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Resumen

Obijetivo: Lo administracion infrapleural de fibrinoliticos y domasa alfa
ha demostrado en estudios aleatorizados ser capaz de disminuir la nece-
sidad de desbridamiento quirtrgico del empiema y los dias de estancia
media hospitalaria. Sin embargo, su aplicacién en practica clinica es
limitada, probablemente debido a la falta de protocolos que simplifiquen
su administracién. El presente estudio tiene como obijefivo analizar la
estabilidad fisicoquimica de la administracién simulténea de uroquinasa
y domasa alfa para el posterior desarrollo de un protocolo de uso en
practica clinica.

Método: Ensayo de estabilidad in vitro de uroquinasa, dornasa alfa
y la mezcla de ambos. Se evalud su estabilidad como |i] ausencia de
particulas, (i) variacién de color v (i) cambios de pH a tiempos 0, 30 mi-
nutos, 1, 2y 4 horas a 37°C. Cada muestra se preparé y analizé por
triplicado.

Resultados: las soluciones individuales de uroquinasa y dornasa alfa
mostraron cambios ligeros del pH, sin cambios en su color ni presencia de
particulas en suspensién. La mezcla de uroquinasa y dornasa alfa no fue
estable franscurridas 2 horas, mostrando turbidez por la floculacién y sepa-
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Abstract

Obijective: Intrapleural administration of fibrinolytics and dornase alfa
has been shown in randomized studies to be able to reduce both the
need for surgical debridement of empyema and the average hospital stay.
However, its application in clinical practice is limited, probably due to the
lack of protocols that simplify its administration. The present study aims to
analyze the physicochemical stability of the simultaneous urokinase and
dornase alfa administration for the subsequent development of a clinical
practice use profocol.

Method: In vitro stability test of urokinase, dornase alfa and a com-
bination of both. Its stability was evaluated as (i) absence of particles,

(ii) color variation and (iii) pH changes at times O, 30 minutes, 1, 2
and 4 hours at 37 °C. Each sample was prepared and analyzed in
friplicate.

Results: Individual solutions of urokinase and dornase alfa showed
slight changes in pH, finding no changes in either color or presence of
suspended parficles. The urokinase and dornase alfa combination was
not stable after 2 hours, when turbidity emerged due to flocculation and
phase separation. After 4 hours, precipitate formation was found. A pro-
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racion de fases con formacién de precipitado a las 4 horas. Se desarrollo
un profocolo de uso clinico basado en lo administracién secuencial de
uroquinasa y dornasa alfa, ya que no fue posible garantizar la estabilidad
fisicoquimica de la administracién simulténea de ambos férmacos.

Conclusiones: Los datos de estabilidad fisicoquimica no permiten ase-
gurar lo administracién simuliénea de ambos férmacos de manera segura
y eficaz, por lo que se propone un protocolo de administracion secuencial.

Introduccion

El empiema es un derrame pleural (DP) parapneuménico complicado
definido por la presencia de pus en la pleura y/o microorganismos. Se
caracteriza por una mayor concentracién de proteinas que el plasma (co-
ciente proteinas DP/proteinas plasma >0,5 g/I), lactato deshidrogenasa
elevada [>1.000 UI/I) y un pH dcido (<7,2) como consecuencia de la
presencia de pus en la pleura™. la base de su fratamienfo consiste en la
colocacién de un drenaje pleural para la evacuacién del pus junto con un
tratamiento antibidtico sistémico*4. Sin embargo, la falta de resolucion
del empiema con el frafamiento estandar se relaciona con la presencia de
altas canfidades de fibrina en el espacio pleural infectado vy de espacios
tabicados de alta densidad que impiden el correcto drenaje del material
purulento y la accién eficaz de la antibioterapia sistémica [se muestra un
ejemplo en la figura 1). De ahf surgié el interés en la terapia fibrinolitica
infrapleural.

