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SUMMARY

Some new cyanopyridine derivatives have been synthesized and their characteriza-
tion was done by IR, '"H NMR and mass spectral data. Further, some physicochem-
ical properties such as density, refractive index, conductance etc. have been studied

for these synthesized compounds, in different solvents at 308.15 K.

Key words: Cyanopyridine derivative, conductance, refractive index, density.

RESUMEN

Estudio de las propiedades de algunos derivados
de cianopiridina en solucién

Se sintetizaron algunos derivados de cianopiridina y se caracterizaron mediante IR,
RMN 'H y espectrometria de masa. Ademds, para los mismos compuestos se deter-
minaron algunas propiedades fisicoquimicas tales como densidad, indice de refrac-

cién y conductancia, en diferentes solventes a 308,15 K.

Palabras clave: derivados de cianopiridina, conductancia, indice de refraccion, den-

sidad.

INTRODUCTION

The pyridine ring is an integral part of various natural products of therapeutic impor-
tance. It playsan importantrole in catalyzing both biological and chemical reactions [ 1].
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Substituted cyanopyridines are known to act as intermediates in the pharmaceutical,
dye, photo and agrochemical industries [2-4]. Further, Many fused cyanopyridines
have drawn attention due to their wide spectrum biological activities [5-9]. Therefore,
the synthesis of cyanopyridine derivatives continues to attract much interest in organic
chemistry. However, best of our knowledge, very little work is known for their physi-
cochemical properties.

In view of these observations and with a view to study physicochemical properties of
this class of compounds, the present study includes synthesis and studies of some phy-
sicochemical properties such as density, refractive index and conductance of synthesi-
zed cyanopyridines in solutions.

EXPERIMENTAL

Equipments and Reagents used

1-naphthyl amine, acetic anhydride, POCl;, malono nitrile, ammonium acetate and
different substituted acetophenone used for the synthesis, were supplied from Spectro-
chem Pvt. Ltd. (Mumbai, India) and were used without any treatment.

The DMF and DMSO used were of AR grade supplied by Spectrochem Pvt. Ltd.
(Mumbai, India) and were purified according to the standard procedure [10]. The dis-
tilled solvents were stored over molecular sieves. The purity of solvents were confirmed
by GC-MS (SHIMADZU-Model No.-QP-2010) equipped with column (DB-5MS,
25 m in length, 0.20 mm internal diameter and 0.33 pm film) and was found to be
about 99.99%.

The pycnometer and Abbe refractometer were used for the measurement of density and
refractive index of solutions of compounds respectively. For the measurement of con-
ductance of solutions, Equip-tronics conductivity meter (Model No. 664) was used.

Synthesis
[A] Synthesis of N-(naphthalene-1-yl)acetamide: Equimolar mixture of 1-naphthyl

amine and acetic anhydride in methanol was refluxed in water bath for 2-3 hrs using
acetic acid as catalyst. The crude product was isolated and crystallized from absolute
ethanol.

[B] Synthesis of 2-chloro benzo[b Jquinoline-3-carbaldehyde: N-(naphthalene-1-yl) ace-
tamide was added in a mixture of Vilsmeier-Haack reagent (prepared by drop wise
addition of 6.5 ml POCl; in ice cooled 2 m DMF) and refluxed for 27 hrs. The reaction
mixture was poured into ice and kept for overnight followed by neutralization using
sodium bicarbonate. The crude product was isolated and crystallized from ethanol.
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[C] Synthesis of 3-(2-chlorobenzo[h Jquinolin-3-yl)-1-(4-methoxy-ohenyl)prop-2-en-
I-one: To a well stirred solution of 2-chloro benzo[h]quinoline-3-carbaldehyde and
p-methoxy-acetophenone in binary mixture of ethanol + DMEF, 40% NaOH was
added till the solution became basic. The reaction mixture was stirred for 48 hrs and
the contents were poured into ice, acidified, filtered and crystallized from ethanol.

[D]  Synthesis of 2-amino-4-(2-chlorobenzo[h Jquinolin-3-yl)-6-(4-methoxy-phenyl)
pyridine-3-carbonitrile(CP-1): A mixture of 3-(2-chlorobenzo[h]quinolin-3-yl)-1-(4-
methoxy-phenyl) prop-2-en-1-one, malononitrile and ammonium acetate in ethanol
was refluxed for 10-12 hrs. The content was poured on crushed ice. The product obtai-
ned was filtered, washed with water and crystallized from DME.

Similarly, other substituted cyano pyridines have been prepared.

Figure 1 shows the reaction scheme. The structures of all the synthesized compounds
were confirmed by IR, '"H NMR and mass spectral data. The IR spectra were recorded
by SHIMADZU-FTIR-8400 Spectrophotometer in the frequency range of 4000-400
cm™' by KBr powder method. The NMR spectra were recorded by BRUKER Spec-
trometer (400 MHz) using internal reference TMS and solvent CDCl,/DMSO. The
Mass spectra were recorded by GCMS-SHIMADZU-QP2010.

Table 1 shows the physical parameters of synthesized cyanopyridine compounds.

Table 1. Physical constants of synthesized Cyanopyridine compounds.

