repetibilidad a bajas concentraciones.
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Precision intermedia

El analista 1 en el dia 1 obtuvo los siguientes resultados:

CONC.
MUESTRA MEROPENEM
(ng/ml)
1 8,41 1388,47
2 8,41 1418,78
3 8,41 1417,20
4 8,41 1417,63
5 8,41 1420,56
6 8,41 1420,40

Media 1413,82
Std. Dev. 12,50
%RSD 0,9

Tabla 3.15. Resultados obtenidos en el estudio de precision

intermedia por el analista 1 en el dia 1.

El analista 2 en el dia 2 obtuvo los siguientes resultados:

CONC.
MUESTRA MEROPENEM
(ng/ml)
1 8,41 1389,15
2 8,41 1362,85
3 8,41 1383,61
4 8,41 1392,79
5 8,41 1393,48
6 8,41 1402,47

Media 1387,39
Std. Dev. 13,52
%RSD 1,0

Tabla 3.16. Resultados obtenidos en el estudio de precision

intermedia por el analista 2 en el dia 2.
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PRECISION INTERMEDIA

1.500,00
2
> 1.000,00
i3
2 500,00
\g ¢ B Muestras A
0,00 W Muestras B

Muestra

Fig. 3.14. Grafica comparativa obtenida en el estudio de precisién intermedia, comparando ambos

analistas y dias.

A partir de todos estos datos se realizd la siguiente comparacion:

e Promedio de resultados = 1400,61 mV*s
e Desviacion estandar = 18,56 mV*s
e RSD%=1,3%

Dado que se han tenido que validar el método para el calculo de concentraciones bajas y
concentraciones altas, se han establecido dos rangos, en los que se aplicara una ecuacion de la

recta diferente para cada uno:

e Rango de concentraciones altas: 1,00 — 50,00 ug/ml.
Area = 157,04 « Concentracién - 4,14

e Rango de concentraciones bajas: 0,10 — 1,00 pg/ml.

Area = 154,67 * Concentracién + 0,25
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% Sensibilidad

Limite de deteccién

3 % (%) * RUIDO x CONCENTRACION
L.b.= ALTURA
3%0,841+0,1cm=*0,1pg/ml
L.D.= = 0,00731 pg/ml

6,9cm

Limite de cuantificacidon

10 (RIQUEZA

100 ) * RUIDO +x CONCENTRACION

ALTURA

LC.=

_ 10+ 0,841+ 0,1cm * 0,1 pg/ml
T 6,9 cm

L.C

= 0,02437 pg/ml

Como en todos los andlisis realizados, el valor de concentracién mas bajo analizado ha sido
0,10 pg/ml de meropenem carbonato trihidrato (0,08 pg/ml), serd nuestro limite de

cuantificacion practico.

L.C. =0,10 pg/ml (0,08 pg/ml)
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3.4. DISCUSION

+» Especificidad

Los resultados de especificidad demuestran que el principio activo meropenem no presenta
interferencias ni con su producto de degradacién (meropenem open ring) ni con el medio de

disolucién (agua).

Al analizar agua se observa que la linea base no sufre variaciones con respecto a la propia fase
movil. En la zona del cromatograma correspondiente al tiempo de retencidon del meropenem
no se aprecia ninglin cambio. Por tanto, el meropenem mantiene su especificidad con respecto

al medio de disolucion.

Al analizar meropenem degradado se observa que el meropenem y el meropenem open ring
estan separados y diferenciados en el cromatograma, apareciendo a tiempos de retencion
diferentes. Por tanto, el meropenem también mantiene su especificidad con respecto a su

principal producto de degradacion.

«+ Linealidad

Los resultados del estudio de linealidad del método analitico también demuestran que el

método es lineal.

Se tuvieron que hacer dos correlaciones entre concentracion y area de los picos; una para
concentraciones bajas (0,10 - 1,00 ug/ml) y otra para concentraciones altas (1,00 — 50,00
pg/ml). Se tuvo que realizar de esta manera debido a que no existia exactitud a bajas
concentraciones cuando se utilizaba una misma recta de regresién para todos los valores de

concentracion.

En el andlisis de la varianza ANOVA, tanto para altas como para bajas concentraciones, quedd
demostrado que existe una relacién estadisticamente significativa entre las variables Area y
Concentracién con un nivel de confianza muy elevado. En ambos casos, existe una relacion

relativamente fuerte entre las variables.
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< Exactitud

Los resultados del estudio de exactitud del método analitico también demuestran que el

método es exacto.

En primer lugar se hizo un estudio de exactitud para todo el rango de concentraciones, desde
0,10 pg/ml hasta 50,00 pg/ml. Los resultados demostraron que el método era exacto para

concentraciones mayores a 1,00 pg/ml, ya que el porcentaje de error obtenido era bajo.

En cambio, este porcentaje de error era muy elevado para concentraciones inferiores a 1,00
pg/ml. Por ello, hubo que realizar una segunda recta de regresion para concentraciones bajas,
desde 0,10 pg/ml hasta 1,00 pug/ml, y demostrar la linealidad, precisién y exactitud de la
misma. Los resultados demostraron que el método era exacto cuando utilizdbamos esta

segunda correlacidn para bajas concentraciones.

De esta manera, quedd demostrado que el método podia ser exacto para todo el rango de

concentraciones. En funcion de la concentracion habria que utilizar una correlacién u otra.

+* Precisién

Los resultados del estudio de precisién del método analitico también demuestran que el

método es preciso.

En primer lugar, con los resultados del repetibilidad demostraron, con un RSD < 1,5%, que
existe repetibilidad del método analitico. Este estudio se demostrd tanto a altas como a bajas

concentraciones.

En segundo lugar, los resultados de precision intermedia demostraron, con también un RSD <
1,5%; que existe precisidon intermedia. Se pudo demostrar con analistas diferentes y dias

diferentes.
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*%* Rango
El rango de trabajo del presente método analitico queda definido de la siguiente manera:

e Rango de concentraciones altas: 1,00 — 50,00 pg/ml.
Area = 157,04 * Concentracion - 4,14

e Rango de concentraciones bajas: 0,10 — 1,00 pug/ml.

Area = 154,67 * Concentracién + 0,25

+» Sensibilidad

El limite de deteccion del método analitico es de 0,00731 pg/ml.

El limite de cuantificacion tedrico del método analitico es de 0,024437 pg/ml. Durante el

desarrollo del método analitico la concentracion minima que se ha podido analizar es de 0,08

ug/ml.
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3.5. CONCLUSION

El método analitico para la valoracion del meropenem mediante HPLC es adecuado, ya que los

resultados de la validacién han sido positivos. Es el método descrito en la Farmacopea Europea

8.0.y USP 38, por lo que tiene aceptacion a nivel comunitario.
Las conclusiones obtenidas son las siguientes:

- El método analitico es especifico, cuando se compara con su disolvente y producto de
degradacion.

- El método analitico es lineal.

- El método analitico es exacto.

- El método analitico es preciso, habiendo estudiado tanto la repetitividad como la
precision intermedia.

- El método analitico permite establecer un rango de andlisis.

- El método analitico permite establecer un limite de deteccién y limite de

cuantificacidn; es decir, la sensibilidad del método.

Con los resultados obtenidos se puede dar por validado el método analitico, seguin lo

establecido en la normativa ICH Q2 (R1): Validacion de métodos analiticos.
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4.1. INTRODUCCION

ESTUDIO DE ESTABILIDAD

El objetivo del ensayo de estabilidad fue estudiar la estabilidad del meropenem en diferentes

medios de disolucién y a diferentes temperaturas. Una vez obtenidos los datos, los

contrastamos con los de la ficha técnica del meropenem, de tal manera que se pudiera

demostrar si coincidian o no.

En la ficha técnica de meropenem se indica el tiempo que puede permanecer estable el

principio activo reconstituido (soluciones 1,00 — 20,00 pg/ml):

Medio reconstitucion Temperatura ambiente (horas) Nevera (horas)

Agua para inyeccion 8,0 48,0
NaCl 0,9% 8,0 48,0
Glucosa 5,0% 3,0 14,0
Glucosa 10,0% 2,0 8,0
Glucosa 5%+NaHCO3 0,02% 2,0 8,0
NaCl 0,9%+Glucosa 5,0% 3,0 14,0
Glucosa 5%+NaCl 0,025% 3,0 14,0
Glucosa 5%+KCl 0,15% 3,0 14,0
Manitol 2,5% 3,0 14,0
Manitol 10,0% 3,0 14,0

Tabla 4.1. Tiempos en los que permanece estable el meropenem reconstituido en diferentes

medios.

Para poder administrar meropenem, la Farmacopea Europea 8.0. establece que la valoracion

debe estar dentro del 95,0 — 105,0% del valor declarado (criterio general), mientras que la USP

38 (United States Pharmacopoeia 38) tiene un criterio especifico del 90,0 — 120,0% del valor

declarado; siempre y cuando se cumplan las impurezas y productos de degradacion.
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4.2. MATERIALES Y METODOS

A) MEDIOS DE DISOLUCION

+* Agua estéril

La ficha técnica dice que el periodo de estabilidad del meropenem en agua estéril es 8,0 horas
a 15,0 — 25,09C, y 48,0 horas a 4,02C. El agua estéril es un medio de reconstitucion empleado
en hospitales, sobre todo cuando se administra en bolus. En nuestro caso utilizamos Agua

desionizada (Agua MiliQ®).

% NaCl 0,9%

La ficha técnica advierte que el meropenem en NaCl 0,9% tiene una estabilidad de 8,0 horas a
15,0 — 25,09C y 48,0 horas a 4,0°C. El NaCl al 0,9% es isosmético con la sangre humana, por

ello se administra por via intravenosa.

% Glucosa 5,0%

La estabilidad del meropenem en glucosa 5,0%, segun la ficha técnica del Meronem®, es de 3,0
horas a 15,0 — 25,02C y 14,0 horas a 4,09C. La glucosa al 5,0% es isosmotica con respecto a la

sangre humana.

+* Glucosa 10,0%

La glucosa al 10,0% es el medio que provoca mas inestabilidad al meropenem, segun la ficha

técnica. Su estabilidad es de 2,0 horas a 15,0 — 25,02Cy 8,0 horas a 4,02C.

% PBS

El PBS es un medio que simula al plasma humano, pero la ficha técnica del Meronem ® no hace

referencia a dicho medio.
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B) TEMPERATURAS

.

+» Congelador

El congelador donde se almacenaron las muestras estaba a una temperatura de -18,0 + 2,0°C.
La ficha técnica del meropenem advierte que las disoluciones de meropenem no deben
congelarse. En publicaciones como Keel et al, 2010 demuestran que el principio activo no se ve
afectado después de congelaciones a -80,02C. En principio, es a la temperatura donde mayor

estabilidad cabe esperar.

< Nevera

La temperatura de la nevera fue de 4,0 + 2,09C.

+ Temperatura ambiente

La temperatura ambiente del Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica oscila

entre 15,0 y 25,09C. El valor medio durante el estudio fue de 22,02C.

«» Estufa

Para poder simular la temperatura corporal, introducimos las muestras en una estufa a 37,0 £
2,09C. Al ser la temperatura mas alta, teéricamente es donde el meropenem va a presentar la

degradacion mas rapida.
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C) MUESTRAS Y TIEMPOS DE MUESTREO

Se prepararon 500 ml de cada medio de disolucidn: Agua desionizada, NaCl, Glucosa

5,0%, Glucosa 10,0%, PBS.

Se disolvieron 50 mg de meropenem carbonato trihidrato en cada uno, de tal manera

gue la concentracion final fuera de 84,10 pg/ml de meropenem.

A continuacidn se rellenaron recipientes de vidrio con 50 ml de disolucién, para

después poder llevarlos a sus correspondientes temperaturas. Las disoluciones finales

fueron:

L 00 N o Uk~ W NoE

[ T S T G
o W 00 N o Uuu b W N B O

Agua — Congelador

Agua — Nevera

Agua — Temperatura ambiente
Agua — Estufa

NaCl — Congelador

NaCl — Nevera

NaCl — Temperatura ambiente
NaCl — Estufa

Glucosa 5,0% - Congelador

. Glucosa 5,0% - Nevera

. Glucosa 5,0% - Temperatura ambiente

. Glucosa 5,0% - Estufa

. Glucosa 10,0% - Congelador

. Glucosa 10,0% - Nevera

. Glucosa 10,0% - Temperatura ambiente
. Glucosa 10,0% - Estufa

. PBS — Congelador

. PBS — Nevera

. PBS — Temperatura ambiente

. PBS — Estufa

TIEMPOS DE MUESTREO

e T1
e T2:
e T3:
o T4:
e T5:
e T6:
o T7:

e T8:
e TO:

:0,0h

2,0h

50h

10,0 h

14,0 h

25,0 h

48,0 h (2 dias)
72,0 h (3 dias)
144,0 h (6 dias)

Fig. 4.1. Tiempos de muestreo en el ensayo

de estabilidad.
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D) METODO

e Para cada disolucién se analizaron tres muestras para determinar la concentracion de
meropenem a tiempo cero.

e Se calculd el valor medio de las tres muestras y se estableci6 como 100,0% de
meropenem inicial.

e Se obtuvieron las muestras en los tiempos indicados anteriormente. El volumen de las
muestras era de 2 mly no se realizaba reposicidn. Este volumen se pasaba por un filtro
de 0,45 um.

e Valoracién de meropenem por HPLC para cada muestra.

e (Calculo de la concentracién y del porcentaje remanente.
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4.3. RESULTADOS
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++» Estabilidad segun el medio de disolucion

Agua
T'E(“:)PO MUESTRA (;':n) (:1':;:) % T'E(“:)Po MUESTRA (;':n) (QT,E*’:) %
0,0 1 6,7 12385,27 - 25,0 CONG 6,4 11819,89 | 96,1
0,0 2 6,7 12285,61 - 25,0 NEV 6,4 11780,47 | 958
0,0 3 6,7 12223,98 - 25,0 AMB 6,4 11557,60 | 94,0
0,0 Media - 12298,28 | 1000 | 250 EST 6,5 10158,17 | 82,6
2,0 CONG 6,6 12367,80 | 100,6 | 480 CONG 6,5 11464,22 | 93.2
2,0 NEV 6,6 12152,37 | 988 48,0 NEV 6,5 11921,49 | 96,9
2,0 AMB 6,7 12255,35 | 997 48,0 AMB 6,5 11403,68 | 92,7
2,0 EST 6,6 12237,78 | 993 48,0 EST 6,5 8334,83 | 67,8
5,0 CONG 6,5 12175,17 | 990 72,0 CONG 6,5 11313,68 | 92,0
5,0 NEV 6,5 11957,83 | 97,2 72,0 NEV 6,4 11988,39 | 97,5
5,0 AMB 6,5 11866,20 | 96,5 72,0 AMB 6,5 10958,61 | 891
5,0 EST 6,5 11573,60 | 941 72,0 EST 6,5 6739,13 | 548
10,0 CONG 6,5 12191,96 | 991 | 1440 CONG 6,4 10989,95 | 894
10,0 NEV 6,4 11935,70 | 971 | 144,0 NEV 6,4 11840,14 | 96,3
10,0 AMB 6,5 11851,92 | 964 | 144,0 AMB 6,4 9836,05 | 80,0
10,0 EST 6,5 11522,44 | 937 | 144,0 EST 6,4 3618,01 | 294
14,0 CONG 6,5 11911,09 | 96° | 360,0 CONG 6,9 10269,65 | 83,5
14,0 NEV 6,5 11814,91 | 961 | 360,0 NEV 6,9 10766,31 | 87,5
14,0 AMB 6,5 11859,71 | 984 | 360,0 AMB 6,9 6587,89 | 33,6
14,0 EST 6,5 11257,00 | 915 | 360,0 EST 6,9 639,38 | 32
Tabla 4.2. Resultados del estudio de estabilidad en agua.
Agua
120,0

g 100,0 %EE:

% 80,0 \ =9 =——Congelador

2 60,0

é‘, 40,0 \ == Nevera

X 20,0 \\ T2 Ambiente

I —
0,0 T T . ) Estufa
0,0 100,0 200,0 300,0 400,0
Tiempo (h)
Fig. 4.2. Grafico del estudio de estabilidad en agua.
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NaCl 0,9%

T'E('::')Po MUESTRA (n:?n) (::/E::) % T'E(“;)Po MUESTRA (nT‘?n) (QI:/E*As) %
0,0 1 6,4 10672,01 - 25,0 CONG 6,2 9694,53 | 89,0
0,0 2 6,4 10855,25 - 25,0 NEV 6,2 | 10166,99 | 934
0,0 3 6,4 11135,54 - 25,0 AMB 6,2 9941,97 | 913
0,0 Media - 10887,60 | 100,0 | 25,0 EST 6,3 8996,05 | 82,6
2,0 CONG 6,3 11510,64 | 105,7 | 48,0 CONG 6,3 9880,28 | 90,8
2,0 NEV 6,3 11478,92 | 105,4 | 48,0 NEV 6,3 9899,58 | 90,9
2,0 AMB 6,3 10873,94 | 99,9 48,0 AMB 6,3 9824,43 | 90,2
2,0 EST 6,3 10704,09 | 98,3 48,0 EST 6,3 7625,75 | 70,0
5,0 CONG 6,2 10655,77 | 97,9 72,0 CONG 6,3 9798,75 | 90,0
5,0 NEV 6,2 11008,77 | 101,1 | 72,0 NEV 6,3 9726,52 | 89,3
5,0 AMB 6,2 10954,94 | 100,6 | 72,0 AMB 6,3 9472,87 | 87,0
5,0 EST 6,2 10408,58 | 95,6 72,0 EST 6,3 6070,69 | 58
10,0 CONG 6,3 10643,38 | 97,8 | 144,0 CONG 6,1 9947,37 | 914
10,0 NEV 6,3 10643,62 | 97,8 | 144,0 NEV 6,1 9811,34 | 90,1
10,0 AMB 6,3 10670,09 | 98,0 | 144,0 AMB 6,1 9067,47 | 833
10,0 EST 6,3 9827,07 | 90,3 | 144,0 EST 6,2 3221,41 | 296
14,0 CONG 6,3 10874,19 | 99,9 | 360,0 CONG 6,3 8991,74 | 826
14,0 NEV 6,2 10487,85 | 96,3 | 360,0 NEV 6,3 8496,90 | 780
14,0 AMB 6,2 10690,24 | 98,2 | 360,0 AMB 6,3 6369,59 | 98>
14,0 EST 6,2 10344,62 | 950 | 360,0 EST 6,3 537,35 | 49

Tabla 4.3. Resultados del estudio de estabilidad en NaCl.
NaCl
120,0
100,0

=——Congelador

\ == Nevera
40,0 \\ T2 Ambiente
20,0 \)< =>=Estufa

0,0 T T T 1
0,0 100,0 200,0 300,0 400,0

Tiempo (h)

% Meropenem
[e)]
o
o

Fig. 4.3. Grafico del estudio de estabilidad en NaCl.
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Glucosa 5,0%

TIE(I\h/I)PO MUESTRA (n:?n) (::/E:) % TIE(“:)PO MUESTRA (r;ri?n) (QI:/I-E"AS) %
0,0 1 6,7 12376,65 - 25,0 CONG - - -
0,0 2 6,7 12342,23 - 25,0 NEV 6,5 10959,19 | 88,7
0,0 3 6,7 12358,79 - 25,0 AMB 6,5 9302,19 | 75,3
0,0 Media - 12359,22 | 100,0 25,0 EST 6,5 5649,22 | 45,7
2,0 CONG 6,5 11992,00 97,0 48,0 CONG 6,5 10741,44 | 86,9
2,0 NEV 6,5 11739,31 95,0 48,0 NEV 6,5 10260,10 | 83,0
2,0 AMB 6,5 11863,03 96,0 48,0 AMB 6,5 7533,06 | 61,0
2,0 EST 6,5 11330,58 91,7 48,0 EST 6,5 3046,39 | 24,7
5,0 CONG 6,5 11728,47 94,9 72,0 CONG 6,4 10394,06 | 84,1
5,0 NEV 6,5 11270,15 91,2 72,0 NEV 6,5 9474,61 76,7
5,0 AMB 6,5 11236,58 90,9 72,0 AMB 6,5 6249,28 | 50,6
5,0 EST 6,5 10460,90 84,6 72,0 EST 6,5 1768,73 14,3
10,0 CONG 6,5 11454,18 92,7 144,0 CONG 6,4 10220,14 | 82,7
10,0 NEV 6,5 11218,54 90,8 144,0 NEV 6,4 7825,73 63,3
10,0 AMB 6,5 10774,11 87,2 144,0 AMB 6,4 4727,37 38,3
10,0 EST 6,5 8768,48 71,0 144,0 EST 6,4 396,16 3,2
14,0 CONG 6,4 11411,78 92,3 360,0 CONG 6,9 10153,00 | 82,2
14,0 NEV 6,4 11050,73 89,4 360,0 NEV 6,9 5660,39 | 45,8
14,0 AMB 6,5 10325,26 83,5 360,0 AMB 6,9 2750,50 | 22,3
14,0 EST 6,4 8055,07 65,2 360,0 EST - 0,00 0,0

Tabla 4.4. Resultados del estudio de estabilidad en glucosa 5%.

Glucosa 5,0%

100,0
80,0 - —d =>
== Congelador
\. == Nevera
40,0 \ y

T2 Ambiente
200 \

0,0 T T — 1 1

0,0 100,0 200,0 300,0 400,0
Tiempo (h)

% Meropenem
(o]
o
o

Estufa

Fig. 4.4. Grafico del estudio de estabilidad en glucosa 5%.
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Glucosa 10,0%

PICO MEROPENEM

TIEMPO TR AREA TIEMPO TR AREA
MUESTRA % MUESTRA %

(h) (min) (mV*s) (h) (min) (mV*s)

0,0 1 6,7 12195,35 - 25,0 CONG - - -
0,0 2 6,7 12185,04 - 25,0 NEV 6,5 10191,85 | 83,7
0,0 3 6,7 12163,58 - 25,0 AMB 6,5 7653,09 | 62,8
0,0 Media - 12181,33 | 100,0 25,0 EST 6,5 3511,29 | 28,8
2,0 CONG 6,5 11990,49 98,4 48,0 CONG 6,5 10558,79 | 86,7
2,0 NEV 6,5 11783,44 | 96,7 48,0 NEV 6,5 9121,54 | 74,9
2,0 AMB 6,5 11217,92 92,1 48,0 AMB 6,5 5291,42 | 43,4
2,0 EST 6,5 11131,93 91,4 48,0 EST 6,4 1442,10 | 11,8
5,0 CONG 6,5 11364,96 93,3 72,0 CONG 6,5 10377,43 | 85,2
5,0 NEV 6,5 11133,28 91,4 72,0 NEV 6,5 7960,90 | 65,4
5,0 AMB 6,5 10076,50 82,7 72,0 AMB 6,5 3960,03 | 32,5
5,0 EST 6,5 9960,90 81,8 72,0 EST 6,4 613,28 5,0
10,0 CONG 6,5 11216,29 92,1 144,0 CONG 6,4 10084,19 | 82,8
10,0 NEV 6,5 10749,55 88,3 144,0 NEV 6,4 5801,01 | 47,6
10,0 AMB 6,5 9313,92 76,5 144,0 AMB 6,4 2502,47 | 20,5
10,0 EST 6,5 7556,72 62,0 144,0 EST 6,4 69,62 0,6
14,0 CONG 6,4 11172,24 | 91,7 360,0 CONG 6,9 10368,12 | 85,1
14,0 NEV 6,4 10533,80 86,5 360,0 NEV 6,8 3902,79 | 32,0
14,0 AMB 6,4 9482,91 77,9 360,0 AMB 6,9 1285,52 | 10,6
14,0 EST 6,4 5942,24 48,8 360,0 EST - 0,00 0,0

Tabla 4.5. Resultados del estudio de estabilidad en glucosa 10%.

Glucosa 10,0%
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Fig. 4.5. Gréfico del estudio de estabilidad en glucosa 10%.
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% PBS
. MEROPENeM |
TIE(I::')PO MUESTRA (n:?n) (::/E::) % TIE(l;:I)PO MUESTRA (:‘?n) (ﬁ:’iAs) %

0,0 1 6,4 12193,81 - 25,0 CONG - - -
0,0 2 6,4 12470,10 - 25,0 NEV 6,1 11715,75 | 94,4
0,0 3 6,4 12585,52 - 25,0 AMB 6,1 11656,06 | 93,9
0,0 Media - 12416,48 | 100,0 25,0 EST 6,1 9353,05 | 75,3
2,0 CONG 6,2 12310,14 | 99,1 48,0 CONG 6,1 12012,49 | 96,8
2,0 NEV 6,1 12286,35 | 99,0 48,0 NEV 6,1 11838,31 | 95,3
2,0 AMB 6,1 12174,59 98,1 48,0 AMB 6,1 10882,65 | 87,7
2,0 EST 6,1 11951,44 96,3 48,0 EST 6,1 6658,08 53,6
5,0 CONG 6,1 12247,84 98,6 72,0 CONG 6,1 11888,97 | 95,8
5,0 NEV 6,1 11930,90 96,1 72,0 NEV 6,1 11771,22 | 94,8
5,0 AMB 6,1 11533,62 92,9 72,0 AMB 6,1 10589,32 | 85,3
5,0 EST 6,1 11312,12 91,1 72,0 EST 6,1 5017,11 40,4
10,0 CONG 6,2 12258,31 98,7 144,0 CONG 6,0 11509,62 | 92,7
10,0 NEV 6,1 11824,17 | 952 | 1440 NEV 6,0 11313,39 | 91,1
10,0 AMB 6,1 11164,08 | 89,9 | 1440 AMB 6,1 9014,64 | 72,6
10,0 EST 6,1 11120,95 89,6 144,0 EST 6,0 1837,88 14,8
14,0 CONG 6,1 12284,90 | 98,9 | 3600 CONG 6,2 9888,35 | 79,6
14,0 NEV 6,1 11900,77 95,9 360,0 NEV 6,2 9026,34 72,7
14,0 AMB 6,1 10806,82 87,0 360,0 AMB 6,2 5754,10 46,3
14,0 EST 6,1 9742,70 78,5 360,0 EST 6,2 98,66 0,8

Tabla 4.6. Resultados del estudio de estabilidad en PBS.
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Fig. 4.6. Grafico del estudio de estabilidad en PBS.
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2

++» Estabilidad segtin la temperatura
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Fig. 4.7. Gréfico del estudio de estabilidad en congelador.
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Fig. 4.8. Gréfico del estudio de estabilidad en nevera.
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T2 Ambiente
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Fig. 4.9. Grafico del estudio de estabilidad a temperatura ambiente.
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Fig. 4.10. Grafico del estudio de estabilidad en estufa.
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4.4. DISCUSION

Los datos de estabilidad en uso de la ficha técnica del meropenem se asemejan bastante con

los resultados obtenidos en este estudio de estabilidad.

En las graficas podemos verificar que los factores que causan su degradacion son:

Temperatura de almacenamiento

A menor temperatura, la degradacidon es mas lenta. Por ello la temperatura a la que se
presenta mayor estabilidad es la del congelador, y la que temperatura a la que se presenta
mayor degradacién es la proporcionada por la estufa. Se demuestra esta situacion para todos

los medios de disolucion.

Medio de reconstitucion

Los medios mas estables son el agua, NaCl 0,9% y PBS. Por el contrario, los medios glucosados
proporcionan una gran inestabilidad al meropenem disuelto. Probablemente esto se deba a
que la glucosa proporciona cierta acidez al medio, lo que facilita la degradacién de nuestro
principio activo. Ademads, a mayor proporcidén de glucosa, mayor degradacion del principio
activo.

La estabilidad del meropenem es mucho menor cuando se encuentra disuelto, que cuando se

encuentra sin reconstituir, sea cual sea el medio.
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4.5. CONCLUSION

El estudio de estabilidad nos permite obtener las siguientes conclusiones

- El meropenem es una molécula bastante inestable. La ruta de degradacidn postulada
por las diferentes publicaciones, explica que el anillo B-lactdmico del meropenem se
hidroliza en medio acuoso cuando su atomo de Nitréogeno —altamente reactivo- tiene
un ataque nucleofilico que provoca la apertura de la estructura ciclica, y por tanto, la
pérdida de su actividad (Elragehy et al, 2008).

- La temperatura influye en la estabilidad, a mayor temperatura, mayor velocidad de
degradacion. En la publicacion de Mendez, A.S.L., et al, 2006; también se demuestra
gue la temperatura influye en la degradacién del meropenem, segin una cinética de
orden uno. Incluso recomiendan almacenar el meropenem en condiciones especiales
para protegerlo de altas temperaturas, aunque hay estudios que demuestran que son
estables a temperatura ambiente durante su periodo de validez (Cielecka-Piontek, J.,
et al, 2008).

- El medio de disolucién influye en la estabilidad. Segun la composicion del medio la
estabilidad es diferente. Cuando el meropenem se encuentra disuelto, en cualquiera
de los medios, la estabilidad es menor que cuando se encuentra en estado sélido, hay
varios estudios que analizan la influencia de la humedad en el meropenem (Cielecka-
Piontek, J., et al, 2008).

- Emplear PBS (simula condiciones sanguineas) no es un factor critico para estudiar la
estabilidad, en cambio, la temperatura de 37,09C, si va a influir notablemente en la

estabilidad del meropenem liberado.

Existen estudios como el de Berthoin et al, 2010; que aseguran que la estabilidad depende
también de la concentracidén, proponen que a mayor concentracidon, mayor degradacion,

seguramente porque influyen en la acidez del medio.
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5.1. INTRODUCCION

Este capitulo de la investigacidn se basa en obtener formas farmacéuticas que permitan la

liberacion controlada de meropenem. Es fundamental obtener una forma farmacéutica que

sea facil de fabricar, analizar y administrar.

Para poder obtener formas farmacéuticas de liberacién prolongada, se ha empleado como
excipiente el acido polilactico-co-glicélico. El objetivo ha sido obtener microesferas de
meropenem, desde donde el principio activo pueda ser liberado al medio de forma
prolongada. A continuacién se han tratado de incorporar estas microesferas en diversas
formas farmacéuticas (minicomprimidos implantables y suspensiones intramusculares) que

puedan ser facilmente fabricadas, analizadas y administradas.

En primer lugar se ha realizado un estudio de compatibilidad entre el meropenem vy el
excipiente que se utilizard para provocar la liberacién controlada (PLGA), mediante DSC
(calorimetria diferencial de barrido), con el fin de garantizar que no existen interacciones

fisicas cuando ambos compuestos se presentan juntos.

A continuacién, se ha desarrollado el proceso de fabricacion de microesferas de PLGA y
meropenem, mediante el proceso de atomizacién. Las microesferas obtenidas fueron

caracterizadas y analizadas.

Una vez obtenidas las microesferas, se buscé la forma farmacéutica mdas adecuada para su
administracién. Para ello se probaron dos alternativas, minicomprimidos de microesferas y
suspension de microesferas, ambas para una administracion local, en la propia herida

quirargica. Tanto los comprimidos como las suspensiones fueron caracterizados y analizados.
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5.2. COMPATIBILIDAD MEROPENEM-PLGA

MATERIALES Y METODOS

A) MATERIALES

Muestras:
Muestra Peso (mg)
Meropenem polvo 5,0
PLGA 504 sin atomizar 4,4
PLGA 504 atomizado 5,3
Mezcla de Meropenem/PLGA 504 atomizado (50:50) 4,1
Comprimidos triturados de Meropenem/PLGA 504 atomizado (66:33) 4,5
Tabla 5.1. Mezclas analizadas en el ensayo de Calorimetria Diferencial del Barrido (DSC).

B) METODOS

Para comprobar que no existen interacciones entre el meropenem y el PLGA se realizd un
ensayo de Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

El equipo empleado fue:
e DSC 820 Mettler Toledo®, del Departamento de Fisico Quimica Il de la Facultad de
Farmacia de la UCM.
Condiciones del ensayo:

e Rango de temperaturas: 20,02C — 180,02C
e Velocidad: 10,0 C/min

e Gas empleado: Nitrogeno

Fig. 5.1. Equipo de Calorimetria Diferencial

del Barrido (DSC).
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RESULTADOS

1,0
0,5 ——— MEROPENEM
5 00 i . . .
§° 0,0 1 0 200,0 —PLGA 504 sin atomizar
= -0,5
2 \ /
% 1.0 PLGA 504 atomizado
3
c
=-15 = Meropenem-PLGAS04
(50:50)
-2,0
Comprimido Meropenem- -
-2,5 PLGAS04 (66:33)
Temperatura (2C)
Fig. 5.2. Grafica obtenida en el equipo de Calorimetria Diferencial del Barrido (DSC).

DISCUSION

A partir de los datos obtenidos por Calorimetria Diferencial de Barrido podemos observar:

e El meropenem presenta un punto de fusién a 127,22C. Este punto de fusiéon no es muy
definido, ya que este pico presenta una anchura considerable.

e El PLGA presenta una temperatura de transicién vitrea a 57,72C. A esta temperatura el
PLGA pasa de estado cristalino a estado amorfo.

e El PLGA atomizado presenta una temperatura de transicion vitrea a 54,79C. Este
descenso en la temperatura puede deberse a que en el proceso de atomizacion se
haya modificado la cristalinidad. No obstante, este descenso no es muy acusado.

e La mezcla pulverulenta de PLGA 504:meropenem (50:50) presenta dos picos, uno a
54,4°C y otro a 115,52C. El primer pico representa la temperatura de transicién vitrea
del PLGA, que no varia con respecto al PLGA atomizado solo. El punto de fusién del
meropenem presenta un descenso, que seguramente se deba a un cambio en las
propiedades cristalinas del meropenem en presencia de PLGA fundido.

e El comprimido de PLGA 504:meropenem (66:33) también presenta dos picos, uno a
51,12C y otro a 112,42C. Son temperaturas similares a la mezcla pulverulenta, aunque
existe un ligero descenso. Este descenso puede deberse a que existe una uniéon mas

intima entre el antibiético y el polimero.
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5.3. MICROESFERAS: ATOMIZACION

INTRODUCCION

La atomizacién es uno de los métodos empleados para la elaboracidn de microesferas. No

existen estudios sobre la elaboracién de este tipo de sistemas con meropenem, por lo que se

ha elegido este procedimiento, que es un método barato, sencillo y rdpido.

A)

EQUIPO ATOMIZADOR

Un atomizador consta de las siguientes partes:

R/
0.0

K/
0‘0

7
0.0

7
0.0

Muestras: disoluciones, suspensiones, emulsiones.

Bomba peristaltica: Conduce la muestra desde su recipiente hasta la pistola o disco

atomizador. La conduccién se realiza a través de gomas de silicona.

Dispositivo de formacidn de goticulas: puede ser de distintos tipos:

e Tipo pistola o “nozzle”: una corriente de aire a presidon va rompiendo el liquido en

gotas, que el sistema de bombeo fuerza a pasar a través de un orificio de pequefio
tamanfio. Para que el aire llegue a presidn se necesita un equipo compresor. A menor
didmetro del orificio, menor tamafo de particula.

e Tipo disco: un disco gira a gran velocidad, rompiendo el liquido en gotas pequefias. A

mayor velocidad del disco, menor tamafio de gota.

Camara de evaporacion: tanto la pistola como el disco, pulverizan el liquido dentro de una
camara de evaporaciéon, formando goticulas. La temperatura estd regulada y debe ser
superior a la temperatura de evaporacidn de los solventes o dispersantes. La evaporacién
se produce de forma muy rapida y sobre las goticulas liquidas, de tal forma que el
contenido precipita en forma de microparticulas. Se produce la evaporacién del liquido
contenido en las goticulas y el cambio de estructura o polimerizacién del material

transportador (si existe) por efecto de la temperatura.
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+»+ Ciclén separador:

e Las particulas atomizadas pasan de la cdmara de evaporacién a un ciclén, que es un
cilindro vertical de fondo cénico. Separa particulas sélidas pequefias de los gases. La
mezcla de gas y particulas sélidas entra tangencialmente por la parte superior. La
morfologia del ciclén genera un movimiento giratorio, y este movimiento impulsa a las
particulas hacia la pared de forma radial.

e El aire fluye hacia abajo en una espiral o vértice adyacente a la pared. Cuando el aire
se aproxima al fondo cdnico, vuelve a subir en una pequeiia espiral en el centro del
cono y del cilindro.

+»+ Vaso colector: Las particulas son arrastradas hacia la pared y caen al fondo, saliendo por la

parte inferior del cono, donde hay un vaso colector acoplado.

7
L4

Vaso separador: en la parte inferior de la cdmara de evaporacién. Separa particulas
grandes de particulas pequefias. Si la fuerza de la gravedad es mayor a la de aspiracion, las

particulas caen a este vaso.

7
L4

Sistema calefactor: calienta la cdmara de evaporacién.

R/
°

Sistema de aspiracion: Conectado al final del sistema, tras el ciclon separador. Recolecta
los gases evaporados en el proceso y produce cierto vacio. Permite que las particulas de

tamafio adecuado pasen de la cdmara de evaporacién al ciclon separador.

Fig. 5.3. Equipo Atomizador de laboratorio
Buchi Mini Spray Dryer B-191.
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B) PARAMETROS

7
0.0

7
0.0

Los parametros criticos del proceso de atomizacion son:

Temperatura de entrada (Te): se establece en funcién de la temperatura de evaporacién

de los solventes.

Temperatura de salida (Ts): representa como se estd produciendo el proceso
(enfriamiento por evaporacion). La temperatura de salida (outlet temperature) no se

programa por receta, sino que surge de la combinacién del resto de factores.

Diferencia de Temperaturas (AT):

e AT (a=Te) = 1 Humedad residual y ™ Rendimiento

Presion del aire de la pistola atomizadora.

e  “MPresion > | Tamafio de particula

Aspiracion del aire:

e Productos con bajo peso especifico y de pequefio tamafio requieren baja aspiracion.

e Turbulencias en la salida de la pistola se pueden evitar aumentando la aspiracion.

Velocidad de bombeo:
e A velocidad > AT
e A | velocidad (a = Te y aspiracion) -  Humedad residual, | Tamafio de gota y

J Rendimiento
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C) APLICACIONES

La atomizacion es un proceso que se puede emplear para obtener distintos tipos de

productos:

% Polvos muy finos, con tamaio de particula pequefio y superficie especifica elevada. Por
ejemplo, para mejorar la reologia para su posterior compresion.