En los dltimos 15 afios, varios estudios han evaluado la eficacia y se-
guridad de la terapia fibrinolitica, aunque los resultados no son del todo
concluyentes. Un primer estudio, el estudio MIST1?, mostré que la adminis-
tracién intrapleural de estreptoquinasa no mejord la mortalidad, la necesi-
dad de cirugia ni la duracién de la estancia hospitalaria. Posteriormente,
basandose en la experiencia de uso de desoxirribonucleasa (DNasa) para
reducir la viscosidad de las secreciones en pacientes con fibrosis quistica,
se postulé que el dcido desoxirribonucleico [ADN) era el principal cau-
sanfe del aumento de la viscosidad en el espacio pleural, lo que generd
la hipotesis de que la adminisfracién intrapleural de la enzima DNasa
mejora la eficacia del drenaje pleural. Fue en 2011 cuando Rahman et al®
demostraron, en un estudio aleatorizado controlado amplio, una mejora en
la respuesta al trafamiento del derrame pleural parapneuménico (DPPN)
tipo empiema mediante la combinacion de alteplasa y dornasa alfa, con-
siguiendo una reduccién marcada y significativa de los dias de estancia
media hospitalaria, asf como de la necesidad de desbridamiento quirdrgi-
co del empiema comparado con placebo, y también respecto a dornasa
alfa o dlteplasa en monoterapia. Las dosis empleadas fueron escogidas
empiricamente, baséndose en estudios observacionales y series de casos
previos?. Los farmacos fibrinoliticos usados difieren entre estudios, ufilizando

Figura 1. Imagen ecogrdfica correspondiente a empiema. D: diafragma; H: hi-
gado; P: parénquima pulmonar. las flechas indican los mdltiples tabiques de
fibrina en el seno del derrame pleural.

tocol for clinical use was developed based on urokinase and dornase
alfa sequential administration, since it was not possible to guarantee
the physicochemical stability of the simultaneous administration of both
drugs.

Conclusions: The physicochemical stability dato obtained does not
allow to ensure a simultaneous administration of both drugs in a safe and
effective way, thus a sequential administration protocol is proposed.

tanfo fibrinoliticos no especificos como esfreptoquinasa y uroquinasa, como
fibrinoliticos especificos como alteplasa. Sin embargo, no existen esfudios
comparativos entre ellos.

Es necesario destacar que, hasta la fecha, las pautas de tratamiento
fibrinolitico mé&s comunes en nuestro entorno no han incorporado esfa es-
frafegia combinada. Es posible que ello se deba a la falta de profocolos
de uso aplicables en la practica clinica que corroboren la viabilidod de
la administracién de un fratamienfo combinado infrapleural y reduzcan su
complejidad. Estudios recientes” han tratado de simplificar el tratamiento
con la administracién intrapleural concurrente de ambos farmacos, es decir,
sin dejar un tiempo de actuacion entre farmacos como anteriormente se rea-
liz6°. Aunque los autores concluyen que el régimen es relativamente seguro
y efectivo, la estabilidad de la administracién conjunta de ambos férmacos
no ha sido nunca estudiada.

Por ese motivo, el obijefivo de este estudio es analizar la estabilidad
fisicoquimica de la administracién conjunta de un agente fibrinolitico y dor
nasa alfa para el posterior desarrollo de un protocolo de uso en préctica
clinica para pacientes con DPPN que requieran fratamiento intrapleural.

Métodos

Preparacion de las muestras

Se preparé una solucién madre de 500.000 Ul de uroquinasa disuelia
en 10 ml de suero fisiolégico (SF) y una solucién madre de 10 mg de
domasa dlfa 2,5 mg/2,5 ml en 60 ml de agua para inyectables [API).
Dado que en el tratamiento del empiema estos farmacos se emplean en
una relacién 1:6 (250.000 Ul de uroquinasa en 5 ml de SF frente a 5 mg
de dornasa alfa en 30 ml de API)¢, utilizamos 1 ml de la disolucién madre
de uroquinasa y 6 ml de la disolucién madre de dornasa alfa para formar
tres alicuotas de la mezcla de los dos férmacos (7 ml) para llevar a cabo
el estudio de estabilidad por triplicado.

Anadlisis de estabilidad in vitro

Se definié estabilidad como la ausencia de particulas, variacién de co-
lor o cambios en el pH de la mezcla. Las muestras fueron sometidas a: (i) un
examen visual para detectar precipitacién, (i) un proceso de centrifugacion
para la deteccién de precipitados no observados a simple vista, y (i) una
medicién del pH (relacionado con la temperatura y la desnaturalizacion
proteical.

En el examen visual intervinieron dos observadores diferentes para la
evaluacién del color, limpidez, ast como la formacién de burbujas y/o
precipifado. la medicién del pH fue realizada con un medidor PH BASIC
20 [CRISON, Barcelona) y la centrifugacién se efectud en una centrifuga
digital Centromix II-BL {JPSELECTA, Barcelona). los tubos de ensayo con-
feniendo la mezcla se mantuvieron a temperatura fisiclogica (37°C) en
un bafo termostético (LACOR, Bergara). Todos esfos instrumentos fueron
calibrados segun el procedimiento normalizado de trabajo correspondien-
te del Laboratorio de Farmacotecnia del Servicio de Farmacia, de forma
previa a las mediciones.