Sr. | Comp. | Mol. Wt. ME R R* | MP. | Yield

No. | Code | (g/mol) Value | (°C) %
1 | CP1 | 4368 | C,H,CINJO |4OCH,CH, 059 | 221 70
2 | CP2 | 4208 C,H,CIN, | 4CH,-CH, | 056 | 180 68
3 | CP-3 | 4857 | CuH.BrCIN, | 4BrCH, | 063 | 214 71
4 | CP4 | 4218 C,HCIN; | 4NH,-CH,- | 069 | 208 65
5 | CP5 | 4518 | C,H,CIN,O, | 4NO,CH, | 064 | 187 69
6 | CP-6 | 4228 | C,H,CINJO | 3-OH-CH, | 070 | 235 67
7 | CP7 | 4413 | C,H,CLN, 4CLCH,- | 072 | 234 72
8 | CP-8 | 4518 | C,H,CIN;O, | 3-NO,CH,- | 062 | 201 63
9 | CP9 | 4228 | C,HCINJO | 4OH-CH, | 067 | 229 65
10 | CP-10 | 4068 C,sH,5sCIN; H-CH,- 049 | 162 73

*Ethyl acetate : Hexane: 3:7.
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Physicochemical studies

Density and refractive index: The density and refractive index of all the synthesized
cyanopyridine derivatives have determined in dimethylformamide and dimethyl sul-
foxide solutions at 298.15 K. The density and refractive index were measured at defi-
nite temperature by pycnometer and Abbe refractometer respectively. The temperature
was maintained by circulating water through jacket around the prisms of refractometer
from an electronically controlled water bath (NOVA NV-8550 E). The uncertainty of
temperature was + 0.1 °C and that of density and refractive index was + 0.0001 g/cm?
and 0.0005 respectively.

Conductance: For all the synthesized compounds, conductance is measured in dime-
thylformamide and dimethylsulfoxide solutions at 298.15 K. The conductance of each
solution was measured by using Equip-tronics conductivity meter (Model No. 664)
having a cell constant 0.98 cm™"at 298.15 K.

RESULTS AND DISCUSSION

In all 10 compounds were synthesized and IR, NMR and mass spectral data analy-
sis confirmed their molecular structure. The IR, NMR and mass spectra of CP-1 are
shown in Figures 2, 3 and 4 respectively. The spectral data are given below:

CP1: IR (KB, em™): N-H: 3314, C=C: 1514, C=N: 2195, C-Cl: 690.

!H NMR (8 ppm): 3.83(s, 3H), 3.49 (s, 2H), 7.09-7.12(d, 2H), 7.5-7.54(t, 1H), 7.66-
7.76(dd, 2H), 7.83-7.99(m, 2H), 8.07-8.10(m, 2H), 8.37(s, 1H), 8.51(d, 2H).

m/z: 436.8, 422,402, 385, 357, 338, 295, 247, 226, 218, 151, 108, 92, 78.
CP2: IR (KB, em™): N-H: 3348, C=C: 1518, C=N: 2201, C-Cl: 699.

'H NMR (8 ppm): 2.75 (s, 3H), 3.55 (s, 2H), 7.08-7.16(d, 2H), 7.59-7.63(t, 1H),
7.81-7.85(dd, 2H), 8.04-8.08(m, 2H), 8.15-8.19(m, 2H), 8.34(s, 1H), 8.63(d, 2H).

m/z: 420.8, 386, 369, 341, 295, 247,218, 151, 108, 92, 78.
CP3: IR (KBr, cm): N-H: 3332, C=C: 1512, C=N: 2198, C-Cl: 709.

!H NMR (& ppm): 3.66 (s, 2H), 7.18-7.22(d, 2H), 7.51-7.67(t, 1H), 7.82-7.86(dd,
2H), 8.14-8.18(m, 2H), 8.38-8.44(m, 2H), 8.51(s, 1H), 8.63(d, 2H).

m/z: 485.7 470,451, 433, 406, 295,218, 151, 108, 92, 78.

CP4: IR (KBr, em™): N-H: 3318, C=C: 1524, C=N: 2212, C-Cl: 718.
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'H NMR (8 ppm): 3.41 (s, 2H), 3.59(s, 2H), 7.01-7.06(d, 2H), 7.21-7.24(t, 1H), 7.61-
7.64(dd, 2H), 7.83-7.94(m, 2H), 8.17-8.25(m, 2H), 8.31(s, 1H), 8.44(d, 2H).

m/z: 421.8,407, 387,370, 323,295, 247,218, 151, 108, 92, 78.
CP5: IR (KBr, cm): N-H: 3321, C=C: 1504, C=N: 2208, C-Cl:695.

'H NMR (8 ppm): 3.49 (s, 2H), 7.25-7.31(d, 2H), 7.59-7.61(t, 1H), 7.69-7.72(dd,
2H), 7.88-7.94(m, 2H), 8.17-8.23(m, 2H), 8.41(s, 1H), 8.56(d, 2H).

m/z: 451.8, 437,435,419, 417, 400, 353, 295, 247, 218, 151, 108, 92, 78.
CP6: IR (KB, em™): OH: 3405, N-H: 3307, C=C: 1530, C=N: 2226, C-Cl: 702.

!H NMR (5 ppm): 3.33(s, 2H), 4.05(s, 1H), 7.15-7.18(d, 2H), 7.59-7.61(t, 1H), 7.63-
7.67(dd, 2H), 7.78-7.81(m, 2H), 8.12-8.17(m, 2H), 8.30(s, 1H), 8.39(d, 2H).

m/z: 422.8, 408, 405, 387,371,295, 212,247,218, 151, 108, 92, 78.
CP7: IR (KBr, cm): N-H: 3319, C=C: 1522, C=N: 2206, C-Cl: 698.

'H NMR (5 ppm): 3.21(s, 2H), 7.29-7.33(d, 2H), 7.49-7.51(c, 1H), 7.55-7.59(dd,
2H), 7.69-7.75(m, 2H), 8.20-8.25(m, 2H), 8.39(s, 1H), 8.59(d, 2H).

m/z: 441.3, 408, 406, 390, 343,295, 247, 218, 151, 108, 92, 78.
CP8: IR (KBr, cm): N-H: 3311, C=C: 1515, C=N: 2221, C-Cl: 712.

