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Resumen

Objetivo: Evaluar la estabilidad y actividad de un colirio de
voriconazol 3 ug/mL, preparado para su uso en endoftalmitis fan-
gicas resistentes a anfotericina B vy fluconazol.

Meétodo: Se analizaron la estabilidad (concentracién mediante
espectrofotometria-UV; pH, osmolaridad y aparicién de particu-
las) y la esterilidad bajo condiciones de conservacion diferentes:
temperatura ambiente (22-24 °C) o refrigerado (2-8 °C) y la efica-
cia in vitro del preparado, mediante el método estandar del
Nacional Committee for Clinical Laboratory Standards durante
un periodo de 30 dias.

Resultados: Las concentraciones de voriconazol se encontra-
ron dentro de los méargenes permitidos por la United States
Pharmacopeia (90-115%). El pH (ambiente 6,96-7,60; refrigera-
do: 6,84-7,21) y la osmolaridad (ambiente: 265-284 mOsm/I;
refrigerado: 270-285 mOsm/]) se mantuvieron en los intervalos
fisiolégicos para el ojo, a lo largo de todo el estudio en las dos
condiciones analizadas. La actividad antifingica del colirio perma-
neci6 estable durante las tres primeras semanas.

Conclusiones: El colirio preparado de voriconazol 3 ug/mL
permanece estable, estéril y con plena actividad antifiingica duran-
te 21 dias cuando se almacena tanto a temperatura ambiente
como en refrigeracion.
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tis.
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Summary

Objective: To assess the stability and activity of voriconazole
3 ug/mL eyedrops as prepared for use against amphotericin B-
and fluconazole-resistant fungal endophthalmitis.

Method: Stability (concentration using UV-spectrophotome-
try; pH, osmolarity, and particle formation) and sterility were ana-
lyzed under various preservation conditions — room temperature
(22-24 °C) or refrigerated (2-8 °C ). The preparation's in vitro
efficacy was analyzed using the standard National Committee for
Clinical Laboratory Standards method for 30 days.

Results: Voriconazole concentrations were found to be within
limits allowed by the United Stated Pharmacopeia (90-115%). pH
(room temperature: 6.96-7.60; refrigerated: 6.84-7.21) and
osmolarity (room temperature: 265-284 mOsm/I; refrigerated:
270-285 mOsm/]) remained within eye physiological ranges
throughout the study under the analyzed conditions. The prepara-
tion's antifungal activity remained stable during the first three
weeks.

Conclusions: The voriconazole 3 ug/mL eyewash prepara-
tion remained stable, sterile and with full antifungal activity for 21
days when stored both at room temperature and under refrigera-
tion conditions.

Key words: Eyedrops. Stability. Voriconazole. Endophthalmitis.

INTRODUCCION

La endoftalmitis flingica, aunque es poco comun,
continda siendo un problema oftalmoldgico grave, en
parte, por las limitaciones existentes para disponer de
tratamientos potentes con accién local'. Hasta hace
pocos afios, la administracién intravitrea de anfotericina
B con o sin fluconazol parenteral ha sido la primera
eleccion terapéutica, pero se han descrito resistencias en
ambos casos® y falta de cobertura microbioldgica sufi-
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ciente en el caso del fluconazol’. El voriconazol es un
nuevo antifiingico triazélico que ha mostrado tener
mayor actividad que el fluconazol, presentando concen-
traciones minimas inhibitorias de 10 a 50 veces menores
que este en cepas sensibles. Ademads es ttil frente a
cepas de Aspergillus ssp. resistentes al fluconazol y en
los casos de Fusarium spp., Acremonium, Scedosporium
inflatum, Trichosporon spp. y Pseudallescheria boydii,
que presentan resistencia habitual a fluconazol, itraco-
nazol y anfotericina B*. Existen trabajos que muestran
la eficacia de este nuevo farmaco por via oral y/o paren-
teral en el tratamiento de las endoftalmitis flingicas®.
Recientemente, Garcia y cols. han comunicado el méto-
do de formulacién de un colirio de voriconazol 3 ug/mL
para el tratamiento de un caso de endoftalmitis por el
hongo dematidceo Natrassia manguiferae, que se mos-
tré resistente a itraconazol y anfotericina B®. Estos auto-
res, seglin la bibliografia proporcionada por el laborato-
rio proveedor, dan una caducidad al preparado de 24
horas conservado entre 4-8 °C.