Las observaciones se llevaron a cabo a tiempo O (basal), 30 minutos,
1, 2y 4 horas desde el proceso de mezcla.

Andlisis estadistico

Los resuliados se analizaron mediante estadistica descriptiva expresan-
dolos como promedio y desviacién estandar (DE|. Se utilizé SPSS Statistics®
version 25.0 (IBM Corp., Armonk, NY) para el andlisis estadistico.
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Resultados

Los resultados del andlisis fisicoquimico, expuestos en la tabla 1, mostraron
que la disolucion madre de uroquinasa es ligeramente écida ([pH= 6,95 +0,04),
mienfras que la de dornasa alfa es neutra (pH=7,32+0,01). Sin embargo, la
mezcla de ambos farmacos presentd un pH de 5,63+0,02.

En cuanto al tiempo de actuacién conjunia de las enzimas estudiadas, se
observo claramente un cambio en la esfabilidad de las muestras. A fiempos
0, 30 minutos y 1 hora, las muestras no mostraron turbidez y su centrifuga-
cién no originé pellef (porciones de material sedimentado), mientras que a las
2y 4 horas de contacto de ambas enzimas s se observé la formacién de
floculos (Figura 2). Transcurridas 4 horas en reposo, se produjo separacién
de la mezcla en dos fases, con la consiguiente formacién de precipitado.

A partir de los resultados obtenidos se elabord un protocolo de ac-
fuacién basado en una administracion secuencial de los férmacos como
se defalla en la tabla 2. Este consisfiria primero en la administracion de
100.000-250.000 Ul de uroguinasa manteniendo un fiempo de pinzado
de 2 horas. Tras esfe tiempo, se refiraria la uroquinasa y se administrarian
5 mg de dornasa alfa con un tiempo de pinzado de 2 horas més. Lla admi-
nistracion del fratamiento farmacolégico infrapleural se mantendria durante
3 dias con la administracién de uroquinasa en una frecuencia de cada
8 horas y de dornasa alfa cada 12 horas.

Discusion

Los resultados de la evaluacién in vitro indicaron que no es posible ga-
rantizar la estabilidad, y por fanto asegurar la actividad farmacolégica, de
uroquinasa y dornasa alfa transcurridas 2 horas desde la mezcla de ambos
farmacos. Por ello, se descarté la posibilidad de la administracion simultd-

Figura 2. A) Se muestra la mezcla de dornasa alfa y uroquinasa a tiempo O
(nitida) y a las 2 horas (turbia). B] Se muestra la formacién de pellet (flecha) que
se produce fras la centrifugacion de los tubos de ensayo sometidos a 2 y 4 horas
de contacto entre los fdrmacos estudiados.

nea o concurrente de ambos farmacos en practica clinica y se decidié ela-
borar un protocolo de actuacién basado en la administracion secuencial
de uroquinasa y domasa alfa.

Tabla 1. Resultados obtenidos en el andlisis in vitro de uroquinasa, dornasa alfa y la combinacion de ambos farmacos

Variable medida u observada Oh 05h 1h 2h 4h

i
pH (+DE) 6,95+0,04 6,30+0,03 6,40+0,05 6,04+0,03 6,16 £ 0,04
Presencia de particulas (inspeccién visual) No No No No No
Presencia de pellet después de centrifugado No No No No No

Dornasa alfa

pH (+DE) 7,32+0,01 6,80+0,02 6,75+0,01 7,02+0,03 6,86 £ 0,02
Presencia de particulas No No No No No
Presencia de pellet después de centrifugado No No No No No
Uroquinasa + dornasa alfa

pH (+DE) 5,63+0,02 5,90+0,03 5,87+0,03 6,93+0,04 6,10 £ 0,05
Presencia de particulas No No No Si Si
Presencia de pellet después de centrifugado No No No No Si
Bl st s =7 A 7 7 A

DE: desviacién estandar; pellet: cada una de las porciones de material sedimentado.