'H NMR (8 ppm): 3.30(s, 2H), 7.33-7.37(d, 2H), 7.66-7.69(t, 1H), 7.75-7.80(dd,
2H),7.77-7.83(m, 2H), 8.14-8.19(m, 2H), 8.27(s, 1H), 8.44(d, 2H).

m/z: 451.8, 438,435, 419,417,353, 295, 247,218, 151, 108, 92, 78.
CP9: IR (KBr, cm): OH: 3410, N-H: 3321, C=C: 1526, C=N: 2208, C-Cl: 689.

!H NMR (5 ppm): 3.32(s, 2H), 4.44(s, 1H), 7.31-7.34(d, 2H), 7.65-7.68(t, 1H), 7.71-
7.75(dd, 2H), 7.81-7.86(m, 2H), 8.04-8.08(m, 2H), 8.23(s, 1H), 8.40(d, 2H).

m/z: 422.8,408, 405,371, 297,213,247,218, 151, 108,92, 78.
CP10: IR (KB, cm™): N-H: 3309, C=C: 1521, C=N: 2218, C-Cl: 701.

IH NMR (8 ppm): 3.23(s, 2H), 7.34-7.36(d, 2H), 7.60-7.63(t, 1H), 7.68-7.71(dd,
2H), 7.74-7.79(m, 2H), 8.09-8.13(m, 2H), 8.29(s, 1H), 8.39(d, 2H).

m/z:406.8,392,371, 355, 308, 295, 247, 151, 108, 92, 78.
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The molecular formula, molecular weight, melting point, % yield and R; values along
with the solvent systems of all the compounds are given in Table 1.

Density and Refractive index

The density of solution is related to density of pure solvent, pure solute (i.c., synthesi-
zed compound) and their weight fractions by the following equation:

Ven=g/p+%/p

where p;, p, and p,, are the density of pure solvent, pure solute (i.c., synthesized com-
pound) and solution respectively. g, and g, are the weight fractions of solvent and
solute respectively. The plot of 1/g,p,, versus ¢,/¢, is shown in Figure 5 for CP-1.The
slope of straight line gives 1/p,.

Lo [A]

1/p,¢,

1 04 1 1 1 1 1 1
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06

£,/8,

096 [B]

0,94 +

1/p ¢,

092 ¢

0’90 1 1 1 1 1
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

£,/8,

Figure 5. The plot of (1/g,p,,) versus (g,/g,) for CP-1 in [A] DMF and [B] DMSO.
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Further, the density of these compounds was also calculated using the following theo-
retical equation [11]:

o= KM/N, YAV,

where p the density of the compound, K is packing fraction (0.599), M is the mole-
cular weight of the compound, IV, is the Avogadro’s number and A7 is the volume
increment of the atoms and atomic groups present in the compound. Table 2 shows
the experimental and theoretical values of density. It is observed that there is devia-
tion between experimental and theoretical density values and in different solvents,
different density values are observed. This difference can be explained on the basis
of interactions in solutions. In different solvents, different types of interactions exist
with different solutes. This may change the volume thereby affecting the molecular
weight of the compound, which ultimately affects the density. Thus, different den-
sity values in different solvents and deviation between experimental and theoretical
density values suggest the presence of intermolecular interactions between solute and
solvent molecules.

Table 2. Experimental and calculated densities of compounds in DMF and DMSO solutions at
298.15 K.

Experimental Density (g/cm?) Theoretical
Compounds DMF DMSO Density (g/cm’)
CP-1 1.3641 1.2347 1.1673
CP-2 1.4624 1.3201 1.1517
CP-3 1.7806 1.3168 1.2990
CP-4 1.2361 1.3006 1.1928
CP-5 1.5218 1.3355 1.2354
CP-6 1.4378 1.3029 1.9530
CP-7 1.8005 1.2999 1.2162
CP-8 1.7737 1.3186 1.2350
CP-9 1.4689 1.2204 1.1884
CP-10 1.3939 1.1790 1.1665

The molar refraction of pure liquid and solutions can be determined according to
Lorentz and Lorentz equations [12].
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For pure liquid:
(MRD) = [(n*-1)/(n?+ 2)].M/p
where 7, M and p are refractive index, molecular weight and density of pure liquid

respectively.

For solutions:
(MRD)12 = [(nzlz— 1)/ (n212+ 2)].(X1M1 +X2M2)/P12

where 7, and p,, are refractive index and density of the solution respectively. X; and
X, are the mole fractions and M, and M, are the molecular weight of the solvent and
solute respectively.

Using these equations, the (MRD), and refractive index of compounds in 0.1 M solu-

tions were calculated and are given in Table 3.

Table 3. Calculated molar refraction and refractive index of 0.1 M solution of compounds in DMF
and DMSO at 298.15 K.

Solvents
Compounds DMF DMSO
(MRD), n (MRD), n
CP-1 113.42 1.4360 145.92 1.4857
CP-2 115.88 1.4341 150.18 1.4868
CP-3 118.99 1.4361 132.03 1.4855
CP-4 142.00 1.4365 149.70 1.4864
CP-5 116.07 1.4331 134.83 1.4833
CP-6 111.32 1.4324 137.24 1.4824
CP-7 97.24 1.4322 127.63 1.4833
CP-8 104.98 1.4329 130.48 1.4831
CP-9 106.49 1.4321 135.37 1.4827
CP-10 90.99 1.4308 134.54 1.4838
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Conductance

The measured conductance of all the compounds in DMF and DMSO was corrected
by subtracting the conductance of pure solvent and are given in Tables 4 and 5 respecti-
vely. It is observed that conductance increases with concentration for both the solvents.

Further, conductance is higher in DMF than that in DMSO.

Table 4. The measured conductance (k) of synthesized compounds in DMF at 298.15 K.