+* Microparticulas:

e Microesferas: en el medio liquido se dispersan el farmaco y el material de
recubrimiento. Este material forma una red a elevadas temperaturas (por alteracion
de su estructura o polimerizacién), de tal manera que en la cdmara de evaporacion
forma una matriz en la que queda atrapado o adsorbido el farmaco.

e Microcapsulas: el medio liquido es una emulsion, donde la fase externa es oleosa y
contiene el polimero; y la fase interna es acuosa y contiene el farmaco. Al atomizar se
forman las microcapsulas.

+» Aplicaciones no farmacéuticas.

D) VENTAIJAS E INCONVENIENTES

7
0.0

Ventajas

e Es un proceso de un solo paso, ya que el producto final se obtiene directamente a
partir de la mezcla inicial. Por eso es un procedimiento sencillo y rapido.

e Baja distribucién de tamafios.

e Alto grado de desecacion.

e Fdcilmente transferible a escala industrial.

e Alto rendimiento.

e Permite fabricar mucho producto en poco tiempo.

e Proceso econémico.

e Permite trabajar con medios acuosos, oleosos y organicos.

e Facilmente reproducible, ya que el control de los pardmetros de atomizacion es
sencillo.

e Posibilidad de usar sustancias termolabiles, ya que su paso por la camara de
evaporacién dura pocos segundos. Ademas la evaporacién produce un enfriamiento

de la superficie de la particula (enfriamiento adiabatico).
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¢ Inconvenientes
e El atomizador es un equipo caro.
e Los sistemas con pistola o “nozzle” pueden obstruirse.
e Las microesferas resultantes pueden ser mas porosas que las obtenidas mediante
otros procesos, por lo que la liberacién controlada puede verse afectada.
e Posible estrés de los componentes al pasar por el “nozzle”.
e Normalmente disolventes orgdnicos.
e Limpieza tediosa.
e Elrendimiento nunca es del 100%.

e Discontinuo.

MATERIALES Y METODOS

Los estudios realizados en este trabajo han sido realizados con un atomizador Buchi® Mini

Spray Dryer B-191 (Flawil, Suiza), que presenta un dispositivo tipo pistola cuya boquilla tiene

un orificio de 0,7 mm.

A) MATERIALES

Los materiales empleados fueron:

o Meropenem (mismo lote empleado en la validacién del método analitico y
estudios de estabilidad)
o PLGA
= PLGA Resomer® RG 503
= PLGA Resomer® RG 504
= PLGA Resomer® RG 504H
= Purasorb 5004 PDLG
o Lactosa
o Polietilenglicol 4000

o Diclorometano
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B) METODOS

Durante el presente estudio se realizaron los siguientes ensayos:

e Disoluciones de lactosa:
Primera aproximacidon con el equipo (entrenamiento). Se decidid probar con un
excipiente barato como la lactosa. El disolvente utilizado fue el agua. Se disolvieron 2,0
g de lactosa en 100 ml de agua desionizada y posteriormente se atomizaron. Este

ensayo se realizo tres veces.

e Eleccidn del disolvente para PLGA
Comparar las caracteristicas, punto de fusién y toxicidad de varios disolventes. El PLGA

no se disuelve en agua, por lo que se tuvo que buscar un disolvente organico.

e Atomizacién de PLGA:

Comparacion en el proceso de atomizacion cuando se usan diferentes tipos de PLGA.
En este caso se utilizaron 2,0 g de PLGA en 100 ml de diclorometano. Los PLGA
utilizados fueron:

o PLGA Resomer® RG 503

o PLGA Resomer® RG 504

o PLGA Resomer® RG 504H

o Purasorb 5004 PDLG

e Atomizacion de PLGA con plastificante
Ver el comportamiento cuando se afiade un plastificante como Polietilenglicol 4000.
Este tipo de excipientes pueden ayudar en otros procesos como la compresion. Se
disolvieron 2,0 g de PLGA y 0,5 g de PEG4000 en 100 ml e diclorometano y

posteriormente se atomizaron.

e Atomizacién de PLGA y meropenem fase |
Se disolvieron 1,5 g de PLGA (Resomer® RG 504) y suspendieron 0,5 g de meropenem

en 100 ml de diclorometano. Posteriormente se realizé una atomizacion.

e Atomizacion de PLGA y meropenem fase
Se fabricaron tres lotes de microesferas de PLGA (Resomer® RG 504) y meropenem,

con el fin de optimizar los parametros de proceso y poder validar el proceso de
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produccién. Se aumenté el tamano de lote con respecto a la fase | y se aumentd la
proporcién de los componentes con respecto al diclorometano, para intentar reducir
el consumo del mismo.

Se disolvieron 7,5 g de PLGA (Resomer® RG 504) y suspendieron 2,5 g de meropenem

en 250 ml de diclorometano. Posteriormente se realizd una atomizacion.

Fig. 5.4. Imagen de la boquilla tipo pistola del atomizador.
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RESULTADOS

A) DISOLUCIONES DE LACTOSA

Los rendimientos obtenidos fueron del 7,2%, 25,5% vy 41,3%.
Para mejorarlo, hubo que aumentar la temperatura inicial de 115,02C a 150,02C y aumentar

el flujo del 2,0% al 5,0%.

B) ELECCION DEL DISOLVENTE DE PLGA

Se realizd una comparacion de disolventes organicos segun la siguiente tabla.

Punto de DLs, en ratas

Disolvente Caracteristicas
ebullicion v.o.

Muy inflamable
Acetona Irritante 56,52C 10,7 ml/kg

Miscible con agua, etanol.

No inflamable ni explosivo
Diclorometano Irritante 39,8°C 1,6 ml/kg

Soluble en 1:50 agua, etanol, éter

Inflamable
Acido acético glacial Irritante (piel) 53,0 —54,09C 4,3 g/kg

Miscible con agua, etanol

Inflamable
Formiato de etilo Irritante 77,0eC 11,3 ml/kg

Soluble en 1:10 agua, etanol, éter

Inflamable
Acetato de etilo 77,1°C 5,6 g/kg
Irritante

Tabla 5.1. Caracteristicas disolventes organicos.
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C) ATOMIZACION DE PLGA

También se encontraron variaciones en los rendimientos a medida que se fue optimizando el
proceso. Al principio el rendimiento era aproximadamente del 30,0%, aunque al final se
consiguid obtener hasta un 70,0%. Para ello se tuvieron que ir variando los pardmetros, que

finalmente fueron los siguientes:

- Temperatura de entrada: 55,0 + 2,02C.
- Temperatura de salida: 42,0 + 2,0°C.

- Aspiracion: 100,0%.

- Velocidad de bombeo: 5,0% (3 ml/min)

- Flujo del aire comprimido: 750 Ni/h.

No existen diferencias al atomizar los diferentes tipos de PLGA (503, 504, 504H, Purasorb 5004
PDLG).

D) ATOMIZACION DE PLGA Y PLASTIFICANTE

Tras atomizar PLGA con un plastificante (Polietilenglicol 4000) se formaron unas fibras en la
camara de evaporacion y unas microparticulas muy aglutinadas en el ciclédn separador. No se

pudo recoger adecuadamente el producto final.

E) ATOMIZACION DE PLGA Y MEROPENEM FASE |

Se atomizaron 100 ml de diclorometano con 1,5 g de PLGA (Resomer® RG 504 disuelto) y 0,5 g
de meropenem (disperso). A nivel de proceso los resultados fueron muy similares a los

obtenidos con PLGA solo.

- Temperatura de entrada: 55,0 £ 2,02C.
- Temperatura de salida: 42,0 + 2,0°C.

- Aspiracion: 100,0%.

- Velocidad de bombeo: 5,0% (3 ml/min)

- Flujo del aire comprimido: 750 Ni/h.

El rendimiento obtenido en el proceso de atomizacion fue de 73,4%.
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F) ATOMIZACION DE PLGA Y MEROPENEM FASE II

Una vez realizada la primera prueba con PLGA y meropenem, se fabricaron 3 lotes para
optimizar parametros y validar el proceso.

Se aumenté el tamafio de lote con respecto al caso anterior y se aumentd la proporcién de
componentes con respecto al diclorometano. A nivel de proceso, estos cambios no tuvieron
ningun impacto.

Los rendimientos de los tres lotes fueron 66,5%, 74,1% y 87,0%.

Los pardmetros empleados fueron:

- Temperatura de entrada: 55,0 £ 2,02C.

- Temperatura de salida: 42,0 + 2,0°C.

- Aspiracion: 100,0%.

- Velocidad de bombeo: 20,0% (12 ml/min)

- Flujo del aire comprimido: 750 NI/h.

Se cambié la velocidad de bombeo del 5,0% al 20,0% ya que las conducciones de silicona eran
mas largas y la bomba necesitaba mas fuerza para impulsar. Por tanto, las dimensiones de las
conducciones son importantes a la hora de validar el método y conviene utilizar siempre las

mismas.

No se consiguid una perfecta distribucidn de las microparticulas en el equipo atomizador. En
teoria, estas deben caer al vaso de recolecciéon, situado debajo del ciclén separador. En
nuestro caso, la mayoria del contenido quedaba adherido a las paredes del ciclon separador,
por lo que se tuvo que recolectar cuidadosamente. Tras hablar con el fabricante del equipo,

nos comentd que probablemente se debiera a cargas electrostaticas.

También se observé que la cantidad de humedad contenida en el atomizador antes de
atomizar es un parametro critico. Si no se habia secado adecuadamente el interior del equipo
la atomizaciéon no se llevaba a cabo correctamente, sino que el disolvente de la muestra

condensaba en las paredes de la cdmara de evaporacion.
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DISCUSION

A) DISOLUCIONES DE LACTOSA

Al principio los rendimientos fueron muy bajos debido a que los pardmetros no estaban bien
definidos, el rendimiento fue aumentando conforme se fueron ajustando.
El agua requiere altas temperaturas para evaporarse, en comparacién con otros disolventes

organicos, por lo que no es el disolvente mds adecuado para este proceso.

B) ELECCION DEL DISOLVENTE DE PLGA

El principal factor a la hora de elegir el disolvente organico fuer la seguridad en el proceso de

fabricacion. Se escogid diclorometano, ya que no es ni inflamable ni explosivo.

C) ATOMIZACION DE PLGA

El rendimiento también fue mejorando a medida que se fueron optimizando los pardmetros.
No se encontraron diferencias significativas al atomizar los diferentes tipos de PLGA (503, 504,
504H, Purasorb 5004 PDLG). No parece un factor que afecte a las condiciones y rendimiento

del proceso.

D) ATOMIZACION DE PLGA Y PLASTIFICANTE

Los resultados no fueron positivos, pues se formaron unas fibras en la cdmara de evaporacién

y microparticulas aglutinadas.

E) ATOMIZACION DE PLGA Y MEROPENEM

Se realizaron pruebas preliminares y posteriormente tres lotes de validacidn.

El proceso resultd ser robusto y el rendimiento adecuado.

Los pardmetros del proceso quedaron establecidos y el proceso de atomizacién validado.
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5.4. MICROESFERAS: CARACTERIZACION

MATERIALES Y METODOS

ASPECTO

A) MATERIALES

Las muestras empleadas fueron las siguientes:

e Microesferas del lote de validaciéon 1 (7,5 g de PLGA (Resomer® RG 504) y 2,5 g de
meropenem en 250 ml de diclorometano).

e Microesferas del lote de validacion 2 (7,5 g de PLGA (Resomer® RG 504) y 2,5 g de
meropenem en 250 ml de diclorometano).

e Microesferas del lote de validaciéon 3 (7,5 g de PLGA (Resomer® RG 504) y 2,5 g de

meropenem en 250 ml de diclorometano).

B) METODOS

El aspecto se estudiod a través de la técnica de Microscopia Electrénica de Barrido, en el Centro

de Microscopia Electrdnica de la UCM. Para ello se empled:

e Metalizadora Emitech® K550X: recubre de oro las particulas, de tal manera que las
hace conductoras.
e Microscopio Electrénico de Barrido FEG: Field Emission Scanning Electron Microscope

JEOL® JSM-6335F.

El estudio se realizé sobre las muestras anteriormente mencionadas, que fueron introducidas

en el Microscopio Electrdnico.
Se empled un potencial eléctrico de 5,0 kV, vacio y una distancia de trabajo (WD) de 38,9 mm.

Las fotografias se tomaron a 500 y 2000 aumentos.
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TAMANO Y DISTRIBUCION DE PARTICULAS

A) MATERIALES

Las muestras empleadas fueron:

e Microesferas de PLGA Resomer® RG 504 con meropenem (lotes de validacion)

B) METODOS

Se realizd el estudio con la técnica de Difraccidn Laser, utilizando dos equipos diferentes:

e Via humeda: Microtrac® S3500 (Facultad de Farmacia, UCM). Se utiliz6 agua como
dispersante y un tensioactivo (Triton®) que ayudase a disminuir la tensidn superficial, y

por tanto separar las particulas unidas.

e Via seca: Malvern® Mastersizer Scirocco 2000 (Laboratorios Normon S.A.). Se
realizaron varios estudios con diferentes presiones y vibraciones. La optimizacién de
estos pardmetros se realiza para poder separar adecuadamente las particulas que
puedan estar aglomeradas:

o Presién 0,5 bar, vibracion 40,0%.
o Presién 0,5 bar, vibraciéon 50,0%.

o Presioén 1 bar, vibracion 80,0%.

o Presién 0,75 bar, vibracidon 60,0%.

Fig. 5.5. Equipo de medicién del tamafio de particula Malvern® Mastersizer 2000.
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DICLOROMETANO RESIDUAL

En el proceso de atomizacién se utiliza diclorometano para disolver el PLGA. El diclorometano
es un disolvente organico que puede llegar a ser tdxico si supera una concentracion umbral.

Por ello, las microparticulas no pueden sobrepasar los limites establecidos.

Existe una guia I.C.H., denominada ICH Q3C (R5): Impurezas: Guia de Disolventes Residuales, en
la que podemos encontrar los valores umbrales de los diferentes disolventes. En el caso del

diclorometano, no se acepta que los productos tengan mas de 600 ppm.

A) MATERIALES

El estudio se realizé bajo dos condiciones diferentes:

e Muestras de microesferas de PLGA-meropenem de los tres lotes de validacién que
fueron atomizadas e inmediatamente introducidas en un envase.

e Muestras de microesferas de PLGA-meropenem de los tres lotes de validacién que
fueron atomizadas y se dejaron 24 horas aireando, antes de introducirlas en su envase

correspondiente.

En cada ensayo se emplearon las siguientes muestras:

e 4 disolvente: N, N-Dimetilformamida 1 ml (limpia la columna).

e 1 muestra problema sin airear (mezcla de los tres lotes): 0,1 g de muestra/1 ml N, N-
DMF (extrae diclorometano).

e 1 muestra problema aireada (mezcla de los tres lotes): 0,1 g de muestra/1 ml N, N-
DMF (extrae diclorometano).

e 2 referencias: 60,0 pg/ml de diclorometano en N,N-DMF.
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B) METODOS

La técnica por excelencia para determinar los disolventes residuales es la cromatografia de

gases. En este caso utilizamos, en Normon S.A., el siguiente equipo:

e Muestras: 61888 Network Headspace Sampler, Agilent Technologies®.
e Horno: 6890N Network GC System, Agilent Technologies®.

e Detector FID.

Las condiciones cromatograficas fueron:

e Matriz: N, N-Dimetilformamida.

e Punto de ebullicion de la matriz: 150,02C.

e Temperatura de las muestras: 60,02C.

e Temperatura de la valvula: 70,09C.

e Temperatura de la linea de transferencia: 80,09C.
e Gas portador: N,.

e Ciclo CG: 40,0 minutos.

e Extracciones por vial: 1.

vecor] || ], |

Fig. 5.6. Cromatografo de gases: a la izquierda una imagen de un cromatdégrafo de gases y a la derecha

un diagrama de los componentes del mismo.
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MEROPENEM LIBRE Y ENCAPSULADO

Para saber la proporcién de meropenem libre y meropenem encapsulado en las microesferas

se realizo el presente ensayo.

Para realizar ensayos se obtuvo una recta patrén, obteniéndose: y = 148,90x + 7,24.

A) MEROPENEM LIBRE

Puesto que el meropenem libre es soluble en agua se disolvieron 50 mg de microesferas de
cada lote de validacién en 100 ml de agua.
Se cogieron muestras de cada disolucién y se analizaron en el HPLC, segun el método analitico

validado.

B) COEFICIENTE DE REPARTO

Puesto que para el ensayo posterior de meropenem encapsulado era necesario tener el dato
del coeficiente de reparto de meropenem en agua y diclorometano, se realizd el siguiente
ensayo:

Se hizo una mezcla inmiscible entre 100 ml de diclorometano y 100 ml de agua. Se adicionaron
10 mg de meropenem y se realizé una agitacion.

A continuacion se analizaron ambas fases en el HPLC segun el método validado para

meropenem.

C) MEROPENEM ENCAPSULADO

Introduccién de 50 mg de microesferas en 100 ml de diclorometano. El diclorometano rompe
las microesferas ya que disuelve el PLGA, de tal forma que todo el meropenem queda libre, en
forma de suspension.

A continuacién se incorporaron 100 ml de agua y se realizd una agitacion. Se forman dos fases,
pero debido al coeficiente de reparto el meropenem entre ambos disolventes, se queda en la
fase acuosa ya que con el agua extraemos el meropenem.

Esto se realizd para cada lote de validacion.

A continuacidn se analizaron las muestras en el HPLC segin el método validado para

meropenem.
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RESULTADOS

ASPECTO

El aspecto se analizé mediante Microscopia Electrdnica de Barrido:

X500 10um WD 38.9mm S 50KV X2,000  10um WD 389mm

50kV  X2,000 10um WD 38.9mm

o5
08;‘-5
&

4 2

3 3 'Qi, “

[

< B ot D&
&?&&-ﬁf-@ a 9

SEl 5.0kV X500

Oum WD 38.9mm > S 50KV X2000  10pm WD 389mm

Fig. 5.7.: Microparticulas de PLGA-meropenem atomizado por Microscopia Electrénica de Barrido. A) Lote validacion 1
(X500), B) Lote validacién 1 (X2000), C) Lote validacién 2 (X500), D) Lote validacién 2 (X2000), E) Lote validacion 3
(X500), F) Lote validacién 3 (X2000).
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Podemos observar que las particulas son:

e Esféricas

e Pequefio tamafio (< 10 um)

e Superficie lisa

e Existen aglomeraciones de particulas.

e Algunas se presentan como ‘deshinchadas’.

Fig. 5.8. Imagen de un Microscopio Electrdnico de Barrido.
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TAMANO Y DISTRIBUCION DE PARTICULAS

Se realizé un estudio del tamafio de particula mediante Difraccién Laser:

A) VIA HUMEDA

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

o Didmetro medio en volumen: 173,40 um-188,00 um

o Anchura de la distribucién-Span (90,0%-10,0%)/50,0%: 1,29 pum - 1,55 pum.

B) VIASECA

Se obtuvieron los siguientes resultados:

e Presién 0,5 bar y vibracion 40,0%
o Didmetro medio en volumen: 14,11 um.
o Distribucién Bimodal

o Anchura de la distribucién-Span (90,0%-10,0%)/50,0%: 2,88 um.

e Presién 0,5 bar y vibracion 50,0%
o Didmetro medio en volumen: 16,60 um.
o Distribucién Bimodal

o Anchura de la distribucion-Span (90,0%-10,0%)/50,0%: 3,05 pum.

e Presiéon 1 bary vibracién 80,0%
o Didmetro medio en volumen: 7,43 um.
o Distribucién normal con sesgo a la izquierda.

o Anchura de la distribucion-Span (90,0%-10,0%)/50,0%: 2,59 um.

e Presién 0,5 bar y vibracion 60,0%
o Didmetro medio en volumen: 10,88 um.
o Distribucidn Normal.

o Anchura de la distribucién-Span (90,0%-10,0%)/50,0%: 2,90 um.

Tras determinar que las ultimas condiciones de presion a 0,5 bar y vibracidn al 60,0% eran las

mas éptimas, se analizaron los tres lotes, obteniendo los siguientes resultados:
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Didmetro medio Area
D(0,1) D(0,5)
LOTE | Distribucion en volumen Span especifica
pm pm
(um) (m2/g)
1 Normal 11,21 2,92 1,60 2,43 7,85 25,13
2 Normal 10,98 2,98 1,65 2,14 7,59 24,73
3 Normal 10,45 2,80 1,66 2,07 7,50 24,29

Tabla 5.2. Resultados obtenidos en el equipo Malvern® Mastersizer 2000 al determinar el tamafio de particula por

via seca a 0,5 bar de presién y 60% de vibracidn de microesferas de meropenem y PLGA.
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PN

MASTERSIZER <2oad»

Result Analysis Report
Sample Name:
OESF! Name: Measured.
- pg :Loc'lh mibrooles, 21 de dicembre de 2011 14.32:22
Measured by Analysed:
Sample source : mmau;{m mbrocles, 21 de dolembre de 2011 143223
.m-.ul.* Result Source: Feed Rate: Disperser Pressure.
$12:22011 Measurement 80 “ 0. bar
Particle Name: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity:
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Fig. 5.9. Informe de distribucion del tamafio de particula del lote 1.
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AN MASTERSIZER €2aad»

Result Analysis Report
Sample Name:
MICROESFERAS PLGA 50:50 SOP Name: Measured:
PLGA miéreoles, 24 de diciembre de 2011 14:29:37
Measured by: Analysed:
Sample source : MASTERSIZER2000 iércoles, 21 de diciembre de 2011 14:29:33
Sample bulk lot ref: Resuit Source: Feed Rate: Disperser Pressure:
9.12-2011 Measurement €0 % 0. bar
Particle Name: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity:
PLGA Scirocco 2000 General purpose (fine) Normal
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
1.520 0.1 0.020 to 2000000 um 412 %
Dispersant Name: Dispersant RI: Weighted Residual: Result Emulation:
1.000 0.461 % oft
Concentration: Span: Uniformity: Result units:
0.0005 %Vol 2975 0.909 Volume
Specific Surface Area: Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol. Weighted Mean D[4,3]:
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“Particle Size Distribution
7
6
g 5
o
£ 4
3
; 3
2
1
0
0.1 1 10 100 600
Particle Size (um)
MICROESFERAS PLGA 50:50, miercoles, 21 de diciembre de 2011 14:29:37

;-@ =
om om| - oy oo
44078
eler) s s ﬂ!.!'l e
wmen
000! on s oo
178 RES
o 016 108 000
20m ey
om o ™ Qo
2244 T84
am o 19 am
2518 amx
aw oM 2m om
285 1R
oo 0o 254 000
a1m NMED
om 08 | Q0o
kL 1261915
om 0 35 Qoo
asn M550
o 0% 3% 000
AqT S B
am a0 48 oo
S0 nese
om e s&w an 200000 000
000! o® 85 508
ot 08 7008 821
Makem nevuments (b 32 Mastursizer 2000 Ver 851 Fée rame PRUEBA
Mahem, UK Senal Numsel | MAL101873 Record Numtar 2
Tol o= +{A44] (0) 1654.892456 Fax +]44] (0) 1684632789 21 gic 2011 143301

=

Fig. 5.9. Informe de distribucion del tamafio de particula del lote 2.
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Tors
Result Analysis Report
Sampde Name:
ICROESFERAS 50 % Name: Measured:
: ) g :\ogﬁ midecoles, 21 de dciembre de 2011 142621
Measured by: Analysed:
Sample source : MASTERSIZER2000 midscoles, 21 de doembre de 2011 142622
Sample bulk lot ref: Resuit Source: Foed Rate: Disperser Pressure:
9-12-2011 Measurement &0 % 0. ber
Particle Name: Accessory Name: Analysis model: Sensitivity.
PLGA Scirooco 2000 Generdl purpose (fine) Noemad
Particle RI: Absorption: Size range: Obscuration:
1.520 - 0.1 0020 to 2000000 um 424 !:
persant Name: spersant Ri: Weighted Residual: Result Emulation:
o ?ooo 0480 % Off
units:
Concentration: Span : Uniformity: Result
0.0005 %Val 2785 0857 Volume
Specific Surface Area. Surface Weighted Mean D[3,2]: Vol Weighted Mean D{4.3):
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Fig. 5.9. Informe de distribucidn del tamafio de particula del lote 3.
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DICLOROMETANO RESIDUAL

El diclorometano fue analizado por cromatografia de gases, y el objetivo era obtener una

concentracién menor a la marcada por ICH (600 ppm).

Las muestras de los lotes de validacion que fueron envasadas nada mds ser atomizadas,

obtuvieron una concentracidn de diclorometano de 1557 ppm.

En cambio, las muestras de los lotes de validacién que fueron expuestas durante 24,0 horas

tras su atomizacién, tenia una concentracion de diclorometano de 160 ppm.

Diclorometano residual (ppm) Cumple ICH (< 600 ppm)
Sin aireacion 1557 No
Con aireacion 160 Si

Tabla 5.3. Resultados de diclorometano residual tras analizarlos por cromatografia de gases.

Cl” =
H

Fig. 5.10. Estructura quimica del

H

diclorometano.
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LABORATORIOS NORMON S.A

CONJUNTO DE MUESTRAS: PRUEBAS DCM_PLGA_300410 METODO DE ADQUISICION: DCM_GC2

NOMBRE MUESTRA: MUESTRA 1 FECHA DE ADQUISICION: 30/Apr/10 10:07:18 CEST.
TIEMPO DE CROMATOGRAMA: 40.00 Minutes METODO DE PROCESO DCM
VIAL: 7. 8. 9 FECHA DE PROCESO: 30/Apr/10 14:29:26 CEST. 30/Apr/1
. COLUMNA :ZB-624 60M*0.25*1.40Um
SYSTEM NAME: GC_2 LOTE COLUMNA : 150588
ANALISTA: INSM
VALORACION
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SampleName MUESTRA 2; Date Acquired 30/Apr/10 10:50:25 CEST; Date Processed 30/Apr/10 14:29:44
CEST,; Vial 8
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SampleName MUESTRA 3; Date Acquired 30/Apr/10 11:33:33 CEST; Date Processed 30/Apr/10 14:29:55
CEST; Vial 9
—— VALORACION i
Muestra | Vial Nombre RT  Area Altura Valoracion Unidades Result Id
1 MUESTRA1|7 |DOM | 13060 12.03 1 15702 ugim 1174
2 |MUESTRA2 8 |DOM 13052 1230 1, 16058 ughi 175
3 | MUESTRA3 9 |DOM | 13059 12.36 1 16.144 ugim 173
 Mean | 1| [ 1223 15.968
Std. Dev. | 1 [ o2 02
% RSD

15 15

1296 = 16 glml x\0O l(,oﬂ)-“

Fig. 5.11. Informe del cromatdgrafo de gases en el analisis de microesferas de meropenemy

PLGA que han sido aireadas tras su atomizacion.
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A) MEROPENEM LIBRE
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Tras analizar las muestras se obtuvieron los siguientes resultados

Muestra Area (mVxS) Concentracién (pug/ml)*
6043,58
Lote 2 6185,42 41,50
Lote 3 6059,23 40,60

* Recta patron: y = 148,90x + 7,24

Tabla 5.4. Resultados obtenidos de meropenem libre en 50 mg de muestra de microesferas sobre 100 ml de agua.

En 100 ml tenemos 4060 ug, 4150 pg, 4060 pg de meropenem, respectivamente.
Estos datos equivalen a 4,05 mg, 4,15 mg y 4,06 mg de meropenem, respectivamente.

Estos valores se corresponden con 8,1%; 8,3% vy 8,1% del peso de la muestra de microesferas

de PLGA-meropenem (50 mg), respectivamente.

Resultado medio: 8,2% peso microesferas

B) COEFICIENTE DE REPARTO

En el andlisis de HPLC obtuvimos los siguientes resultados:

Muestra Area (mVxS)

Concentracion (ug/ml)*

Agua 14533,60 97,55

Diclorometano - -

* Recta patron: y = 148,90x + 7,242

Tabla 5.5. Meropenem repartido entre agua y doclorometano para calcular el coeficiente de reparto.

Resultado: Coeficiente reparto meropenem (agua/diclorometano): 97,6%

Puesto que no aparecié nada de meropenem en la muestra de diclorometano, se asume que

todo el meropenem se encontraba en la fase acuosa.
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C) MEROPENEM ENCAPSULADO

Lote 1
Muestra Area (mVxS) Concentracién (pg/ml)*
1 20.926,09 140,50
2 20.950,92 140,70
3 20.944,19 140,60

* Recta patron: y = 148,90x + 7,24

Tabla 5.6. Meropenem total en 50 mg de microesferas tras romperlas con diclorometano y disolverlo en 100 ml

de agua (lote 1).

Concentracién media de meropenem total =140,60 ug/ml

[Meropenem encapsulado] = Merop. total — Meropenem libre = 140,60 — 20,40 = 120,20 pg/ml

120,20 pg/ml x 100 ml = 12.020,00 pg (12,02 mg)

12,02 mg equivalen al 24,0% del peso de la muestra (50 mg)

Meropenem Encapsulado/no encapsulado = 24,0% / 8,1% = 2,97 veces

Lote 2
Muestra Area (mVxS) Concentracién (pg/ml)*
1 20.218,04 135,70
2 20.268,09 136,10
3 20.296,23 136,30

* Recta patrén: y = 148,90x + 7,24

Tabla 5.7. Meropenem total en 50 mg de microesferas tras romperlas con diclorometano y disolverlo en 100 ml

de agua (lote 2).

Concentracién media de meropenem total = 136,00 pg/ml

[Meropenem encapsulado] = Merop total — Meropenem libre = 136,00 — 21,30 = 114,70 pg/ml
114,70 pg/ml x 100 ml = 11.47 pg (11,47 mg)

11,47 mg equivalen al 22,9% del peso de la muestra (50 mg)

Meropenem Encapsulado/no encapsulado = 22,9% / 8,3% = 2,76 veces
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Lote 3
Muestra Area (mVxS) Concentracién (pg/ml)*
1 20.348,38 136,60
2 20.275,49 136,10
3 20.231,85 135,80

* Recta patron: y = 148,90x + 7,24

Tabla 5.8. Meropenem total en 50 mg de microesferas tras romperlas con diclorometano y disolverlo en 100 ml

de agua (lote 3).

Concentracién media de meropenem total =136,20 ug/ml

[Meropenem encapsulado] = Merop total — Meropenem libre = 136,20 — 20,50 = 115,70 pg/ml
115,70 pg/ml x 100 ml = 11.57 pg (11,57 mg)

11,57 mg equivalen al 23,1% del peso de la muestra (50 mg)

Meropenem Encapsulado/no encapsulado = 23,1% / 8,1% = 2,85 veces
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DISCUSION

ASPECTO

El aspecto de las microesferas nos permite predecir cual sera su comportamiento:

e Esféricas: esta propiedad va a favorecer un mejor comportamiento reolégico.

e Pequefio tamano (< 10 um): El tamafio de las microparticulas estd directamente
relacionado con la superficie especifica y por tanto ligado a la velocidad de
degradacion de las mismas.

e Superficie lisa: relacionado con el comportamiento reoldgico.

e Aglomeraciones: hay una proporcién pequefia de microparticulas que se presentan
aglomeradas, por lo que puede afectar en la distribucién del tamafio de particula.

e ‘Deshinchadas’: seguramente correspondan a microesferas vacias (blancas), sin

farmaco en el interior.
TAMANO Y DISTRIBUCION DE PARTICULAS

e Via humeda: Se pudo comprobar que la via hUumeda no era adecuada para calcular el
tamanfio de particula del PLGA atomizado, ya que se aglomeraban mucho las particulas
entre si.

e Via seca: Al contrario que por via humeda, por via seca no se formaban aglomerados, y
los pocos que aparecian se podian separar ajustando la presidn y la vibracion.

o Presién 0,5 bar y vibracién 40,0%: En la grafica de distribucion de tamafios se
observa un pequefio pico entre 100 y 500 um, que posiblemente se
correspondiera con particulas aglomeradas.

o Presién 0,5 bar y vibraciéon 50,0%: En la grafica de distribucion de tamafios se
observa un pequefio pico entre 100 y 500 um, que posiblemente se
correspondiera con particulas aglomeradas.

o Presién 1 bar y vibraciéon 80,0%: En la grafica de distribucién de tamafios se
observa que el pico entre 100 y 500 um habia desaparecido, pero se habia
formado un sesgo hacia la izquierda de la distribucidon, de particulas mas
pequefias. Esto nos hizo suponer que habiamos forzado demasiado las condiciones
y que algunas particulas se habian roto.

o Presién 0,5 bar y vibracién 60,0%: con estas condiciones la distribucién era normal,

ya no existian microparticulas aglomeradas ni rotas.
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DICLOROMETANO RESIDUAL

Existe mucha diferencia de diclorometano residual entre aquellas microesferas que no se han
aireado frente a las que si lo han hecho. Esto se debe a que este disolvente organico es muy

volatil.

Esto nos indica que los lotes de microesferas de PLGA y meropenem no deben de ser

envasados inmediatamente, sino que deberan airearse para que el diclorometano se evapore.

MEROPENEM LIBRE Y ENCAPSULADO

Tras analizar los datos obtenemos los siguientes resultados:

- Resultado medio: 23,4% del peso total es meropenem encapsulado
- Resultado medio: 31,6% del peso total es meropenem total
- Resultado medio: 2,86 veces mdas meropenem encapsulado que no

encapsulado.

El proceso de atomizacidn es capaz de formar microesferas con meropenem en su interior. La

mayor parte del meropenem esta encapsulado, frente a un porcentaje menor que queda libre.
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5.5. MINICOMPRIMIDOS IMPLANTABLES:

COMPRESION

MATERIALES Y METODOS

A) MATERIALES

e Avicel® PH-102 (celulosa microcristalina): es un excipiente de compresién directa, que
se empled para comprobar el comportamiento de la maquina de comprimir.

e PLGA Resomer® RG 503 sin atomizar y atomizado.

e PLGA Resomer® RG 504 sin atomizar y atomizado.

e PLGA Resomer® RG 504H sin atomizar y atomizado.

e Purasorb 5004 PDLG sin atomizar y atomizado.

e Meropenem.

Se emplearon diferentes combinaciones (90:10, 66:33, 50:50) de los excipientes y meropenem.

B) METODOS

Se utilizé una maquina de comprimir excéntrica Korsch-Erweka (Alemania) AR4000 en modo

manual.

Los punzones empleados fueron de 2 mm y de 7 mm de didmetro. Se utilizaron diferentes
fuerzas de compresion (regula la resistencia a la fractura de los comprimidos) y capacidades de

la matriz (regula la masa total del comprimido).
Se trataron de elaborar los siguientes comprimidos:

e Comprimidos de celulosa microcristalina, para verificar que se podia llevar a cabo la
compresién con los punzones de 2 mmy 7 mm.

e Comprimidos de PLGA Resomer RG 503, Resomer RG 504, Resomer RG 504H, Purasorb
5004 PDLG; todos sin atomizar, sin meropenem.

e Comprimidos de PLGA Resomer RG 503, Resomer RG 504, Resomer RG 504H, Purasorb
5004 PDLG; todos sin atomizar, con meropenem externo.

e Comprimidos compuestos Unicamente por meropenem.
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e Comprimidos con PLGA Resomer RG 503, Resomer RG 504, Resomer RG 504H,
Purasorb 5004 PDLG, todos atomizados, sin meropenem, y a diferentes proporciones.
Se fue estudiando la compresibilidad de las diferentes combinaciones.

e Comprimidos con PLGA Resomer RG 503, Resomer RG 504, Resomer RG 504H,
Purasorb 5004 PDLG, todos atomizados, con meropenem externo, y a diferentes
proporciones. Se fue estudiando la compresibilidad de las diferentes combinaciones.

e Comprimidos con PLGA Resomer RG 504 atomizados con meropenem en el interior de
las microesferas, y a diferentes proporciones. Se fue estudiando la compresibilidad de

las diferentes combinaciones.

El ajuste del peso final de los comprimidos se realizé regulando el volumen de la matriz. En
este caso, este pardmetro se regula segun la penetracidon del punzén inferior. Se trataron de

hacer comprimidos de 95 mg, ajustando la penetracién a 5,5 mm.

=

Fig. 5.12. Maquina de comprimir excéntrica.
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RESULTADOS

Se realizaron varios estudios cuyos resultados se citan a continuacion:

e Compresion celulosa microcristalina: La compresidon de celulosa cristalina, tanto con
punzones de 2 mm como de 7 mm de diametro, se realizaba correctamente.

e Compresion PLGA sin atomizar: la fluidez de este producto eras bastante mala para
llenar las matrices, por lo que no se podian obtener comprimidos correctamente, para
todos los tipos de PLGA.

e Compresion PLGA sin atomizar con meropenem: El resultado fue negativo, la fluidez
no habia mejorado.

e Compresién meropenem: se obtenian comprimidos demasiado fragiles, que se
deshacian nada mas salir de la matriz. La fluidez fue correcta.

e Compresion de PLGA atomizado sin meropenem externo: problemas de fluidez.

e Compresion de PLGA atomizado con meropenem externo: en la compresiéon de PLGA
con bajas proporciones de meropenem (10,0%), existian problemas de fluidez. Cuando
se hicieron mezclas de PLGA atomizado con mayores proporciones de meropenem
(25,0%, 33,0% y 50,0% de meropenem) se lograba realizar correctamente el proceso
de compresién, sin problemas de fluidez ni compresibilidad.

e Compresion de microesferas de PLGA y meropenem interno: Los resultados fueron
peores a los obtenidos de mezclar microesferas de PLGA vacias con un 10% de

meropenem externo, dando muchos problemas de fluidez.

Durante los primeros ensayos hubo problemas a la hora de utilizar los punzones de 2 mm de
didmetro, ya que se rompian facilmente y no se obtenian comprimidos con un peso
homogéneo. Por ello, a partir de los ensayos de compresion de PLGA atomizado, sdlo se

utilizaron los punzones de 7 mm de didmetro.

El peso se ajustd regulando la penetracion del punzén inferior, se obtuvieron comprimidos de

alrededor de 95 mg de peso (punzén 7 mm).