Esto supone la utilizacién diaria de un vial para prepa-
rar la solucidn final de antifingico, lo que origina unos
costes estimados de 11.754 € para un tratamiento aproxi-
mado de 8 semanas. A esto hay que afiadir la carga extra
de trabajo que su elaboracidn implica y la posible falta de
adherencia al tratamiento debido a la incomodidad que
para el paciente supondria acudir cada dia al servicio de
farmacia para recoger la medicacién. Todo ello nos llevé
a plantear la realizacién de un trabajo experimental para
conocer la caducidad real del preparado.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la estabilidad y
actividad in vitro de un colirio de voriconazol 3 pug/mL
para proporcionar una fecha de caducidad y condiciones
de conservacion mas exactas con el fin de reducir costes,
hacer mds cémodo el cumplimiento terapéutico a los
pacientes y disminuir la carga de trabajo que conlleva la
preparacion diaria del mismo.

METODO
Elaboracién del colirio

Se prepararon 6 lotes de colirio de voriconazol 3 ug/mL
bajo las mismas condiciones, en cabina de flujo laminar
horizontal a partir de un vial comercial de voriconazol 200
mg liofilizado Vfend® (Pfizer™ Limited, Sandwich, Kent,
UK), que se reconstituyeron con 19 mL de agua para
inyeccién, con lo que se obtiene una solucién de 10
mg/mL. A continuacién se pasaron 0,5 mL del vial recons-
tituido por el cono de la aguja a una jeringa de 50 mL,
completando esta con solucién al 0,9% de NaCl y se tom6
una muestra de 0,3 mL. Por ultimo, se afiadieron 9,7 mL
de una solucidn para irrigacion estéril BSS a los 0,3 mL de
voriconazol. Este procedimiento ha sido modificado con
respecto al descrito por Garcia y cols®’.

Condiciones de estudio

Se determind la estabilidad (concentracién, pH, osmo-
laridad y presencia de particulas) y la esterilidad durante
un periodo de 30 dias bajo dos condiciones de conserva-
cion diferentes: temperatura ambiente (22-24 °C) o refri-
gerado (2-8 °C).

Control de estabilidad

—Determinacion de la concentracion. Se analizaron las
concentraciones de voriconazol utilizando un espectrofoto-
metro de UV-visible (DV® 640 Spectrophotometer, Beck-
man™ Instruments Inc., Palo Alto, Cal, USA). Se realizaron
determinaciones por triplicado a 256 nm, longitud de onda
a la que se observé méaxima absorbancia tras un barrido en
UV-visible. La concentracién de voriconazol se calcul a
partir de la extrapolacién en una curva patrén construida
con concentraciones crecientes comprendidas en un rango
de 0-120 wg/mL, obteniéndose un coeficiente de correla-
cién de 0,9986 (p < 0,0001); con un coeficiente de varia-
cién intradia e interdia de 1,79 y 3,4% respectivamente,
para una concentracién de 2,5 ug/mL. El limite de detec-
cién de la técnica fue de 1,58 ug/mL.

—Control del pH. Se realizaron mediciones por dupli-
cado del pH (Crison, Micro pH 2001, Crison Instruments
S.A., Barcelona, Spain) cada 48 h en ambas condiciones
de almacenamiento durante los 30 dias del estudio.

—Control de osmolaridad. Cada 48 horas se midi6 la
osmolaridad de las muestras del colirio por duplicado
(Osmo Station TM OM-6050 Menarini Diagnostic, A.
Menarini Industrie Farmaceutiche Riunite s.r.l. Firenze,
Italy) en ambas condiciones de almacenamiento durante
los 30 dias del estudio.

—Presencia de particulas. La presencia de particulas
se evalué mediante la inspeccién visual diaria de la posi-
ble presencia de agregados en las soluciones de estudio.

Control de esterilidad

Con la finalidad de comprobar la esterilidad de la mezcla
se realizé periddicamente el control microbioldgico de las
soluciones. Se realizaron siembras de las soluciones de
voriconazol en Mc Conkey, caldo tioglicolato y en placas
de agar sangre para recuento cuantitativo cada 48 h, incu-
bandose en estufa a 37 °C durante 7 dias. Para el cultivo de
hongos se sembraron las muestras en placas de agar Sabou-
reaud-Cloranfenicol, incubdndose a temperatura ambiente
y en estufa a 37 °C durante 30 dias.

Estudio de actividad in vitro

Se determinaron las CMIs frente a voriconazol para
hongos levaduriformes mediante el método estdndar
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National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) (documento M27-A2), usando polvo valorado
(Pfizer™ Inc. Central Research Division, Grotton, Conn)
y una solucién madre obtenida a partir del colirio. Se uti-
lizaron 24 cepas de Candida (9 C. albicans, 8 C. parapsi-
losis, 4 C. glabrata, 2 C. tropicalis y 1 C. krusei). La
determinacién de la concentraciéon minima inhibitoria
CMI se realiz6 mediante microdilucién. Se han repetido
estas mediciones en los dias 0, 3, 7, 9, 16, 21 y 30 para
evaluar la actividad antifiingica. Las lecturas se realiza-
ron a las 48 h y la incubacién a 35 °C. Como control de
calidad se usaron las cepas C. krusei ATCC 6258 y C.
parapsilosis ATCC 22019.