Tabla 2. Propuesta de tratamiento secuencial con uroquinasa y dornasa alfa para el tratamiento intrapleural del empiema

Tiempo (h) Dias 1-3 del tratamiento
) Adm|n|strqruroqu|nqsa*ymantenerpmzqdoeltubodedrenQ|e2horqs ................................................................................................
+2 Despinzar el tubo de drenaje y dejarlo en aspiracién continua a =20 cm H,O durante 15 min
+2,15 Administrar dornasa alfa* 5 mg y dejarla actuar 2 horas manteniendo pinzado el tubo de drenaje este tiempo
+4,15 Despinzar el tubo de drenaje y dejarlo en aspiracién continua a =20 cm H,O durante 15 min
+8 Administrar uroquinasa* y mantener el tubo de drenaje pinzado entre 2 horas
+10 Despinzar el tubo de drenaje y dejarlo en aspiracién continua a =20 cm H,O durante 15 min
........... MR e ettt

*Uroquinasa 250.000 UI/8 h dia 1y uroquinasa 100.000 Ul/8 h dias 2 y 3. Disolver en 30 ml de suero fisicldgico.

# Domnasa alfa 5 mg/12 h. Disolver en 30 ml de suero fisiolégico.
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Los datos referentes a la posibilidad del uso conjunto de uroquinasa y
dornasa alfa resultan contradictorios, ya que en la ficha técnica de dornasa
alfa se especifica que puede ser administrada con seguridad y eficacia
junfo con ofros farmacos®. Sin embargo, para uroquinasa se desaconseja
su uso conjunto con ofros férmacos’. Ademds, estudios previos, a pesar de
demostrar una eficacia in vivo comparable entre la administracion de am-
bos férmacos de forma secuencial y simulténea’, no evalian la estabilidad
de la mezcla®”, no permitiendo esclarecer dicha duda. Segin nos consta,
nuestro estudio es el primero en demostrar la inestabilidad fisicoquimica de
la mezcla de los dos principios activos, clarificando las dudas existentes
hasta el momento.

la determinacion de pH inicial de la mezcla resultante de las dos en-
zimas fue inferior a lo esperado (5,63 +0,02), teniendo en cuenta que el
valor minimo de pH de los componentes individuales fue de 6,95+0,04.
Una posible explicacién podria ser que se produjera una lisis de dornasa
alfa por parte de la uroquinasa. Otra hipétesis planteada fue que la dismi-
nucién del pH fuera debida a que la dornasa alfa sea menos estable en SF,
medio en el que se diluyé la uroquinasa. Para comprobar dicha hipétesis,
se midié el pH de la solucién dornasa alfa en SF, siendo de 5,8 +0,04. De
esfos resuliados concluimos que dornasa alfa parece perder estabilidad en
SF, por lo que habria que vehiculizar la uroquinasa en APl para analizar
la estabilidad de la mezcla en un medio mds favorable para la actividad
de la dornasa alfa.

En nuesiro dmbito, los protocolos de administracion intrapleural de
fibrinoliticos usados hasta la fecha incluian la administracién de uroquina-
sa cada 8 horas, procediendo al cierre del drenaje durante un periodo
de 4 horas para permitir la actuacién del farmaco. Considerando que
el tiempo de estabilidad de la uroquinasa tampoco garantiza una mayor
eficacia en periodos més sostenidos de aplicacion y que 2 horas de
exposicién son suficientes para conseguir el efecto fibrinolitico buscade?,
se decidié reducir el tiempo de pinzado a 2 horas. Es de destacar que
tiempos de pinzado inferiores hasta de solo 1 hora han demostrado la
misma eficacia®. Por ello, nuestra propuesta debe ser considerada incluso
conservadora. De forma préctica se adicionaria la dorasa alfa 5 mg a
este fratamiento, de fal forma que se administraria 2 horas después de la
administracién de la uroquinasa y una vez refirada ésta, en un intervalo
de 12 horas.

No existe un nivel de evidencia que justifique el uso intrapleural de
agentes fibrinoliticos como tratamiento local Gnico del empiema. Este he-
cho no deja de ser sorprendente si consideramos el empleo tradicional y
regular de esfos agentes v su elevado cosfe. En cambio, si se dispone de
evidencia cientifica de primer nivel a favor de incluir dornasa alfa en el fra-
tamiento a pesar de no ser ésta la indicacién aprobada en ficha técnica'®.
Parece muy adecuado incluir este segundo farmaco, pensando en el em-
pleo de dos trafamientos enzimdticos con dianas disfintas, en los protocolos
de tratamiento intrapleural si fenemos en cuenta que el incremento de coste
econémico es minimo. A fitulo orienfativo, y teniendo en cuenta el coste
estimado promedio en el afio en curso, la monoterapia con uroquinasa du-
rante 3 dias de tratamiento supone un cosfe directo (PVL) de 685 euros por
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