Se emplearon varias fuerzas de compresién. En este caso, este parametro se regula segun la
penetracion del punzdén superior. Los comprimidos con mejor aspecto y mas uniformes se

obtenian cuando se utilizaba una penetracién de 8 mm.
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DISCUSION

e Compresion celulosa microcristalina: Al ser un excipiente de compresién directa era de
suponer que su compresiéon iba a ser correcta, no obstante hubo que comprobarlo
porque no es comun utilizar punzones de 2 mm de diametro.

e Compresion PLGA sin atomizar: Este producto se presenta en forma de fibras, cuyas
caracteristicas de fluidez no son nada adecuadas para comprimir.

e Compresién PLGA sin atomizar y meropenem: la mezcla no mejoraba la fluidez, por lo
gue no se podian comprimir adecuadamente.

e Compresién meropenem: no presenta tantos problemas de fluidez pero su
compresibilidad no es adecuada y por ello los comprimidos se deshacian al sacarlos de
las matrices.

e Compresion de PLGA atomizado sin meropenem externo: el PLGA solo sigue dando
muchos problemas de fluidez, aunque sea atomizado.

e Compresion de PLGA atomizado con meropenem externo: esta mezcla si mejord la
fluidez, debido a que el PLGA ya no se presentaba en forma de fibras, sino de
microesferas. La fluidez mejoraba cuando la proporcién de meropenem era mayor.

e Compresién de microesferas de PLGA y meropenem interno: al estar la mayoria del
meropenem en el interior de las microesferas y no haber practicamente meropenem
externo, la fluidez volvia a ser mala, como cuando se comprimidé PLGA atomizado solo

o con bajas proporciones de meropenem externo.

Los comprimidos de microesferas de PLGA y meropenem externo fueron caracterizados. No se
caracterizaron los comprimidos de microesferas de PLGA y meropenem interno, puesto que su
proceso de fabricacion fue muy dificultoso y no se pudo obtener nada lo suficientemente

robusto como para caracterizar.
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5.6. MINICOMPRIMIDOS IMPLANTABLES:

CARACTERIZACION

MATERIALES Y METODOS

ASPECTO

A) MATERIALES

Aspecto visual

e Comprimidos de 7 mm de didmetro.
e Comprimidos de diferentes proporciones de microesferas PLGA RG504:meropenem

externo (90:10, 66:33, 50:50).

Microscopio electrénico

e Comprimidos de microesferas de PLGA 504:meropenem externo (50:50), de 7 mm de

diametro.

B) METODOS

Se llevd a cabo el analisis del aspecto mediante dos métodos:

Aspecto visual

Se evaluaron diferentes caracteristicas:

e Color
e Forma

e Dimensiones

Aspecto al microscopio electrénico

El aspecto se estudio a través de la técnica de Microscopia Electrénica de Barrido, en el Centro

de Microscopia Electrénica de la UCM. Para ello se empled:

e Metalizadora Emitech® K550X: recubre de oro las particulas, de tal manera que las

hace conductoras.
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e Microscopio Electrénico de Barrido FEG: Field Emission Scanning Electron Microscope

JEOL® JSM-6335F.

Se estudiaron las siguientes caracteristicas:

e Aspecto de la superficie de los comprimidos.

e Aspecto de un corte de los comprimidos.

UNIFORMIDAD DE PESO

A) MATERIALES

El test se realizd con los siguientes comprimidos:

e Microesferas PLGA RG503:meropenem externo (50:50, 66:33 y 90:10).
e Microesferas PLGA RG504:meropenem externo (50:50, 66:33 y 90:10).

B) METODOS

Para determinar la uniformidad de peso se utilizé una balanza de precision.
Se tomé como referencia la monografia de la Farmacopea Europea 8.0 para evaluar la
uniformidad de peso. Se cogen 20 comprimidos y se calcula la masa media y como maximo 2

se pueden desviar del limite establecido y ninguno mas del doble del limite:

Desviacion Doble desviacién
< 80 mg 10,0% 20,0%
80 - 250 mg 7,5% 15,0%
> 250 mg 5,0% 10,0%

Tabla 5.8. Uniformidad de Peso segiin normativa de Farmacopea Europea 8.0.
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FRIABILIDAD

Este ensayo tiene como objetivo la determinacién, en condiciones definidas, de la friabilidad
de los comprimidos, es decir, el fendmeno por el cual la superficie de los comprimidos se ve
dafiada y/o presenta sefiales de abrasion o de ruptura bajo el efecto de choques mecanicos o

del roce.

A) MATERIALES

Los comprimidos empleados se limpiaron con un pincel antes y después de introducirlos en el

friabildmetro. Se emplearon diferentes tipos de comprimidos:

e Microesferas PLGA 503/Meropenem externo (50:50) x 3.
e Microesferas PLGA 503/Meropenem externo (66:33) x 3.
e Microesferas PLGA 503/Meropenem externo (90:10) x 3.
e Microesferas PLGA 504/Meropenem externo (50:50) x 3.
e Microesferas PLGA 504/Meropenem externo (66:33) x 3.

e Microesferas PLGA 504/Meropenem externo (90:10) x 3.

B) METODOS

Para ello se ha utilizado un Friabildmetro Pharma Test® D-6452.

El dispositivo giraba a 25 rpm durante 4,0 minutos, por lo que realizé un total de 100

revoluciones.

La Farmacopea Europea 8.0 marca el ensayo de friabilidad como obligatorio para caracterizar

los comprimidos. El limite maximo especificado es del 1,0%.
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RESISTENCIA A LA FRACTURA
A) MATERIALES

Se emplearon diferentes comprimidos que contenian 50,0% de microesferas de PLGA

Resomer® RG 504 y 50,0% de meropenem externo.

Se emplearon diferentes penetraciones del punzén superior para obtener comprimidos con
diferente resistencia a la fractura: 7 mm, 8 mm y 9 mm. La penetracion del punzoén inferior fue,

en todos los casos, de 5,5 mm.

B) METODOS

El durémetro empleado fue Pharma Test® PTB 311.

En primer lugar se seleccionaron 12 comprimidos obtenidos bajo una penetracion del punzén
superior de 8 mm y se determind el didmetro, la anchura y su resistencia a la fractura. A

continuacién se calculé la resistencia a la fractura media y su desviacidn estandar.

En segundo lugar se sometieron a la misma prueba 3 comprimidos obtenidos bajo una
penetracion del punzdén superior de 7 mm, 3 comprimidos obtenidos bajo una penetracion del
punzén superior de 8 mm y 3 comprimidos obtenidos bajo una penetracién del punzén
superior de 9 mm. De esta manera se puede comparar la resistencia a la fractura de

comprimidos obtenidos bajo diferentes fuerzas de compresion.
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POROSIDAD

A) MATERIALES

En primer lugar se calibré el porosimetro con paracetamol en polvo, de masa y densidad
conocida. La masa fue de 0,100 g y la densidad de 1,293 g/I; por lo que su volumen tedrico

tendria que ser de 0,077 I.

Una vez que el picndmetro estaba calibrado se determind la porosidad de los siguientes

comprimidos:

e Microesferas PLGA 504:Meropenem externo (90:10, 66:33 y 50:50)

Los comprimidos se obtuvieron utilizando una penetracién del punzén superior de 8 mm y una

penetracion del punzén inferior de 5,5 mm.

B) METODOS

Para determinar la porosidad se utilizé el picndmetro de Helio Micromeritics® Multivolume
Pycnometer 1305. En cada medida se utilizaron 6 comprimidos, que se introdujeron en una
celda de 5 cm’.

El picndmetro fue calibrado previamente con paracetamol de densidad conocida. En esta

calibracion se establecieron el volumen de expansion (Vexp) y el volumen de la celda (Vcelda):

e Vexp:5,4503 cm?®
e Vcelda: 7,3882 cm®

El picndmetro de He calcula el volumen real (Vm) de los
comprimidos, por lo que se puede obtener la densidad
real (dr) si se conoce su masa. A su vez, el volumen
aparente se calculd geométricamente, ya que los
comprimidos tenian forma cilindrica (V = mr’h), por lo
que sabiendo su masa se puede determinar la densidad

aparente (dap). La porosidad (g) es la relacién existente

entre ambas densidades:

€e=1- dap/dr Fig. 5.13. Picnometro de Helio.
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DIFRACCION DE RAYOS X

A) MATERIALES
e Meropenem en polvo.
e Microesferas PLGA Resomer® RG 504
e Comprimidos de microesferas de PLGA 504:meropenem externo (50:50, 66:33, 90:10)

atomizado

B) METODOS

Se utilizé el equipo Philips X"Pert MPD (CAl, Difraccion de Rayos X (DRX), UCM).

Se analizaron las siguientes muestras: meropenem en polvo, PLGA atomizado, comprimidos de
microesferas de PLGA:meropenem externo con proporciones 50:50, 66:33 y 90:10. Los que

contenian 50,0% de meropenem se les hicieron incidencias con rasante 2°y 4°.

Para su posterior estudio en DRX, se realizd un ensayo de liberacion de comprimidos de
microesferas de PLGA 504:meropenem externo (50:50). El ensayo de liberacion se desarrolld
en medio PBS, sin agitacién, en una estufa a 37,02C y en condiciones alejadas de saturacion
(SINK). Se muestrearon comprimidos a las 2,0 horas y a las 8,0 horas. La cantidad liberada de
meropenem se analizd por HPLC. Los comprimidos se liofilizaron para poder eliminar toda la

humedad, ya que interfiere en las técnicas de DRX.

D

Fig. 5.14. Difraccion de Rayos X.
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ENSAYO DE LIBERACION IN VITRO

El ensayo de liberacién in vitro debe ser representativo de lo que suceda in vivo.

A) MATERIALES

Medio PBS pH 7,4. El medio PBS simula las condiciones electroliticas y de pH del
plasma humano. Por cada 1000 ml de agua afiadimos: 8 g de NaCl; 0,2 gde KCl; 1,44 g
de Na,HPO,vy 0,24 g de KH,PO,.

Envases tipo frasco de vidrio borosilicatado.

Comprimidos de 7 mm de didmetro con diferentes proporciones de meropenem
externo y microesferas de PLGA (Resomer® RG 503 y 504).

Meropenem en polvo, para preparar las disoluciones patrén de estabilidad.

N2 Comprimido

1 Meropenem 10,0% - PLGA 503 90,0%
2 Meropenem 10,0% - PLGA 503 90,0%
3 Meropenem 10,0% - PLGA 503 90,0%
4 Meropenem 33,0% - PLGA 503 66,0%
5 Meropenem 33,0% - PLGA 503 66,0%
6 Meropenem 33,0% - PLGA 503 66,0%
7 Meropenem 50,0% - PLGA 503 50,0%
8 Meropenem 50,0% - PLGA 503 50,0%
9 Meropenem 50,0% - PLGA 503 50,0%
10 Meropenem 10,0% - PLGA 504 90,0%
11 Meropenem 10,0% - PLGA 504 90,0%
12 Meropenem 10,0% - PLGA 504 90,0%
13 Meropenem 33,0% - PLGA 504 66,0%
14 Meropenem 33,0% - PLGA 504 66,0%
15 Meropenem 33,0% - PLGA 504 66,0%
16 Meropenem 50,0% - PLGA 504 50,0%
17 Meropenem 50,0% - PLGA 504 50,0%
18 Meropenem 50% - PLGA 504 50,0%
19 Disol. meropenem 100 pg/ml

20 Disol. meropenem 100 pg/ml

21 Disol. meropenem 100 pg/ml

Tabla 5.9. Muestras empleadas en el ensayo de liberacién de comprimidos.
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B) METODOS

El estudio de liberacién del meropenem se realizé de la siguiente manera:

e Seintrodujeron 100 ml de medio PBS en 21 frascos de vidrio borosilicatado.

e En 18 frascos se introdujeron comprimidos; vy en los otros 3 frascos se prepararon
disoluciones de 100,00 ug/ml de meropenem en PBS, para tener un patron de la
estabilidad del antibidtico disuelto en este medio.

e Sin agitacién (no se realizd agitacidon ya que se considera que un implante no se
encuentra en esas condiciones).

e Temperatura: 37,0 + 2,0°C (estufa).

e Entodos los casos existian condiciones alejadas de saturacion SINK (< 20,0% Cs).

e Se tomaron muestras de 1 ml a diferentes tiempos, con reposicidn del volumen
extraido en cada una. Estas muestras se diluyeron en una proporcién 1:10 en matraces
aforados. A continuacién se agitaron y filtraron por un filtro de 0,45 um, para poder
analizarlas posteriormente en el HPLC.

e Los tiempos de muestreo escogidos fueron: 2,0; 8,0; 24,0; 48,0; 72,0; 96,0 y 168,0

horas.

Una vez que teniamos el area de los picos por HPLC, se calculé la concentracion

correspondiente, con la siguiente recta patrén obtenida previamente:
Area = 161,31 = Concentraciéon - 2,26

A la concentraciéon obtenida se le tuvieron que aplicar los factores de la dilucion, de la
degradacion y de las reposiciones de liquido realizadas. A continuacion se calculé la masa de
meropenem liberado. Teniendo en cuenta que la masa media de un comprimido es de 95 mg,

se puede saber la masa de meropenem en cada uno:

e 9,50 mgen los que hay un 10,0% de meropenem.
e 31,35 mgen los que hay un 33,0% de meropenem.

e 47,50 mgen los que hay un 50,0% de meropenem.

Con estos datos y la masa de meropenem liberado, se pudo calcular el porcentaje

correspondiente.
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RESULTADQOS

ASPECTO

Aspecto visual

e Color: todos los comprimidos presentan un color blanquecino.

e Forma: biconvexa

e Dimensiones: los comprimidos de 2 mm de didmetro tenian una altura de 0,90 mm
aproximadamente, mientras que los comprimidos de 7 mm tenian una altura de 1,92 mm
+ 0,05 mm.

e Irregularidades: los comprimidos de 2 mm de didametro no presentaban siempre las

mismas dimensiones.

Microscopio electrénico

e Superficie

Fig. 5.15: Superficie de comprimidos de PLGA 504 atomizado y meropenem
externo (50:50) por Microscopia Electrénica de Barrido.

A) X40, B) X500, C) X 2000.
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Seccion del comprimido

X500 10pm WD 389mm

38.9mm

X2,000 10pm WD 39.4mm

Fig. 5.16: Imagenes de la seccién de comprimidos de PLGA 504 atomizado y meropenem externo
(50:50) por Microscopia Electrénica de Barrido.

A) X40, B) X500, C) X 2000.
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UNIFORMIDAD DE PESO

Comprimidos de 2 mm de didmetro

Sin uniformidad de peso

Comprimidos de 7 mm de didmetro

Comprimido RG 503 50: | RG 503 66: RG 503 90: RG 504 50: RG 504 66: RG 5034 90:
Mero 50 Mero 33 Mero 10 Mero 50 Mero 33 Mero 10

1 91,4 95,1 95,2 95,9 96,2 99,2

2 95,8 94,3 100,0 94,5 96,2 99,1

3 94,2 92,0 97,4 95,6 95,7 86,7

4 95,1 94,5 87,0 93,6 94,8 89,2

5 96,2 95,0 75,5 97,0 96,2 88,4

6 95,3 93,9 91,4 94,8 94,9 101,5

7 94,8 95,5 101,3 95,2 95,3 75,3

8 95,0 94,3 77,9 94,3 96 74,9

9 94,9 94,8 84,3 95,3 94,3 88,9

10 94,6 94,9 87,2 95,7 94,7 89,7

11 96,0 95,2 77,9 95,0 94,6 87,3

12 95,4 95,4 95,0 95,1 95,1 91,1

13 95,3 96,0 97,3 96,1 95,3 94,3

14 95,6 95,1 74,4 94,3 94,3 95,6

15 94,8 95,1 88,7 95,1 93,9 86,4

16 94,8 94,9 86,5 95,6 94,9 89,3

17 95,0 94,8 84,3 95,4 95,0 94,8

18 96,1 94,9 92,1 95,1 95,0 77,9

19 94,9 95,0 94,3 94,9 95,1 79,8

20 94,7 95,2 91,1 94,9 94,8 86,3
Media 95,0 94,8 88,9 95,2 95,1 88,8
Lim. Sup. (7,5%) 102,1 101,9 95,6 102,3 102,3 95,4
Lim. Inf. (7,5%) 87,9 87,7 82,3 88,0 88,0 82,1
Desv. Est. 1,0 0,8 8,1 0,7 0,7 7,6
Cumple SI SI NO Sl Sl NO

Tabla 5.10. Peso (mg) de diferentes comprimidos de Meropenem y PLGA de 7 mm de didmetro.
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FRIABILIDAD

A continuacidn se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de friabilidad:

:\\l/ll:rgset:(; Nombre Muestra Peso inicial (mg)  Peso final (mg) Friabilidad (%)
1 RG503:Mero (50:50) 96,3 96,2 0,1
2 RG503:Mero (50:50) 95,5 95,5 0,0
3 RG503:Mero (66:33) 92,1 92,1 0,0
4 RG503:Mero (66:33) 94,3 94,3 0,0
5 RG503:Mero (90:10) 87,6 87,5 0,1
6 RG503:Mero (90:10) 94,6 94,5 0,1
7 RG504:Mero (50:50) 94,4 94,4 0,0
8 RG504:Mero (50:50) 93,1 93,1 0,0
9 RG504:Mero (66:33) 94,7 94,7 0,0
10 RG504:Mero (66:33) 96,4 96,3 0,1
11 RG504:Mero (90:10) 89,0 89,0 0,0
12 RG504:Mero (90:10) 86,3 86,3 0,0

FRIABILIDAD = 0,035 + 0,052%
Tabla 5.11. Friabilidad de diferentes comprimidos de Meropenem y PLGA de 7 mm de diametro.
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RESISTENCIA A LA FRACTURA

Comprimidos con penetracién del punzén superior de 8 mm

Comprimido Anchura (mm) Didmetro (mm) Resistencia a la fractura (N)
1 1,82 6,94 90,30
2 1,93 6,97 72,50
3 1,98 6,94 72,20
4 1,94 6,96 91,00
5 1,88 6,94 82,30
6 1,85 6,94 70,90
7 1,94 6,98 106,50
8 1,91 6,98 88,30
9 1,92 6,96 112,20
10 1,96 6,96 94,00
11 1,91 6,97 97,40
12 1,94 6,97 77,90
Promedio 1,92 6,96 87,96
Desuv. Est. 0,05 0,02 13,43
Tabla 5.12. Resistencia a la fractura de diferentes comprimidos de Meropenem y PLGA RG504 (50:50);
de 7 mm de didmetro, con una penetracién del punzén superior de 8 mm.

Comparacién de comprimidos con diferente penetracion del punzén superior

Comprimido Penetrac.ic')n punzén Anchura DIET Lo} Resistencia a la Promedio
superior (mm) (mm) (mm) fractura (N) (N)
1 7 2,54 6,83 4,00
2 7 2,42 6,77 6,74 5,59
3 7 2,49 6,92 6,03
1 8 1,92 6,99 84,00
2 8 1,88 7,01 87,70 86,97
3 8 1,90 6,97 89,20
1 9 1,76 6,98 72,20
2 9 1,91 6,99 105,50 92,13
3 9 1,96 6,99 98,70
Tabla 5.13. Resistencia a la fractura de diferentes comprimidos de Meropenem y PLGA RG504 (50:50); de 7
mm de diametro, con diferentes penetraciones del punzén superior.
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POROSIDAD

A continuacidn se muestra una tabla con los resultados del ensayo de porosidad realizado en el

picnédmetro de helio.

En primer lugar se calculé el volumen aparente y su densidad aparente correspondiente

mediante calculos geométricos.

A continuacidn se calculd el volumen real y su densidad real mediante el picnémetro.

Comprimidos Peso | Diametro Altura Vaparente daparente Py P, Vreal dreal Porosidad
(x6) (mg) (mm) (mm) (mm?) (g/cm’) (g/cm’)
PLGA 504:
Meropenem 95,58 7,02 1,96 75,76 1,2617 19,497 10,985 | 35,44 | 1,6181 22,0
(50:50)
PLGA 504:
Meropenem 95,75 7,02 1,97 76,05 1,2563 19,427 10,946 | 35,43 1,6183 22,4
(66:33)
PLGA 504:
Meropenem 92,93 7,01 1,92 88,81 1,2559 19,429 10,979 | 30,67 | 1,5153 17,1
(90:10)

Tabla 5.14. Porosidad de diferentes comprimidos de meropenem y PLGA RG504 (90:10, 66:33 y 50:50); de 7 mm de

diametro.
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DIFRACCION DE RAYOS X

La figura 5.17 muestra los difractogramas de meropenem en polvo, comprimidos de

microesferas de PLGA:Meropenem externo (50:50, 66:33, 90:10) y PLGA atomizado.

Fig. 5.17. Estudios de Difraccién de Rayos X con comprimidos de meropenem vy
PLGA 504.

Meropenem en polvo.

PLGA 50 / Meropenem 50.

PLGA 66 / Meropenem 33.

PLGA 90 / Meropenem 10.

PLGA atomizado

uhwnN e
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En la figura 5.18 se muestra el difractograma con incidencia rasante a 2°y 4°

Fig. 5.18. Estudios de Difraccién de Rayos X con comprimidos de meropenem vy
PLGA 504.
1. PLGA 50/ Meropenem 50 (Rasante 2).
2. PLGA 50/ Meropenem 50 (Rasante 4).
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Por otra parte, en la figura 5.19 se muestran los difractogramas de comprimidos de
microesferas de PLGA:Meropenem externo 50:50 a distintos tiempos del ensayo de liberacion

(0,0; 2,0y 8,0 horas), tras ser liofilizados (para eliminar agua residual).

Counts

60

120
100

Counts

120
100

Counts

Fig. 5.19. Estudios de Difraccién de Rayos X con comprimidos sometidos al ensayo
de liberacién de meropenem y PLGA 504 (50:50).
A. PLGA 50/ Meropenem 50 (tiempo 0,0 horas).
B. PLGA 50 / Meropenem 50 (tiempo 2,0 horas).
C. PLGA 50/ Meropenem 50 (tiempo 8,0 horas).

Tras analizar por HPLC el medio en el que se habian disuelto los comprimidos, se obtuvo un
20% de meropenem disuelto a las 2 horas y un 80% de meropenem disuelto a las 8 horas
(cantidades que ya no estaban presentes en los comprimidos analizados, pues se habian

liberado).
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ENSAYO DE LIBERACION IN VITRO

TIEMPO % Meropenem liberado %
(h) PLGA 503 | PLGA503 | PLGA 503 PLGA 504 PLGA 504 | PLGA 504 I\{Ieropenem
90:10 66:33 50:50 90:10 66:33 50:50 sin degradar
2,0 19,7 27,8 18,6 25,3 24,0 22,8 100,0
8,0 53,7 66,3 74,4 65,8 74,8 81,2 100,0
24,0 69,6 77,0 78,8 84,1 85,7 80,4 88,1
48,0 70,9 81,6 80,0 83,8 85,8 83,7 68,2
72,0 70,7 83,3 81,8 83,7 88,3 85,3 51,1
96,0 69,1 83,4 82,6 83,2 89,2 87,7 39,6
168,0 75,7 88,0 85,0 87,8 89,8 85,8 16,0

Tabla 5.15. Resultados del ensayo de liberacién de comprimidos de meropenem y PLGA RG503 y RG504 a

diferentes proporciones.

En la tabla 5.15. se muestra el porcentaje de meropenem liberado de las distintas
formulaciones a diferentes tiempos. Ademas, en la uUltima columna, podemos observar la

degradacion media del meropenem en las disoluciones patron.

A continuacidn, la figura 5.20, representando una grafica con los valores de la tabla 5.15.
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120,0

Ensayo de liberacion

100,0

80,0

=&=PLGA 504 50:50

e

== PLGA 504 66:33

60,0

% Meropenem liberado

=== PLGA 504 90:10
=>&=PLGA 503 50:50
PLGA 503 66:33

40,0

20,0

=@=PLGA 503 90:10

0,0 T

0,0 20,0

40,0 60,0

80,0 100,0 120,0 140,0

Tiempo (horas)

160,0 180,0

XPLGA 503:Meropenem (50:50),

XPLGA 503:Meropenem (66.33),

Fig. 5.20. Perfiles de liberacion de los comprimidos de PLGA y meropenem. ¢ PLGA 504:Meropenem (50:50), m PLGA 504:Meropenem (66:33),

® PLGA 503:Meropenem (90:10).

A PLGA 504:Meropenem (90:10),
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DISCUSION

ASPECTO

Visual

Comprimidos de aspecto normal, blancos y biconvexos. Los comprimidos de 2 mm de didmetro
no presentaban siempre las mismas dimensiones, ya que la matriz no se llenaba

adecuadamente.

Microscopio Electrénico

En la figura 5.15. podemos observar la superficie de los comprimidos. Se puede apreciar que la
porosidad no es muy pronunciada. Por otra parte, se distinguen las microesferas compactadas,

intercaladas con cristales de meropenem.

En las imagenes tomadas de la seccién de comprimidos mediante microscopia electrdnica (Fig.
5.16) se puede apreciar el corte de un comprimido compuesto por el polimero atomizado y por
el antibidtico. En dichas fotografias se pueden observar las microesferas inmersas en los
cristales de meropenem. Muchas de las microesferas se conservan integras, por lo que el

proceso de compresion no ha llegado a romperlas. La porosidad no es muy acusada.
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UNIFORMIDAD DE PESO

Comprimidos de 2 mm de didmetro

No existia uniformidad de peso ya que las matrices de la maquina de comprimir no se llenaban

correctamente, por lo que no se continud el estudio con estos comprimidos.

Comprimidos de 7 mm de didmetro

Uniformidad de peso

120,0
100,0 A —o—PLGA503:Mero (50:50)
== PLGA503:Mero (66:33)
- 80,0 ¢ Y
£ —#—PLGA503:Mero (90:10)
= 60,0
2 6= PLGA504:Mero (50:50)
(-9
40,0 =je=PLGA504:Mero (66:33)
20,0 —®—PLGA504:Mero (50:50)
0,0

Fig. 5.21. Uniformidad de peso de los comprimidos de PLGA y meropenem.
¢ PLGA 503:Meropenem (50:50), = PLGA 503:Meropenem (66:33), A PLGA 503:Meropenem (90:10),
XPLGA 504:Meropenem (50:50), XKPLGA 504:Meropenem (66.33), ® PLGA 504:Meropenem (90:10).

Se puede observar que los comprimidos con proporcién 90,0% de microesferas de PLGA y
10,0% de meropenem externo no cumplen el ensayo de uniformidad de peso. La principal
razon fue que la mezcla presentaba mala fluidez y no llenaba correctamente la matriz. Las

otras proporciones si cumplen el ensayo.

FRIABILIDAD

La friabilidad de nuestros comprimidos es muy baja, menor a la especificada en la Farmacopea

Europea 8.0 (1,0%). Por ello, podemos decir que cumple este ensayo.
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RESISTENCIA A LA FRACTURA

La resistencia a la fractura media de comprimidos con penetracién del punzén superior de 8

mm fue de 87,96 + 13,43 N.

La resistencia a la fractura de aquellos comprimidos bajo una penetracién del punzdn superior
de 7 mm es mucho menor que la de aquellos con 8 mm y 9 mm. No existen muchas diferencias

entre las resistencias a la fractura de estos dos ultimos grupos.

POROSIDAD

La porosidad media fue del 20,5% (* 3,0%). La densidad del meropenem es mayor que la del
PLGA, por lo que la densidad de los comprimidos es mayor cuando las concentraciones de

meropenem son mas altas. No obstante, resultan todas muy parecidas.

La porosidad sera un factor muy importante a la hora de la liberacidon del meropenem desde
los comprimidos. A mayor porosidad, mas rdpida serd la liberacion. Otro factor que se podria
estudiar y que influiria notablemente en la liberacidn es la tortuosidad de los poros, ya que a

mayor tortuosidad la liberacion serd mas lenta.

DIFRACCION DE RAYOS X

Los resultados demuestran que el meropenem es cristalino, y sus picos de difraccién

disminuyen cuanto mayor es la proporcion de PLGA en los comprimidos.

La figura 5.18 nos permite observar la presencia de meropenem en la superficie de los

comprimidos.

Los resultados representados en la figura 5.19 demuestran que existe un descenso en la
cristalinidad a medida que aumenta el tiempo de liberacion. Los andlisis de HPLC confirman
estos resultados, al obtener porcentajes de liberacién cercanos al 20,0% y al 80,0% a las 2,0
horas y a las 8,0 horas, respectivamente. A las 8,0 horas aparece un nuevo pico que podria

corresponderse con el acido lactico, producto de degradacion del PLGA.
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ENSAYO DE LIBERACION IN VITRO

Los estudios muestran que la liberacién no es controlada, ya que existe un claro efecto de
liberacion rapida (Burst) durante las primeras 24,0 horas. Este efecto hace que se libere
aproximadamente el 80,0% del principio activo durante el primer dia. Cabe destacar que este
ensayo se hizo con meropenem externo, pues no se pudieron obtener comprimidos con
meropenem en el interior de las microesferas, lo que seguramente favoreceria una liberacion

mas controlada en el tiempo.

No existen diferencias significativas (P>0.9) entre los polimeros PLGA Resomer® RG 503 y PLGA

Resomer® RG 504.

Tampoco existen diferencias significativas si comparamos los comprimidos de diferentes

proporciones de meropenem/PLGA.

La liberacion en los comprimidos de PLGA 503:meropenem (90:10) parece ser algo distinta a la
del resto. Seguramente se deba a que en esta proporcion no existe uniformidad de masa y el

contenido en principio activo probablemente fuera menor.
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5.7. SUSPENSION INYECTABLE: FORMULACION

Puesto que el proceso de fabricacidon de comprimidos resulté ser muy dificultoso, se decidié
buscar una alternativa. La suspensién inyectable de microesferas de meropenem fue la forma

farmacéutica seleccionada.

Al igual que los comprimidos, las suspensiones también pueden administrarse en las heridas
quirurgicas, puesto que tienen cierto grado de viscosidad y pueden permanecer en el lugar de
la administracion. Incluso pueden administrarse por via intramuscular después de Ia

operacion.

Las microesferas pueden liberar meropenem desde el lugar donde se administre, al igual que

lo pueden hacer desde un comprimido.

INTRODUCCION: ADMIN. INTRAMUSCULAR

A) DEFINICION: ADMINISTRACION PARENTERAL

Los preparados para administracion parenteral son formulaciones estériles destinadas a ser
inyectadas o implantadas en el cuerpo humano, atravesando las barreras de la piel. A

continuacién se enumeran cinco de las mas representativas:

e Preparaciones inyectables: Son preparaciones del principio activo disuelto (solucién),
emulsionado (emulsidn) o disperso (dispersidn) en agua o en un liquido no acuoso.

e Preparaciones para diluir previamente a la administracion parenteral: Soluciones
concentradas y estériles destinadas a ser inyectadas o administradas por perfusidn tras
ser diluidas en un liquido apropiado antes de su administracion.

e Preparaciones inyectables para perfusion: Son preparaciones destinadas a una
administracién mas lenta a lo largo del tiempo, con volimenes mayores.

e Polvo para preparaciones inyectables extemporaneas: Sustancias sélidas estériles,
dosificadas y acondicionadas en recipientes definidos que, rdpidamente tras agitacion,
en presencia de un volumen prescrito de liquido estéril apropiado, dan lugar a
soluciones practicamente limpidas, exentas de particulas, o bien a suspensiones
uniformes.

e Implantes o pellets: Pequefios comprimidos estériles de forma y tamafio adecuados

que garantizan la liberacién del principio activo a lo largo de un tiempo prolongado.
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También podemos clasificarlas segln su naturaleza:

e Solucidn: Si el principio activo es soluble no hay ningln problema. Si no lo es hay que
afiadir codisolventes. Es importante el proceso de filtrado final ya que la solucién ha de
ser limpida, no pueden aparecer particulas en el inyectable. Tienen la ventaja de que
se pueden administrar en cualquier via parenteral.

e Suspension: Es muy importante el didmetro del sélido, que ha de ser lo mas pequefio y
homogéneo posible. El vehiculo puede ser hidrdfilo o lipdfilo. Son siempre preparados
de pequefio volumen. Solo se pueden administrar por via subcutanea, intramuscular e
intraarticular. Se elaboran cuando el principio activo es insoluble y no podemos
disefar un sistema de liberacién modificada. Los coadyuvantes pueden ser como los
de las suspensiones, ademdas podemos usar agentes viscosizantes, estabilizantes,
antimicrobianos, reguladores de pH...

e Emulsién: Se emplean muy poco, han de ser muy estables para que no haya

separacion de fases.

B) TIPOS

Las tres vias principales para administracion de preparaciones inyectables son la intravenosa
(IV), la subcutanea (SC) y la intramuscular (IM). Otras vias parenterales de uso menos
frecuente son la intradérmica, la intraaracnoidea o intratecal, epidural, intradsea,
intraarticular, intraarterial, intracardiaca, etc.

Por via parenteral (generalmente intramuscular, intraarticular o subcutanea) es posible la
liberacion retardada o prolongada de los principios activos a partir del punto de inyeccidn. Esto
se puede conseguir utilizando distintos recursos técnicos. Uno de ellos consiste en sustituir
una solucién acuosa por una oleosa, en el caso de que el principio activo sea liposoluble. El
método mas cldsico consiste en inyectar derivados poco hidrosolubles del principio activo, en
forma de suspensiones amorfas o cristalinas (ej.: preparaciones retard de insulina). A veces, el
principio activo puede también adsorberse sobre un soporte inerte desde el que sera liberado,
o bien fijarse en forma de microparticula, o incorporarse en liposomas para vectorizar algunos
farmacos e, incluso ser tratado quimicamente (profarmaco) a fin de modificar sus propiedades
fisicoquimicas. La utilizacion de implantes o pellets colocados asépticamente bajo la piel,
garantiza un efecto alin mas duradero que las formas anteriores, aunque es todavia una

técnica poco frecuente.
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Por via IV (sueros, viales y ampollas) no pueden administrarse preparados oleosos (posibilidad
de embolia grasa) ni aquellos que contengan componentes capaces de precipitar algun
componente sanguineo o hemolizar los hematies. La via SC (viales y comprimidos
hipodérmicos) no puede utilizarse para sustancias irritantes (puede producir necrosis del
tejido). La via IM admite el ser utilizada para sustancias irritantes. Los preparados para
administracién intratecal deben estar exentos de neurotoxicidad, tanto “per se” como por el

pH de la forma farmacéutica.

/7

+* Via Intravenosa: Proporciona un efecto rapido del farmaco y una dosificacién precisa, sin
problemas de biodisponibilidad (BD = 100%). Puede presentar, no obstante, graves
inconvenientes, como la aparicion de tromboflebitis (por productos irritantes, inyeccion
demasiado rdpida o precipitacién en la disolucién), asi como problemas de
incompatibilidades entre dos principios activos administrados conjuntamente en la misma

via.

7
0.0

Via Intraarterial: Utilizada en el tratamiento quimioterdpico de determinados cdnceres;
permite obtener una maxima concentracién del farmaco en la zona tumoral, con unos

minimos efectos sistémicos.

7
0.0

Via Intramuscular: Se utiliza para fdrmacos no absorbibles por via oral o ante la
imposibilidad de administracién del farmaco al paciente por otra via. Numerosos factores
van a influir en la biodisponibilidad del farmaco por via IM (vascularizacién de la zona de
inyeccidn, grado de ionizacién y liposolubilidad del farmaco, volumen de inyeccién...). Esta
via es muy utilizada para la administracion de preparados de absorcion lenta y prolongada

(preparados “depot”) como los de penicilina G procaina o risperidona.
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—

b

Subcutaneous

Intramuscular

=g A 2 B

Y

Transdermal

Skin

Fig. 5.21. Seccion de la piel, representando una

administracion intramuscular, subcutaneay

transdermal.

Via Subcutanea: De caracteristicas similares a la anterior pero al ser una zona menos
vascularizada, la velocidad de absorcion es mucho menor. Sin embargo, dicha
velocidad puede ser incrementada por distintos medios (ej.: afadiendo hialuronidasa o
dando un masaje), o también disminuida (ej.: utilizando un vasoconstrictor como la

adrenalina junto a un anestésico local). Esta via es muy utilizada para la administracién
de insulina.
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C) INCONVENIENTES

e Material y equipos muy especificos.
e Personal manipulador competente.
e Efectos dolorosos.

e Riesgos infeccion.

D) VENTAIAS

e Efecto inmediato o instantaneo (casos de urgencia).

e Evita destruccién o inactivacion del principio activo en las mucosas.

e Cuando farmaco no se absorbe por mucosas.

e Cuando farmaco presenta efecto de primer paso importante.

e Minimizar efectos secundarios sobre el tracto gastrointestinal.

e Silavia oral esta imposibilitada por vomitos u obstruccion.

e Asegura una absorcion integra de dosis.

e Conseguir accién terapéutica localizada.

e Obtener niveles plasmaticos predeterminados constantes en el tiempo periodos
prolongados.

e Controlar algln pardmetro farmacocinético.
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E) REQUISITOS

« Limpidez

Es un requisito que solo se exige para los inyectables de tipo solucidn. Se define como la

ausencia de particulas en suspension.

Las particulas pueden tener diversa naturaleza u origen, pueden provenir de las materias
primas, envases, de las etapas de llenado o de la conservaciéon y manipulacidon antes de ser
administrados. Es frecuente encontrar particulas de vidrio del envase. Puede haber residuos de
carbonizacién que aparecen al cerrar las ampollas. Particulas de polvo y particulas procedentes
de tapones y de los sistemas de llenado. También pueden aparecer microorganismos, aunque
es muy raro. Debido a la interaccién entre componentes de la formula pueden aparecer

precipitados.

La importancia de este requisito depende de la via de administracidon, numero de particulas y
volumen de inyectable. No tiene la misma transcendencia la existencia de particulas en un
preparado intramuscular como en uno intravenoso. Las particulas en los inyectables pueden
producir trombos, granulomas (en el pulmdn) y lesiones en la pared de vasos si la particula

tiene aristas.

La limpidez se evalia mediante control dptico o visual del aspecto externo del preparado, los
cambios de color también pueden indicar alteraciones en el preparado. Para aumentar la
limpidez los preparados se someten a filtracién clarificante en su elaboracién, aunque a veces
son estas membranas filtrantes las que desprenden particulas al inyectable. Siempre quedaran
particulas porque por debajo de un tamafio no las podemos detectar. Hay varios ensayos para
detectar la presencia de particulas. Para cada preparado hay que evaluar la presencia de
particulas por control visual. Para detectar las particulas subvisibles hay dos métodos: uno
basado en el bloqueo de la luz, que detecta el tamaiio y numero de particulas, para esto se usa
un contador Coulter; y por microscopia, filtramos las soluciones y se observa el filtro, este
analisis es mas cualitativo que cuantitativo, ya que permite identificar las particulas y conocer

asi su procedencia.
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% Neutralidad

Es muy importante controlar el pH de los preparados parenterales ya que condiciona la
tolerancia del organismo al preparado, la estabilidad y a veces la actividad del preparado. Se
tiende a que el pH del preparado sea similar al fisiolégico para que sea mejor tolerado. El pH
fisioldgico es el de mayor tolerancia, mientras que el pH galénico es el de maxima estabilidad,
y ambos valores no siempre coinciden.