Analisis de los datos

Los resultados se expresan como intervalo (valores
inicial y final) o como media + desviacién estidndar. Se
utiliz6 la prueba de correlacion de Pearson para compro-
bar el grado de ajuste de los datos de absorbancia a una
recta patrén. Para el andlisis de los datos se utiliz6 el pro-
grama estadistico SPSS versién 11.0 para Windows. Se
consider6 significativo un valor de p < 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores de concentraciéon de cada muestra en
ambos tipos de condiciones de almacenamiento se consi-
deraron como relativos a los obtenidos a tiempo cero (dia
de la elaboracién del colirio) que supone el 100%. Dichos
valores siempre estuvieron dentro de los margenes de
validez de la United Stated Pharmacopeia (USP) (90-
115%)° como se muestra en la figura 1. Dado que noso-
tros partiamos de una solucién homogénea con una sola
sustancia activa (a diferencia de las muestras bioldgicas
como humor vitreo, plasma, etc., a las que hacen referen-
cia otros trabajos publicados)', consideramos que no era
necesario el uso de una técnica cromatogréfica como la
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Fig. 1.- Evolucion porcentual de las concentraciones de voriconazol en
las diferentes condiciones de conservacion.
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HPLC. Por este motivo utilizamos directamente la espec-
troscopia de UV-visible como método de cuantificacion
de las concentraciones de voriconazol.

Se considera como totalmente indolora la aplicacion
corriente por instilaciéon de soluciones con pH compren-
dido entre 7,3 y 9,7, siendo todavia aceptables para el ojo
no lesionado las que tengan pH entre 5,5 y 11,4". En
nuestro caso, se observd, a partir de la tercera semana,
que los valores de pH presentaban una tendencia descen-
dente en las muestras conservadas en frio y ascendente en
las de temperatura ambiente, aunque permanecieron
siempre dentro del intervalo que nos asegura la ausencia
de efectos irritantes (Fig. 2).
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Fig. 2.- Variacion de los valores de pH durante el periodo de estudio en
las diferentes condiciones de conservacion.

El ojo tiene un margen de tolerancia a la tonicidad
bastante elevado, dentro del cual no se produce influen-
cia, o s6lo muy pequeiias, fisioldgicamente aceptables.
Asi, las soluciones con una tonicidad del orden de 217-
544 mOsm/I1 resultan indoloras y no producen lagrimeo
(ni eliminacién, por lo tanto, del medicamento aplica-
do)". Los valores de osmolaridad de nuestro preparado
se mantuvieron dentro de este rango, observando una
tendencia descendente en ambas condiciones de conser-
vacion (Fig. 3).
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Fig. 3.- Variacion de los valores de Osm durante el periodo de estudio
en las diferentes condiciones de conservacion.
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Tabla I. Intervalos de CMl,, y CMl,, para voriconazol frente a las distintas especies ensayadas de hongos patégenos en las 4 semanas de

Ml Grado de acuerdo
Hongo Rango CMI Rango CMl, Rango CMl,, 12 sem. 29 sem. 3% sem. 42 sem.
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

C. albicans 0,03->16 0,03-0,12 0,03-0,12 100% 100% 100% 56%
C. parapsilosis 0,03-0,25 0,03-0,12 0,03-0,12 100% 100% 100% 88%
C. glabrata 0,12-0,5 0,06-0,5 0,06-0,5 100% 100% 100% 100%
C. tropicalis 0,03-1 0,03-0,25 0,03-1 100% 100% 100% 100%
C. krusei 0,25-0,5 0,25-0,5 0,25-0,5 100% 100% 100% 100%

El control visual realizado diariamente constaté la
ausencia de particulas en el preparado durante todo el
periodo en las distintas formas de almacenamiento.

Pese a que las condiciones de trabajo fueron asépticas,
se quiso comprobar la continuidad de la esterilidad de la
muestra a lo largo del periodo de estudio, no apreciando-
se en ninguna de las dos condiciones de conservacion
crecimiento bacteriano ni fungico.

En la tabla I se muestran los rangos de los valores
absolutos de las CMI obtenidos en las 4 semanas de estu-
dio para cada especie, siendo iguales tanto para polvo
valorado como para solucién madre del colirio. El grado
de acuerdo, utilizando ambos métodos para cada una de
las especies y en cada semana (17, 27, 3% y 4%), estd recogi-
do en dicha tabla. La actividad antifiingica del preparado
se mantuvo estable en las tres primeras semanas de este
periodo para las especies mas representativas clinicamen-
te (C. albicans y C. parapsilosis).

Nuestro trabajo establece que el colirio de voriconazol
3 ng/mL permanece con estabilidad fisicoquimica duran-
te las 4 semanas del estudio para ambas condiciones de
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