Conc. .10 (Q)"
&/ CP-1 CP-2 CP-3 CP-4 CP-5
0.000 240 240 240 240 240
0.001 4,00 410 440 8.50 6.90
0.002 430 430 490 8.80 8.10
0.004 4.80 450 5.40 9.30 9.20
0.006 530 490 6.00 9.80 9.90
0.008 5.90 5.60 6.80 10.50 11.20
0.010 6.80 6.30 7.60 11.40 12.80
0.020 8.30 7.00 9.90 13.70 14.60
0.040 10.80 8.50 17.50 16.70 24.90
0.060 19.60 10.30 24.00 2250 36.00
0.080 25.00 13.30 29.90 26.70 47.40
0.100 30.00 15.50 3530 3150 57.90
CP-6 CP-7 CP-8 CP-9 CP-10
0.001 5.60 650 8.40 5.50 450
0.002 5.90 6.80 8.50 5.80 5.10
0.004 6.90 7.20 8.70 6.60 5.70
0.006 7.60 8.00 9.10 7.30 6.40
0.008 9.50 9.10 9.50 8.80 7.90
0.010 10.30 10.60 11.60 9.90 8.60
0.020 14.20 15.10 12.80 13.70 11.10

(I¢ continues)
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Table 4. The measured conductance (k) of synthesized compounds in DMF at 298.15 K.

(Continued)
Conc. ©.105(Q)"
&/ CP-6 CP-7 CP-8 CP-9 CP-10
0.040 18.10 28.30 2730 17.90 2150
0.060 2170 31.70 35.10 21.40 29.70
0.080 27.70 38.30 46.70 27.80 36.90
0.100 35.00 44.50 53.00 35.10 43.10

Table 5. The measured conductance (k) of synthesized compounds in DMSO at 298.15 K.

Conc. x.10°(Q)"
(g/1) CP-1 CP-2 CP-3 CP-4 CP-5
0.000 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
0.001 2.70 2.50 2.70 3.50 5.30
0.002 2.90 3.00 3.70 3.80 5.60
0.004 3.20 3.10 469 420 630
0.006 3.70 3.20 410 470 7.40
0.008 430 3.30 5.90 5.30 9.90
0.010 5.10 410 6.90 5.80 11.20
0.020 7.90 5.60 8.30 620 13.50
0.040 9.50 7.20 9.80 7.50 15.90
0.060 11.30 8.30 12.40 9.70 17.30
0.080 13.60 9.80 14.80 1120 19.60
0.100 1630 12.00 17.90 13.90 21.90
CP-6 CP-7 CP-8 CP-9 CP-10
0.001 5.30 6.30 7.60 5.10 430
0.002 5.50 6.60 7.90 5.40 490
0.004 5.90 7.20 8.40 5.90 5.70
(¢ continues)
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Table 5. The measured conductance () of synthesized compounds in DMSO at 298.15 K.
(Continued)

Conc. x.10°(Q)"

(g/D) CP-6 CP-7 CP-8 CP-9 CP-10
0.006 6.50 7.90 9.10 6.50 6.50
0.008 7.50 8.80 10.50 7.80 7.80
0.010 9.30 9.60 12.10 9.10 9.60
0.020 12.20 11.70 13.80 12.70 12.10
0.040 14.10 13.50 15.10 17.90 2150
0.060 20.10 15.70 18.70 20.90 30.10
0.080 2570 18.60 20.70 26.80 37.00
0.100 31.00 2050 2430 33.90 42.90

From these conductance values, equivalent conductance was calculated which are
shown in Figures 6 and 7 for DMF and DMSO respectively. It is obvious from these
figures that for all the compounds, the equivalent conductance increases uninterrup-
tedly with decreasing concentration. However, the nature of plots suggests that the
studied compounds behave as weak electrolytes in studied solvents.
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Figure 6. The equivalent conductance (A¢) versus C of compounds in DME. (I continues)
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Figure 7. The equivalent conductance (A¢) versus yC of compounds in DMSO. (Continued)

CONCLUSION

The different density values in different solvents and deviation between experimen-
tal and theoretical density values suggest the presence of intermolecular interactions
between solute and solvent molecules. The refractive index of 0.1 N solutions of all
the derivatives is found to be different in both the solvents. The conductance increa-
ses with concentration for both the solvents for all the compounds. Further, conduc-
tance is higher in DMF than that in DMSO. In both the selected solvents, compounds
behave as weak electrolytes.
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SUMMARY

A case of a 76 year old Colombian patient who developed an episode of postural
hypotension, after using 4mg of doxazosin for treatment of benign prostatic hyper-
trophy (BPH) is presented. Because of his age and severity of symptoms (asthenia,
weakness, adynamia), the patient was hospitalized. Changing doxazosin by tamsu-
losin allowed control of symptoms of BPH with no further episodes of orthostatic

hypotension.

Key words: Prostatic hyperplasia, orthostatic hypotension, adrenergic alpha-1

receptor antagonists, doxazosin, tamsulosin.

RESUMEN

Hipotensién postural asociada con una escogencia inadecuada del
tratamiento medicamentoso de la hiperplasia prostatica benigna

Se presenta el caso de un paciente colombiano de 76 afios quien sufrié un episodio
de hipotension postural, después de tomar doxazosina de 4 mg para el manejo de la
hiperplasia prostética benigna (HPB). Debido ala severidad de los sintomas (astenia,
debilidad y adinamia), el paciente fue hospitalizado. El cambio de doxazosina por
tamsulosina permitié el control de los sintomas de la HPB sin episodios ulteriores de

hipotensién ortostética.
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Palabras clave: hiperplasia prostatica, hipotensién ortostética, antagonistas adrenér-

gicos alfa, doxazosina, tamsulosina.