El pH fisioldgico oscila entre 7,35 y 7,40. Los niveles extremos de pH no son bien tolerados por
el organismo y pueden producir reacciones adversas, dolor, inflamaciones e incluso necrosis de
tejidos. El organismo tolera menos los acidos que las bases ya que los acidos pueden hacer
precipitar las proteinas. Los efectos mas importantes se dan sobre todo en las vias
intramuscular y cutdnea, ya que tienen mas dificultad para tamponar.

Hay que intentar que el pH fisioldgico, galénico y farmacoldgico sean similares, pero el pH
fisioldgico y el galénico suelen ser distintos por lo que hemos de valorar si necesitamos la
maxima estabilidad o la maxima tolerancia. En las formulaciones se afiaden sustancias tampdn
para mejorar la tolerancia. Si se administra un preparado no tamponado la sangre tiene
sistemas tampdn que toleran pH entre 4,0 y 10,0; si el pH es mas extremo el inyectable sera
doloroso. Si el inyectable contiene un tampdn y su pH no es fisiolégico sera peor tolerado por
el organismo, ya que al administrarlo la sangre intentara modificar el pH del preparado pero le
serd dificil ya que este tiene anadido un tampdn y se tardard mas tiempo en llevar el pH a
valores fisioldgicos, lo que producird mas dolor. Si la estabilidad del preparado requiere pH no
fisiolégico se prefiere no incorporar soluciones tampén sino ajustar con acidos o bases. Si el pH
de maxima estabilidad no es fisioldgico y es de margen estrecho si se incorpora una soluciéon
reguladora pero de bajo poder tamponante y a baja concentracidon y si esto no fuera posible
habria que preparar de forma separada el principio activo y el vehiculo. Si el pH de maxima
estabilidad es estrecho pero préximo al valor fisioldgico se recomienda afiadir una solucion
reguladora. Para preparados de gran volumen no se recomienda afadir tampones.

Soluciones reguladoras mas utilizadas:

e Mezclas de fosfatos monosddico y disddico: tamponan entre 5,4-8,0, poder maximo a
pH 6,8.

e Mezclas acido citrico / citrato trisédico (pH 3,0-6,0).

e Mezclas acido acético / acetato sddico (pH 3,6-5,6).

e Mezclas NaHCO; / Na,CO; (pH 9,2-10,7).



188

SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA DE MEROPENEM

Los valores de pH han de controlarse durante todos los procesos, sobre todo en aquellas
etapas de la fabricacion donde se pueda modificar el pH. Otro control de pH es la
determinacién del poder tamponante, que es la cantidad de acido o base que hay que
incorporar para que vire un indicador.

/7

+* Isotonia

Hay que intentar que la preparacidon presente la misma tonicidad que la sangre y fluidos
titulares. Este requisito es muy importante para los preparados de gran volumen.
Hay que diferenciar entre los conceptos de isotdnico e isoosmatico:

e |soosmotico: es un concepto fisicoquimico, indica que la presidon osmatica es igual en
dos fluidos. El que una preparacidn sea isoténica no implica que sea isoosmatica.

e |sotdnico: es un concepto fisiolégico, se determina cuando se ponen en contacto el
preparado y la sangre y se observa lo que le ocurre a los gldbulos rojos. Si los gldbulos
rojos no se modifican la preparacién es isotdnica; si disminuyen de tamano y se arrugan
(plasmdlisis), la solucién es hiperténica; si aumentan de tamano y se hinchan, la
solucidn es hipotdnica y puede provocar hemdlisis. Una solucién isotdnica es la de NaCl
0,9% m/v.

La tonicidad tiene mas o menos trascendencia en funcion de la via. Los efectos por via
intramuscular o subcutdnea no suelen ser muy graves. Por via intravenosa tampoco es grave si
se administra lentamente, pero surgen problemas si el preparado es de gran volumen. La
sangre tiene una osmolaridad de 0,28 osmoles/Kg.

Todas las disoluciones isotdnicas son isoosmoticas, pero no siempre al contrario. Hay que
ajustar la isotonia al valor de la sangre, para ello utilizamos isotonizantes. A veces se ajustan a
la vez pH vy tonicidad.

También hay que realizar controles para evaluar la tonicidad, para ello se pone en contacto el
preparado con la sangre. Hay dos métodos:

e Meétodo hemolitico: se ponen en contacto la sangre y el preparado, se centrifuga y se
observa la coloraciéon del sobrenadante para ver el grado de hemdlisis, asi
determinamos si la disolucién es hipotdnica.

e Meétodo del hematocrito: tras el contacto con el preparado se mira el tamafio de los
glébulos rojos, si han aumentado de tamafio la solucidn es hipotdnica y si han

disminuido es hipertdnica.
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+* Esterilidad

Hay que trabajar en condiciones adecuadas para que el producto sea estéril. Normalmente la
esterilizacién se hace cuando el preparado ya estd acondicionado en su envase definitivo, es
una esterilizacién terminal. Pero hay preparados en que no se puede hacer esterilizacidon
terminal y por tanto se debe elaborar el preparado de forma aséptica, esterilizando de forma
aislada cada componente del preparado y trabajando en ambiente estéril. Hay que controlar
las condiciones de trabajo durante todo el proceso de fabricacién e impedir el crecimiento de
microorganismos, disminuir al minimo posible la carga microbiana inicial de todos los
materiales y dispositivos, validar cada proceso de esterilizaciéon que se realice.

Para esterilizar los preparados parenterales utilizamos calor seco o himedo, radiaciones
ionizantes, gases (perdxido de hidrégeno) y filtracidn esterilizante. En la practica se esterilizan
por calor humedo, pero si el preparado es termolabil se requiere el trabajar en ambiente
estéril o realizar filtracion (0,22 micrometros) o radiacion gamma.

El ensayo de esterilidad se describe en la RFE dentro del capitulo de ensayos bioldgicos.
Establece que debe hacerse en condiciones asépticas, trabajando en campanas de flujo
laminar de clase A. Se utilizan dos medios de cultivo, para bacterias aerobias y anaerobias,
hongos y levaduras. Hay que comprobar si hay crecimiento microbiano y para ello incubamos
los preparados en los medios de cultivo. Para realizar el ensayo hay dos técnicas: inoculacién y

filtracion.
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+»+ Ausencia de pirégenos
Pirégeno es toda sustancia que puede producir fiebre. Hay pirégenos enddgenos y exdgenos.
Los pirdgenos son hidrosolubles, por lo que es facil que atraviesen membranas filtrantes.
Suelen ser termorresistentes y se necesitan condiciones muy drasticas de temperatura para
eliminarlos, y pocos materiales las soportarian. No son volatiles, por lo que se pueden eliminar
por destilacién. No resisten la accion de oxidantes fuertes como hipocloritos y agua oxigenada.
Son sensibles a radiaciones gamma. Se hidrolizan con acidos y bases fuertes. A pH=2 se ionizan
y es facil eliminarlos con filtros ionizados. Se adsorben sobre particulas sdlidas finamente
divididas debido a la alta superficie especifica de estas particulas, como por ejemplo el carbdn
activo, caolin y bentonitas. Los pirdgenos pueden provenir de los vehiculos empleados, de las
materias primas y de los materiales de elaboracién y acondicionamiento.
Hay métodos que inactivan al pirégeno y otros que lo eliminan:
- Inactivacion: calor seco a mas de 250,02C, calor himedo en condiciones especiales,
reacciones quimicas, radiaciones ionizantes.
- Eliminacién: por lavado, con agua exenta de pirégenos, por destilacidn, osmosis
inversa, ultrafiltracion...
Ensayos de pirégenos. Descritos en la RFE, son el ensayo de pirégenos con conejos y el de

endotoxinas bacteriana (método LAL o ensayo de lisado de amebocitos).

Fig. 5.22. Amebocitos, empleados para el método LAL de

deteccidn de endotoxinas bacterianas.
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F) COMPOSICION

El contenido son los principios activos, vehiculo y coadyuvantes o sustancias auxiliares. El

continente es el envase, que puede ser de muchos materiales.

«* Vehiculo

El vehiculo es el soporte de la sustancia medicamentosa, sirve para llevar el principio activo
hasta su lugar de administracién, suele ser el componente mayoritario. Los requisitos
generales son inocuidad, atoxicidad, inerte quimicamente, compatibilidad con el principio
activo, posibilidad de esterilizacién, gran pureza quimica, pH fisiolégico (neutralidad), no
deben producir quistes ni abscesos, no muy viscosos ya deben mantenerse constantes a

distintas temperaturas, fluidez, solubilidad y miscibilidad.

El vehiculo mas universal es el agua, buen disolvente de sustancias polares. Pero también hay

vehiculos para sustancias apolares o que permitan liberacién modificada.
Los vehiculos se clasifican en:

- Agua para preparaciones inyectables: Es perfectamente compatible con nuestro

organismo.

- Vehiculos hidréfilos: Agua para preparados inyectables, solucion acuosa de

electrolitos, solucién azucarada y vehiculos hidrosolubles no acuosos.

- Vehiculos lipdfilos: Aceites, esteres de acidos grasos, triglicéridos semisinteticos. Se

usan cuando los principios activos son casi insolubles en vehiculos hidrosolubles.
Sirven para inyectables oleosos tipo solucidn o suspension. Las suspensiones oleosas

son del tipo de liberacion controlada, produciendo un efecto mds prolongado.
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+» Coadyuvantes

Su incorporacidn responde a la necesidad de obtener una forma farmacéutica mas segura,
estable y eficaz. Por tanto cualquier coadyuvante que se incorpore tiene un finalidad muy clara

y justificada.
Hay cinco grupos de coadyuvantes segun la funcionalidad en la formulacidn:

- Se usan para la correcta formulacién, preparaciéon galénica y mantenimiento del
sistema fisico-quimico: solubilizantes, viscosizantes (aumenta la estabilidad de
suspensiones y sirven para elaborar formas de liberacién prolongada), agentes
tensioactivos —ATA- (como solubilizantes y para formar emulsiones) y crioprotectores
(mantienen estables los polvos liofilizados).

- Se usan para mantener la solubilidad quimica: antioxidantes, antihidroliticos vy
soluciones reguladoras de pH, acidos y bases.

- Se usan para garantizar la conservacién antimicrobiana: conservantes antimicrobianos.

- Se usan para mejorar la compatibilidad fisioldgica y la aceptabilidad por el paciente:
isotonizantes y soluciones reguladoras de pH, acidos y bases.

- Se usan para asegurar la eficacia del producto: vasoconstrictores (evitan que el
farmaco difunda y asi se logra efecto mas localizado), agentes de difusidon (actdan al

contrario que los vasoconstrictores) y viscosizantes.
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MATERIALES Y METODOS

A) MATERIALES

Para elaborar la suspensién se han empleado los siguientes componentes: principio activo,
excipiente polimérico que permite la liberacién prolongada, vehiculo, viscosizante,
tensioactivo, isotonizante y reguladores de PH.

Todos los componentes empleados estdn aprobados para su administracion parenteral.

La mayoria de la informacion sobre los excipientes ha sido recogida del libro Handbook of

Pharmaceutical Excipients.

1. ACIDO POLILACTICO-CO-GLICOLICO (PLGA)

El PLGA es un polimero perteneciente al grupo de los poliésteres alifaticos. Son copolimeros de
moléculas de 4acido lactico y acido glicdlico. Podemos clasificarlo como un polimero

semisintético, lineal, de adicién, termoplastico y biodegradable (ver apartado 2.2.).

Es un material biocompatible, bioabsorbible y biodegradable; por lo que se usa como sistema

de liberacién controlada de farmacos en formulaciones inyectables o implantables.

Las propiedades mds importantes se resumen en la siguiente tabla:

Propiedad ‘ Valores
100:0
85:15
) ) 75:25
Proporcién (Acido lactico:Acido glicdlico)
65:35
50:50
0:100
Viscosidad inherente 0,16 -1,70dl/g
Temperatura de transicién vitrea 38,0 — 60,02C
Amorfo vs cristalino Generalmente amorfo

Acido carboxilico
Grupo final .
Ester

Solubilidad Generalmente disolventes organicos

Tabla 5.16. Propiedades fisico-quimicas del PLGA.
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e La proporcién de acido lactico y acido glicélico puede variar.

e El peso molecular depende de la longitud de la cadena y se puede calcular mediante la
viscosidad inherente o por cromatografia de exclusion.

e Los polimeros termoplasticos son materiales que presentan una pseudotransicién
termodindmica a una temperatura de transicion vitrea (Tg).

e Normalmente son sustancias amorfas sin estructura interna definida.

e Siel grupo final es un éster sera mas hidréfobo, mientras que si es un acido carboxilico

sera mas hidrofilico.

Todos estos factores influyen en la velocidad de degradacion. Se puede decir que la
degradacion es mds lenta cuando existe mayor proporcidon de acido lactico, mayor peso

molecular, grupo final éster, cristalinos...
En nuestro caso utilizaremos PLGA Resomer RG504, que posee las siguientes propiedades:

e Proporcion: 50,0% de acido lactico y 50,0% de acido glicélico.

e Viscosidad inherente: 0,40 — 0,60 dl/g.

e Punto de fusién: amorfo.

e Temperatura de transicién vitrea: 46,0 — 50,02C.

e Grupo final: éster de alquilo

e Color: blanco.

e Solubilidad: diclorometano, tetrahidrofurano, acetato de etilo, triclorometano,
cloroformo, dimetilformamida, hexafluoroisopropanol y acetona...

e Biodegradacién: aproximadamente en 1 — 2 meses.

Son polimeros muy seguros ya que al degradarse generan acido lactico y acido glicélico, que se
incorporan a las rutas metabdlicas del organismo como el ciclo de Krebs. El mayor problema
que pude aparecer es el enquistamiento de los implantes. Son productos autorizados para su

uso como excipientes orales y parenterales.
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2. POLISORBATO 20

El polisorbato 20 es un compuesto sintético producido a partir de Oxido de etileno
conjuntamente con el sorbitol, que se unen a acidos grasos. El producto resultante es una
mezcla de moléculas de diversos tamafios, mas que un Gnico compuesto puro.

Es un agente dispersante, emulsificante, surfactante no idnico, solubilizante, agente suspensor
y humectante. Los polisorbatos que contienen 20 unidades de o6xido de etileno son
surfactantes no idnicos e hidrofilicos, que se usan ampliamente como emulsificantes O/A y

como agentes humectantes en suspensiones orales y parenterales.

Uso Concentracion (%)
Emulsificante
Solubilizante 1,0-15,0%
Humectante 1,0-3,0%

Tabla 5.17. Usos del Polisorbato 20 segtin su proporcion.

A continuacién podemos ver algunas propiedades del polisorbato 20:

Propiedad ‘ Valor normal ‘

Color y forma a 252C Liquido oleoso amarillo
HLB 16,7
Viscosidad 400 mPas
Solubilidad

Etanol Soluble

Aceite mineral Insoluble

Aceite vegetal Insoluble

Agua Soluble
Tensidn superficial 34,7 mN/m
indice de acidez 2,0%
indice de hidroxilos 96 - 108
indice de saponificacién 40 - 50
Humedad 3,0%
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Composicion (RFE)
Acido caproico
Acido caprilico
Acido caprico
Acido l4urico
Acido miristico
Acido palmitico
Acido estearico

Acido oleico

<1,0%

<10,0%

<10,0%
40,0 - 60,0%
14,0 - 25,0%
7,0—-15,0%

<7,0%

<11,0%

< 3,0%

Tabla 5.18. Propiedades fisico-quimicas del Polisorbato 20.

Los polisorbatos son estables en disoluciones con electrolitos, acidas débiles y basicas débiles.

Cuando las disoluciones son acidas o basicas fuertes se produce mayor saponificacion. Los

ésteres del acido oleico son sensibles a la oxidacion. Los polisorbatos son higroscdpicos. Se

deben almacenar en contenedores cerrados y opacos.

Los polisorbatos son seguros, aunque se han reportado casos de hipersensibilidad.

El polisorbato 20 esta autorizado por la FDA y EMA para su administracién oral, I.V., .M.,

topica, rectal y vaginal.

A

HD'E\/O]-X

O

w+x+y+z=20

HO’E\/OJW

Fig. 5.23. Estructura quimica del Polisorbato 20.
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3. CARBOXIMETILCELULOSA SODICA (CMCNa)

CH.OH OH

o OH

OH GH.OH

Fig. 5.24. Estructura quimica la Carboximetilcelulosa Sédica.

Es un derivado semisintético de la celulosa. La celulosa se trata con NaOH y a continuacién con

monocloroacetato sddico.

La carboximetilcelulosa sédica tiene multitud de aplicaciones, como agente de recubrimiento,
agente estabilizante, suspensor, disgregante, aglutinante, viscosizante y absorbente de agua.
En este caso se utiliza por sus propiedades viscosizantes, que a la vez van a favorecer una

liberacién prolongada a lo largo del tiempo.

Uso Concentracion (%)
Viscosizante 0,3-1,0%
Gelificante 3,0-6,0%
Inyecciones 0,1-0,8%
Soluciones orales 0,1-1,0%
Aglutinante 1,0-6,0%

Tabla 5.19. Usos de la Carboximetilcelulosa sédica segun su proporcidn.
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A continuacidon podemos ver algunas propiedades de la CMCNa:

Propiedad ‘ Valor normal

Densidad 0,52 - 0,78 g/cm®
Punto de fusién 252,02C (Carbonizacion)
Viscosidad (1,0% en agua)

Viscosidad baja 10 - 15 mPas

Viscosidad media 1500 — 2500 mPas

Viscosidad alta 8000 — 12000 mPas
Tensidn superficial 34,7 mN/m
Solubilidad

Acetona Insoluble

Etanol 95,0% Insoluble

Eter Insoluble

Agua Soluble
Humedad <10,0%

Tabla 5.20. Propiedades fisico-quimicas de la Carboximetilcelulosa sddica.

La CMCNa es generalmente estable, aunque sea un material muy higroscdpico. Es estable en
disoluciones acuosas con pH comprendido entre 2,0 y 10,0; valores mas acidos producen
precipitaciéon y mas basicos producen un descenso de la viscosidad, la estabilidad es maxima

entre 7,0y 9,0. Las disoluciones acuosas pueden ser esterilizadas por calor o radiacién gamma,

no obstante puede provocar un descenso de la viscosidad hasta del 25,0%.

Este derivado de la celulosa es seguro. Esta aprobado su uso para via oral, topica y parenteral.

cHoH CH,OCH;
LA o- sodium hydroxide # o-
&H # H R
methyl chloride ¢
H &H C1CH4 K o
Cellulose from cotton Methyleellulose
linters or chemical pulp (alkali cellulose) ps= 1.0
e oH mln.cu:c.a:_w.
e sodium hydroxide L™ G o=
M
-0 H sodium chloroacetate =~ 2 oH H
H eH C1CH,00,Na A ol
Cellulose from cotton Sodium carboxymethylcellulose
linters or chemical pulp (alkali cellulose) DS= 1.0

Fig. 5.25. Ruta de sintesis quimica de la Carboximetilcelulosa Sédica.
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4. HIDROGENOFOSFATO DISODICO DIHIDRATO

Compuesto cuya férmula es Na,HPO,2H,0 y con peso molecular de 177,98 Daltons.
Es empleado como agente regulador del pH.

Las propiedades mas significativas son las siguientes:

Propiedad Valor normal

Aspecto Cristales blancos
pH (1,0% en agua) 9,1
Constantes de ionizacion (25,02C)
Pkal 2,2
Pka2 7,2
Pka3 12,4
Osmolaridad 2,2% en agua es isoosmoética con suero
Solubilidad
Agua Soluble
Etanol Insoluble

Tabla 5.21. Propiedades fisico-quimicas del hidrégenofosfato disddico dihidrato.

Los cristales son estables, siempre que se mantengan en envases cerrados. Las soluciones

acuosas también son estables y pueden ser esterilizadas con autoclave.

Es un excipiente muy seguro, ampliamente usado en formulaciones orales, tépicas y
parenterales. No obstante, por via parenteral se debe tener cuidado de no causar una

hiperfosfatemia.
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5. ACIDO CiTRICO ANHIDRO

I Fig. 5.26. Estructura
HO OH
quimica del 4cido citrico

anhidro.

Sustancia cuya férmula empirica es CsHgO; con un peso molecular de 192,12 Daltons.

El acido citrico es un agente acidificante, antioxidante, regulador del pH, quelante, saborizante

y conservante. Su principal uso es el de regulador del pH en disoluciones acuosas.

Uso ‘ Concentracion (%)
Buffer 0,1-2,0%
Saborizante 0,3-2,0%
Antioxidante/quelante 0,3-2,0%

Tabla 5.22. Usos del acido citrico anhidro seguin su proporcién.

Propiedad Valor normal

pH (1,0% en agua) 2,2
Constantes de ionizacion (25,02C)

Pkal 3,1

Pka2 4,8

Pka3 6,4
Higroscopicidad (25,09C) Pasa facilmente a monohidrato a HR > 50,0%
Solubilidad

Agua Soluble

Etanol Soluble

Eter Parcialmente soluble
Punto de fusion 153,02C

Tabla 5.23. Propiedades fisico-quimicas del acido citrico anhidro.

Presenta elevada higroscopicidad, es delicuescente en ambientes humedos. Las soluciones

acuosas diluidas pueden llegar a fermentar.

Es un producto muy seguro, debido a que se presenta en el propio organismo,
mayoritariamente en los huesos. Esta aprobado su uso para administracién oral, parenteral

(LV., 1.M.), oftalmica, tépica, vaginal...
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6. CLORURO SODICO

Fig. 5.27. Estructura

quimica del cloruro sédico.

Excipiente muy empleado tanto en formulaciones liquidas como formulaciones sélidas,

parenterales y no parenterales. En este caso se usa como isotonizante.

Uso Concentracion (%)

Isotonizante 0,9%
Diluyente (cdpsulas) 10,0 — 80,0%
Excipiente compresidon directa (comprimidos) 10,0 - 80,0%
Floculante (suspensiones) <1,0%
Lubrificante 5,0-20,0%
Tabla 5.24. Usos del NaCl segun su proporcion.

Las propiedades mas relevantes del NaCl son:

Propiedad ‘ Valor normal ‘
Aspecto Polvo cristalino blanco
Cristales Cubicos centrados en las caras
pH (solucién saturada) 6,7-7,3
Higroscopicidad Higroscépico a HR > 75,0%
Punto de fusion 804,0°C
Osmolaridad A 0,9% en agua es isoosmatico con suero

Solubilidad (20,02C)

Etanol Moderadamente soluble

Glicerina Soluble

Agua Muy soluble
Constante dieléctrica (a 1 MHz) 5,9

Tabla 5.25. Propiedades fisico-quimicas del NaCl.
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El material sélido es estable, aunque debe almacenarse en un contenedor cerrado. Las
disoluciones presentan estabilidad, aunque si se encuentran en recipientes de cristal puede

existir intercambio idnico. Las soluciones pueden esterilizarse por autoclavado o filtracion.

El NaCl es las sal mas importante del cuerpo humano, por lo que no presenta ningun peligro
como excipiente, salvo pacientes con ciertas enfermedades (insuficiencia renal...). Las
autoridades regulatorias permiten su uso en formulaciones orales, parenterales, tépicas,

nasales, oftalmicas, rectales, dticas e inhalatorias.

7. HIDROXIDO SODICO

Su férmula empirica es NaOH, con un peso molecular de 40 Daltons.

Se emplea por sus propiedades alcalinizantes o como agente Buffer (regulador del pH) en

disoluciones parenterales y no parenterales.

Propiedad ‘ Valor normal
Alcalinidad (pH)
0,1% en agua (w/v) 12
0,5% en agua (w/v) 13
5,0% en agua (w/v) 14
Punto de fusion 318,0°C

Solubilidad (20,02C)

Eter Insoluble
Etanol Soluble
Glicerina Soluble
Agua Muy soluble

Tabla 5.26. Propiedades fisico-quimicas del NaOH.

Se debe almacenar en un contenedor no metalico. Es higroscépico, volviéndose liquido cuando
absorbe agua, aunque seguidamente capta diéxido de carbono, formandose un precipitado de

carbonato sédico.

A bajas concentraciones es seguro, volviéndose corrosivo cuando aumenta su proporcion. Se
permite hacer formulaciones con NaOH para administrarlas por via oral, parenteral, oftdlmica,

rectal, vaginal, inhalatoria...
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8. AGUA PARA INYECCION

El agua es empleada como vehiculo y diluyente en las inyecciones parenterales, por lo que
debe cumplir unos requisitos especiales. El agua para inyecciéon se obtiene tras filtrar,
desionizar y destilar el agua. La destilacidn es un requisito de la Farmacopea Europea 8.0y USP
38 como paso final para obtener agua para inyeccidn; es un método mediante el cual se

evapora el agua y luego se vuelve a condensar. De esta manera se obtiene agua estéril.

Las principales propiedades del agua son:

Propiedad Valor normal
Temperatura de ebullicion 100,02C
Temperatura de fusién 0,0eC
Constante dieléctrica (DZS) 78,24

Constante de ionizacién (25,02C)

1,008 x 10

indice de refraccidn (n®5)

1,333

Solubilidad Miscible con liquidos polares
Densidad 1,00 g/cm?
Viscosidad (25,02C) 0,89 mPas

Presion de vapor (25,02C) 3,17 kPas

Tensidn superficial (25,02C) 71,97 mN/m

Tabla 5.27. Propiedades fisico-quimicas del Agua WFI.

El agua es estable en todos sus estados fisicos. No obstante, el agua destinada para la
administracidon parenteral debe almacenarse en unas condiciones que no permitan una
contaminacion organica (aumento del carbdon organico) ni inorganica (aumento de la
conductividad). El sistema debe proteger también frente a la entrada fisica de particulas y

microorganismos.
El agua para inyeccion debe conservarse en:

e Agua estéril para inyecciéon: contenedores de cristal tipo | o I, en volimenes menores
a 1000 ml, preferiblemente monodosis.

e Agua para inyeccién a granel (en bulk): almacenar en condiciones disefiadas para

prevenir la contaminacion.



7J0)/N SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA DE MEROPENEM

El agua para inyeccion debe presentar las siguientes propiedades para poder ser liberada y

utilizada para preparar formulaciones inyectables o procesos de limpieza que exijan WFI:

CONTROLES USP 38 F. Eur. 8
Apariencia Liquido limpido e incoloro. Liquido limpido e incoloro.
Carbono Organico Total | No mas de 0.5 mg/L (500 ppb) No mas de 0.5 mg/L (500 ppb)
Conductividad No mas de 1.1 uS x cm-1 (20,02C) [ No mas de 1,1uS x cm-1 (20,02C)
Nitratos NA No mas de 0,2 ppm
Carga microbiana No mas de 10 ufc/100 ml No mas de 10 ufc/100 ml
Endotoxinas bacterianas | Menos de 0,25 1U/ml Menos de 0,25 IU/ml

Tabla 5.28. Propiedades exigidas para la liberacion del Agua WFI segiin Farmacopea Europea 8.0 y USP 38.

Fig. 5.28. Equipo de destilacion multietapa.
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Tras la evaluacidn y eleccidn de los excipientes, se desarrollaron las siguientes formulas:

e Férmulal

Componente Cantidad (g) Funcién
Microesferas de PLGA Resomer® RG 504 y
50,000 API
meropenem
CMCNa 1,500 Viscosizante
Polisorbato 20 1,250 Tensioactivo
NaCl 1,125 Isotonizante
Acido citrico anhidro 0,500 Regulador pH
Na,HPO, 0,125 Regulador pH
NaOH 0,100 Regulador pH
Agua desionizada csp 0,15 litros Disolvente/dispersante
Tabla 5.29. Formulacién Intramuscular 1.

e Férmula?2

Componente Cantidad (g) Funcion
Microesferas de PLGA Resomer® RG 504 y
50,000 API
meropenem
CMCNa 1,500 Viscosizante
Polisorbato 20 1,250 Tensioactivo
NaCl 1,125 Isotonizante
Acido citrico anhidro 0,500 Regulador pH
Na,HPO, 0,125 Regulador pH
NaOH 0,100 Regulador pH
Agua desionizada csp 0,2 litros Disolvente/dispersante
Tabla 5.30. Formulacién Intramuscular 2.
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e Férmula3

Componente Cantidad (g) Funcién
Microesferas de PLGA Resomer® RG 504 y
50,000 API
meropenem
CMCNa 1,500 Viscosizante
Polisorbato 20 1,250 Tensioactivo
NaCl 1,125 Isotonizante
Acido citrico anhidro 0,500 Regulador pH
Na,HPO, 0,125 Regulador pH
NaOH 0,500 Regulador pH
Agua desionizada csp 0,2 litros Disolvente/dispersante

Tabla 5.31. Formulacién Intramuscular 3.

e Fdormula4g

Componente Cantidad (g) Funcidn
Microesferas de PLGA Resomer® RG 504 y
50,000 API
meropenem
CMCNa 1,500 Viscosizante
Polisorbato 20 1,250 Tensioactivo
NacCl 1,125 Isotonizante
Acido citrico anhidro 0,500 Regulador pH
Na,HPO, 0,125 Regulador pH
NaOH 0,250 Regulador pH
Agua desionizada csp 0,2 litros Disolvente/dispersante

Tabla 5.32. Formulacién Intramuscular 4.
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e Férmulab

Componente Cantidad (g) ‘ Funcién
Microesferas de PLGA Resomer® RG 504 y 50,000 API
meropenem
CMCNa 2,500 Viscosizante
Polisorbato 20 1,250 Tensioactivo
NaCl 1,125 Isotonizante
Acido citrico anhidro 0,300 Regulador pH
Na,HPO, 0,125 Regulador pH
NaOH 0,180 Regulador pH
Agua desionizada csp 0,2 litros Disolvente/dispersante

Tabla 5.33. Formulacién Intramuscular 5.

e Fdormulab

Componente Cantidad (g) Funcidn
Microesferas de PLGA Resomer® RG 504 y
200,000 API
meropenem
CMCNa 10,000 Viscosizante
Polisorbato 20 5,000 Tensioactivo
NacCl 4,500 Isotonizante
Acido citrico anhidro 1,200 Regulador pH
Na,HPO, 0,500 Regulador pH
NaOH 0,720 Regulador pH
Agua desionizada csp 0,75 litros Disolvente/dispersante

Tabla 5.34. Formulacidn Intramuscular 6.




7Jo:  SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA DE MEROPENEM

B) METODOS

Puesto que se trata de una administracion parenteral, lo mds importante a tener en cuenta es
la esterilidad de la formula.

La formulacidn se realizé de la siguiente manera:

Formula A

e Lafdérmula se prepard en un recipiente de vidrio de 1 litro.

e En primer lugar se incorporé el 80,0% del agua desionizada.

e A continuacién se anadieron el NaCl, NaOH, Na,HPO, y 4cido citrico anhidro. Se agitd
hasta completa disolucién.

e Después se incorpord el polisorbato 20 y CMCNa. Se agitdé durante 1,0 hora a 37,0eC
con un agitador magnético para asegurarse la adecuada dispersidn del viscosizante.

e Finalmente se enrasoé con agua hasta el 100,0% del volumen previsto para la formula.

Esterilizacion

e Por otra parte se esterilizd otro recipiente de vidrio de 1 litro en la estufa, a 121,09C
durante 30,0 minutos, asegurando una reduccién microbiolégica de al menos 6 Log.

e También se metieron en la estufa las jeringas para su posterior acondicionamiento.

e Se realizd un trasvase con una bomba peristdltica de la Férmula A desde el recipiente
de 1 litro en el que se encontraba hasta el recipiente estéril.

e Durante el trasvase, la formula pasoé a través de un filtro de 0,22 um.

Incorporacion del API

e Las microesferas no pueden pasar a través del filtro esterilizante, ya que tienen un
tamafio de 10 um aproximadamente, mientras que el poro del filtro es de 0,22 um.

e En este ensayo no se pudo realizar una esterilizacion de las mismas, pero la mejor
opcién a nivel industrial seria una esterilizacidn por irradiacidn gamma. En este estudio
se asume la esterilidad de las mismas ya que las microesferas tienen un elevado
contenido en antibidticos, que en cierta medida inhibe el crecimiento microbiolégico;
pero a nivel industrial no seria valido y habria que buscar algin método de
esterilizacién como la irradiacion gamma.

e Unavezincorporado el API, se agit6 la formula hasta obtener una adecuada dispersién

de las microesferas.
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Acondicionamiento

e Se dosificaron jeringas de 1,8 ml de la formulacién de microesferas de meropenem y
PLGA. Para poder asegurar el volumen extraible de 1,8 ml, se sobredosificaron a 1,9
ml.

e Puesto que la formula contenia 200 g de microesferas en 750 ml, la concentracién de
microesferas era de 0,27 g/ml (266,67 mg/ml). Puesto que la proporcion de
meropenem en las microesferas era del 31,6%, la concentracién de meropenem era de
84,19 mg/ml. Por tanto, en una jeringa de 1,8 ml se acondicionaban férmulas con 150

mg meropenem/jeringa.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos en el proceso de fabricacién de las suspensiones fueron los

siguientes:

e Formula 1: resultd ser demasiado viscosa, muy dificil de dispersar el viscosizante.

e Formula 2: se aumentd la cantidad de agua para reducir la viscosidad. Aun asi seguia
siendo bastante viscosa. El pH de la férmula final fue de 5,4, demasiado acido para una
administracién parenteral.

e Fdérmula 3: se aumento la cantidad de NaOH para ajustar el pH. La formula resulté ser
demasiado basica: pH 12,0.

e Foérmula 4: se ajustd el pH reduciendo la cantidad de NaOH. El pH final fue de 7,6;
adecuado para administracién parenteral.

e Formula 5: se aumentd la cantidad de CMCNa a para aumentar ligeramente la
viscosidad. También se modificaron las cantidades de acido citrico anhidro y NaOH
para reajustar el pH, ya que al variar la cantidad de viscosizante afectaba al pH. Se
obtuvo una férmula con una viscosidad adecuada, con una buena dispersién del
principio activo, y con un pH adecuado para administracion parenteral (7,6).

e Formula 6: se aumentd el tamafo de lote a 750 ml, con pH (7,6) y viscosidad
adecuados.

e Controles de calidad: se realizaron segun el apartado siguiente.
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DISCUSION

Tras la elaboracién de diferentes formulaciones, finalmente se obtuvo una cuya viscosidad y

pH eran adecuados para su administracion. El resto de analisis de control de calidad fueron

desarrollados en el apartado siguiente.

Se ha podido comprobar que elaborar este tipo de formulaciones es complejo, sobre todo por
la exigencia de obtener un producto estéril. El escalado a nivel industrial de la formulacién

resultante también sera complicado, pues se requerira tener un proceso muy especializado.

A pesar de la complejidad, es un proceso robusto y viable y con la tecnologia adecuada se
podria industrializar, a diferencia de los comprimidos para implantacidn, que no fue posible

fabricarlos de forma robusta ni a nivel de desarrollo galénico.
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5.8. SUSPENSION INYECTABLE: CARACTERIZACION

MATERIALES Y METODOS

ASPECTO

A) MATERIALES

5 jeringas con férmula 6 de suspensidon de microesferas de PLGA y meropenem.

B) METODOS

Método Visual: color, distribucién de particulas...

DISTRIBUCION TAMANO DE PARTICULA

A) MATERIALES

Este test se realiz6 en el apartado 5.4. (caracterizaciéon de microesferas).

B) METODOS

Este test se realiz6 en el apartado 5.4. (caracterizaciéon de microesferas).

Este test se realizé sobre las microparticulas, no sobre la suspensién.

PH

A) MATERIALES

Este test se realizé en el apartado 5.7. (formulacién de la suspensidn inyectable).

B) METODOS

Este test se realizd en el apartado 5.7. (formulacion de la suspension inyectable).
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VOLUMEN EXTRAIBLE

A) MATERIALES

Para calcular la densidad de la formula se emplearon los siguientes materiales:

e 100 ml de férmula 6 de suspensidn de microesferas de PLGA y meropenem.

e Probeta graduada de 100 ml.
Para calcular el volumen extraible se emplearon los siguientes materiales:

e 5 jeringas con férmula 6 de suspension de microesferas de PLGA y meropenem.
e Vaso de precipitados seco.

e Balanza de precision.

B) METODOS

En primer lugar se debe calcular la densidad, para ello se pesaron 100 ml de féormula 6. Para

obtener 100 ml se empled una probeta graduada.

En segundo lugar se realizé el ensayo de determinacidon del volumen extraible. Tal y como
establece la Farmacopea Europea 8.0, se emplearon los propios mecanismos de la jeringa para
descargar el contenido. Se debe descargar en un vaso tarado seco sobre una balanza de
precision, empujando el pistén lenta y regularmente. No se debe descargar el volumen que

ocupa la aguja.
Para obtener el volumen se debe dividir la masa (g) por la densidad (g/ml).

La Farmacopea Europea 8.0 establece que el volumen medido para cada uno de los envases no

debe ser menor que el nominal, por ello se sobredosifican las agujas.
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UNIFORMIDAD DE CONTENIDO

A) MATERIALES

Para realizar el ensayo se emplearon los siguientes materiales:

e 10 jeringas con férmula 6 de suspension de microesferas de PLGA y meropenem

B) METODOS

Para determinar la uniformidad de contenido se aplicé el método analitico validado para
meropenem segln el capitulo 3. Para poder analizar los resultados, en primer lugar se obtuvo

una recta patrén con la siguiente ecuacion:

Area = 153,31 * Concentraciéon - 4,64

Se tomé como referencia la monografia de la Farmacopea Europea 8.0 para evaluar la
uniformidad de contenido. Se cogen 10 jeringas y se calcula el contenido medio. No puede
existir ningun valor fuera del 75,0-125,0%. Se acepta si un valor sale del 85,0-115,0%, siempre

y cuando se tomen 20 jeringas mas y del total de 30 unidades solo se salga un valor.

Se descargo el contenido de cada jeringa en 100 ml de diclorometano. El diclorometano rompe
las microesferas ya que disuelve el PLGA, de tal forma que todo el meropenem queda libre.

A continuacién afadimos 100 ml de agua desionizada y realizamos una agitacion. Se forman
dos fases, pero debido al coeficiente de reparto entre ambos disolventes, el meropenem se

queda en la fase acuosa ya que con el agua extraemos el meropenem.

A continuacion se cogié una muestra de 1 ml de la fase acuosa y se realizd una dilucién a 100

ml agua desionizada.

Estas disoluciones se analizaron en el HPLC segun el método validado del capitulo 3.
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PARTICULAS VISIBLES

A) MATERIALES

Para realizar el ensayo se emplearon los siguientes materiales:

e 10 jeringas con férmula 6 de suspensién de microesferas de PLGA y meropenem

B) METODOS

El test de particulas visibles se realizé segun lo descrito en la Farmacopea Europea 8.0.

Este ensayo se realizé en las cabinas de revisién de particulas visibles de Laboratorios Normon
S.A. Constan de una cabina con dos fondos, uno blanco y uno negro. Presentan una luz de una
luminosidad entre 2000 y 3750 lux.

Las jeringas se deben agitar y observar al menos 5 segundos sobre cada fondo.

No se deben observar particulas diferentes a las propias de la suspension.
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VALORACION
A) MATERIALES

Para realizar el ensayo se emplearon los siguientes materiales:

e 10 jeringas con férmula 6 de suspensidon de microesferas de PLGA y meropenem (de
cada jeringa se deben extraer teéricamente 250 mg de meropenem)

e 3 disoluciones patrén de 25,00 pug/ml de meropenem en agua desionizada.

B) METODOS

Para realizar el ensayo de valoracion se aplicé el método analitico validado para meropenem
segun el capitulo 3 y los criterios de aceptacién de la Farmacopea Europea 8.0. y USP 38. Para
poder analizar los resultados, en primer lugar se obtuvo una recta patréon con la siguiente

ecuacion:

Area = 153,31 * Concentracion - 4,64

Se prepararon tres disoluciones patron de meropenem de 25,00 pug/ml, disolviendo 25 mg de
meropenem en 1000 ml de agua desionizada. Estas disoluciones se analizaron por HPLC segun

el método validado del capitulo 3.

Por otra parte se descargd el contenido de una jeringa en 100 ml de diclorometano. El
diclorometano rompe las microesferas ya que disuelve el PLGA, de tal forma que todo el

meropenem queda libre.

A continuacion introducimos 100 ml de agua desionizada y realizamos una agitacion. Se
forman dos fases, pero debido al coeficiente de reparto entre ambos disolventes, el

meropenem se queda en la fase acuosa ya que con el agua extraemos el meropenem.
A continuacion se cogid una muestra de 1 ml de la fase acuosa (en teoria con una
concentracion de 2,50 mg/ml) y se realizé una dilucion a 100 ml agua desionizada, para

obtener una concentracion tedrica de 25,00 pug/ml de meropenem.

Estas disoluciones se analizaron en el HPLC segun el método validado del capitulo 3.
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EFICACIA ANTIMICROBIANA

A) MATERIALES
No aplica
B) METODOS

No se utilizdé agente conservante, en la formulacién es el propio antibidtico el que impide el

crecimiento microbiano.

ESTERILIDAD

A) MATERIALES
e 4 jeringas con férmula 6 (suspension de microesferas de PLGA y meropenem).
e Reactivos: Solucién A: agua peptonada 0,1%
e Medios de cultivo: tioglicolato (FTM) y caldo de caseina-soja (TSB).

e Material estéril: pinzas, tijeras, cuchillo, jeringas, agujas y guantes de nitrilo.

B) METODOS

El test de esterilidad se realizd en el Departamento de Microbiologia de Laboratorios Normon
S.A., siguiendo el procedimiento interno ESTERI/00, que cumple los requisitos de Farmacopea

Europea 8.0. y USP 38.

El ensayo se realiza en condiciones asépticas, en cabina de flujo laminar grado A, situada en

una sala limpia de grado B (Sala MC-4).
Equipos: bomba Steritest Equinox (Millipore®)

El test de esterilidad para Meropenem vallidado por Normon presenta los siguientes

pardmetros:

Disolucién Filtracion Lavados Neutralizante (pl)

Producto
Método

M1/M2+M6

10 jeringas/
A 150 3 A 75 5 NA NA
100 ml

Meropenem

SI/S2+54

Tabla 5.35. Parametros empleados para la realizacién del test de esterilidad de la formulaciéon 6 de meropenem.




SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA DE MEROPENEM

Fig. 5.29. Equipo Steritest Equinox (Millipore®).

Incubacién: incubar durante al menos 14 dias a las siguientes temperaturas:

- TSB:20,0-25,02C
- FTM:30,0-35,0¢C

Para dar el ensayo como conforme, no debe existir crecimiento microbiano en ninguna placa

incubada.
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ENDOTOXINAS BACTERIANAS

Determinacion si la concentracion de endotoxinas de un producto sobrepasa el limite

especificado.

A) MATERIALES

4 jeringas con formula 6 (suspensidn de microesferas de PLGA y meropenem).
Estandares: vial de control estandar de endotoxina liofilizado (CSE): Endotoxin (E. coli
0113:H10), Associates of CAPE CODE Inc.
Reactivos:
o Agua apirégena ‘LAL Reagent Water’ (LRW) Associates of CAPE CODE Inc.
o Frasco de Pyrosol® (LAL Reconstitution Buffer): para reconstituir el vial de
lisado (reactive LAL).
o Vial de lisado de amebocitos Limulus (LAL): Pyrotell® con sensibilidad (A) de
0,13 UE/ml o con sensibilidad (A) de 0,03 UE/ml
o Glucashield® (Buffer inhibidor de B.glucanos) para inhibir la posible presencia
de B1-3-D-Glucanos que potencia la reaccion de LAL.
Micropipetas Eppendorf 500-2500 pl, Eppendorf 20-200 pl, Gilson 10-100 pl, Gilson 2-
20 ul, Multipette stream Eppendorf.
Puntas de pipeta estériles y libres de pirégenos.
Tubos de dilucién de cristal libres de pirdgenos Pyrotube®
Tubos de reaccion LAL: Reagent Tubes Gel-Clott
Gradillas para los tubos de ensayo
Parafilm

Guantes de vinilo estériles.

B) METODOS

El test de esterilidad se realizd en el Departamento de Microbiologia de Laboratorios Normon,

siguiendo el procedimiento interno ENDOBACT/00.

El test de determinacién de endotoxinas bacterianas se lleva a cabo mediante el método gel

clot (coagulacién) segun lo descrito en la Farmacopea Europea 8.0 y USP 38.

Las bacterias Gram negativas producen la coagulacidon de la sangre del cangrejo herradura

(Limulus polyphemus). La coagulacion comienza cuando el lipopolisacdrido o endotoxina,
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presente en la pared celular de céluas bacterianas, entra en contacto con las enzimas
contenidas en los amebocitos (células sanguineas) del Limulus. Esto inicia una cascada de
activacion enzimatica que lleva al desdoblamiento del coagulégeno (proteina de la
coagulacién) en productos insolubles que se unen mediante interaccidn idnica para producir la

matriz del gel.

La prueba LAL se realiza agregando a la muestra a analizar (50 pul de muestra + 50 pl de agua)
en un tubo de 100 ul del reactivo LAL, que es un extracto acuoso de amebocitos del Limulus, e
incubando el tubo a 37,09C * 1,0°C durante 1,0 hora * 2,0 minutos. Tras la incubacion el tubo
se invierte 1802 y se observa si se ha producido la formacidon de un codgulo que debe
permanecer intacto en el fondo del tubo para que la reaccién se considere positiva. También

se incluyen en el test controles positivos y negativos.

Se trata de un test limite cuyo objetivo es determinar si la muestra alcanza un valor limite de

endotoxina.

El ensayo debe realizarse en condiciones de maxima asepsia con el fin de minimizar la

contaminacidon microbiana.

Antes de llevarlo a cabo es necesario verificar que todos los materiales utilizados que entren

en contacto directo con la muestra o los reactivos sean apirdégenos.
Los equipos empleados fueron:

e Bafio seco: Grant; ldentificacién (ID): 1-MC-BS-02

e Agitador de viales: Heidolf MultiReax; ID: 1-MC-AGIVIAL-01
e pHmetro: Mettler Toledo; ID: 1-MC-PH-09

e Balanza: Mettler Toledo; ID: 1-MC-BAL-22

e Reloj cronometro: Oregdn Scientific

Para dar el ensayo como conforme, no debe haber endotoxinas en ninguna ensayo.
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ENSAYO DE LIBERACION IN VITRO

El ensayo de liberacién in vitro debe ser representativo de lo que suceda in vivo. Por ello, las

caracteristicas de este estudio fueron las siguientes:

A) MATERIALES
e Medio PBS pH 7,4. El medio PBS simula las condiciones electroliticas y de pH del
plasma humano. Por cada 1000 ml de agua anadimos:
o 8gde NaCl
o 0,2gdeKCl
o 1,44 g de Na,HPO,
o 0,24 g de KH,PO,
e Envases tipo frasco de vidrio tipo | borosilicatado. Aseguran que no exista interaccion
entre la disolucién y el material de acondicionamiento.
e Formulacion 6 (tabla 5.34.) de suspensidn de microesferas de meropenem y PLGA
Resomer® RG 504. El ensayo de liberacidn se realizé con 6 jeringas de 1,8 ml.

e Formulaciones patron de meropenem en agua de 150,00 pg/ml.

Ne Formulacion
J1 Formulaciéon 6
J2 Formulacion 6
13 Formulacion 6
J4 Formulacion 6
J5 Formulacion 6
J6 Formulacion 6
17 Meropenem Patrén
18 Meropenem Patrén
Tabla 5.36. Formulaciones empleadas para realizar
el ensayo de liberacidn in vitro.
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B) METODOS

El estudio de liberacién del meropenem se realizé de la siguiente manera:

e Seintrodujeron 100 ml de medio PBS en 9 frascos de vidrio borosilicatado.

e En 6 frascos se inyectaron las diferentes jeringas de formulacién 6; mientras que en 3
frascos se prepararon disoluciones de 150,00 pg/ml de meropenem en PBS, para
tener un patrén de la estabilidad del antibidtico disuelto en este medio.

e Sin agitacidn (no se realizé agitacion ya que se considera que una inyeccién de una
suspensidn no se encuentra en esas condiciones).

e Temperatura: 37,0 + 2,09C (estufa).

e Entodos los casos existian condiciones alejadas de saturacién SINK (< 20,0% Cs).

e Se tomaron muestras de 1 ml a diferentes tiempos, con reposicidn del volumen
extraido en cada una. Estas muestras se diluyeron en una proporcion 1:10 en matraces
aforados. A continuacién se agitaron y filtraron por un filtro de 0,45 um, para poder
analizarlas posteriormente en el HPLC.

e Los tiempos de muestreo escogidos fueron: 2,0; 4,0; 8,0; 24,0; 48,0; 72,0; 96,0 y 168,0

horas.

Una vez que teniamos el area de los picos por HPLC, se calculd la concentracion

correspondiente, con la recta patrén obtenida:
Area = 153,31 = Concentraciéon - 4,64

A las concentraciones obtenidas se le tuvieron que aplicar los factores de dilucion, de
degradacion y de las reposiciones de liquido realizadas. A continuacion se calculd la masa de

meropenem liberado. Cada formulacion tiene teéricamente 150 mg de meropenem.

Con estos datos y la masa de meropenem liberado, se pudo calcular el porcentaje

correspondiente.
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RESULTADOS

ASPECTO

Las jeringas tenian un liquido en su interior con las siguientes caracteristicas:

e Color amarillento
e Presencia de particulas en suspension

e Aspecto viscoso

DISTRIBUCION TAMANO DE PARTICULA

Las particulas presentaban la siguiente distribucidn:

e Didmetro medio en volumen: 10,88 um
e Distribucion Normal

e Anchura de la distribucion-Span (90,0%-10,0%)/50,0%: 2,90 um

Los tres lotes de microesferas que se analizaron tuvieron los siguientes resultados:

Didmetro medio Area
D(0,1) D(0,5)
LOTE Distribucion en volumen especifica
, pum pum

(um) (m/g)
1 Normal 11,21 2,92 1,60 2,43 7,85 25,13
2 Normal 10,98 2,98 1,65 2,14 7,59 24,73
3 Normal 10,45 2,80 1,66 2,07 7,50 24,29

Tabla 5.37. Resultados obtenidos en el equipo Malvern® Mastersizer 2000 al determinar el tamafio de particula

por via seca a 0,5 bar de presidn y 60% de vibracién de microesferas de meropenem y PLGA.

PH

El pH obtenido de la formula 6 fue 7,6.
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VOLUMEN EXTRAIBLE

e CALCULO DE LA DENSIDAD

100 ml de la férmula 6 (suspension de microesferas de PLGA y meropenem) pesaban 128,7 g

Por tanto, se obtuvo la siguiente densidad de la férmula 6:

d= m 1287 g
T v 100ml

= 1,29 g/ml

e CALCULO DEL VOLUMEN EXTRAIBLE

Los resultados obtenidos tras pesar el volumen de las jeringas y luego calcular el volumen

fueron los siguientes:

JERINGA PESO (G) DENSIDAD (G/ML) VOLUMEN (ML)
1 2,35 1,29 1,82
2 2,38 1,29 1,84
3 2,36 1,29 1,83
4 2,36 1,29 1,83
5 2,34 1,29 1,81
Tabla 5.38. Volumen extraible de diferentes jeringas con formulacién 6 de microesferas de meropenem.
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UNIFORMIDAD DE CONTENIDO

Los resultados obtenidos tras realizar el ensayo de uniformidad de contenido fueron los

siguientes:
Area Concentracion Conc. Media Desviacién
Jeringa
(Mv*S) (ng/ml) (ng/ml) (%)
1 3766,81 24,60 98,3
2 3874,13 25,30 101,1
3 3843,46 25,10 100,3
4 3966,11 25,90 103,5
5 3766,81 24,60 98,3
25,00
6 3705,48 24,20 96,7
7 3950,78 25,80 103,1
8 3858,79 25,20 100,7
9 3843,46 25,10 100,3
10 3736,15 24,40 97,5
Tabla 5.39. Resultados obtenidos para el test de uniformidad de contenido de diferentes
jeringas con formulacién 6 de microesferas de meropenem.

Todos los resultados se encuentran dentro de los limites de uniformidad de contenido:

85,0 -115,0%

PARTICULAS VISIBLES

En ninglna jeringa se observaron particulas visibles diferentes a las propias microesferas de la

suspension.
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VALORACION

Los resultados obtenidos tras realizar el ensayo de valoracion fueron los siguientes:

Muestras Area Concentracién  Desviacion
(Mv*S) (ng/ml) (%)

Patrén 1 3804,22 24,84 99,4
Patrén 2 3814,49 24,91 99,6
Patrén 3 3833,19 25,03 100,1
Jeringa 1 3735,99 24,40 97,6
Jeringa 2 3753,01 24,51 98,0
Jeringa 3 3849,14 25,14 100,5
Jeringa 4 3862,17 25,22 100,9
Jeringa 5 3718,82 24,29 97,1
Jeringa 6 3760,06 24,56 98,2
Jeringa 7 3831,51 25,02 100,1
Jeringa 8 3834,57 25,04 100,2
Jeringa 9 3754,70 24,52 98,1
Jeringa 10 3763,13 24,58 98,3

Tabla 5.40. Resultados obtenidos para la valoracion de diferentes jeringas

con formulacién 6 de microesferas de meropenem.

Ningln resultado estd fuera del 95,0 — 105,0% con respecto al valor declarado, por lo que

cumple los limites establecidos en la Farmacopea Europea 8.0.y USP 38.

EFICACIA ANTIMICROBIANA

No se utilizé agente conservante, en la formulacidon es el propio antibiético el que impide el

crecimiento microbiano, por lo que no aplica este ensayo.
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ESTERILIDAD

No hubo crecimiento microbiano en ninguna de las placas incubadas con microesferas de

meropenem.

ENDOTOXINAS BACTERIANAS

Ningln ensayo de endotoxinas de suspensidon de microesferas de meropenem dié positivo.

ENSAYO DE LIBERACION IN VITRO

Los resulatados obtenidos del ensayo de liberacidn in vitro de la formualcién de meropenem

en microesferas de PLGA fueron los siguientes:

% Meropenem liberado %
TIEMPO 1 ) 3 4 g Meropenem
sin degradar
2 155 | 179 | 19,2 | 154 | 13,6 | 14,4 97,4
27,9 | 24,7 31,6 | 23,7 | 27,5 | 29,5 91,0
8 41,2 | 43,4 | 46,2 | 39,3 | 43,7 | 42,9 89,3
24 65,8 | 61,3 | 68,0 | 63,9 | 654 | 62,5 75,9
48 89,3 | 88,3 | 90,1 | 86,3 | 89,0 | 85,2 53,3
72 94,4 | 92,6 93,1 [ 91,8 | 91,7 | 92,2 40,3
96 95,1 | 96,1 | 96,1 | 93,4 | 94,2 | 94,7 25,8
168 95,7 | 96,7 | 97,5 | 949 | 96,3 | 97,4 14,5

Tabla 5.41. Resultados obtenidos para el ensayo de liberacidn in vitro de diferentes

jeringas con formulacién 6 de microesferas de PLGA y meropenem.

En la tabla 5.41. se muestra el porcentaje de meropenem liberado de las distintas
formulaciones a diferentes tiempos. Ademads, en la uUltima columna, podemos observar la

degradacion media del meropenem en las disoluciones patron.
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% Meropenem liberado
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Fig. 30. Perfiles de liberacion de las suspensiones de microesferas de PLGA y meropenem.
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DISCUSION

ASPECTO

Puesto que se trata de una suspension no se exige cumplir el criterio de limpidez, que si es

necesario para formulaciones parenterales tipo solucion.

En este caso se aprecian particulas en suspension, que se corresponden a las microparticulas

de PLGA y meropenem.

También se aprecia una cierta viscosidad de la suspensidn, lo que va a facilitar una liberacién

mas prolongada que una disolucién.

DISTRIBUCION TAMANO DE PARTICULA

El tamafio de las particulas presenta una distribucion normal, con un diametro medio en

volumen (10,88 um) bastante pequefio.

Una distribucion normal del tamano de las particulas con una anchura de la distribucién baja
nos indica que todas las particulas tienen un tamafio similar. Este dato demuestra que el
proceso de fabricacién (atomizacidon) es robusto, pues siempre se obtienen particulas
similares. Ademds, una homogeneidad en el tamafio de particula supone un comportamiento

similar a la hora de la liberacion del principio activo de todas las particulas.

Un tamafiio de particula pequefio es favorable para administraciones parenterales de cualquier
tipo. A menor tamaio de particula, menores seran los efectos nocivos, puesto que particulas
mas grandes pueden ocasionar problemas, sobre todo si pasan al torrente sanguineo, donde

pueden ocasionar trombos.

PH

El pH obtenido (7,6) es adecuado para su administracién parenteral. Es un pH muy similar al
sanguineo, por lo que no existirian efectos nocivos debidos a pHs extremos, por lo que se

cumple el criterio de neutralidad de la suspension.
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VOLUMEN EXTRAIBLE

El ensayo de volumen extraible ha cumplido satisfactoriamente. De todas las jeringas
analizadas se ha podido extraer el volumen declarado de 1,8 ml. Para ello, hubo que

sobredosificar las jeringas a 1,9 ml.

UNIFORMIDAD DE CONTENIDO

En el ensayo de uniformidad de contenido, la maxima desviacién con respecto al contenido

medio fue del 3,3%, por lo que el ensayo cumple satisfactoriamente.

La uniformidad de contenido nos demuestra que durante el proceso de fabricacién hubo una

robustez a la hora de preparacién de la férmula y dosificacidn en las jeringas.

PARTICULAS VISIBLES

El ensayo de particulas visibles es dificil de realizar para suspensiones, pues se trata de buscar

particulas en la suspensién diferentes a las propias de la formulacion.

En este caso no se encontraron particulas diferentes a las microesferas de meropenem y PLGA,

por lo que el test fue aprobado.

VALORACION

Todas las jeringas analizadas cumplen el ensayo de valoraciéon descrito en la monografia

general de la Farmacopea Europea 8.0. y la monografia de meropenem de la USP 38.

Ninguln resultado esta fuera del 95,0 — 105,0% del valor declarado. El valor porcentual que mas

se distancia del nominal es de 2,9%.
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EFICACIA ANTIMICROBIANA

No se utilizdé agente conservante, en la formulacién es el propio antibiético el que impide el

crecimiento microbiano, por lo que no aplica este ensayo.

ESTERILIDAD

Pese a no haber podido fabricar los lotes en unas condiciones totalmente estériles, se han
obtenido jeringas estériles con microesferas de meropenem. Aunque el proceso de fabricaciéon
no fuera totalmente aséptico, si se tomaron todas las precauciones posibles para poder
obtener resultados satisfactorios (uso de guantes, mascarilla, gafas, autoclavado del material

de vidrio, filtracidn esterilizante de la suspension...).

El principio activo de la formulacién es un antibidtico de amplio espectro, lo cual ayuda a evitar

el crecimiento microbiano.

ENDOTOXINAS BACTERIANAS

Los resultados obtenidos en el ensayo de entoxinas bacterianas también fueron conformes,
pese a no haber podido realizar despirogenizaciones. La esterilidad de la formula, conseguida

segun lo demostrado con el ensayo anterior, ayuda a que no se formen endotoxinas.
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ENSAYO DE LIBERACION IN VITRO

Los estudios muestran que existe un efecto “Burst” durante las primeras horas. Este efecto
hace que se libere aproximadamente el 60,0% del principio activo durante el primer dia. El
efecto Burst es menor que el causado en la liberacién de meropenem en comprimidos (80,0%),
lo cual puede suponer una ventaja las suspensiones frente a los comprimidos a la hora de

desarrollar formulaclones de liberacién controlada.

Durante las primeras 72,0 horas si existe una clara liberacion de meropenem de forma
continuada y controlada. En este momento se alcanza entre 90,0 y 95,0% de la liberacién del

principio activo.
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5.9. CONCLUSION

Tras realizar los ensayos para la obtencidn de la forma farmacéutica de liberacién controlada

de meropenem, se obtienen las siguientes conclusiones:

e El meropenem y el PLGA son compatibles, no existe ninguna interaccion que no
permita utilizarlos en la misma féormula.

e La atomizacién es un proceso sencillo, robusto, validable y econdmico para la
obtencidn de microesferas de meropenem.

e Las microesferas obtenidas mediante atomizaciéon pueden caracterizarse mediante
diversos ensayos (aspecto, disolventes residuales, tamafio de particula...). Esta
caracterizacién es fundamental para utilizar las microesferas dentro de otras formas
farmacéuticas.

e El proceso de compresidn de microesferas de PLGA y meropenem no ha resultado ser
robusto, puesto que son materiales dificiles de comprimir, y mds aun cuando los
comprimidos son tan pequefios.

e En la caracterizacidn de comprimidos se ha comprobado mediante ensayos analiticos
la dificultad y la poca robustez del proceso de compresién. No se obtienen
comprimidos uniformes y la liberacion de meropenem no es adecuada para el uso que
se le quiere dar.

e El proceso de obtencion de suspensidones inyectables de microesferas de meropenem y
PLGA es viable y los excipientes empleados son adecuados para el uso parenteral. La
administracién intramuscular puede favorecer el efecto de liberacién controlada.

e Tras caracterizar las suspensiones de microesferas de meropenem, se obtienen
mejores resultados analiticos que aquellos obtenidos para los comprimidos, lo que
indirectamente refleja la robustez en la fabricacidn de las suspensiones. La liberacion
del principio activo se realiza de forma mas controlada cuando se realiza desde una
suspensidn que cuando se realiza desde un comprimido.

e Para el efecto deseado en el presente estudio se demuestra que interesa mas formular
suspensiones que comprimidos, no solo por los resultados, sino también por la propia

técnica de fabricacion.
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ENSAYOS EN ANIMALES

6.1. INTRODUCCION

La siguiente etapa del estudio se enfocd en realizar ensayos en animales. Se realizaron

estudios farmacocinéticos tras administrar una dosis conocida de meropenem por distintas

vias y formas de administracién:

e Viaintravenosa, perfusion de 0,5 horas (Formulacion A).

e Viaintravenosa, perfusion de 3,0 horas (Formulacién B).

e Viaintramuscular, disolucién de meropenem (Formulacidon C).
e Viaintramuscular, suspension de meropenem (Formulacién D).

e Viaintramuscular, suspension de microesferas de meropenem (Formulacién E).

Se pretende demostrar que la administracién de la misma dosis intravenosa, durante
perfusiones de 3,0 horas (frente a 0,5 horas), y la administracion intramuscular de
microesferas de liberacién controlada (frente al resto de formulaciones), nos permitiran

obtener unas administraciones mejores propiedades farmacocinéticas.

El objetivo es demostrar que los sistemas de liberacidn controlada permiten obtener mayores
AUC para el meropenem, aumentando el tiempo de permanencia de este antibidtico por

encima de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de distintos microorganismos.

En la revisién bibliografica no se ha encontrado estudios farmacocinéticas completos en
sistemas de administracion controlada de meropenem, aunque si que existen tratamientos en
la préctica clinica de forma empirica con perfusiones IV a diferentes velocidades (Lee, L.S., et

al, 2010; Thalhammer, F., et al, 1999; Langgartner, J., et al, 2008; Roberts, J.A., et al, 2009).

El estudio con animales fue desarrollado en el Animalario de la Universidad de Alcala de
Henares. La preparaciéon de las muestras se realizd en el Departamento de Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Alcala de Henares. El
analisis de las muestras se realizd en el Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica

de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de Madrid.

Puesto que se trata de un estudio con seres vivos, tuvo que ser aprobado por el Comité de

Etica e Investigacion de la Universidad de Alcald. Todos los estudios se realizaron con todas las
precauciones necesarias para evitar el sufrimiento de los animales, tanto en la administracion

de las dosis como en la recogida de muestras.
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6.2. MATERIALES Y METODOS

A) MATERIALES

Para realizar este estudio se emplearon los siguientes animales/materiales:

e Conejos New Zealand: 7 ejemplares de 3 kg. Conejos blancos y ojos rojos.

e Dispositivos de administracion:

O

O

O

Perfusidon intravenosa de 0,5 horas: Perfusor 30 ml/0,5 h
Perfusidon intravenosa de 3,0 horas: Perfusor 30 ml/3 h

Intramusculares: Jeringa con aguja gruesa

e Tratamientos:

O

Perfusién intravenosa de 0,5 h (A): Meronem® 500 mg (Lote 11302A)

Perfusién intravenosa de 3,0 h (B): Meronem® 500 mg (Lote 11302A)

Solucién Intramuscular de meropenem (C): Meronem® 500 mg (Lote 11302A)
disuelto en NaCl 0,9% (Lote 12C3033U).

Suspension intramuscular de meropenem (D): Meronem® 500 mg (Lote
11302A) en el medio suspensor

Suspension intramuscular de microesferas de meropenem (E): Microesferas de
PLGA Resomer® RG 504 y meropenem suspendidas en medio suspensor (ver
tabla 5.34.).

Todos: Ketamina y Xilacina para mantenerlos calmados.

e Dosis de administracion:

O

50,00 mg/kg (cada conejo pesaba unos 3 kg, por lo que se administraron 150

mg).

e Volumen de administracion

O

Perfusion intravenosa de 0,5 h (A): administracion de 30 ml (5,00 mg/ml) en
0,5 h: 150 mg/conejo.

Perfusion intravenosa de 3,0 h (B): administracién de 30 ml (5,00 mg/ml) en
3,0 h: 150 mg/conejo.

Solucion Intramuscular de meropenem (C): administraciéon de 6 ml: 150
mg/conejo

Suspension intramuscular de meropenem (D): administracién de 6 ml: 150
mg/conejo

Suspension intramuscular de microesferas de meropenem (E): 150 mg/conejo
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B) METODOS

e Preparacion de férmulas

o Perfusion intravenosa de 0,5 h (A): se retiraron 55 ml de una bolsa de NaCl
0,9%, que contenia un total de 100 ml. De esos 55 ml se emplearon 10 ml para
reconstituir 500 mg de Meropenem. De los 10 ml de reconstitucidén, se
tomaron 5 ml y se inyectaron en la bolsa de NaCl 0,9% en la que restaban 45
ml, sumando un total de 50 ml. La concentracién de meropenem resultd
250,00 mg/50 ml (5,00 mg/ml).

o Perfusion intravenosa de 3,0 horas (B): igual que la preparacién intravenosa de
perfusion de 0,5 horas.

o Solucién Intramuscular de meropenem (C): disolucién de 500 mg de
meropenem en 20 ml de NaCl 0,9%.

o Suspensidon intramuscular de meropenem (D): se disolvieron 500 mg de
meropenem en 20 ml de medio disolvente. El medio disolvente fue
exactamente el mismo al empleado en la formulacién 6 (tabla 5.34.), salvo que
en vez de dispersar microesferas, se disolvi6 meropenem directamente. La
concentracion resultante fue de 500 mg/20 ml (25,00 mg/ml).

o Suspensidn intramuscular de microesferas de meropenem (E): se prepard
segun lo descrito en el apartado 5.7. de formulacion de la suspension (tabla
5.34.), en jeringas de 1,8 ml.

e Distribucion de las administraciones:

Conejo Semana 1l Semana 2 Semana 3 Semana 4
Conejo 1 B C E A
Conejo 2 A D B -
Conejo 3 B E A -
Conejo 4 A B D E
Conejo 5 E B A D
Conejo 6 D A B E
Conejo 7 C A E B

Tabla 6.1. Distribucion de las administraciones en conejos a lo largo de 4 semanas.
A: Perfusidén intravenosa de 0,5 h
B: Perfusion intravenosa de 3,0 horas
C: Solucién intramuscular
D: Suspension Intramuscular de meropenem
E: Suspension Intramuscular de microesferas de meropenem
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Tiempo de lavado: a cada conejo solo se le realizaba una administracidn semanal para

asegurar un tiempo de lavado correcto. El tiempo de vida medio del meropenem es

muy bajo (<1,0 hora), por lo que una semana se consideré mas que suficiente.

Muestras: las muestras se tomaron por via intravenosa de la oreja de los conejos. Los

tiempos de muestreo fueron los siguientes:

O

O

Perfusidon intravenosa de 0,5 h (A): 0,0 h; 0,5 h; 1,0 h; 3,0 h; 4,0 h; 6,0 hy 8,0 h.
Perfusidn intravenosa de 3,0 h (B): 0,0 h; 0,5h; 1,0 h; 3,0 h; 4,0 h; 6,0 hy 8,0 h.
Solucién intramuscular (C): 0,0 h; 2,0 h; 4,0 h; 8,0 h; 24,0 hy 48,0 h.
Suspension intramuscular de meropenem (D): 0,0 h; 2,0 h; 4,0 h; 8,0 h; 24,0 h
y 48,0 h.

Suspension intramuscular de microesferas de meropenem (E): 0,0 h; 2,0 h; 4,0

h; 8,0 h; 24,0 hy 48,0 h.

Tratamiento de las muestras:

@)

Centrifugacioén de las muestras sanguineas a 4000 rpm durante 5,0 min, para la
separacion del plasma.

Incorporacion de 750 ul de plasma + 2250 ul de agua desionizada en un tubo
de plastico.

Los tubos de plastico se centrifugaron a 6000 rpm durante 8,0 min.

Separacion del sobrenadante.

Conservacion de las muestras

o Antes del tratamiento previamente descrito, las muestras se conservaron

entre 0,0 y 48,0 horas (dependiendo de la muestra) en nevera a 4,0 +/- 2,0°C.
Este periodo de conservacion se realizaba para acumular suficientes muestras
para realizar el tratamiento de las mismas.

Después del tratamiento previamente descrito, las muestras pasaron entre
24,0 y 72,0 horas (dependiendo de la muestra) en congelador a -18,02C +/-
2,09C. Este periodo de conservacion se realizaba para acumular suficientes

muestras para realizar el andlisis de las mismas.

Anadlisis de las muestras: segin método validado en el capitulo 3.
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Tratamiento de los resultados: Para calcular la concentracion real a partir de la

concentracion obtenida en el andlisis se aplicaron los siguientes factores:

La recta patrén empleada fue: Area = 157,04 * Concentracion - 4,14

% Meropenem

(@]
o x4: Dilucidn realizada en el tratamiento de muestra (750 ul de plasma + 2250 ul de
agua desionizada).
o x factor de estabilidad: segun el estudio de estabilidad realizado previamente en
medio PBS (Capitulo 4, ver tabla 4.6.), se consideraron las siguientes ecuaciones:
Nevera: %Meropenem = -0,0668 x (Tiempo (h)) + 97,985
Congelador: %Meropenem = -0,0542 x (Tiempo (h)) + 99,533
PBS
120
100

80

60

40

20

y =-0,0542x+ 99,533

\
y = -0,0668x + 97,985 —+—Congelador
== Nevera
——Lineal (Congelador)
—Lineal (Nevera)
| | | 1
0 100 200 300 400

Tiempo (h)

Fig. 6.1. Grafico del estudio de estabilidad en PBS.
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Nevera

Tiempo (h) % Meropenem Sin degradar
0,0h 100,0%
24,0h 96,4%
48,0 h 94,8%

Congelador

Tiempo (h) % Meropenem Sin degradar
0,0h 100,0%
240h 98,2%
48,0 h 96,9%
72,0 h 95,6%

Tabla 6.2.: Estabilidad del meropenem disuelto en PBS en nevera y congelador segun los estudios de estabilidad
realizados en el capitulo 4.

La degradacién de la fase de congelacién se aplica sobre la cantidad remanente de
meropenem tras la fase de nevera, por lo que se multiplica el factor de nevera por el de

congelador.

e Anadlisis de los resultados: con los datos obtenidos se realizd un analisis
farmacocinético para obtener la siguiente informacion:
o Concentracion de meropenem a lo largo del tiempo
o Area bajo la curva entre cero e infinito (AUC)
o Concentracién maxima (Cmax)
o Tiempo de semivida plasmdtica (ty)

o Se supone una cinética de eliminacién de orden uno

La comparacién de los resultados obtenidos sirve para poder establecer conclusiones sobre las

diferentes administraciones de meropenem.



ENSAYOS EN ANIMALES

6.3. RESULTADOS

Una vez analizadas las muestras se obtuvieron los siguientes resultados.

PERFUSION INTRAVENOSA DE 0,5 HORAS

Perfusion intravenosa de 0,5 horas \

CONEJO 2 SEMANA 1
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (pg/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 591,92 3,77 16,47
1,0 116,63 0,77 3,34
3,0 0,00 0,00 0,00 12,41
4,0 0,00 0,00 0,00
6,0 0,00 0,00 0,00
8,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 24,0 horas; Congelador: 72,0 horas

Tabla 6.3.: Concentracién y AUC tras la administracién de meropenem por via intravenosa mediante
perfusion de 0,5 horas en el conejo 2 durante la semana 1.

Perfusion intravenosa de 0,5 horas \

CONEJO 4 SEMANA 1
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (ug/ml) (kg h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 774,49 4,96 21,52
1,0 96,78 0,64 2,79
3,0 0,00 0,00 0,00 14,24
4,0 0,00 0,00 0,00
6,0 0,00 0,00 0,00
8,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 24,0 horas; Congelador: 72,0 horas

Tabla 6.4.: Concentracién y AUC tras la administracién de meropenem por via intravenosa mediante
perfusion de 0,5 horas en el conejo 4 durante la semana 1.
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Perfusion intravenosa de 0,5 horas

CONEJO 6 SEMANA 2
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (ug/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 789,06 5,05 21,34
1,0 118,46 0,78 3,30
3,0 0,00 0,00 0,00 14,79
4,0 0,00 0,00 0,00
6,0 Fallecimiento Fallecimiento Fallecimiento
8,0 - - -

Muestras = Nevera: 24,0 horas; Congelador: 24,0 horas

Tabla 6.5.: Concentracion y AUC tras la administracion de meropenem por via intravenosa mediante perfusion
de 0.5 horas en el conejo 6 durante la semana 2.

Perfusion intravenosa de 0,5 horas

CONEJO 7 SEMANA 2
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (ug/ml) (ug h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 756,49 4,84 20,46
1,0 96,43 0,64 2,71
3,0 0,00 0,00 0,00 1361
4,0 0,00 0,00 0,00
6,0 0,00 0,00 0,00
8,0 Fallecimiento Fallecimiento Fallecimiento

Muestras = Nevera: 24,0 horas; Congelador: 24,0 horas

Tabla 6.6.: Concentracion y AUC tras la administracion de meropenem por via intravenosa mediante perfusion
de 0.5 horas en el coneio 7 durante la semana 2.
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Perfusion intravenosa de 0,5 horas

CONEJO 3 SEMANA 3

Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (ug/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 586,70 3,76 16,38
1,0 121,14 0,80 3,47
3,0 0,00 0,00 0,00 12,53
4,0 0,00 0,00 0,00
6,0 0,00 0,00 0,00
8,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 48,0 horas
Tabla 6.7.: Concentracién y AUC tras la administracién de meropenem por via intravenosa mediante
perfusion de 0,5 horas en el conejo 3 durante la semana 3.

Perfusion intravenosa de 0,5 horas

CONEJO 5 SEMANA 3
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (ug/ml) (g h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 636,88 4,08 17,54
1,0 96,67 0,64 2,76
3,0 0,00 0,00 0,00 12,22
4,0 0,00 0,00 0,00
6,0 0,00 0,00 0,00
8,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 24,0 horas

Tabla 6.8.: Concentracion y AUC tras la administracion de meropenem por via intravenosa mediante perfusion
de 0.5 horas en el conejo 5 durante la semana 3.
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Perfusion intravenosa de 0,5 horas

CONEJO 1 SEMANA 4
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (ug/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 470,56 3,02 12,99
1,0 16,43 0,13 0,56
3,0 0,00 0,00 0,00 7,20
4,0 0,00 0,00 0,00
6,0 0,00 0,00 0,00
8,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 24,0 horas

Tabla 6.9.: Concentracién y AUC tras |la administracién de meropenem por via intravenosa mediante
perfusion de 0,5 horas en el conejo 1 durante la semana 4.
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A continuacidon se muestran los resultados farmacocinéticos obtenidos tras la administracion

intravenosa de meropenem mediante perfusion de 0,5 horas en 7 conejos:

..
onejo /] 6 ed

Ke (h) -3,19 -4,09 -3,73 -4,05 -3,10 -3,70 -6,28 -4,02 1,07

ty,(h) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,1 0,2 0,0
AUC 12,41 | 14,25 | 14,79 | 13,61 | 12,53 | 12,22 | 7,20 | 12,43 | 2,51
(ug h/ml)
Cmax
16,47 | 21,52 | 21,34 | 20,46 | 16,38 | 17,54 | 12,99 | 18,10 | 3,16
(ng/ml)
Tmax(h) | 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,0

Tabla 6.10.: Datos farmacocinéticos obtenidos tras la administracion de meropenem mediante perfusion
intravenosa de 0,5 horas.