BACKGROUND

Benign prostatic hypertrophy (BPH) is a relatively common problem in elderly men.
Although the pharmacological management of this condition is based on the use of
alpha 1-adrenergic antagonists and inhibitors of 5 alpha reductase, the appropriate
choice of drug treatment is essential to avoid complications of which the most impor-
tant one is postural hypotension, as it was the case with our patient, who presented
postural hypotension with marked symptoms due to the use of an non - selective alpha
receptor antagonist (doxazosin). This case illustrates the importance of optimal selec-
tion of drug treatment, dose adjustment and monitoring of adverse drug effects to pre-
vent potentially serious adverse events.

CASE PRESENTATION

A 76-year-old Hispanic man presented with rapid onset asthenia, adynamia and weak-
ness at shifting from being lying down to standing up. The patient refers these symp-
toms from the day before he started to take doxazosin orally 4 milligrams a day. His
medical history includes chronic gastritis and benign prostatic hypertrophy recently
diagnosed. Examination on admission revealed a temperature of 37 °C, heart rate of
60 beats per min, blood pressure of 104/68 mm Hg lying down; and 82/58 mm Hg
standing up, respiratory rate of 16 breaths per min and oxygen saturation of 91% with
pulse oximetry without supplementary oxygen. Conscious, alert, orientated, hydrated.
Digital rectal exam revealed a prostate Grade III, soft and smooth consistency. Clinical
examination was unremarkable. The value of serum PSA was 2.5 ng/mL. The values
of urinalysis, creatinine, BUN and blood count were within normal limits. Therefore
a diagnosis of orthostatic hypotension was made as an adverse drug reaction to doxa-
zosin. The patient was hospitalized. He was checked up by the urology service that
stopped doxazosin and started tamsulosin. The patient was checked up a month later,
without new orthostatic hypotension episodes.

DiscussionN

Treatment of benign prostatic hyperplasia (BPH) can be medical or surgical [1]. The

pharmacological treatment options include alpha- adrenergic antagonists, 5-alpha
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reductase inhibitors and some dietary supplements and natural products such as beta-
sitosterol, Pygeumafricanum and grass pollen extract Secalecereale sold in some coun-
tries as Cernilton® [1-3].

Regarding alpha adrenergic antagonists or alpha blockers, these reduce smooth muscle
tone of the bladder neck, thereby improving the flow of urine. It is reccommended that
they be used in patients with moderate to severe urinary symptoms related to an Inter-
national Prostate Symptom Score (I- PSS) of 8 or more, as it was the case in this patient.

In turn, thereare three types of receptors called alpha-1 adrenergic 1a, 1band 1c, the first
one being predominant in the prostate, bladder neck and urethra. There are two spe-
cific drugs for alpha la receptors: tamsulosin and silodosin, having much lower afhinity
for alpha 1b and alpha 1c receptors, responsible for maintaining vascular tone induced
by adrenergic ligands [1]. Non-selective receptor alpha blockers include doxazosin, ter-
azosin, prazosin, alfuzosin and indoramin. Because they are non-selective molecules,
they generate significant vasodilation; therefore they are preferred in the treatment
of benign prostatic hyperplasia accompanied by hypertension, or even they are indi-
cated as monotherapy in the treatment of hypertension as second line drugs [1, 2].

However, its use in non-hypertensive patients like this, with PBH as only condition,
can lead to severe postural hypotension as an adverse reaction to the drug, putting
them on an increased risk of dizziness, syncope and falls, another morbidity and even
mortality [4].

Precisely, in order to determine the potential of vasodilatation caused by tamsulosin
and subsequent hypotension compared to alpha 1 adrenergic not selective antagonists,
a comparative study was carried out in 10 healthy volunteers previously treated with
phenylephrine, a potent vasoconstrictor that acts as an alpha 1 receptors agonist. The
results were conclusive to prove that terazosin reversed the vasoconstriction induced by
phenylephrine, while tamsulosin virtually lacked of the effects on physiological param-
cters indicative of this phenomenon (blood flow and arterial pressure values) [5].

In fact, three alpha 1-adrenergic non-selective antagonists (doxazosin, prazosin, tera-
zosin) have the black box warning issued by the FDA of severe hypotension and syn-
cope, especially after the first dose, as was the case in our patient [6].

However, it is noteworthy that the use of tamsulosin also carries a risk of generating
low blood pressure, although this is lower than that generated by non-selective alpha-
adrenergic antagonists. In this way a cohort study conducted in US patients, it was
found that the incidence of severe hypotension (requiring hospital admission) with
tamsulosin was extremely low (42.4 events per 10,000 person years) [6]. Also it was esti-
mated that the risk of severe hypotension is higher in the first 8 weeks of treatment [6].
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This is also the case for silodosin. The manufacturer establish that it can produce ortho-
static hypotension, dizziness, or syncope [7]. Silodosin has a few drug interactions,
for example with metabolic inducers and inhibitors like calcium channel antagonists,
macrolides and antifugal agents (e.g., ketoconazole) because it is a substrate of Uridine

Diphosphate-glucuronosyltransferase (UGT) 2B7 [7].

In this vein, a systematic review that included 26 randomized trials of alpha-1 adren-
ergic antagonists for the treatment of BPH found that vascular adverse events defined
as dizziness, syncope or hypotension had the following comparative OR: 3.71 (95%
CI2.48 - 5.53) with terazosin, 3.32 (95% CI 2.1 - 5.23) with doxazosin, 1.66 (95% CI
1.17 - 2.36) with alfuzosin and 1.42 (95% CI 0.99 - 2.05) with tamsulosin (8). Thus,
there is first level evidence regarding tamsulosin is safer than non - selective alpha-1
receptor antagonists, as regards the possibility of generating vascular adverse events [8].

In conclusion, it is considered that two medication errors could happened in this
patient; the first regarding with the selection of the drug for BPH treatment, and sec-
ondly for not taken care to warn the patient about a possible first-dose hypotension,
which in fact occurred, and was severe enough to warrant admission to the hospital.