FARMACOCINETICA CONEJOS ADMINISTRACION IV 0,5 H
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Fig. 6.2.: Grafico de la concentracién de meropenem a lo largo del tiempo tras la administracién intravenosa en
perfusion de 0,5 horas.

Area Bajo la Curva (AUC) +/- desviacién estandar promedio = 12,43 +/- 2,51 (ug/ml)*h
Concentracién maxima (Cmax) +/- desviacion estandar promedio = 18,10 +/- 3,16 pg/ml
Tiempo de vida media (t1/2) +/- desviacién estandar promedio = 0,2 +/- 0,0 h*

*Para la determinacién de la semivida plasmdatica media se ha asumudo ua cinética de orden

uno.
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PERFUSION INTRAVENOSA DE 3,0 HORAS

CONEJO 1 SEMANA 1
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxs) (ng/ml) real (pg/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 116,35 0,77 3,33
1,0 218,88 1,42 6,16
3,0 289,63 1,87 8,12 23,18
4,0 35,32 0,25 1,09
6,0 0,00 0,00 0,00
8,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 24,0 horas; Congelador: 72,0 horas

Tabla 6.11.: Concentracién y AUC tras la administracién de meropenem por via intravenosa mediante
perfusion de 3,0 horas en el conejo 1 durante la semana 1.

Perfusion intravenosa de 3,0 horas \

CONEJO 3 SEMANA 1
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxs) (ng/ml) real (pg/mi) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 103,37 0,69 2,97
1,0 207,38 1,35 5,85
3,0 286,70 1,85 8,04 22,32
4,0 31,31 0,23 0,98
6,0 0,00 0,00 0,00
8,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 24,0 horas; Congelador: 72,0 horas

Tabla 6.12.: Concentracion y AUC tras la administraciéon de meropenem por via intravenosa mediante
perfusion de 3,0 horas en el coneio 3 durante la semana 1.
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Perfusion intravenosa de 3,0 horas \

CONEJO 4 SEMANA 2
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (pg/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 108,89 0,72 3,04
1,0 209,89 1,36 5,76
3,0 278,41 1,80 7,60 21,04
4,0 18,70 0,15 0,62
6,0 0,00 0,00 0,00
8,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 24,0 horas; Congelador: 24,0 horas

Tabla 6.13.: Concentracién y AUC tras la administracién de meropenem por via intravenosa mediante
perfusion de 3,0 horas en el conejo 4 durante la semana 2.

Perfusion intravenosa de 3,0 horas \

CONEJO 5 SEMANA 2
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxs) (ng/ml) real (ug/mi) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 109,52 0,72 3,06
1,0 218,26 1,42 5,98
3,0 290,06 1,87 7,92 22,01
4,0 23,82 0,18 0,75
6,0 0,00 0,00 0,00
8,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 24,0 horas; Congelador: 24,0 horas

Tabla 6.14.: Concentracion y AUC tras la administracion de meropenem por via intravenosa mediante
perfusion de 3,0 horas en el coneio 5 durante la semana 2.
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Perfusion intravenosa de 3,0 horas

CONEJO 2 SEMANA 3
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (ug/ml) (g h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 96,99 0,64 2,77
1,0 213,19 1,38 5,95
3,0 Fallecimiento Fallecimiento Fallecimiento N/A
4,0 - - -
6,0 - - -
8,0 - - -

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 24,0 horas

perfusion de 3,0 horas en el conejo 2 durante la semana 3.

Tabla 6.15.: Concentracién y AUC tras la administracién de meropenem por via intravenosa mediante

Perfusion intravenosa de 3,0 horas \

CONEJO 6 SEMANA 3
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxs) (ng/ml) real (ug/mi) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 115,63 0,76 3,28
1,0 208,98 1,36 5,83
3,0 278,19 1,80 7,72 21,63
4,0 22,97 0,17 0,74
6,0 0,00 0,00 0,00
8,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 24,0 horas

Tabla 6.16.: Concentracion y AUC tras la administracion de meropenem por via intravenosa mediante
perfusion de 3,0 horas en el conejo 6 durante la semana 3.
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Perfusion intravenosa de 3,0 horas

CONEJO 7 SEMANA 4
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxs) (ng/ml) real (ug/ml) (ng h/ml)

0,0 0,00 0,00 0,00
0,5 122,89 0,81 3,48
1,0 215,69 1,40 6,01

3,0 283,15 1,83 7,86 22,37
4,0 28,22 0,21 0,89
6,0 0,00 0,00 0,00
8,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 24,0 horas

Tabla 6.17.: Concentracién y AUC tras la administracién de meropenem por via intravenosa mediante

perfusion de 3,0 horas en el conejo 7 durante la semana 4.
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A continuacidon se muestran los resultados farmacocinéticos obtenidos tras la administracion

intravenosa de meropenem mediante perfusion de 3,0 horas en 7 conejos:

.-
onej|o 4 O edla

0

Ke(h?) | -2,01 | -2,10 | -2,51 | -2,35 } 234 | -218 | -2,25 | 0,19

t2(h) 03 03 03 03 ] 03 03 03 0,0

AUC 1 318 | 2232 | 2104 | 22,01 ; 2163 | 2237 | 22,09 | 0,73
(ng h/ml)

Cmax | g5 | 804 | 760 | 792 ; 772 | 786 | 7,88 | 0,19
(ng/ml)

Tmax (h) | 3,0 3,0 3,0 3,0 ] 3,0 3,0 3,0 0,0

Tabla 6.18.: Datos farmacocinéticos obtenidos tras la administracion de meropenem mediante perfusion
intravenosa de 3,0 horas.

*Los datos del conejo 2 no se han considerado para calcular datos medios, debido a su

fallecimiento.
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Fig. 6.3.: Gréfico de la concentracidn de meropenem a lo largo del tiempo tras la administracidn intravenosa en
perfusion de 3,0 horas.

Area Bajo la Curva (AUC) +/- desviacién estandar promedio = 22,09 +/- 0,73 (ug/ml)*h
Concentracién maxima (Cmax) +/- desviacion estandar promedio = 7,88 +/- 0,19 pg/ml
Tiempo de vida media (t1/2) +/- desviacion estandar promedio = 0,3 +/- 0,0 h*

*Para la determinacién de la semivida plasmatica media se ha asumudo ua cinética de orden

uno.
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SOLUCION INTRAMUSCULAR DE MEROPENEM

CONEJO 7 SEMANA 1
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (ug/ml) (g h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
2,0 298,64 1,93 8,07
4,0 77,60 0,52 2,18
8,0 0,00 0,00 0,00 22,66
24,0 0,00 0,00 0,00
48,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 0,0 horas; Congelador: 72,0 horas

Tabla 6.19.: Concentracién y AUC tras la administracién intramuscular de una disolucién de meropenem en
el conejo 7 durante la semana 1.

Solucién intramuscular ‘

CONEJO 1 SEMANA 2
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxs) (ng/ml) real (pg/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
2,0 309,69 2,0 8,70
4,0 83,89 0,56 2,44
24,7
8,0 0,00 0,00 0,00 73
24,0 0,00 0,00 0,00
48,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 48,0 horas

Tabla 6.20.: Concentracién y AUC tras la administracion intramuscular de una disolucién de meropenem en el
conejo 1 durante la semana 2.
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A continuacidon se muestran los resultados farmacocinéticos obtenidos tras la administracion

intramuscular de una disolucién de meropenem en dos conejos:

Ke(h?) | -0,66 | -0,64 | -0,65 | 0,01

t (h) 1,0 1,0 1,0 0,0
AUC
2266 | 2473 | 23,69 | 1,46
(ng h/ml)
Cmax | 207 | 870 | 838 | 045
(ng/ml)
Tmax (h) 2,0 2,0 2,0 0,0

Tabla 6.21.: Datos farmacocinéticos obtenidos tras la
administracién intramuscular de una disolucién de
meropenem.

FARMACOCINETICA CONEJOS ADMINISTRACION IM SOLUCION
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Fig. 6.4.: Grafico de la concentracidn de meropenem a lo largo del tiempo tras la administracion
intramuscular de una disolucién de meropenem.

Area Bajo la Curva (AUC) +/- desviacién estandar promedio = 23,69 +/- 1,46 (ug/ml)*h
Concentracién maxima (Cmax) +/- desviacion estandar promedio = 8,38 +/- 0,45 pg/ml
Tiempo de vida media (t1/2) +/- desviacién estandar promedio = 1,0 +/- 0,0 h*

*Para la determinacién de la semivida plasmatica media se ha asumudo ua cinética de orden

uno.
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INTRAMUSCULAR SUSPENSION DE MEROPENEM

CONEJO 6 SEMANA 1
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (ug/ml) (g h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
2,0 235,99 1,53 6,40
4,0
132,52 0,87 3,64 2853
8,0 13,96 0,12 0,48
24,0 0,00 0,00 0,00
48,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 0,0 horas; Congelador: 72,0 horas

Tabla 6.22.: Concentraciéon y AUC tras la administracién de una suspension intramuscular de meropenem en
el conejo 6 durante la semana 1.

Suspension intramuscular ‘

CONEJO 2 SEMANA 2
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxs) (ng/ml) real (pg/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
2,0 244,69 1,59 6,90
4,0
138,41 0,91 3,95 31,94
8,0 18,53 0,14 0,63
24,0 0,00 0,00 0,00
48,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 48,0 horas

Tabla 6.23.: Concentracion y AUC tras la administracion de una suspension intramuscular de meropenem en el
conejo 2 durante la semana 2.
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Suspension intramuscular ‘

CONEJO 4 SEMANA 3
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (ug/ml) (g h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
2,0 235,67 1,53 6,65
4'0 14 ’ ’ 1]
9,67 0,98 4,26 31,63
8,0 15,84 0,13 0,55
24,0 0,00 0,00 0,00
48,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 48,0 horas

Tabla 6.24.: Concentracién y AUC tras la administracién de una suspensién intramuscular de meropenem en
el conejo 4 durante la semana 3.

Suspension intramuscular ‘

CONEJO 5 SEMANA 4
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxs) (ng/ml) real (ug/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
2,0 251,93 1,63 7,10
4,0
137,49 0,90 3,93 3241
8,0 19,06 0,15 0,64
24,0 0,00 0,00 0,00
48,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 48,0 horas

Tabla 6.25.: Concentracién y AUC tras la administracién de una suspension intramuscular de meropenem en
el conejo 5 durante la semana 4.
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A continuacidon se muestran los resultados farmacocinéticos obtenidos tras la administracion

intramuscular de una suspensién de meropenem en cuatro conejos:

..
onej|o O 4 edla
0
Ke(h?) | -044 | -0,46 | -0,43 | -0,41 | -043 | 0,02
t2(h) 15 | 139 | 1,49 | 157 | 1,48 | 0,08
AUC
2853 | 31,94 | 31,63 | 32,41 | 31,13 | 1,76
(ng h/ml)
Cmax 640 | 69 | 665 | 710 | 676 | 031
(ug/ml)
Tmax (h) | 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 0,0

Tabla 6.26.: Datos farmacocinéticos obtenidos tras la administracion de una

suspension intramuscular de meropenem.

Concentracion (mg/ml)
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Fig. 6.5.: Grafico de la concentracién de meropenem a lo largo del tiempo tras la administracion

intramuscular de una suspension de meropenem.

Area Bajo la Curva (AUC) +/- desviacién estandar promedio = 31,13 +/- 1,76 (ug/ml)*h

Concentracién maxima (Cmax) +/- desviacion estandar promedio = 6,76 +/- 0,31 pg/ml

Tiempo de vida media (t;/;) +/- desviacion estandar promedio = 1,5 +/- 0,1 h*

*Para la determinacién de la semivida plasmatica media se ha asumudo ua cinética de orden

uno.
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SUSPENSION INTRAMUSCULAR DE MICROESFERAS

DE MEROPENEM

Suspension intramuscular de microesferas

CONEJO 5 SEMANA 1
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (pg/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
2,0 156,25 1,02 4,27
4,0
78,31 0,53 2,20 3737
8,0 55,19 0,38 1,58
24,0 7,95 0,08 0,32
48,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 0,0 horas; Congelador: 72,0 horas

Tabla 6.27.: Concentracion y AUC tras la administracion de una suspension intramuscular de microesferas de
meropenem en el coneio 5 durante la semana 1.

Suspensién intramuscular de microesferas

CONEJO 3 SEMANA 2
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (pg/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
2,0 194,69 1,27 5,51
4,0
88,41 0,59 2,57 46,37
8,0 61,53 0,42 1,82
24,0 12,87 0,11 0,47
48,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 48,0 horas

Tabla 6.28.: Concentracion y AUC tras la administracién de una suspensién intramuscular de microesferas de
meropenem en el conejo 3 durante la semana 2.
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Suspension intramuscular de microesferas

CONEJO 1 SEMANA 3
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (ug/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
2,0 171,91 1,12 4,88
4,0
82,32 0,55 2,40 40,89
8,0 51,56 0,36 1,54
24,0 11,20 0,10 0,43
48,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 48,0 horas

Tabla 6.29.: Concentracién y AUC tras la administracion de una suspension intramuscular de microesferas de
meropenem en el conejo 1 durante la semana 3.

Suspension intramuscular de microesferas

CONEJO 7 SEMANA 3
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (ug/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
2,0 171,91 1,12 4,88
4,0 ,91 B 2,
88,9 0,59 58 42,70
8,0 52,89 0,36 1,58
24,0 12,84 0,11 0,47
48,0 0,00 0,00 0,00
Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 48,0 horas
Tabla 6.30.: Concentracién y AUC tras la administracién de una suspensién intramuscular de microesferas de
meropenem en el conejo 7 durante la semana 3.
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Suspension intramuscular de microesferas

CONEJO 6 SEMANA 4
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxS) (ng/ml) real (ug/ml) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
2,0 205,34 1,33 5,81
4,0
89,21 0,59 2,59 50,50
8,0 68,93 0,47 2,03
24,0 15,44 0,13 0,54
48,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 48,0 horas

meropenem en el conejo 6 durante la semana 4.

Tabla 6.31.: Concentracién y AUC tras la administracién de una suspensién intramuscular de microesferas de

Suspension intramuscular de microesferas

CONEJO 4 SEMANA 4
Tiempo Area Concentracion Concentracion AUC
(h) (mVxs) (ng/ml) real (ug/mi) (ng h/ml)
0,0 0,00 0,00 0,00
2,0 169,84 1,11 4,82
4,0
83,37 0,56 2,43 39,47
8,0 48,62 0,34 1,46
24,0 9,92 0,09 0,40
48,0 0,00 0,00 0,00

Muestras = Nevera: 48,0 horas; Congelador: 48,0 horas

meropenem en el conejo 4 durante la semana 4.

Tabla 6.32.: Concentracién y AUC tras la administracion de una suspension intramuscular de microesferas de
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A continuacidon se muestran los resultados farmacocinéticos obtenidos tras la administracion

intramuscular de una suspension intramuscular de microesferas de meropenem en dos

conejos:

onejo ° 4 ed

Ke (h) -0,11 -0,10 -0,10 -0,10 -0,10 -0,10 -0,10 0,01

tu (h) 5,9 6,4 6,4 6,7 6,7 6,2 6,4 03
AUC 1 3237 | 4637 | 40,89 | 42,73 | 5050 | 3947 | 42,89 | 482
(ng h/ml)
Cmax | )57 | 551 | 488 | 488 | 581 | 482 | 503 | 0,88
(ng/ml)
Tmax (h) | 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 0,0

Tabla 6.33.: Datos farmacocinéticos obtenidos tras la administracién de la una suspensién
intramuscular de microesferas meropenem.

Concentracion (mg/ml)

FARMACOCINETICA CONEJOS ADMINISTRACION IM MICROESFERAS MEROPENEM

7,00
—=—C5 51
—8—-C352
C1s3
==(7 53
— C4 54
0,00 Bl ; . . . - . C6 54
10020 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Tiempo (h)

Fig. 6.6.: Grafico de la concentracién de meropenem a lo largo del tiempo tras la administracion
intramuscular de una suspension de microesferas de meropenem.

Area Bajo la Curva (AUC) +/- desviacién estandar promedio = 42,89 +/- 4,82 (ug/ml)*h

Concentracién maxima (Cmax) +/- desviacion estandar promedio = 5,03 +/- 0,88 pg/ml

Tiempo de vida media (t1/2) +/- desviacién estandar promedio = 6,4 +/- 0,3 h*

*Para la determinacién de la semivida plasmatica media se ha asumudo ua cinética de orden

uno.
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6.4. DISCUSION

La biodisponibilidad de las distintas formulaciones y vias de administracion se estudia

mediante los parametros AUC, Cmax y tmax obtenidos tras las diferentes administraciones.
Mediante un estudio estadistico (ANOVA, Excel Microsoft Office 2010) de los resultados se
estudia si las diferencias observadas son o no significativas y qué posible relacion existe entre

los parametros evaluados.

La tabla 6.34 muestra los resultados medios de biodisponibilidad absoluta (AUC) y el aumento
de biodisponibilidad obtenido tomando como referencia la administracidn intravenosa por
perfusion durante 0,5 horas. Es importante recordar que la dosis total administrada en todos
los casos es de 50 mg/kg. Las diferencias en AUC mostradas en la figura 6,7 son logicamente

proporcionales a la biodisponibilidad mostrada en la tabla 6.34.

ADMINISTRACION AUC (ug h/ml) BIOD.
PROMEDIO  DESVEST (%)
Intravenosa 0,5 h 12,43 2,51 100,0 (ref)
Intravenosa 3,0 h 22,09 0,73 177,7
Solucién intramuscular 23,69 1,46 190,6
Suspensién intramuscular 31,13 1,76 250,5
Suspensién intramuscular microesferas 42,89 4,82 345,1
Tabla 6.34.: AUC promedio, desviacidn estandar y aumento de biodisponibilidad en comparacién
con la administracion iv durante 30 minutos para cada tipo de administracién.

AUC
50,00
45,00
40,00
_ 35,00 mIVO5H
"fE 30,00 IV3,0H
W 25,00 = IM DISOL
g 20,00 W IM SUSP
< 15,00 = IM MICROS
10,00 -
5,00 -
0,00 -
Fig. 6.7.: AUC promedio para cada tipo de administracion.
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Los resultados del estudio de ANOVA para AUC se muestran en la tabla 6.35. Se concluye el
estudio estadistico observando que hay diferencias estadisticamente muy significativas de AUC

(P <0.01) segun el tipo de administracion.

Grados Promedio

U e, | G el o ‘T
libertad cuadrados
Entre grupos 3208,25 4 802,06 95,5 9,8 x E-13 2,87
D:::L‘;Se 168,03 20 8,40 - - -
Total 3376,26 24 - - - -

Tabla 6.35.: Resultados del estudio estadistico ANOVA para los valores de AUC obtenidos con las cinco
administraciones estudiadas.

Por los resultados obtenidos hay grandes diferencias dependiendo de la duracién de la
administracion por perfusion (0,5 y 3,0 horas), via de administracién (1.V. o I.M.) y velocidad de

liberacion (1.M. solucion, I.M. suspensidn o I.M. microesferas).

La mayor AUC se consigue con la administracidn intramuscular de suspensién de microesferas
de meropenem. Es la administracidn que libera meropenem de forma mas controlada en el
tiempo.

Se obtiene un AUC mayor cuando se administran suspensiones intramusculares que cuando se

administran soluciones intramusculares.

Resulta un AUC mayor cuando se administra por via intramuscular frente a via intravenosa. En
el caso de la solucidn intramuscular el AUC es muy parecido a la soluciéon intravenosa durante

3,0 horas.

Se obtiene un AUC mayor en una administracion intravenosa de 3,0 horas frente a una

administracion intravenosa de 0,5 horas.
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La tabla 6.36 muestra los resultados medios de Cmax y su desviacion estandar. La figura 6.8
muestra las diferencias en valores de Cmax observadas segun el tipo de administracién.

Durante el estudio han fallecido varios conejos. Dos de ellos fallecieron tras la administraciéon
de dosis intravenosa de 0,5 horas y otro tras la administracién de dosis intravenosa de 3,0
horas. Ningun conejo fallecié tras una administracién intramuscular, lo que hace pensar que
este tipo de administracion no es mas peligrosa que la intravenosa. No existen referencias
bibliograficas sobre la posible toxicidad aguda del meropenem en conejos. Las dosis
administradas en conejos (50 mg/kg) son bastante parecidas a las descritas en la ficha técnica
para el tratamiento en pediatria de infecciones graves (40 mg/kg, 3 veces al dia). Sin embargo
la toxicidad aguda expresada como mortalidad es muy grande y aparentemente se puede
relacionar con los valores de Cmax mostrados en los experimentos ya que son las

administraciones donde se alcanzan mayores de Cmax (las IV) donde se observa la mortalidad.

Cmax (ug /ml)

ADMINISTRACION
PROMEDIO | DESVEST

Intravenosa 0,5 h 18,10 3,16
Intravenosa 3,0 h 7,88 0,19

Solucién intramuscular 8,38 0,45
Suspensién intramuscular 6,76 0,31
Suspension intramuscular microesferas 5,03 0,88

Tabla 6.36.: Resultados medios de Cmax obtenidos con las cinco administraciones

estudiadas.
Cmax
20,00
18,00 -
16,00 -
14,00 - mIVO5H
%, 12,00 - IV3,0H
% 10,00 - ® IM DISOL
§ 8,00 - ® IM SUSP
6,00 - = IM MICROS
4,00 -
2,00 -
0,00 -
Fig. 6.8.: Cmax medio para cada tipo de administracion.
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Se alcanzaron mayores Cmax en administraciones intravenosas, sobre todo en la
administracién con perfusidn de 0,5 horas (la que dié una entrada mas rapida en el organismo
de meropenem). Las administraciones intramusculares presentaron una concentracion
maxima menor, siendo la administracién intramuscular de microesferas de meropenem la que

menor valor obtuvo.

La tabla 6.38 muestra los resultados del estudio estadistico (ANOVA) de Cmax. Se concluye el

estudio estadistico observando que hay diferencias estadisticamente muy significativas de

Cmax (P <0.01) segun el tipo de administracion.

Origen de las Sumade | Gradosde Promedio F Probabilidad | Valor critico
variaciones cuadrados libertad de los
cuadrados
Entre grupos 681,59 4 170,40 55,0 1,6 x E-10 2,87
Dentro de 61,99 20 3,10 - - -
grupos
Total 743,57 24 - - - -

Tabla 6.38.: Resultados del estudio estadistico ANOVA para los valores de Cmax obtenidos con las cinco
administraciones estudiadas.

La tabla 6.39 muestra los resultados medios de Tmax y su desviacion estandar. Como es légico,
las administraciones intravenosas dan una entrada directa y el Tmax coincide con el primer
tiempo de muestreo una vez finalizada la perfusidon. En el caso de las administraciones
intramusculares el Tmax suele ser el primer tiempo de muestreo prdacticamente por

unanimidad por lo que no se hace estudio ANOVA.

Tmax (h)

ADMINISTRACION —
PROMEDIO | DESVEST
Intravenosa 0,5 h 0,5 0,0
Intravenosa 3,0 h 3,0 0,0
Solucién intramuscular 2,0 0,0
Suspensidn intramuscular 2,0 0,0
Suspension intramuscular microesferas 2,0 0,0

Tabla 6.39.: Resultados de la media de Tmax y su desviacion estandar obtenidos
con las cinco administraciones estudiadas.
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La tabla 6.40 y la figura 6.9. muestran los tiempos aparentes de semivida plasmatica (t,) del

meropenem y sus desviaciones estandar obtenidos con las cinco administraciones estudiadas.

ADMINISTRACION b (h)
PROMEDIO = DESVEST
Intravenosa 0,5 h 0,2 0,0
Intravenosa 3,0 h 0,3 0,0
Solucién intramuscular 1,0 0,0
Suspensidn intramuscular 1,5 0,1
Suspension intramuscular microesferas 6,4 0,3

Tabla 6.40.: Resultados medios de semivida aparente (ty;) y su desviacion
estandar obtenidos con las cinco administraciones estudiadas.

Semivida plasmatica t,,
7,0
6,0
>0 V0,5 H
=40 IV3,0H
53,0 = IM DISOL
W IM SUSP
2,0
= IM MICROS
1,0
0,0 - p;
TIPO DE ADMINISTRACION

Fig. 6.9.: Semivida aparente media (t,;) para cada tipo de administracion.

La semivida obtenida en los conejos es algo inferior a la descrita en la ficha técnica de
meropenem en humanos (1,0 hora) ya que en la administracién intravenosa en conejos oscila
entre 0,2 y 0,3 horas. Estas semividas menores en conejos que en humanos, se puede
relacionar con una mayor velocidad de eliminacion en conejos que en humanos. Por esta razén
las concentraciones obtenidas en conejo son menores de las experadas y los tiempos de
muestreo utilizados en administraciones intravenosas no fueron los apropiados ya que hubo
bastantes muestras en que no se detectaba meropenem por esa mayor velocidad de

eliminacion. La semivida es mayor en las administraciones intramusculares que en
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intravenosas. Esto se debe a que en la administracién intramuscular hay absorcion y se sigue
liberando farmaco después de haber alcanzado la concentracion mdaxima. Por esta razdn
creemos preferible utilizar el término semivida aparente puesto que incluye un efecto de

absorcion.

La tabla 6.41 muestra los resultados del estudio estadistico (ANOVA) de semivida aparente. Se

concluye el estudio estadistico observando que hay diferencias estadisticamente muy

significativas de semivida aparente media (t%) (P <0.01) segln el tipo de administracion.

Origen de las Suma de Grados de Promedio - I\/alor
. . de los Probabilidad | critico para
variaciones cuadrados libertad
cuadrados
Entre grupos 160,1 4 40,0 1651,6 6,8 x E-25 2,9
Dentro de 0,5 20 0,0 _ . -
grupos
Total 160,6 24 - - - -

Tabla 6.41: Resultados del estudio estadistico ANOVA para los valores de semivida aparente (t,) obtenidos con
las cinco administraciones estudiadas.

Si asumimos que la semivida aparente (t,) nos indica la velocidad de absorcién podemos
relacionar este parametro con los valores de AUC y Cmax para intentar establecer si hay

relacién estadistica entre estas variables.

La figura 6.10 nos muestra la relacion encontrada entre los valores de AUC y la semivida
aparente. El estudio estadistico de ANOVA nos muestra que existe una relacion muy
significativa (P <0,01) entre AUC y la semivida aparente, con una linealidad de un coeficiente

de correlacion de 0,90.

60,00 -
50,00 -
40,00 -
%0 30,00 X
20,00 { ¥

AUC (ug h/ml)

10,00 I“

0,00 + T T T J

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0
Semivida aparente (h)

¢ 1V30min MmIV 3 horas IM soluciéon X IM susp IM micros

Fig. 6.10.: Relacién entre los valores de AUC y la semivida aparente media (t,) para cada tipo
de administracion.
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La figura 6.11 muestra la relacion entre Cmax y semivida aparente. El estudio estadistico de
ANOVA nos muestra que existe una relacidn muy significativa (P <0,01) entre Cmax vy la
semivida aparente aunque no lineal porque en este caso el coeficiente de correlacién es de
0,59. Podriamos deducir que al retrasar la absorcidn aumenta su semivida aparente, aumenta

AUC y disminuye Cmax.

25,00 -
__20,00 1
E $
> 15,00 -
3 3
& 10,00 - s
€
o X
5,00 - s YR
0,00 r r r )
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0

Semivida aparente (h)

41V 30 min W1V 3 horas A IM solucion X IM susp X IM micros

Fig. 6.11.: Relacién entre los valores de Cmax y la semivida aparente media (t,;) para cada tipo
de administracion.

En la figura 6.12. viene representado el CMly, de Staphylococcus coagulasa negativo,
responsable del 67,0% de las infecciones nosocomiales en operaciones quirurgicas
(Rhomberg, P.R. et al, 1999-2008). La administracion intravenosa con perfusién de 0,5 horas
consigue estar por encima de dicho CMI90 durante menos de 3,0 horas, mientras que la
administracién intramuscular de microesferas de meropenem supera esta concentracion

durante mas de 25,0 horas.
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Concentracion (pg/ml)

FARMACOCINETICA MEROPENEM CONEJOS

19,00
17,00 4 ——IVO0,5H
15,00 -~ ——IV3H
13,00
e | M MICROS
11,00
== |M DISOL
9,00
e |M SUSP
7,00
== CMI90 Staphylococcus
5,00 coagulasa negativo
3,00
1,00 —
-1,00 0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 40,0 45,0
Tiempo (h)

Fig. 6.12. Grafico del estudio farmacocinético de diferentes formulaciones de meropenem en conejos.
IV 0,5 H: Administracion perfusion 0,5 horas
IV 0,5 H: Administracion perfusién 3,0 horas
IM MICROS: Administracion intramuscular de microesferas de meropenem
IM DISOL: Administracion intramuscular de solucidn intramuscular de meropenem
IM SUSP: Administracién intramuscular de suspensién de meropenem
CMlgq Staphylococcus coagulasa negativo: representante del 67% de las infecciones nosocomiales (Rhomberg, P.R. et al, 1999-2008).
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6.5. CONCLUSION

En el ensayo farmacocinético de meropenem en conejos se han obtenido los resultados
esperados segun la bibliografia.

Los valores de area bajo la curva (AUC) aumentan cuando la administracidn es intramuscular,
frente a una administracion intravenosa. Esto nos permite demostrar que la liberacién de
meropenem se realiza de forma mas controlada cuando se administra por esta via.

El AUC aumenta cuando la administracidon intramuscular es en forma de suspensién, con
respecto a una disolucion. Las suspensiones favorecen el efecto de liberacidon controlada y
mantener concentraciones minimas inhibitorias por encima del umbral durante mds tiempo.

El AUC aumenta cuando existe un sistema que controla la liberacién dentro de la suspensién,
como son las microesferas de meropenem.

En el caso de la via intravenosa, el AUC aumenta cuando la administracion se prolongada de
0,5 horas a 3,0 horas.

Existen grandes diferencias entre las diferentes administraciones a la hora de comparar el
tiempo en el que la concentracién del farmaco esta por encima de la concentracién minima
inhibitoria de los microorganismos mas frecuentes. En este caso hemos comparado el
Staphylococcus coagulasa negativo, responsable del 67,0% de las infecciones nosocomiales en
operaciones quirurgicas y podemos observar que la suspensidon con microesferas de
meropenem logra tiempos mucho mds prolongados que el resto.

En publicaciones como la de Firsov, A.A., et al, 1997, donde comparan administraciones de
meropenem en bolus y en infusiones prolongadas, demuestran que el andlisis del AUC es una
buena herramienta para comparar diferentes modos y regimenes de administraciéon de
antibiodticos. Estudios similares se han hecho con otros antibidticos como el Moxifloxacino
(Cdrceles, C.M., et al, 2006)(48). En este estudio se demuestra que la misma dosis del mismo
principio activo administrada por diferentes vias puede dar lugar a resultados farmacocinéticos
muy diferentes, y defienden el uso de formulaciones de liberacidn controlada donde se evitan
administraciones multiples y se favorece el mantenimiento de la concentracién plasmatica del
principio activo por encima de concentraciones deseadas durante mas tiempo.

Con todos estos resultados, se concluye que la forma de administracion mas adecuada para
conseguir los efectos deseados de liberacidon controlada en el tiempo es la administracion

intramuscular de suspensidn de microesferas de meropenem.
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7.1. INTRODUCCION

Tras realizar los ensayos en animales, se realizd un estudio en seres humanos.

Puesto que no era posible administrar las formulaciones de microesferas de meropenem en
humanos, ya que se trata de formulaciones en investigacién no autorizadas para el uso en
humanos, se realizé un estudio farmacocinético con las presentaciones comercializadas de

meropenem.

El estudio se basé en comparar diferentes velocidades de perfusién, con el fin de evaluar la
farmacocinética en humanos. En la revisidon bibliografica no se han encontrado estudios
farmacocinéticas completos de sistemas de administracién controlada de meropenem, aunque
si que existen tratamientos en la practica clinica de forma empirica con perfusiones
intravenosas a diferentes velocidades (Lee, L.S., et al, 2010, Thalhammer, F., et al, 1999;

Langgartner, J., et al, 2008; Roberts, J.A., et al, 2009).

El objetivo del presente estudio fue demostrar que se obtienen mayores AUC en
administraciones mas prolongadas en el tiempo, lo que confirmaria los resultados obtenidos
en animales y justificaria el uso de administraciéon intramuscular de suspensién de

microesferas de meropenem.

Ademas, se realiz6 una comparaciéon entre muestras de plasma y muestras de suero, para

determinar la unién del meropenem a proteinas plasmaticas.

Los pacientes del estudio se seleccionaron de la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital
Clinico San Carlos de Madrid. Fue el propio hospital quien tuvo interés en comparar la
farmacocinética del meropenem a diferentes velocidades de administracién, pues la
experiencia les decia que cuanto mas se prolongaba la administracion, mas efectivo era el
tratamiento. Las muestras fueron tratadas y analizadas en el Departamento de Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Complutense de

Madrid.
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7.2. MATERIALES Y METODOS

A) MATERIALES

En este estudio participaron pacientes de la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Clinico
San Carlos de Madrid. El estudio se realizé hasta con 15 pacientes, pero solo se pudieron
obtener resultados de 4 de ellos, ya que las muestras del resto no permitieron un correcto
analisis.
e Dispositivos de administracion:
o Perfusién intravenosa de 0,5 horas: Perfusor 0,5 horas.
o Perfusidn intravenosa de 1,0 horas: Perfusor 1,0 hora.
o Perfusidn intravenosa de 2,0 horas: Perfusor 2,0 horas.
e Tratamientos:
o Perfusion intravenosa de 0,5 horas: Meronem® 1000 mg.
o Perfusion intravenosa de 1,0 horas: Meronem® 1000 mg.
o Perfusion intravenosa de 2,0 horas: Meronem® 1000 mg.
e Dosis de administracidn:

o 1000 mg
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B) METODOS

e Administraciones: se realizaron administraciones intravenosas por perfusion, a
diferentes velocidades:
o Perfusién 2,0 horas (x2 pacientes).
o Perfusién 1,0 hora (1 paciente).

o Perfusién 0,5 horas (1 paciente).

e Tiempo de lavado: a cada paciente sélo se le realizé una administraciéon, por lo que no

requiere tiempo de lavado de meropenem.

e Muestras: las muestras se tomaron por via intravenosa. Los tiempos de muestreo
fueron los siguientes:
o Perfusion 2,0 horas: 0,0 h (justo antes de la administracidn), 2,0 h (fin de la
perfusion), 3,0 hy 4,0 h.
o Perfusion 1,0 hora: 0,0 h (justo antes de la administracién), 1,0 h (fin de la
perfusion), 2,0 hy 4,0 h.
o Perfusion 0,5 horas: 0,0 h (justo antes de la administracion); 0,5 h (fin de la

perfusion), 1,0 hy 4,0 h.

e Tratamiento de las muestras:

o La primera parte del tratamiento de las muestras se realizé en el Hospital
Clinico San Carlos de Madrid. Fue el mismo hospital quien tratd las muestras
para obtener plasma (con anticoagulante EDTA) o suero (sin anticoagulante).

o La segunda parte del tratamiento de las muestras se realiz6 en el
Departamento de Farmacia y tecnologia Farmacéutica de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Complutense de Madrid.

o Las muestras se centrifugaron a 4000 rpm durante 5,0 min, de tal forma que se
podia separar el plasma o suero.

o 750 pl de plasma/suero + 2250 pl de agua desionizada se incorporaban en un
tubo de plastico.

o Lostubos de plastico se centrifugaron a 6000 rpm durante 8,0 min.

o Elsobrenadante se separaba para su analisis en HPLC.
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e Conservacion de las muestras

o Las muestras de los pacientes estuvieron 48,0 horas en congelador.
e Analisis HPLC de las muestras: seglin método validado en el capitulo 3.

e Tratamiento de los resultados: Para calcular la concentracidn real a partir de la
concentracién obtenida en el analisis se aplicaron los siguientes factores:
o Larecta patron empleada fue: Area = 154,67 * Concentracién + 0,24
o x4: Dilucidén realizada en el tratamiento de muestra (750 pl de plasma + 2250 pl de
agua desionizada).
o x factor de estabilidad: segin el estudio de estabilidad realizado previamente en
medio PBS (Capitulo 4, ver tabla 4.6.), se consideraron las siguientes ecuaciones:

Congelador: %Meropenem = -0,0542 x (Tiempo (h)) + 99,533

120

100 y=-0,0542x+99,533
€ 30
s
']
& 60
g —4— Congelador
x 40 —— Lineal (Congelador)

20
0 T T T 1
0 100 200 300 400
Tiempo (h)
Fig. 7.1. Grafico del estudio de estabilidad en PBS.

Tiempo (h) % Meropenem Sin degradar
0,0h 100,0%
24,0 h 98,2%
48,0 h 96,9%
72,0 h 95,6%

Tabla 7.1.: Estabilidad del meropenem disuelto en PBS en congelador segln los estudios de estabilidad
realizados en el capitulo 4.
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e Andlisis de los resultados: con los datos obtenidos se realizd un anélisis
farmacocinético para obtener la siguiente informacion:
o Concentracién de meropenem a lo largo del tiempo
o Area bajo la curva (AUC)
o Concentracion maxima (Cmax)
o Tiempo de semivida plasmatica (ty)

o Orden de eliminacién del meropenem

La comparacion de los resultados obtenidos entre los cuatro pacientes sirve para poder

establecer conclusiones sobre la administracién prolongada de meropenem.
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7.3. RESULTADOS

PACIENTE 1: PERFUSION L.V. DE 2,0 HORAS

Datos Paciente

Tratamiento

Nombre N.D.
NHC 1975828

Edad (afios) 52
Peso (kg) 80,0

Talla (m) 1,75

IMC (kg/m?) 26,1
Urea (g/dl) 32,0
Cr (mg/dl) 0,8

CICr (ml/min) 211,0
Proteinas totales (g/dl) 5,9
Albumina (g/dl) 3,1
Insuficiencia hepatica No

Datos Farmacolégicos
Meropenem

Administracién

1g/8 horas perfusion 2,0 h

Otros farmacos

Linezolid, omeprazol, clonidina, ramipril,
furosemida

Enfermedad

PCR, sospecha NAV

Tabla 7.2.: Paciente 1: Datos del paciente, bioquimicos y farmacoldgicos.