Causality assessment

Regarding causality assessment we used the Naranjo algorithm [9] and World Health
Organization — Uppsala Monitoring Centre (WHO-UMC) scale [10], with the fol-

lowing results:
Naranjo’s Algorithm:

1. Are there previous conclusive reports on this reaction?
Yes +1

2. Did adverse event appear after the suspected drug was given?
Yes +2

3. Did the adverse reaction improve when the drug was discontinued or a specific
antagonist was given?

Yes 0

4. Did the adverse reaction appear when the drug was readministered?
Not known or not done 0

S. Are there alternative causes that could have caused the reaction?
No +2
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6. Did the reaction reappear when a placebo was given?
Not known or not done 0

7. Was the drug detected in any body fluid in toxic concentrations?
Not known or not done 0

8. Was the reaction more severe when the dose was increased, or less severe when the
dose was decreased?
Not known or not done 0

9. Did the patient have a similar reaction to the same or similar drugs in any previous
exposure?
Not known or not done 0

10. Was the adverse event confirmed by any objective evidence?
Yes +1

Score: 6, Probable adverse drug reaction

WHO-UMC: Probable/Likely Event or laboratory test abnormality, with reasonable
time relationship to drug intake. Unlikely to be attributed to disease or other drugs.
Response to withdrawal clinically reasonable. Rechallenge not required.

The case was reported to the Pharmacovigilance Committee of the institution, and
reported to the National Pharmacovigilance Program at INVIMA.

LEARNING POINTS

e To consider tamsulosin or silodosin before than a non-specific «1-adrenergic block-
ing agent, in the initial pharmacological management of benign prostatic hypertro-
phy.

e Start doxazosin, 1 mg/daily in eligible patients for the drug.

e To recognize the postural hypotension as a frequent adverse effect from
al-adrenergic blocking agents, especially in elderly patients.

e To warn patients about this adverse reaction and to explain them the alarm signs of
this condition.
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RESUMEN

Se utilizaron dos polimeros hidrofilicos comtinmente empleados en la formulaciéon
de matrices de liberacién extendida, hidroxipropil-metil-celulosa (HPMC, hipro-
melosa) y éxido de polietileno (PEQO), junto con celulosa microcristalina y lactosa,
con el objetivo de estudiar la cinética de liberacion del diclofenaco sédico en los
aparatos II y III de la USP, en un medio de disolucién compendial y en medios
biorrelevantes. La cinética de liberacién predominante en el aparato II fue uno y
en el aparato III, cero. El valor de las constantes 7 y £ aplicando la ley del expo-
nente, indicaron tanto para el aparato II como para el III, que no se presenta el
efecto “burst” y que el mecanismo predominante en la liberacién del fairmaco, es la
relajacion y la erosién del polimero. Los resultados sugieren que la metodologfa de
disolucién en un medio biorrelevante es apropiada para discriminar entre formula-
ciones y para predecir el desempefio iz vivo de tabletas de liberacién extendida de

diclofenaco sédico.

Palabras clave: diclofenaco, Methocel, Polyox, cinética, medios biorrelevantes.
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SUMMARY

A comparative analysis of the release kinetics
of sodium diclofenac from hydrophilic
matrices in conventional dissolution media and
biorelevant media is carried out

Two hydrophilic polymers commonly employed on the development of extended
release products, hydroxypropyl-methyl-cellulose (HPMC, hypromellose) and poly-
ethylene oxide (PEO) were formulated with microcrystalline cellulose or lactose in
order to investigate the release kinetics of sodium diclofenac on USP apparatus II
and III using a compendial or biorelevant media, respectively. The dominant release
kinetic on apparatus II was first order and zero on apparatus III. The values of the
kinetic constant (k) and the release exponent (n) from the Power Law Model indi-
cated that there was no burst effect in none of the studied formulations, relaxation
and polymer erosion was the dominant mechanism of drug release in both methods.
The results suggest that biorelevant dissolution methodology is appropriate for the
discrimination of formulations and prediction of iz vivo performance of MR diclof-

enac sodium matrices.

Key words: Diclofenac, Methocel, Polyox, kinetics, biorelevant media.

INTRODUCCION

El diclofenaco sédico es un antiinflamatorio no esteroideo, que posee efecto anti-
inflamatorio y analgésico. Este firmaco de clase II del sistema de clasificacién bio-
farmacéutico, presenta un valor de pKa de 4,2 y un coeficiente de reparto log P
(n-octanol/agua) de 13,4, lo que indica que es afin por las membranas lipidicas [1].
La vida media bioldgica es de 1 a 2 horas, lo que indica que por si solo este firmaco
no tiene un efecto de accién sostenida. Esto justifica el desarrollo de una tableta
de liberacién extendida de este firmaco, en donde se reduce la dosificacién de dos
o tres tomas diarias a una sola, asi como la incidencia y la gravedad de los efectos
secundarios y adversos.

El producto de referencia del mercado es el Voltaren-XR", comercializado por Novar-
tis. La composicion cualitativa del producto sefiala que corresponde a una matriz lipi-
dica, no hinchable ni erosionable, en la cual, el agente formador de matriz es el alcohol
cetilico [2, 3]. Las matrices lipidicas son elaboradas mediante el método de fusién
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adicionando el firmaco y otros diluentes solubles o insolubles sobre ceras o grasas fun-
didas, donde se mezclan en constante agitacién. Posteriormente, toman lugar proce-
sos de enfriamiento y granulacién en el caso de la elaboracién de pellets o compresion
en el caso de compactos [4]. El método de fusién no es muy comutn en la industria
farmacéutica, lo cual puede representar un obstéculo para la seleccién de las matrices
lipidicas como un sistema de entrega de liberacién prolongada. Por el contrario, los
métodos tradicionales para la obtencién de comprimidos como la compresion directa
o la granulacién (himeda o seca), han demostrado ser adecuados para la manufactura
de matrices hidrofilicas. Los fenémenos que gobiernan la liberacién del firmaco a
partir de matrices lipidicas corresponden a i) difusién del firmaco a lo largo de poros
llenos de medio de disolucidn y ii) erosion interna o superficial, mediante el proceso

de digestién [5, 6].