Perfusion intravenosa de 2,0 horas

PACIENTE 1
Tiempo Area Conc. Conc. AUC In Conc
TIPO

(h) (mVxS) [ (ug/ml) | real (ug/ml) | (ngh/ml)

0,0 Plasma 7,18 0,05 0,18 0,00 -1,69
0,0 Suero 10,15 0,06 0,26 0,00 -1,33
2,0 Plasma 899,86 5,82 24,00 24,18 3,18
2,0 Suero 871,25 5,63 23,24 23,50 3,15
3,0 Plasma 198,23 1,28 5,28 14,64 1,66
3,0 Suero 190,09 1,23 5,06 14,15 1,62
4,0 Plasma 9,38 0,06 0,24 2,76 -1,41
4,0 Suero 11,29 0,07 0,29 2,68 -1,22

Tabla 7.3.: Paciente 1: Concentracién y area bajo la curva tras la administracién intravenosa de 2,0 horas.
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A continuacion se muestra el grafico con la concentracién de meropenem a lo largo del

tiempo, tanto en plasma como en suero:

Perfusion.V.de 2,0 h

40,00

35,00

30,00

25,00
20,00 \
15,00 —@— Plasma
10,00 // \\ —8—Suero
5,00
0,00 / | : | \l ‘
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

Tiempo (h)

Concentracion (pg/ml)

Fig. 7.2.: Concentracién de meropenem en plasma y suero tras la administracion intravenosa de 2,0 horas.

Las dreas bajo la curva obtenidas para plasma vy suero fueron:

AUC,, PLASMA = 41,58 ug h/ml
AUC,... PLASMA = 0,10 pg h/ml
AUC,... PLASMA = 41,68 pg h/ml

AUC,., SUERO = 40,32 pg h/ml
AUC,... SUERO = 0,13 pg h/ml
AUC,... SUERO = 40,46 pg h/ml

Las concentraciones maximas obtenidas para plasma y suero fueron:

Cmax PLASMA = 24,00 pg/ml
Cmax SUERO = 23,24 pg/ml

El tiempo de semivida plasmatica (t,) calculado para una cinética de orden uno es:

- Tiempo semivida plasmatica (t,) plasma=0,3 h

- Tiempo semivida plasmatica (t,) suero=0,3 h
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PACIENTE 2: PERFUSION L.V. DE 2,0 HORAS

Datos Paciente

Nombre ND

NHC 892749
Edad (afios) 76
Peso (kg) 66
Talla (m) 1,58
IMC (kg/m?) 26,4
Urea (g/dl) 62,0
Cr (mg/dl) 0,47
CICr (ml/min) 99,0
Proteinas totales (g/dl) 6,7
Albumina (g/dl) 3,3
Insuficiencia hepatica No

Tratamiento

Datos Farmacolégicos
Meropenem

Administracién

1g/8 horas perfusion 2,0 h

Otros farmacos

Diltiacem, doxazosina, omeprazol, escitalopram

Enfermedad

Cx cardiaca, fiebre sin foco

Tabla 7.4.: Paciente 2: Datos del paciente, bioquimicos y farmacoldgicos.

Perfusion intravenosa de 2,0 horas

PACIENTE 2
Tiempo Area Conc. Conc. AUC In Conc
TIPO

(h) (mVxS) | (ug/ml) | real (ug/ml) | (ugh/ml)

0,0 Plasma 16,21 0,10 0,43 0,00 -0,85
0,0 Suero 14,81 0,09 0,39 0,00 -0,95
2,0 Plasma 935,43 6,05 24,95 25,37 3,22
2,0 Suero 993,13 6,42 26,49 26,88 3,28
3,0 Plasma 206,69 1,33 5,51 15,23 1,71
3,0 Suero 210,97 1,36 5,62 16,05 1,73
4,0 Plasma 20,74 0,13 0,55 3,03 -0,60
4,0 Suero 22,18 0,14 0,59 3,10 -0,54
Tabla 7.5.: Paciente 2: Concentracidn y area bajo la curva tras la administracién intravenosa de 2,0 horas.
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A continuacion se muestra el grafico con la concentracion de meropenem a lo largo del

tiempo, tanto en plasma como en suero:

Perfusion.V.de 2,0 h

40,00

35,00
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Fig. 7.3.: Concentracién de meropenem en plasma y suero tras la administracion intravenosa de 2,0 horas.

Las areas bajo la curva obtenidas para plasmay suero fueron:
AUC,.4 PLASMA = 43,64 pg h/ml

AUC,... PLASMA = 0,29 pg h/ml
AUC,... PLASMA = 43,93 pg h/ml

AUC,, SUERO = 46,04 pg h/ml
AUC,... SUERO = 0,31 pg h/ml
AUC,... SUERO = 46,35 pg h/ml

Las concentraciones maximas obtenidas para plasma y suero fueron:

Cmax PLASMA = 24,95 pg/ml
Cmax SUERO = 26,49 pg/ml

El tiempo de semivida plasmatica (t,) calculado para una cinética de orden uno es:

- Tiempo semivida plasmatica (t,) plasma=0,3 h

- Tiempo semivida plasmatica (t,) suero=0,3 h
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PACIENTE 3: PERFUSION [.V. DE 1,0 HORA

Datos Paciente

Nombre ND

NHC 215493
Edad (afios) ND
Peso (kg) ND
Talla (m) ND
IMC (kg/m?) ND
Urea (g/dl) ND
Cr (mg/dl) ND
CICr (ml/min) ND
Proteinas totales (g/dl) ND
Albumina (g/dl) ND
Insuficiencia hepatica No

Tratamiento Meropenem
Administracién 1g/8 horas perfusion 1,0 h
Otros farmacos ND

Enfermedad ND

Tabla 7.6.: Paciente 3: Datos del paciente, bioquimicos y farmacoldgicos.

Perfusién intravenosa de 1,0 hora

PACIENTE 3
Tiempo Area Conc. Conc. AUC In Conc
TIPO

(h) (mVxS) [ (ug/ml) | real (ug/ml) | (ugh/ml)

0,0 Plasma 10,51 0,07 0,27 0,00 -1,30
0,0 Suero 20,22 0,13 0,53 0,00 -0,63
1,0 Plasma 1031,22 6,67 27,50 13,89 3,31
1,0 Suero 996,28 6,44 26,57 13,55 3,28
2,0 Plasma 133,91 0,86 3,57 15,53 1,27
2,0 Suero 131,01 0,85 3,49 15,03 1,25
4,0 Plasma 13,84 0,09 0,36 3,93 -1,01
4,0 Suero 16,86 0,11 0,44 3,93 -0,81

Tabla 7.7.: Paciente 3: Concentracién y drea bajo la curva tras la administracion intravenosa de 1,0 hora.




A continuacion se muestra el grafico con la concentracién de

tiempo, tanto en plasma como en suero:

Perfusionl.V.de 1,0 h
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Fig. 7.4.: Concentracidon de meropenem en plasma y suero tras la administracién intravenosa de 1,0 hora.

Las dreas bajo la curva obtenidas para plasma vy suero fueron:

AUCo4 PLASMA = 33,40 pg h/ml
AUC,... PLASMA = 0,26 pg h/ml
AUC,... PLASMA = 33,66 pg h/ml

AUCy., SUERO = 32,51 pg h/ml
AUC,... SUERO = 0,33 pg h/ml
AUC,... SUERO = 32,84 pug h/ml

Las concentraciones maximas obtenidas para plasma y suero fueron:

Cmax PLASMA = 27,50 pg/ml
Cmax SUERO = 26,57 pg/ml

El tiempo de semivida plasmatica (t,,) calculado para una cinética de orden uno es:

- Tiempo semivida plasmatica (t,;) plasma=0,5h

- Tiempo semivida plasmatica (t,,) suero=0,5h
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PACIENTE 4: PERFUSION L.V. DE 0,5 HORAS

Datos Paciente

Tratamiento

Nombre ND

NHC 589058
Edad (afios) ND
Peso (kg) ND
Talla (m) ND
IMC (kg/m?) ND
Urea (g/dl) ND
Cr (mg/dl) ND
CICr (ml/min) ND
Proteinas totales (g/dl) ND
Albumina (g/dl) ND
Insuficiencia hepatica No

Datos Farmacolégicos
Meropenem

Administracién

1g/8 horas perfusion 0,5 h

Otros farmacos

Metronidazol, midazolam, fentanilo, cisatracurio,

noradrenalina, dopamina

Enfermedad

Pancreatitis aguda

Tabla 7.8.: Paciente 4: Datos del paciente, bioquimicos y farmacoldgicos.

Perfusion intravenosa de 0,5 horas

PACIENTE 4
Tiempo Area Conc. Conc. AUC In Conc
TIPO

(h) (mVxS) [ (ug/ml) | real (ug/ml) | (ugh/ml)

0,0 Plasma 6,96 0,04 0,18 0,00 -1,71
0,0 Suero 5,86 0,04 0,15 0,00 -1,90
0,5 Plasma 1398,86 9,04 37,31 9,37 3,62
0,5 Suero 1296,46 8,38 34,58 8,68 3,54
1,0 Plasma 104,74 0,68 2,79 10,02 1,03
1,0 Suero 112,47 0,73 2,99 9,39 1,10
4,0 Plasma 10,95 0,07 0,29 4,61 -1,24
4,0 Suero 7,39 0,05 0,19 4,78 -1,66
Tabla 7.9.: Paciente 4: Concentracidn y area bajo la curva tras la administracién intravenosa de 0,5 horas.
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A continuacion se muestra el grafico con la concentracion de meropenem a lo largo del

tiempo, tanto en plasma como en suero:

Perfusion.V.de 0,5 h
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Fig. 7.5.: Concentracidon de meropenem en plasma v suero tras la administracién intravenosa de 0.5 horas.

Las dreas bajo la curva obtenidas para plasma y suero fueron:

AUC,. PLASMA = 24,05 pg h/ml
AUC,... PLASMA = 0,25 pg h/ml
AUC,... PLASMA = 24,30 pg h/ml

AUCy., SUERO = 22,90 pg h/ml
AUC,... SUERO = 0,15 pg h/ml
AUC,... SUERO = 23,05 pg h/ml

Las concentraciones maximas obtenidas para plasma y suero fueron:

Cmax PLASMA = 37,31 pg/ml
Cmax SUERO = 34,58 pg/ml

El tiempo de semivida plasmatica (t,,) calculado para una cinética de orden uno es:

- Tiempo semivida plasmatica (t,,) plasma=0,6 h

- Tiempo semivida plasmatica (t,) suero=0,5 h
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7.4. DISCUSION

Las muestras suero (sin tratar con EDTA) y plasma (tratadas con EDTA) presentan valores muy
similares. El resultado de un estudio estadistico (T-Student para muestras pareadas, Microsoft
Office 2010) muestra que no hay diferencias significativas (P <0,01). Esto puede deberse a que
el meropenem presenta una baja unidn a proteinas plasmaticas (UPP = 2,0%) y predomina su

distribucion extracelular.

Se obtiene un AUC mayor cuanto mas prolongada es la perfusién (ver figuras 7.6, 7.7y 7.8). El
resultado de un estudio estadistico (T-Student para muestras pareadas, Microsoft Office 2010)
muestra que hay un efecto muy significativo entre el tiempo de duracién de la perfusién y el
valor de AUC (P <0,01). El AUC de perfusiones de 2,0 horas fue mayor que el AUC de perfusion

de 1,0 hora, y este mayor al AUC de perfusion de 0,5 horas.

AUC PLASMA
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50,00
= 40,00 - mP12H
= mP22H
& 30,00
2 mP31H
S
< 20,00 - ® P4 30 MIN

10,00 -

0,00 -

Fig. 7.6.: Histograma comparativo del drea bajo la curva (AUC) de meropenem en plasma en
los cuatro pacientes tras sus administraciones.
P1 2H: Paciente 1 Administracion IV perfusidn 2,0 horas
P2 2H: Paciente 2 Administracion IV perfusidn 2,0 horas
P3 1H: Paciente 3 Administracion IV perfusién 1,0 hora
P4 30 MIN: Paciente 4 Administracion IV perfusién 0,5 horas
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AUC SUERO
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Fig. 7.7.: Histograma comparativo del area bajo la curva (AUC) de meropenem en suero en los
cuatro pacientes tras sus administraciones.
P1 2H: Paciente 1 Administracion IV perfusidn 2,0 horas
P2 2H: Paciente 2 Administracion IV perfusién 2,0 horas
P3 1H: Paciente 3 Administracion IV perfusién 1,0 hora
P4 30 MIN: Paciente 4 Administracion IV perfusién 0,5 horas
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Fig. 7.8.: Efecto del tiempo de duracion de la perfusion en AUCq_iqfinito tanto en las muestras de
plasma como suero.
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Al igual que en los experimentos en conejos se estudia el efecto de la duracién de la perfusién
en Cmax vy ty. El estudio estadistico (T-Student para muestras pareadas, Microsoft Office 2010)
muestra que en ambos casos hay un efecto muy significativo entre el tiempo de duracién de la

perfusion en Cmax y ty, (P <0,01). Este efecto se muestra en las figuras 7.9 y 7.10.
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Fig. 7.9: Efecto del tiempo de duracion de la perfusién en Cmax tanto en las muestras de
plasma como suero.
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Fig. 7.10.: Efecto del tiempo de duracién de la perfusidn en la semivida aparente tanto en las
muestras de plasma como suero.
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Al igual que sucedia en conejos, al aumentar el tiempo de perfusién disminuye Cmax, por lo
gue posiblemente también deban disminuir algunos efectos secundarios relacionados con
concentraciones elevadas.

Curiosamente, y a diferencia de los conejos, en los experimentos en humanos al aumentar el
tiempo de perfusién disminuye la semivida. Este diferente comportamiento entre especies
posiblemente se pueda relacionar con las diferencias observadas en la velocidad de
eliminacién (parece que bastante mayor en conejos que en humanos) y las diferencias en
concentraciones obtenidas (mayores en humanos que en conejos).

Segun los datos obtenidos, todas las administraciones han tenido una eliminacién del fdrmaco
segln una cinética de orden uno, puesto que existe mayor correlacidon entre las variables

cuando se estudia segun este modelo.

El tiempo de semivida plasmatica del meropenem segun la cinética de eliminacién de orden
uno es muy bajo, ha oscilado entre 0,3 horas a 0,5 horas (entre 18,0 minutos y 30,0 minutos
aproximadamente). La rapida eliminacion del farmaco coincide con lo descrito en Ia

bibliografia.

En las figuras 7.11 y 7.12 viene representado el CMly, de Staphylococcus coagulasa negativo,
responsable del 67,0% de las infecciones nosocomiales en operaciones quirurgicas

(Rhomberg, P.R. et al, 1999-2008).

ADMINISTRACIONES IV HUMANOS - PLASMA
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Fig. 7.11. Gréfico del estudio farmacocinético de diferentes perfusiones de meropenem en humanos.
Concentracidn en plasma de meropenem a lo largo del tiempo.
P1 2H: Paciente 1 Administracion IV perfusidn 2,0 horas
P2 2H: Paciente 2 Administracion IV perfusién 2,0 horas
P3 1H: Paciente 3 Administracién IV perfusién 1,0 hora
P4 30 MIN: Paciente 4 Administracion IV perfusién 0,5 horas
CMlg, Staphylococcus coagulasa negativo: representante del 67,0% de las infecciones nosocomiales.
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Concentracion (ug/ml)

ADMINISTRACIONES IV HUMANOS - SUERO
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Fig. 7.12. Grafico del estudio farmacocinético de diferentes perfusiones de meropenem en humanos.
Concentracidn en suero de meropenem a lo largo del tiempo.
P1 2H: Paciente 1 Administracion IV perfusidn 2,0 horas
P2 2H: Paciente 2 Administracion IV perfusidn 2,0 horas
P3 1H: Paciente 3 Administracion IV perfusién 1,0 hora
P4 30 MIN: Paciente 4 Administracién IV perfusion 0,5 horas
CMlg, Staphylococcus coagulasa negativo: representante del 67,0% de las infecciones nosocomiales.
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7.5. CONCLUSION

Con estos resultados demostramos que las administraciones prolongadas pueden ser mas
beneficiosas que las administraciones cortas, puesto que la concentracién del antibiético
permanece durante mas tiempo por niveles por encima de las minimas concentraciones

inhibitorias de la mayoria de microorganismos.

Las concentraciones en sangre son bactericidas y bacteriostdticas durante un tiempo
prolongado para la mayoria de los microorganismos descritos en la bibliografia, segun lo visto
anteriormente en la tabla 2.3 del capitulo 2. Tiempos de perfusion intravenosa lentos (2,0
horas) permiten obtener niveles de meropenem en sangre por encima de la mayoria de las
concentraciones minimas inhibitorias durante mas tiempo, si comparamos con tiempos de

perfusion mas rapidos (0,5 horas).

En publicaciones como la de Firsov, A.A., et al, 1997, donde comparan administraciones de
meropenem en bolus y en infusiones prolongadas, demuestran que el analisis del AUC es una
buena herramienta para comparar diferentes modos y regimenes de administracion de

antibidticos.

Otros estudios relacionados son los anteriormente mencionados: Lee, L.S., et al, 2010;
Thalhammer, F., et al, 1999; Langgartner, J., et al, 2008; Roberts, J.A., et al, 2009). En ellos ya
se comparan tratamientos de meropenem intravenosos a diferentes velocidades de

administracién, logrando resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo.

Formas de liberacién controlada como las microesferas de meropenem podrian mejorar estos

resultados, como se ha visto en animales.
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FABRICACION INDUSTRIAL

8.1. INTRODUCCION

En este capitulo se ha realizado un disefio de la fabricacidn industrial de un inyectable con
microesferas de meropenem. Para ello se ha estudiado la presentacion, la formulacidon vy las

fases del proceso productivo, quedando organizado en los siguientes apartados:

- Componentes y Presentacion

- Formulacién

- Generalidades de la fabricacién de meropenem

- Proceso de fabricacién: Materias primas

- Fabricacién de jeringas precargadas

- Fabricacién de viales liofilizados con microesferas de PLGA y meropenem
- Acondicionamiento final

- Planta industrial: planos, clasificacidn, presiones y flujos

Este desarrollo tedrico se ha realizado con la experiencia adquirida en la industria

farmacéutica.
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8.2. COMPONENTES Y PRESENTACION

El primer apartado de este capitulo se centra en describir una presentacién comercial e

industrial para las microesferas de meropenem de administracién intramuscular.

Las microesferas no deben permanecer mucho tiempo en el medio suspensor, ya que no

interesa que comience la hidrdlisis de las mismas hasta que no se vaya a administrar al

paciente. Por ello se ha decidido desarrollar una formulacién para reconstituir.

Por un lado tendremos un vial liofilizado con microesferas de meropenem y PLGA liofilizadas y

por otro lado una jeringa precargada con el agente suspensor.

A) COMPONENTES

Jeringas precargadas

Envases que contienen el disolvente de las microparticulas. Constan de las siguientes partes:

Jeringa: se comercializan en envases tipo RTF (‘Ready To Fill’) o NEST (‘Nido’), que son
bandejas de 100 unidades de jeringas lavadas o estériles. Son de vidrio tipo | o
borosilicatado. Vienen siliconadas por dentro para permitir un adecuado
desplazamiento del émbolo por su interior. Su capacidad es de 2,25 ml.

Embolos: se reciben en bolsas esterilizables. Son de bromobutilo. Vienen siliconados
para que deslicen adecuadamente por la jeringa.

Vastago: Material de plastico que empuja al émbolo a lo largo de la jeringa. Se
incorporan tras la esterilizacion.

Agujas: Hay agujas de reconstitucion y agujas de inyeccion.

Fig. 8.1.: Imagenes de
jeringas precargadas,
con jeringa, émbolo,
vastago y proteccion.
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Viales

Pequeiio frasco de vidrio utilizado para el envasado de preparados inyectables. En este caso se

utilizardn para contener las microparticulas de meropenem liofilizadas. Se componen de:

e Vial: Compuesto de vidrio tipo | o borosilicatado. Se lavan y esterilizan/despirogenizan
por calor seco en el tunel de lavado y esterilizaciéon/despirogenizacion.

e Tapdn: Compuesto de bromobutilo que se sitda en la boca del vial. Presentan dos
posiciones, la de pre-cierre y la de cierre. La posicidn de pre-cierre permite que salga el
agua que se sublima en la liofilizacién por unos orificios. Antes del pre-cierre se
esterilizan en autoclave por calor himedo.

e (Capsula: Material de aluminio que fija el tapdn al vial y fija el cierre. En su parte
superior contiene una tapa de pldstico denominada Flip-off®. Antes de la capsulacién

se esterilizan en autoclave mediante calor humedo.

Fig. 8.2.: Imagenes de viales
donde se puede observar el
vial, el tapdn y las capsulas.

Otros

e Blister de PVC: en este blister se introducen la jeringa precargada, el vial y las agujas.
e Etiquetas: En jeringa y vial.
e Prospecto.

e Estuche de cartén.
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C) PRESENTACION

Cada estuche de la presentaciéon contiene:

e Un vial que contiene las microesferas de PLGA de liberacién prolongada con
meropenem en su interior.

e Unajeringa precargada que contiene 1,8 ml de disolvente.

e Dos agujas Hypoint® 20G TW de 2 pulgadas para la reconstitucion

e Una aguja Needle-Pro® para inyeccion intramuscular (aguja de seguridad 20G TW de 2

pulgadas con dispositivo de proteccidn para la administracién en el gluteo).

Jeringa precargada

. Aguja-Pro®
Embolo —» Aguja para inyeccién i.m.
vial Agujas para la

ey +— Funda de la aguja
reconstitucion

e ITapad —> o Dispositivo
oloreada Funda de “— protector
la aguja de la aguja

Disolvente —»

Capsula _, Cierre
blanca

Fig. 8.3.: Componentes de la presentacion de microesferas de meropenem. Incluye el vial liofilizado, las
agujas y la jeringa precargada.

Los pasos a seguir para su uso son los siguientes:

1. Se debe sacar el envase del frigorifico y dejar que se adapte a la temperatura ambiente
antes de reconstituir. Retirar la capsula de plastico coloreada del vial.

2. Abrir la jeringa rompiendo el sello de la cdpsula blanca y quitar esta ultima junto con el
protector de caucho de su interior.

3. Abrir la funda de una de las agujas para la reconstitucion y conectarla a la jeringa
(conexidn Luer).

4. Inyectar todo el contenido (disolvente) de la jeringa en el vial.

5. Retirar la jeringa vacia con la aguja para la reconstitucién del vial. Desenroscar la aguja de
la jeringa.

6. Abrir la funda de la segunda aguja para la reconstitucidén y conectarla a la jeringa (conexion

Luer).
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7. Agitar enérgicamente el vial durante 10 segundos como minimo hasta obtener una
suspension homogénea. La mezcla estd completa cuando la suspension tiene un aspecto
uniforme, espeso, y de color lechoso, y todo el polvo se ha dispersado por completo.

8. Insertar la aguja para la reconstitucion en el vial colocado verticalmente. Aspirar
lentamente la suspensidn del vial en posicidn vertical, pero ligeramente inclinado.

9. Retirar la jeringa con la aguja para la reconstitucion del vial. Desenroscar la aguja de la
jeringa.

10. Conectar la conexion Luer de la aguja Needle-Pro a la jeringa. Resuspender la suspension
con agitacion de la aguja.

11. Inyectar todo el contenido de la jeringa intramuscularmente en la nalga del paciente. No

administrar por via I.V.
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8.3. FORMULACION

Para elaborar la formulacidn industrial se ha realizado un escalado a partir de la férmula

galénica desarrollada previamente en el capitulo 5.

La férmula galénica desarrollada Formulacion 6 (Tabla 5.34.) presenta la siguiente

composicion:

Componente Cantidad (g) Funcién

Microesferas de PLGA Resomer® RG 504 y
200,00 API
meropenem
CMCNa 10,00 Viscosizante
Polisorbato 20 5,00 Tensioactivo
NaCl 4,50 Isotonizante
Acido citrico anhidro 1,20 Regulador pH
Na,HPO, 0,50 Regulador pH
NaOH 0,72 Regulador pH
Agua desionizada csp 0,75 litros Disolvente/dispersante
Tabla. 8.1.: Férmula galénica de microesferas de meropenem y PLGA desarrollada en el capitulo 5.

En esta formula la concentracion de microesferas es de 266,67 mg/ml, con una proporcién de

meropenem frente a PLGA de 31,6%. La concentracion de meropenem es de 84,19 mg/ml.

Jeringas de 1,8 ml contienen 150 mg de meropenem aproximadamente.

El tamafio de lote disefado es de 39.473 jeringas, que viene dado por la capacidad de un
reactor de 75 litros Utiles de capacidad, en el que se formula la suspensidn sin las microesferas

de meropenem.
75.000 ml/1,9* ml jeringa = 39.473 jeringas
* Se dosifican 1,9 ml debido que las jeringas se sobredosifican

A raiz de estos datos se ha disefiado la siguiente formulacion:



MEROPENEM 150 MG-39.473 jeringas
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3 CANTIDAD/ CANTIDAD/LOTE PORCENTAIJE
COMPONENTE FUNCION
UNIDAD (mg) (8) (%)
VIAL
MEROPENEM Principio activo 480,00 5.000* 31,0-32,0
PLGA Polimero (microesferas) 15.000* 68,0-69,0
ERINGA
CMCNa Viscosizante 24,00 1.000 1,3
POLISORBATO 20 Humectante 12,00 500 0,7
Regulador
NacCl 10,80 450 0,6
osmolaridad
AcCIDO CiTRICO
Regulador pH 2,88 120 0,2
ANHIDRO
HPO,Na, 2H,0 Regulador pH 1,20 50 0,1
NaOH Regulador pH 1,73 72 0,1
AGUA PARA
) Disolvente csp 1,8 ml csp 751 csp 100,0%
INYECCION

*Rendimiento proceso de atomizacion del 85,0%, por lo que se utilizan 17.647 g de PLGA y

5.882 g de meropenem. Se deben obtener 20 kg de microesferas.

Tabla. 8.2.: Férmula industrial de microesferas de meropenem y PLGA para un lote de 75 litros.

Las microesferas deben tener una proporciéon de meropenem del entre el 31,0% y el 32,0%

(148,8-153,6 mg)

Las microesferas deben tener una proporcion de meropenem encapsulado entre el 23,0% y el

24,0%.
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8.4. GENERALIDADES DE LA FABRICACION DE

MEROPENEM

El meropenem es un antibiético betalactamico. Las Normas de Correcta Fabricacién o GMPs

exigen que la fabricacién y analisis de estos productos se realice en instalaciones dedicadas.
Los betalactamicos (penicilanicos, cefalosporanicos, carbapenemos...) deben fabricarse en
edificios independientes, incluso independientes entre diferentes familias de betalactdmicos.
Son productos relacionados con hipersensibilidad y con alergias, y por ello se exige que estén
mds controlados y se fabriquen de forma aislada, con el fin de evitar contaminaciones
cruzadas. La climatizacidn, desaglies y todas las instalaciones en general de los edificios donde
se fabrican betalactdmicos deben estar estrictamente disefiadas para evitar emisiones o
vertidos de estos productos al ambiente, no solo por evitar problemas de alergias e
hipersensibilidad, sino también se pretende evitar la aparicion de resistencias a estos

productos.

Ademas, al tratarse de antibidticos, no deben analizarse junto con el resto de productos, pues
pueden inhibir el crecimiento microbiano de los ensayos microbiolégicos de los demas

productos.

Cada vez hay menos empresas que fabriquen este tipo de productos, pues resulta un gasto

muy elevado tener instalaciones dedicadas a betalactamicos.

Las microesferas de PLGA y meropenem se han desarrollado para su administracién
intramuscular, por lo que hay que tener un control microbioldgico y ambiental muy estricto,

con el fin de evitar que el producto se contamine.

Para la fabricacién de meropenem se requiere tener un sistema de calidad robusto que
permita obtener un medicamento seguro y eficaz. El personal debe estar altamente cualificado

y entrenado en todos los procesos para poder obtener un producto con garantias.

Se requiere una tecnologia muy avanzada para la fabricacion de meropenem, se necesitan
instalaciones y equipos lo suficientemente robustos para permitir fabricar productos con esta

calidad, como pueden ser los liofilizadores o las lineas de dosificacion.

El proceso de fabricacién debe estar validado, se deben tener muy controlados todos los
pardmetros de proceso. Ademas se exige una limpieza muy exhaustiva que evite la

contaminacion del producto, asi como contaminaciones cruzadas con otros productos.



Ademas se requiere de instrumentacion analitica altamente cualificada, que permita realizar
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todos los controles de calidad segun las validaciones analiticas desarrolladas.

Para su fabricacidn se requieren las siguientes etapas:

e Proceso de fabricacidn: Materias primas.

O

O

Recepcion, muestreo y almacén.

Control de calidad.

e Fabricacidn de jeringas precargadas (suspension).

O

O

Preparacion del agente suspensor.
Filtracion.

Llenado en jeringas precargadas.
Esterilizacion por vapor humedo.
Revision 100%.

Almacén de intermedios.

Acondicionamiento (vastago y etiqueta).

e Fabricacidn de viales liofilizados con microesferas de PLGA y meropenem.

O

O

Preparacion de la suspensidn.

Atomizacién.

Preparacion de la suspensién de microesferas.
Llenado en viales.

Liofilizacidn.

Capsulado.

Revision 100%.

Esterilizacion por radiacién gamma.

Almacén de intermedios.

Etiquetado.

e Acondicionamiento final.

O

O

O

Envasado secundario en estuches.
Almacén.

Control de calidad.
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8.5. PROCESO DE _ FABRICACION: MATERIAS

PRIMAS

1. RECEPCION, MUESTREO Y ALMACEN DE MATERIAS PRIMAS

e Departamento: Almacén

e Sala: Almacén: Sin clasificar, el almacén no precisa un control ambiental tan estricto como
el de las salas clasificadas. No obstante se debe controlar la temperatura y humedad.

Zona de muestreo: Grado D con una cabina de muestreo con flujo laminar vertical (grado
Q).

e Materiales: Materias primas y material de acondicionamiento.

e Magquinaria/equipos: Almacén robotizado, Infrarrojo cercano (NIR), cabina de muestreo.

e Procedimiento: Las materias primas llegan al muelle de entradas. Se reciben materiales
que seran utilizados en la produccion (material productivo) y material de
acondicionamiento. Se revisa la presencia de todo el pedido, sin signos aparentes de
defectos.

Las materias primas se introducen en la sala de muestreo, donde se toman muestras bajo
flujo laminar y se realiza una identificacion NIR (Infrarrojo Cercano) de todos los
contenedores.

Los materiales se almacenan cadticamente, gracias a un sistema informatico validado.
Hasta que se realiza un control de calidad, estas materias primas quedan en estado de
cuarentena.

e Controles: Se realiza un control de calidad de todos los materiales, segun lo descrito en el

siguiente punto.

Fig. 8.4.: Almacén robotizado.




FABRICACION INDUSTRIAL

CONTROL DE CALIDAD DE LAS MATERIAS PRIMAS Y MATERIALES DE

ACONDICIONAMIENTO

Departamento: Departamento de Control de Calidad.

Sala: El Departamento de Control de Calidad se divide en tres areas: Quimica,
Microbiologia y Acondicionamiento. Las areas de control Quimica y Acondicionamiento
son zonas no clasificadas; mientras que el darea microbioldgica debe tener una
climatizacidn independiente y tener zonas bajo flujo laminar grado A para el control de
esterilidad. Es importante tener unos sistemas de extraccion de gases adecuados y mucha
recirculacién del aire.

Materiales: Materias prima y material de acondicionamiento, reactivos, material de
laboratorio (probetas, tubos de vidrio, pipetas...), medios de cultivo...

Maquinaria/equipos: HPLC, espectrofotometros, balanzas...

Procedimiento: Las materias primas son sometidas a diferentes controles de calidad. El
material de acondicionamiento también debe controlarse. Entre los controles de calidad se
incluyen la identificacién y valoracion de meropenem por del HPLC. Una vez que se hayan
obtenido los resultados se podran liberar las materias primas, siempre que se cumplan las

especificaciones.

Fig. 8.5.: Laboratorio de control de calidad.
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3. PESADA DE MATERIAS PRIMAS

e Departamento: Departamento de Pesadas.

e Sala: Grado D con cabina de pesadas con flujo laminar vertical (grado C). Los retornos del
flujo laminar deben estar equipados con filtros y la cabina en depresion respecto al
exterior.

e Materiales: Materias primas productivas.

e Magquinaria/equipos: Cabina de Pesadas Telstar® DFB de flujo laminar vertical.

e Procedimiento: El flujo de fabricacion comienza cuando se emite la Orden de Fabricacion.
El almacén suministra los materiales al Departamento de Pesadas.

Los materiales se pesan bajo flujo laminar, donde quedan protegidos de contaminaciones.
Para evitar errores, la balanza debe llevar un sistema informatico que registre el peso, y
solo permita liberar cuando el peso sea el correcto. Las materias primas pesadas se
introducen en un recipiente adecuado, con etiqueta identificativa. En este caso se va a
simular una fabricacién de un lote de 39.473 jeringas precargadas de microesferas de

meropenem.

e Controles: pesada, repesada.

-@ ~-
o q )

Fig. 8.6.: Cabina de pesadas de flujo laminar vertical.
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8.6. FABRICACION DE JERINGAS PRECARGADAS

4. PREPARACION DEL AGENTE SUSPENSOR

e Departamento: Departamento de Produccion.

e Sala: Zona clasificada grado C (hay esterilizacion terminal), con el reactor esterilizado
mediante sistema SIP.

e Materiales: Materias primas (agua para inyeccién, NaCl, NaOH, hidrogenofosfato disédico,
acido citrico anhidro, polisorbato 20 y carboximetilcelulosa sédica).

e Maquinaria: Reactor 100 | Montcasyer® de acero inoxidable 316L. Fijado al suelo con
células de carga. Tomas en la parte superior: mandémetro, valvula de seguridad, nitrégeno,
vacio, nivel radar, bola de limpieza, agua para inyeccién, pH, boca de hombre con luz.
Tomas en la parte inferior: sonda de temperatura, agitador magnético, valvula neumatica
(salida producto). Doble camisa de enfriamiento/calentamiento.

e Procedimiento: Los materiales se transportan desde el Departamento de Pesadas hasta
Fabricacidn, pasan a través de un SAS y entran en la sala de preparacién de la disolucién.
En primer lugar se incorporan 60 | de agua para inyeccién. A continuacidn se disuelven
0,45 kg de NaCl; 0,072 kg de NaOH; 0,05 kg de hidrogenofosfato disédico dihidrato y 0,12
kg de acido citrico anhidro; empleando agitacién. Por ultimo se afiaden 0,5 kg de
polisorbato 20 y 1 kg de carboximetilcelulosa sédica. Se disuelven los solutos y finalmente
se enrasa con agua para inyeccion hasta 75 |.

La disolucién pasa del reactor a la llenadora de jeringas a través de una tuberia en donde
se incorporan los filtros.

e Controles: Aspecto, pH, osmolaridad y Bioburden.

Fig. 8.7.: Reactor de preparacién de férmulas.
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5. FILTRACION

e Departamento: Departamento de Produccion.

e Sala: Grado C. El primer filtro clarificante (0,45 um) esta ubicado en la sala del reactor,
mientras que el segundo filtro (doble filtro) (0,22 um) estd ubicado justo antes de la
maquina de llenado de jeringas precargadas (en la misma sala).

e Materiales: Disolucion preparada (agente suspensor de las microesferas).

e Magquinaria/equipos: Filtro de 0,45 um y 2 filtros de 0,22 pm Millipore® Opticap XL;
conductos de acero inoxidable 316L.

e Procedimiento: El agente suspensor es filtrado por un filtro de 0,45 um nada mas salir del
reactor. Es transferido a través de un conducto que atraviesa la pared para llegar a una
sala contigua, en la que hay dos filtros de 0,22 um y un equipo de llenado de jeringas
precargadas. Esta filtracion se realiza para reducir la carga microbiana antes de utilizar el
autoclave. Tras el doble filtto esterilizante, el disolvente llega a un tanque intermedio de 2
litros, de donde recoge el liquido el equipo de llenado de jeringas.

e Controles: integridad de los filtros.

Fig. 8.8.: Filtros esterilizantes de producto.
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LLENADO DEL AGENTE SUSPENSOR EN JERINGAS PRECARGADAS

Departamento: Departamento de Produccion.

Sala: Entorno grado C. El punto de llenado debe estar bajo flujo laminar grado A.
Materiales: Disolucion preparada, jeringas y émbolos.

Las jeringas vienen en envases NEST, que son bandejas de 100 unidades de jeringas
lavadas y estériles (radiacion gamma). Vienen siliconadas por dentro para permitir un
adecuado desplazamiento del émbolo por su interior. Las jeringas son de 2,25 ml. Son
suministradas por el Almacén y llegan a Fabricacién, donde atraviesan un SAS de
materiales que se comunica con la sala de llenado de jeringas.

Los émbolos se reciben en bolsas esterilizables. Son suministrados por el Almacén y llegan
a produccion a través de un SAS de materiales. A continuacién se transportan al autoclave
de calor humedo, donde se esterilizan a 121,02C durante un tiempo establecido y validado.
La salida del autoclave comunica con la sala de llenado de jeringas. Vienen siliconados para
que deslicen adecuadamente por la jeringa. El sistema de recogida y posicionamiento de

émbolos también debe ser estéril.

Fig. 8.9.: Materiales del proceso de llenado (NEST con
jeringas y bolsas esterilizables con émbolos).