Las matrices hidrofilicas, en particular las conformadas con hipromelosa u 6xido de
polietileno, son las formas farmacéuticas de liberacién prolongada mas empleadas
cuando se busca alcanzar un perfil de liberacién extendido [7]. En la literatura se
reportan ampliamente los métodos para el estudio de la liberacién y el tipo de ciné-
tica a partir de dichas matrices, empleando los aparatos I o II de la United States
Pharmacopeia (USP), y estos son rutinariamente empleados en las actividades de
desarrollo de productos [8, 9]. En la mayoria de los casos, los medios de disolucién
empleados corresponden a soluciones buffer, en donde se ajusta la fuerza idnicay el
tipo de especies en solucién. Sin embargo, los estudios sefialan que para los firmacos
de clase IT (Sistema de Clasificacién Biofarmacéutico, BSC, por sus siglas en inglés),
los medios de disolucién compendiales (USP) no ofrecen un grado de prediccion
confiable de la disolucién iz vivo, al ser comparados con medios que simulan la
realidad biolégica, o también conocidos como medios de disolucién biorrelevantes
[10]. La composicion de cada medio de disolucién biorrelevante en términos de su
fuerza idnica, pH, concentracién de sales biliares y lecitina, es tal que provee propie-
dades fisicoquimicas similares a las del contenido de los fluidos fisiolégicos en cada
punto del tracto gastrointestinal. El proceso de reabsorciéon de las sales biliares que
se realiza en el ileon, se considera a partir del medio de disolucién que representa el
ileon superior; de esta forma, la concentracién de sales biliares se ajusta a la mitad
en este medio y luego se reduce a cero en los medios de disolucién posteriores [11].
La ventaja de los medios de disolucién biorrelevantes es que permiten predecir el
desempefio iz vivo de la liberacidn del IFA (ingrediente farmacéutico activo) a par-
tir de la forma farmacéutica, debido a que el factor limitante para la absorcién de
los IFA de clase IT del BSC, el cual es la disolucién, puede ser modelado iz vitro
[12]. De esta forma, los medios de disolucidn biorrelevantes pueden ser aplicados
para predecir diferencias en biodisponibilidad entre formulaciones, en la fase de

desarrollo [12, 13].
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El aparato III de la Farmacopea de Estados Unidos (USP, por sus siglas en inglés)
(cilindro reciprocante) acoplado a los medios de disolucién biorrelevantes, ofrece
un método de disolucién disenado desde un punto de vista fisioldgico. Su aplicacién
permite establecer la liberacién del firmaco, sometiendo la forma farmacéutica a una
serie de medios de disolucién que representan fluidos bioldgicos. El tiempo de exposi-
cién del producto a cada medio, se puede ajustar a tiempos que representan el trinsito
en el tracto gastrointestinal. Ademas, el disefio del equipo permite cambiar el tipo de
malla superior e inferior y la velocidad de inmersién del cilindro que contiene la forma
farmacéutica, modificando asi la hidrodinamia a la que se somete el producto; lo que
finalmente conduce a la posibilidad de establecer un pronéstico iz vitro del posible
efecto del peristaltismo iz vivo [11, 14, 15]. Varias publicaciones demuestran cémo
el empleo de los medios de disolucion biorrelevantes, permite predecir el efecto de la
presencia de alimentos en la biodisponibilidad; de esta manera, su utilizacién en con-
junto con el aparato III, permite optimizar y acelerar el proceso de preformulacién y
formulacién de un sistema de liberacién extendida [16-18].

El tracto gastrointestinal en el estado de ayuno, se caracteriza por tener un pH bajo en
el estémago (~1,8) y un valor de pH mayor en el duodeno (~6) y en el yeyuno (~6,5 -
6,8). Los tiempos de trénsito en el estado de ayuno en voluntarios sanos, dependen del
complejo motor migratorio intestinal [11, 16].

Por el contrario, en el estado alimentado, los tiempos de residencia en el estémago son
mds prolongados, y los valores de pH se modifican, siendo més elevado en el estémago
(~4) y mas bajos en el duodeno (~5) y en el yeyuno (~5,5 a 6,5). El vaciado gastrico y
los tiempos de residencia en el estado alimentado, también son afectados por el tipo de
alimentos presentes (contenido graso y de carbohidratos), la presién osmética y el pH

(11, 16, 18].

En el presente estudio, se plante como objetivo principal: i) identificar los fendmenos
involucrados en la liberacién del IFA (difusién o erosién) y ii) comparar cuantitativa-
mente la cinética de liberacién del diclofenaco sédico (DS) a partir de matrices hidro-
filicas de Methocel™ y Polyox™ (hidroxipropil-metil-celulosa y 6xido de polietileno,
respectivamente) en los diferentes medios seleccionados. Para ello se emplearon el apa-
rato [Ty un medio de disolucién compendial junto con un método de disolucion dise-
fiado fisioldgicamente (aparato III acoplado a los medios de disolucién biorrelevantes).
La hipétesis planteada es que la cesién del activo permite establecer una cinética de
primer orden para el proceso de liodisposicién, en las matrices elaboradas con HPMC
(hidroxipropil-metil-celulosa o hipromelosa) y de orden cero para las estructuradas
con éxido de polietileno (PEO, por sus siglas en inglés), debido a la marcada diferencia
entre las velocidades de hidratacién de los dos polimeros.
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METODOLOGIA