Maquinaria/equipos: Autoclave (Fedegari® FOAF2), equipo de llenado de jeringas (Filling
and Sealing Machine Type MLD Bosch®). La llenadora consta de un sistema de transporte
lineal continuo y sincronizado desde la carga hasta la descarga, realiza el llenado mediante
bombas de tipo pistdon, viene con flujo laminar integrado, CIP/SIP, control de peso

estadistico. La llenadora tiene una velocidad de 400 jeringas/minuto.
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Procedimiento: Tras el filtro hay un tanque intermedio de 2 litros esterilizable, de donde
parte un colector y unos conductos de silicona hacia las agujas de dosificacién. Desde el
filtro hasta las agujas, el circuito debe ser estéril (esterilizado previamente mediante SIP).
El equipo dosificador abre automaticamente los NEST y extrae las jeringas. A continuacion
las hace pasar por las agujas dosificadoras, llendndolas de la disolucién previamente
preparada (agente suspensor de las microesferas). Después se incorpora el émbolo y
finalmente coloca las jeringas llenas en los NEST.

Estas jeringas se llevan al autoclave que comunica con la sala de llenado.

Controles: Aspecto, volumen medio, uniformidad de volumen, dosificacién y valoracién de

NacCl.

@ BOSCH

Fig. 8.10.: Linea de llenado de jeringas precargadas.
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7. ESTERILIZACION DE LAS JERINGAS

e Departamento: Departamento de Produccion.

e Sala: La sala donde se localiza el autoclave es anexa a la sala de llenado de jeringas. La
descarga de las jeringas desde el autoclave se hace por una compuerta contigua a la sala
de revision de jeringas, que no esta clasificada.

e Materiales: Jeringas precargadas.

e Magquinaria/equipos: Autoclave Fedegari® FOAF6. Esterilizacion a contrapresién. Esta
técnica neutraliza el efecto de la sobrepresién que se forma en el interior de los
contenedores cuando se esterilizan (la sobrepresion hace que se eleven los
tapones/émbolos de los contenedores). En primer lugar se introduce el vapor de agua
desde la parte inferior de la cdmara. En la parte superior hay unos ventiladores y en las
paredes unos deflectores, que permiten homogeneizar la circulacion del vapor de agua (a
igual temperatura y presion, el aire es 1,5 veces mas denso que el vapor de agua). Una vez
que se ha producido la esterilizacion comienza la fase de enfriamiento, de tal manera que
se va sustituyendo la mezcla de vapor de agua-aire por aire comprimido a una presién
controlada. La camara presenta seccién cilindrica, de acero inoxidable 316Ti, de una sola
pared y con una carcasa de aluminio.

e Procedimiento: Los NEST con las jeringas se llevan al autoclave. La esterilizacidn se realiza
a 121,09C, con el vacio controlado a contrapresion de aire estéril, sino el émbolo de la
jeringa que contiene el disolvente se desprenderia (al mismo tiempo que se aplica vacio se
debe ir incorporando mas aire). A continuacidn, las jeringas estériles se descargan por la
sala contigua, que da acceso a la sala de revision.

e Controles: Aspecto, esterilidad, apirogenicidad.

Fig. 8.11.: Autoclave de esterilizacion por vapor hiumedo.
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8. REVISION DEL 100%

e Departamento: Departamento de Produccion.

e Sala: Sin clasificar. Es contigua a la sala del autoclave.

e Materiales: Jeringas precargadas.

e Magquinaria/equipos: Revisadora Electronica Brevetti® K15-600, equipo automatico
continlo para la inspeccidn de jeringas precargadas. Deteccion de particulas, nivel,
defectos cosméticos, fisuras... Presenta una velocidad de 400 jeringas/minuto.

e Procedimiento: Las jeringas son recogidas del autoclave y revisadas al 100%. Una vez
revisadas se ponen en bandejas y se paletizan.

e Controles: Revisiéon automatica del 100,0% de las jeringas, que controla particulas, fisuras,

volumen y estética.

Fig. 8.12.: Revisadora automatica de jeringas precargadas.
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ALMACEN DE INTERMEDIOS

Departamento: Almacén.

Sala: No clasificada. El almacén requiere control y registro de la temperatura y humedad.
Materiales: Jeringas precargadas.

Maquinaria/equipos: Almacén robotizado.

Procedimiento: Los pallets con bandejas de jeringas se transportan desde Fabricacion
hasta el Almacén. Se almacenan hasta la orden de acondicionamiento.

Controles: -

ACONDICIONAMIENTO: VASTAGO Y ETIQUETA

Departamento: Acondicionamiento.

Sala: No clasificada.

Materiales: Jeringas precargadas, vastagos y etiquetas.

Maquinaria/equipos: Rod Insertion and Labelling of pre-filled syringes RIL 100 Bosch®.
Equipo que posiciona el vastago y la etiqueta en las jeringas precargadas. Las jeringas se
recogen y se guian a través de unas vias que permiten incorporar los vastagos cuando
llegan a la posicidn de insercidn. A continuacion se transportan a la posicién de etiquetado,
donde la etiqueta se imprime in situ y se pega al cuerpo de la jeringa. La presencia de
etiqueta es detectada por un sensor. Velocidad de 100 jeringas/minuto.

Procedimiento: Los pallets con bandejas con jeringas se transportan desde el Almacén
hasta Acondicionamiento. El equipo de acondicionamiento se encarga de acoplar el
vastago e incorporar la etiqueta. El equipo estd en linea con la estuchadora, dando lugar al
producto terminado.

Controles: Aspecto, fuerza de deslizamiento y control de la etiqueta.

Fig. 8.13.: Posicionadora de
vastago y etiqueta sobre
jeringas precargadas.
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8.7. FABRICACION DE VIALES LIOFILIZADOS CON

MICROESFERAS DE PLGA Y MEROPENEM

11. PREPARACION DE LA SUSPENSION

Departamento: Departamento de Produccidn.

Sala: Zona clasificada grado C.

Materiales: PLGA Resomer® RG504, meropenem, diclorometano.

Maquinaria/equipos: Reactor 1000 | Montcasyer® de acero inoxidable 316L. El reactor
debe ser ATEX ya que se trabaja con disolventes organicos. Fijado al suelo con células de
carga. Tomas en la parte superior: mandémetro, valvula de seguridad, nitrégeno, vacio,
nivel radar, bola de limpieza, agua para inyeccion, PH, boca de hombre con luz. Tomas en
la parte inferior: sonda de temperatura, agitador magnético, valvula neumatica (salida
producto). Doble camisa de enfriamiento/calentamiento.

Procedimiento: Los materiales se transportan desde el Departamento de Pesadas hasta
Fabricacidn, pasan a través de un SAS de materiales y entran en la sala de preparacion de
la suspensién.

Para el lote se necesitan preparar 20 kg de microesferas. Se necesitan 15 kg de PLGA
Resomer® RG 504 y 5 kg de meropenem. Puesto que el proceso tiene un rendimiento
aproximadamente del 85,0%, se utilizan 17,647 kg de PLGA Resomer® RG 504 y 5,882 kg
de meropenem. Estas cantidades deben disolverse en 590 litros de diclorometano. La
formulacion debe agitarse hasta obtener una disoluciéon del PLGA y una dispersion del
meropenem.

La salida del reactor se comunica con un conducto de acero inoxidable 316L que conduce
la suspensidn hasta la sala contigua, donde se atomiza.

Controles: Aspecto, pH, osmolaridad y Bioburden.
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12. ATOMIZACION

e Departamento: Departamento de Produccion.

e Sala: Grado C, contigua a la sala de preparacion de la suspensién.

e Materiales: Suspensidn de PLGA y meropenem.

e Magquinaria/equipos: GEA Niro® Pharma Spray Dryer, con boquilla de 0,7 mm. El liquido se
conduce gracias a la accién de una bomba peristdltica hasta una boquilla, que es un
dispositivo que presenta un orificio por el que pasa el liquido. En este orificio coincide una
salida de aire comprimido, que permite la pulverizacidn del liquido. El liquido entra en una
camara donde la temperatura supera a su punto de evaporacion, de forma que
microprecipitan los solutos/particulas contenidos. Las particulas son conducidas hasta un
ciclén separador gracias a la accién de un aspirador, en donde se separan del aire y los
vapores. Finalmente las particulas caen a un recipiente. Sistema CIP/SIP. Filtro HEPA a la
entrada de aire. Sistema de proteccion frente a explosiones (ATEX).

e Procedimiento: La suspension es conducida mediante una bomba peristaltica a través
unos conductos siliconados hasta la pistola. En la pistola se forman microgotas, que entran
en la cdmara de evaporacion, donde se forman las microparticulas y el disolvente se
evapora (enfriamiento adiabatico). Las microesferas son aspiradas hacia un cicldn
separador, donde se separan del aire y gases. Finalmente las microesferas caen en un
recipiente. Este recipiente debe airearse 24,0 horas con aire filtrado, bajo flujo laminar.

Las microesferas se recolectan por aspiracion y se transportan por un conducto siliconado

hasta la sala de preparacion de la suspension.
Las microesferas deben tener una proporcidn de meropenem del 31,0 al 32,0%.

Las microesferas deben tener una proporcion de meropenem encapsulado del 23,0 al

24,0%.
El proceso debe tener un rendimiento aproximado del 85%.

e Controles: Aspecto, tamafio y distribucion de tamafios, porcentaje encapsulado,

disolventes residuales, carga y rendimiento.
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Fig. 8.14.: Imagen de una boquilla atomizando producto.
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Fig. 8.15.: Esquema de un atomizador de circuito cerrado.




FABRICACION INDUSTRIAL

13. PREPARACION DE LA SUSPENSION DE MICROESFERAS

e Departamento: Departamento de Produccion.

e Sala: Grado C, contigua a la sala de atomizacién.

e Materiales: Microesferas, vehiculo acuoso constituido por 0,75% de CMCNa y 0,1% de
Polisorbato 20 (100 litros)

e Maquinaria/equipos: Reactor 150 | Montcasyer® de acero inoxidable 316L.

e Procedimiento: Puesto que es muy dificil llenar viales con 480 mg de microesferas en
polvo gravimétricamente, hay que suspenderlas para llenar volumétricamente. Después,
mediante la liofilizacidn, puede eliminarse el agua.

Se prepara el medio suspensor. A 90 litros de agua para inyeccion se le adicionan 0,75 kg
de CMCNa y 0,1 kg de Polisorbato 20. Se debe agitar hasta la completa dispersion. A
continuacién se incorporan los 20 kg de microesferas. Agitacion hasta dispersion.
Finalmente se enrasa hasta 100 litros con agua para inyeccién.

La suspensidn resultante tiene 200 mg microesferas/ml.

La suspensién se conduce a través de un conducto de acero inoxidable 316L hasta la sala
de llenado de viales.

e Controles: Aspecto, viscosidad, densidad, tamafio y distribucion de particula,

sedimentacion, potencial Z y resuspensién.
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14. LLENADO DE LAS MICROESFERAS EN VIALES

Departamento: Produccion.

Sala: Entorno grado Cy equipo dosificador bajo flujo laminar (grado A).

Materiales: Suspensidn de microparticulas, viales 5 ml y tapones de liofilizado.
Maquinaria/equipos: Lavadora Bosch® RRU, tunel de esterilizacién de viales Bosch® HQL,
autoclave Fedegari® FOAF2, dosificadora-pretaponadora de viales Bosch® FLC. La lavadora
limpia los viales con agua recirculada purificada, agua para inyeccion y seca con aire estéril.
El tunel esteriliza y despirogeniza los viales. También presenta un flujo laminar para
distribuir homogéneamente el aire y una zona de enfriamiento para bajar la temperatura
de los viales a la salida a la llenadora. La llenadora presenta pistones volumétricos para la
dosificacién, flujo laminar integrado, CIP/SIP, control estadistico del peso. La linea de
llenado tiene una velocidad de 400 viales/minuto.

Sistema de transporte automatico de viales: transporta viales al liofilizador, presenta flujo
laminar integrado (grado A).

Procedimiento: Los viales llegan a Fabricacion y pasan un SAS de materiales. A
continuacién entran en la sala donde son lavados, esterilizados y despirogenizados con
agua para inyeccion y esterilizacion por calor seco a unos 300,02C (segun validacion) en un
tunel de lavado y esterilizacion.

Los tapones también pasan a través del SAS de materiales y se llevan a una sala donde se
esterilizan con calor himedo en autoclave a 121,02C durante el tiempo establecido en la
validacion.

A continuacién la maquina dosificadora-pretaponadora de viales Bosch® FLC dosifica los
viales. Debe dosificar 2,4 ml para poder incorporar 480 mg de microesferas.

Después coloca los tapones en posicion de pre-cierre, de tal forma que permita la salida de
agua durante la liofilizacion.

Los viales llenos y pretaponados se transportan automdaticamente al liofilizador.

Durante la dosificacion conviene mantener el reactor en agitaciéon para evitar la
sedimentacién.

Controles: Aspecto, volumen medio, uniformidad de volumen, uniformidad de contenido.
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Fig. 8.16.: Plano 3D de una linea de viales con lavadora, tunel y llenadora.
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15. LIOFILIZACION

Departamento: Departamento de Produccion.

Sala: Sala grado C, el interior del liofilizador cumple grado A tras realizar un CIP/SIP, los
sistemas de transporte para carga y descarga cumplen grado A (con flujo laminar
integrado).

Materiales: Viales pretaponados.

Maquinaria/equipos: Liofilizador Edwards® Lyofast 15. Equipo disefiado para liofilizar, es
decir, eliminar el agua de un producto mediante un ciclo de congelacidon-sublimacién.
Partes: CAmara de congelacién-sublimacidn, condensador, bombas de vacio. Compresores
de tornillo, bombas de vacio secas. Sistema de cierre de tapones. Sistemas de limpieza y
esterilizacion CIP/SIP. Capacidad de 54.900 viales de 5 ml.

Procedimiento: Es muy dificil dosificar 480 mg de polvo con precisidn, por lo que primero
se forma una suspension y se dosifica volumétricamente en viales. La suspensién se
liofiliza, de tal forma que obtenemos el peso adecuado de microesferas secas en los viales.
Los viales llegan a través de la cinta de transporte automadtica al liofilizador, durante toda
la fase de carga. A continuaciéon se aplica un ciclo de congelacién (-40,09C), secado
primario (aplicando vacio y subiendo la temperatura) y finalmente secado secundario
(aplicando mas vacio y subiendo la temperatura), hasta que la humedad quede por debajo
del 1,0%. Se rompe vacio con aire seco o nitrégeno y el liofilizador tapona los viales. Por
ultimo, en el proceso de descarga, los viales son transportados desde el liofilizador hasta la
capsuladora mediante un sistema de transporte automatico.

Controles: Humedad, aspecto, tamafio y distribucién de tamafios, carga, uniformidad de

peso, uniformidad de contenido, valoracion, impurezas...
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Fig. 8.17.: Camara abierta de un liofilizador, donde se pueden observar las bandejas con los viales.
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Fig. 8.18.: Viales pretaponados con contenido liquido antes de liofilizar, viales pretaponados liofilizados
antes de taponar y viales taponados liofilizados.
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16. CAPSULADO

Departamento: Departamento de Produccion.

Sala: Grado C, contigua a la sala del liofilizador. La zona de capsulado esta bajo flujo
laminar (grado A). La salida de la capsuladora estd fuera de la zona limpia, en zona no
clasificada.

Materiales: Viales taponados, cdpsulas de aluminio con Flip off.

Magquinaria/equipos: Capsuladora Bosch® VRK. Equipo que posiciona capsulas de
Aluminio con Flip-Off, que aseguran la uniéon hermética entre el tapon y el vial. Los viales
llegan a través de una cinta transportadora desde la sala del liofilizador y las capsulas se
alimentan por un bombo vibratorio. Cuando los viales pasan debajo de una rampa se les
posiciona a cada uno las capsulas; posteriormente pasan a la estacion de capsulado, donde
se produce el sellado definitivo.

Procedimiento: Los viales se introducen en el equipo, que los capsula. Los viales
capsulados se descargan y se transportan hasta la sala de revision.

Controles: Aspecto, estanqueidad del vial.
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Fig. 8.19.: Planos 2D de una capsuladora de viales liofilizados.
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17. REVISION DEL 100%

e Departamento: Departamento de Produccion.

e Sala: Sin clasificaciéon, contigua a la sala de capsulado.

e Materiales: Viales capsulados.

e Magquinaria/equipos: Revisadora automatica Pilastro® SA18. Revisién automatica de
defectos cosméticos, nivel del liofilizado, particulas en las paredes y fondo del liofilizado,
fisuras y control de oxigeno-nitrégeno en el interior.

e Procedimiento: Los viales entran capsulados a la revisadora, donde se revisan de forma
automatica. A continuacién se montan en bandejas y se paletizan.

e Controles: Revision del 100,0% de los viales, controlando el aspecto, fisuras, estética,

presencia de tapon y capsula...
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Fig. 8.19.: Pantalla HMI de una revisadora automatica de viales.
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18. ESTERILIZACION DE LOS VIALES DE LAS MICROESFERAS

Departamento: Empresa subcontratada.

Sala: Sin Clasificar.

Materiales: Viales con microesferas, *°Co.

Maquinaria/equipos: Transporte, instalaciones de radiacién gamma.

Procedimiento: Los pallets se llevan al muelle de salidas, desde donde se transportan a
unas instalaciones que cuentan con equipos de esterilizacién mediante radiacion gamma.
En estas instalaciones se esterilizan las muestras con radiacién gamma de 2,2 MRad a
partir de una fuente de *Co.

Una vez esterilizados, se transportan otra vez a la fabrica, al muelle de entradas.

Controles: Aspecto, esterilidad, apirogenicidad, valoracion e impurezas.

radiation shield

unloading

source rack .
loading

Fig. 8.20.: Planta de esterilizacion mediante radiacién gamma.

19. ALMACEN DE INTERMEDIOS

Departamento: Almacén.

Sala: No clasificada. El almacén requiere control y registro de la temperatura y humedad.
Materiales: Viales.

Maquinaria/equipos: Almacén robotizado.

Procedimiento: Desde el muelle de entradas se transportan los viales esterilizados hasta el
almacén, tras realizar el muestreo correspondiente.

Controles: -
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20. ETIQUETADO

e Departamento: Acondicionamiento.

e Sala: No clasificada, en la zona de acondicionamiento.

e Materiales: Viales, etiquetas.

e Magquinaria/equipos: Maquina de etiquetado Bausch Stroebel® ESF, en linea con el equipo
de envasado secundario en estuches del producto final. Velocidad: 400 etiquetas/minuto.

e Procedimiento: Los viales se transportan desde el Almacén hasta Acondicionamiento y se
incorporan a la linea de etiquetado, en donde se etiqueta. La linea finaliza en un equipo
Pick and Place, que posicionara el vial etiquetado en el estuche final.

e Controles: Aspecto, control de etiqueta.
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Fig. 8.21.: Planos 2D de una etiquetadora de viales.




SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA DE MEROPENEM

8.8. ACONDICIONAMIENTO FINAL

21. ENVASADO SECUNDARIO EN ESTUCHES

Departamento: Acondicionamiento.

Sala: No Clasificada.

Materiales: Jeringas precargadas, viales, agujas, blister de PVC, estuche y prospecto.
Maquinaria/equipos: Linea termoformadora Marchesini® FB220 con sistema de
alimentacién Pick and Place. Equipo capaz de deformar el PVC u otros materiales de
acondicionamiento mediante calor, formando las oquedades que permiten la posterior
incorporacidn de los componentes.

Pick and Place: En este caso el equipo estd acoplado con un sistema Pick and Place, que
incorpora las jeringas, los viales y agujas en el PVC deformado (blister).

Estuchadora: Una vez que el blister contiene todos sus componentes, lo incorpora dentro
de un estuche con un prospecto.

Encajadora y paletizadora Pester®: Los estuches los incorpora en cajas de cartén y las cajas
de cartdn las incorpora en pallets.

Procedimiento: Estd en linea con los dos equipos de etiquetado. En esta linea hay una
estacion termoformadora de oquedades en el PVC. A continuacién se introducen la
jeringa (proveniente de la linea de etiquetado), el vial (proveniente de la otra linea de
etiquetado) y las agujas por un sistema Pick and Place (robot). La presencia de todos estos
componentes la comprueba una telecdmara. Una vez que se han incorporado y revisado,
el blister y el prospecto se introducen en el estuche. Posteriormente se cierra el estuche y
se comprueba el peso en la misma linea (Balanza Mettler Toledo Garvens®). El lote y la
fecha de caducidad se timbran mediante un sistema laser, y posteriormente son
controlados por una telecamara.

Los estuches se van introduciendo en cajas y las cajas en pallets automaticamente.
Controles: Control de peso del estuche con una balanza, control del timbrado con una
telecdmara, control de estuche y prospecto por codigo de barras, control de calidad de
inspeccidon por atributos Military Standard MIL-STD mediante un nivel de inspeccion

normal.
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Fig. 8.22.: Sistema robatico Pick and Place de incorporacién de jeringas al blister.

Fig. 8.23.: Final de linea del envasado: Encajadora y paletizadora.
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22. ALMACEN

Departamento: Almacén.

Sala: No Clasificada. El almacén requiere control y registro de la temperatura y humedad.
Materiales: Pallets con estuches del medicamento.

Maquinaria/equipos: Almacén robotizado.

Procedimiento: Los pallets generados en la linea de acondicionamiento se identifican
adecuadamente y se llevan al almacén, donde son almacenados de manera cadtica. El
producto ira saliendo segln se vayan haciendo pedidos.

Controles: -

Fig. 8.24.: Almacén robotizado de pallets.
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23. CONTROL CALIDAD PRODUCTO TERMINADO

e Departamento: Departamento de Control de Calidad.

e Sala: El Departamento de Control de Calidad se divide en tres dreas: Quimica,
Microbiologia y Acondicionamiento. Las areas de control Quimica y Acondicionamiento
son zonas no clasificadas; mientras que el darea microbioldgica debe tener una
climatizacidn independiente y tener zonas bajo flujo laminar grado A para el control de
esterilidad. Es importante tener unos sistemas de extraccion de gases adecuados y mucha
recirculacién del aire.

e Materiales: Producto Terminado (Viales y Jeringas precargadas), reactivos, material de
laboratorio (probetas, tubos de vidrio, pipetas...), medios de cultivo...

e Magquinaria/equipos: HPLC, espectrofotémetros, balanzas...

e Procedimiento: El Producto Terminado llega a Control de Calidad. Tanto las jeringas
precargadas como los viales son analizados quimica y microbiolégicamente. Solo cuando

todos los resultados son conformes se puede liberar el lote para su venta en el mercado.

Fig. 8.25.: Laboratorio de control de calidad.
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8.9. PLANTA INDUSTRIAL: PLANOS,

CLASIFICACION, PRESIONES Y FLUJOS

La planta de fabricacién disefiada esta dividida en diferentes secciones:

e Zona de Fabricacion

e Zona de Acondicionamiento

e Almacény Picking

e Control de Calidad: Acondicionamiento, Quimica y Microbiologia

e Zona Pesadas

e Muelle

e Zona de Muestreo

e Estabilidad

e Galénica

e Muestroteca

e Zonas Técnicas: Planta del agua, Calderas, Grupos frigorificos...

e Oficinas: Garantia de Calidad, Produccién, Validaciones, Calibraciones, Mantenimiento,
Ingenieria, Direccién Médica, Recursos Humanos, Seguridad, Formacion, Informatica...

e Comedory cocina

En el siguiente plano se pueden distinguir algunas de las zonas descritas:
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Fig. 8.26.: Plano de la planta industrial de fabricacién, indicando flujos de materias primas, de producto terminado, de
intermedios, de material de acondicionamiento y de personas.
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A) FLUJO DE MATERIALES

Muelle: Las materias primas y material de acondicionamiento llegan al muelle, donde son
descargados.

Zona de Muestreo: Se realiza un muestreo y ensayo NIR.

Almacén: Se almacenan las materias primas y material de acondicionamiento en
cuarentena, a la espera de ser liberados.

Zona de Pesadas: Se pesan las materias primas.

Zona de Fabricacion: Se separan los materiales que se utilizan para la fabricacidn de viales
de los que se utilizan para la fabricacion de jeringas. Dentro de fabricacion se distinguen
estas dos zonas, cada una con sus operaciones y flujos independientes.

Intermedios:

- Los viales se llevan al muelle, desde donde se transportan a la planta de
esterilizacidn por radiacién gamma. A continuacion regresan a la planta, donde son
muestreados y almacenados.

- Llasjeringas se mandan al almacén.

Acondicionamiento: Las jeringas y los viales esterilizados se llevan a las lineas de
acondicionamiento.
Almacén: Se almacena el producto terminado proveniente de acondicionamiento.

Picking: Organiza y gestiona los pedidos de producto terminado, envidandolos al muelle.
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B) FLUJO DE PERSONAL

Entrada del personal por recepcién, desde donde pueden tomar dos direcciones:

1. Planta de fabricacién:

= Entran por el vestuario general, desde donde pueden llegar a diferentes areas
(Fabricacién, Acondicionamiento, Pesadas, Almacén, Control de Calidad,
Muestreo...)

=  Fabricacidn, Pesadas y Muestreo tienen otros vestuarios adicionales, para
entrar a zonas clasificadas.

= (Cada seccion tiene su flujo de personas establecido.

2. Oficinas, Zonas Técnicas y Comedor/Cocina: El personal no pasa a través de ningun

vestuario.

C) CLASIFICACION DE ZONAS

Encontramos salas con diferentes grados de clasificacion:

e GradoA

Dosificadora de jeringas MLD Bosch®.

- Dosificadora-pretaponadora de viales Bosch® FLC.

- Sistema automatico de carga de viales desde la dosificadora al liofilizador.

- Liofilizador (interior).

- Sistema automatico de descarga de viales desde el liofilizador a la capsuladora.

- Capsuladora de viales.

e GradoB(N.A)

- Al existir una esterilizacién final no se requiere un entorno B alrededor de los

equipos ubicados en grado A.
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e GradoC
- Zona de Muestreo
= (Cabina de muestreo (con flujo laminar).
- Zonade Pesadas
= (Cabina de pesadas (con flujo laminar).
- Fabricacion de viales

o Sala de Preparacién de la Suspensién previa a la atomizacién.

o Sala de Atomizacion.

o Sala de Preparacién de la Suspensidn posterior a la atomizacion.
o Sala del Tunel de lavado, esterilizacidn, despirogenizacion.

o Sala de la Dosificadora-pretaponadora de viales (Entorno).

o Sala de Capsulado de viales (Entorno).

o Sala de carga del Liofilizador (Sala de carga y descarga).

o SAS de personal entre sala de llenado y capsulado.

o SAS-vestuario de personal de acceso a la sala de llenado (zona limpia).
- Fabricacién de jeringas

o Sala de Preparacién del agente suspensor.
o Sala Dosificadora de jeringas (Entorno).

o SAS-vestuario de personal de acceso a la sala de llenado (zona limpia).
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e GradoD
- Zona de Muestreo

o Sala de muestreo (Entorno).

o SAS de entrada y salida.
- Zona de Pesadas

o Sala de pesadas (Entorno).

o SAS de entrada y salida.
- Zona de Fabricacién

o Vestuarios de acceso a la zona (x2).

o SAS de materiales de acceso a la zona (x2).

o Pasillo general.

o Sala de Residuos.

o Sala de Formatos.

o Salas de Limpieza (x2).

o Salas de Utiles (x2).

o Salas de Autoclave (x2).

o SAS-vestuario de personal de acceso a las salas de llenado (zona sucia).

o Despacho de Fabricacidn.
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D) PRESIONES
e -10Pa
- Zona de Muestreo
o Cabinas de Muestreo.
- Zonade Pesadas
o Cabinas de Pesadas.
e +0Pa

- Sala de Muestreo (Entorno)
- Sala de Pesadas (Entorno)

- Zona de Fabricacion

o Salas No Clasificadas (Revisidn, Control en Proceso).
o Despacho de Fabricacion.

o Liofilizador (Zona Técnica).
e +5Pa
- Zona de Fabricacién
o Pasillo General.
e +20Pa
- Zona de Muestreo
o SAS de entrada y salida.
- Zonade Pesadas
o SAS de entrada y salida.
- Zona de Fabricacidn

o Vestuarios de acceso a la zona (x2).
o SAS de materiales de acceso a la zona (x2).
o Sala de Residuos.

o Sala de Formatos.
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o Salas de Limpieza (x2).

o Salas de Utiles (x2).

o Salas de Autoclaves (x2).

o Sala de Preparacion de la Emulsién.

o Sala de Atomizacion.

o Sala del Tunel de lavado, esterilizacién, despirogenizacion.
o Sala de Preparacién de la Suspension.

o Sala de Capsulado de viales.

o Sala de Preparacién de la Disolucién.

o SAS-vestuario de personal de acceso a las salas de llenado.
+35Pa
- Zona de Fabricacion

o Sala de la Dosificadora-pretaponadora de viales (Entorno).
o Sala de carga del Liofilizador (Sala de carga y descarga).
o SAS de personal entre sala de llenado y capsulado.

o Sala Dosificadora de jeringas (Entorno).
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Fig. 8.27.: Plano de clasificacién y presion (Pa) de las salas de la zona de fabricacidn de viales y jeringas.
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B) CLIMATIZACION

Es imprescindible tener una adecuada climatizacidon de la planta de fabricacion. Para ello se
requiere de la presencia de diferentes climatizadores independientes. Encontramos las

siguientes areas de climatizacién:

e Climatizador I: Zona de Fabricacion (a su vez se divide en dos: uno correspondiente a la
linea de viales y otro a la linea de jeringas).

e Climatizador Il: Zona de Acondicionamiento, Muelle, Picking, Zona No Clasificada de
Fabricacion, Pasillos Generales.

e Climatizador Ill: Garantia de Calidad, Muestroteca, Despechos de Produccién, Grupos
Frigorificos.

e Climatizador IV: Comedory cocina.

e Climatizador V: Control de Calidad (Quimica) y Estabilidad.

e Climatizador VI: Control de Calidad (Microbiologia).

e Climatizador VII: Almacén.

e Climatizador VIII: Galénica.

e Climatizador IX: Zona de Muestreos.

e Climatizador X: Zona de Pesadas.
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CONCLUSIONES

El método analitico desarrollado para la valoracién de meropenem mediante HPLC es

adecuado y se ha validado satisfactoriamente.

Los estudios de estabilidad demuestran que el meropenem es una molécula muy
inestable, sobre todo cuando se encuentra en disolucién. La temperatura y el medio de
disolucién influyen significativamente en la estabilidad. En medio simulado fisiolégico

(PBS) y 37,02C, el tiempo de degradacion del 50,0% de meropenem es de unas 48,0 horas.

La atomizacion con PLGA es un proceso sencillo, robusto, validable y econémico para la

obtencidn de microesferas de meropenem aptas para su uso farmacéutico.

El proceso de compresion de microesferas de PLGA y meropenem, asi como la
caracterizacién de los comprimidos, no presenta robustez debido a las deficientes

caracteristicas de compresibilidad del PLGA.

La elaboracién y analisis de suspensiones inyectables de microesferas de meropenem y
PLGA es sencilla y robusta. La liberacidén del principio activo a partir de suspensiones de
microesferas se realiza de forma mas controlada que con los comprimidos por lo que se

selecciona la formulacién de suspension para posteriores ensayos in vivo.

En ensayos sobre animales (conejos), se han comparado farmacocinéticamente varias
formulaciones y vias de administracién, demostrando que las suspensiones de
microesferas de meropenem presentan un mayor tiempo por encima de las
concentraciones minimas inhibitorias de la mayoria de los microorganismos al compararse
con el resto de formas de administracion estudiadas. Al controlar la liberacién y prolongar

la absorcidn se produce un aumento del AUC y un descenso del Cmax.

En ensayos con humanos se ha demostrado que las administraciones intravenosas mas
prolongadas en el tiempo favorecen un mayor tiempo por encima de las concentraciones

minimas inhibitorias de la mayoria de los microorganismos.

La liberacidn controlada de meropenem permite obtener concentraciones de meropenem
por encima de concentraciones minimas inhibitorias de la mayoria de microorganismos
durante mas tiempo. En el caso de administraciones locales, como las microesferas de

meropenem, podemos aumentar la concentracion de meropenem en el lugar de accidn, lo
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que puede ser muy util en intervenciones quirdrgicas. Se podrian reducir el nimero de

administraciones y cantidad de farmaco administrado.

9. Se ha disefado un modelo de fabricacién y analisis industrial de microesferas de
meropenem. Su fabricacidn precisa de instalaciones especiales dedicadas, de tecnologia

avanzada, y de un proceso de calidad muy estricto.
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CONTROLLED RELEASE SYSTEMS OF MEROPENEM

Introduction
Meropenem is a broad spectrum antibiotic, with a very low plasma halflife.

Controlled released systems of Meropenem could improve its pharmacokinetics for treatments

and prophilaxis of deseases.

Aim

This study is focused on developing controlled released systems of Meropenem. Local

controlled released systems could be specially usefull for prophilaxis in surgical interventions.

Methodology, Results and Discussion

Analytical validation

The first stage of the study was based on validating an analytical HPLC method for Meropenem
assay. This method was developed in accordance to European Pharmacopoeia 8.0., USP 38
monograph and ICH guidelines. The target of validating the analytical procedure was to
demonstrate that it is suitable for its intended purpose. The following validation characteristics
were considered: Accuracy, Precision (Repeatability and Intermediate Precision), Specificity,

Detection Limit, Quantitation Limit, Linearity and Range.

After performing all the tests, the analytical method was considered to be validated. This HPLC

method could be used in the rest of the stages of this study.

Stability study

Meropenem has low stability when is dissolved due to the hydrolysis of the B-lactam ring. In
order to understand the degradation behavior of this drug we performed a stability study at
different temperatures and solvents. Stability test was studied in water, NaCl 0.9 percentage,
Glucose 5.0 percentage, Glucose 10.0 percentage and Phosphate Buffered Saline (PBS)

solution. Each media was tested at different temperatures: -18.09C, 4.09C, 22.02C and 37.0°C.



SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA DE MEROPENEM

The results showed that the higher the temperature, the faster the degradation. The solvent
had also influence in the degradation rate; Meropenem was more stable when dissolved in

water; NaCl 0.9 percentage and PBS mediums than when dissolved in glucose mediums.

The obtained results showed a correlation with the Meropenem technical data and leaflet

information.

Controlled release systems of Meropenem

This section of the study was based on obtaining pharmaceutical forms which could release

Meropenem in a controlled way.

Meropenem was included inside microspheres of polylactic-co-glycolic acid (PLGA), an
excipient which is biodegradable and has appropriate properties as controlled release drug

delivery system. Atomization method was used for manufacturing the microspheres.

After characterization, these microspheres were integrated in several pharmaceutical forms
such as implantable minitablets or intramuscular suspensions. Manufacturing robustness and

analytical tests were performed for both systems.

Atomization was an adequate method for manufacturing microspheres of PLGA and

Meropenem. The characteristics of the microspheres were correct for their intended use.

In the one hand, implantable minitablets were difficult to manufacture and analyze. Poor

tableting properties of the components didn’t allow obtaining tablets with robustness.

In the other hand, intramuscular suspension was successfully manufactured and analyzed.
Releasing rate of Meropenem from this formulation was tested and showed an excellent

behavior.

Animal studies

A study with rabbits was performed in order to compare the pharmacokinetics of Meropenem
after the administration of the same dose in different formulations. The following formulations

were compared:

- Meropenem intravenous perfusion during 0.5 hours.
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- Meropenem intravenous perfusion during 3.0 hours.
- Meropenem intramuscular solution.
- Meropenem intramuscular suspension.

- Microspheres of Meropenem intramuscular suspension.

The results showed that the Area Under the Curve (AUC) was higher in intramuscular
formulations, but above all the microspheres intramuscular suspension formulation. For
intravenous administrations, AUC was higher when the perfusions were longer.

The formulations with higher AUC present during longer periods the concentration of
Meropenem over the Minimum Inhibitory Concentrations 90 (MICq) of the most common

nosocomial microorganisms.

Human studies

A pharmacokinetic study of Meropenem after the administration of intravenous solutions at
different perfusion speeds was performed in humans. The following speeds were tested

administrating the same dose of Meropenem:

- Meropenem intravenous perfusion during 0.5 hours.
- Meropenem intravenous perfusion during 1.0 hour.

- Meropenem intravenous perfusion during 2.0 hours

The AUC was higher when the perfusions were longer, as demonstrated previously in animals.
The concentration of Meropenem over MICqy, of most of microorganisms was achieved during

more time when the perfusion was slower.

Industrial manufacturing

In this chapter, the industrial manufacturing procedure for intramuscular suspensions of

microspheres of Meropenem was designed.

The selected presentation for manufacturing was freeze dried vial with meropenem

microspheres and prefilled syringes with suspension media.
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All the manufacturing steps (warehousing, compounding, atomization, filtration, filling, freeze
drying, inspection, packaging, quality checks...) were designed. Also plant layouts, classification

of the clean rooms, room pressures, material and people flows... were designed.

Conclusions

1. The developed analytical HPLC method is adequate for meropenem assay, as it has been

satisfactorily validated.

2. The stability studies demonstrate that meropenem is an unstable molecule, mostly when is
in aqueous dissolution. The dissolution media and the temperature have a direct impact in
the stability of meropenem. In simulated fisiologic conditions (PBS buffer) at 37.09C, 50.0

percentage of meropenem was degradated in about 48.0 hours.

3. Spray drying of meropenem and PLGA is a robust, validable and economic method for

obtaining suitable microspheres for pharmaceutical use.

4. Meropenem and PLGA microspheres tableting and characterization of the tablets is not a

robust process due to the poor tabletting properties of PLGA.

5. Manufacturing and analyzing injectable suspensions of meropenem and PLGA
microspheres can be done easily and robustly. Release of meropenem from the suspension
of microspheres is more controlled than the release from the tablets. Suspension of

microspheres was selected for further in vivo studies.

6. In the animal studies with rabbits, the pharmacokinetics of several formulations and
routes of administration were compared, and demonstrated that the meropenem
intramuscular microspheres presented the longest time over the minimum inhibitory
concentrations of most of microorganisms. The controlled release of the different dosage

forms was related with an increase of AUC and a decrease of the Cmax obtained.

7. In the human studies was demonstrated that the longer the intravenous perfusion of
meropenem, the longer the time over the minimum inhibitory concentrations of most of

microorganisms.



CONTROLLED RELEASE SYSTEMS OF MEROPENEM

Meropenem controlled release systems allow obtaining longer periods of this molecule
over the minimum inhibitory concentrations of most of microorganisms. In local
administrations, such as microspheres of meropenem, is possible to increase the

concentration in the action area, which can be very useful for surgical interventions

A design for manufacturing and analyzing microspheres of meropenem was developed. It

requires dedicated facilities, advanced technology and a strict quality system.
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