Materias primas: hidroxipropil-metil-celulosa, HPMC (Methocel K4M Premium
CR, Colorcon), 6xido de polietileno (PEO) (Polyox WSR 303), lactosa monohidrato
(DMYV Fonterra Excipients), lactosa Spray-Dried (NF Lactose-316 FastFlo, Sheffield
Pharmaingredients), celulosa microcristalina de 50 pm y 90 pm (Microcel 101 y Micro-
cel 102, Blanver), hidroxipropil-metil-celulosa (Methocel ESLV Premium, Colorcon),
di6xido de silicio coloidal (Cab-O-Sil, CabotGmbH), talco (USP) y estearato de mag-
nesio (USP), sistema de recubrimiento entérico (Acryl-EZE’, Colorcon). Methocel™y
Polyox™ son marcas registradas de “The Dow Chemical Company”.

Reactivos analiticos: para los ensayos de disolucion en el aparato II se emplearon 900
mL de buffer de fosfatos USP 0,05 M, pH 7,5 y en el aparato III se emplearon: tauro-
colato sédico, lecitina, NaOH en pellets, NaH,PO . H,0, NaCl, 4cido acético glacial y
agua destilada.

Equipos: tableteadora tipo rotativa, marca Talleres Sinchez, granulador de lecho fluidi-
zado NR Industries FBS-1, spectrophotometer Hewlett Packard 8452 con arreglo de
diodos, equipo de disolucién Hanson SR-8-PLUS-8S-P (aparato II), aparato de cilin-
dros reciprocantes (aparato III, USP), automuestreador acoplado al aparato III (Logan
Instruments Disso III) y equipo para cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC, por
sus siglas en inglés) (Alliance 2695, Waters Corp., Milford, MA).

Elaboracién de las tabletas con recubrimiento entérico: el diclofenaco sddico y alguno de
los dos diluentes seleccionados (lactosa o celulosa microcristalina) se mezclaron en una
proporcién 100:45 en un mezclador Hobart por 5 minutos. Posteriormente, esta mez-
cla se granulé mediante la técnica de granulacién hiumeda por lecho fluido, con una
solucién al 6% (p/p) de HPMC de bajo peso molecular (Methocel ESLV Premium).

La tabla 1 muestra los pardmetros estandarizados empleados en la granulacién.

Tabla 1. Condiciones de granulaciéon empleadas para las combinaciones diclofenaco sédico - di-

luente.
L, Temperatura aire entrada Velocidad de adicién
Combinacién N . .
(°C) del aglutinante (g/min)
Diclofenaco S. - Lactosa 50 25
Diclofenaco S. - Celulosa M. 70 15

Nota: en los dos casos, la presion de atomizacidn se mantuvo constante en 2,75 bares.

286



Cinética de liberaciéon de diclofenaco sédico en matrices hidrofilicas

El granulado resultante, una vez estandarizado, se mezcl6 por 10 minutos con el poli-
mero formador de matriz seleccionado (Methocel K4M Premium CR o Polyox WSR
303) y con el aerosil en un mezclador Hobart por 10 minutos. El talco y el estearato
de magnesio se pasaron por una malla 60, se adicionaron a la mezcla anterior y se mez-
claron por 3 minutos més. La mezcla final se comprimid en una tableteadora rotativa
(Talleres Sdnchez), empleando un didmetro de punzén de 9 mm. Las tablas 2 y 3 mues-
tran la composicion de las matrices evaluadas.

Tabla 2. Composicién de las matrices evaluadas combinando el agente formador de matriz Metho-

cel K4M Premium CR con los dos diluentes seleccionados.

Composicidn (porcentaje p/p)

Funcién | Ingredientes

F1 | F2 | F3 | F4 | F5 | F6 | F7 | F8 | F9 | F5

Ingrediente | Diclofenaco

33,3333 |333|333|333|333|333|333 333|333

activo sédico
Agente Methocel
formador K4M 0,0 | 15,0 | 30,0 | 45,0 | 60,0 | 0,0 | 15,0 | 30,0 | 45,0 | 60,0

de matriz | Premium CR

Lactosa 60,0 | 45,0 | 30,0 | 15,0 | 0,0

Diluente Celul
oS 60,0 | 45,0 | 30,0 | 15,0 | 0,0
microcristalina
Methocel

Aglutinante ESLV 36 | 36 | 36 | 36 | 36 | 36 | 36 | 3,6 | 3,6 | 3,6
Premium

Deslizance | 2i0¥dode [0ty 10 110 1 10 | 10 | 10 | 10 | 1,0 | 10

silicio coloidal

Antiadherente Talco 31,3 131,313 131,313 |13 13

Lubricante | 2tearatode | ool ool 08 | 08 | 08 | 08 | 08 | 08 | 08 | 08

magnesio

Total 100,0/100,0|100,0|100,0|100,0|100,0|100,0{100,0{100,0|100,0
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Tabla 3. Composicién de las matrices evaluadas combinando el agente formador de matriz Polyox
WSR 303 con los dos diluentes seleccionados.

Composicion (porcentaje p/p)

Funcién | Ingredientes
F1 | F12 | F13 | F14 | F15 | F6 | F17 | F18 | F19 | F15
Ingredience | Diclofenaco | 55 51 3351 33313331333 (333 333 | 333 | 333 | 333
activo soédico
Agente
formador POIY‘;E;VSR 0,0 | 15,0 | 30,0 | 45,0 | 60,0 | 0,0 | 15,0 | 30,0 | 45,0 | 60,0
de matriz
Lactosa 60,0 | 45,0 | 30,0 | 15,0 | 0,0
Diluente
(Gl 60,0 | 45,0 | 30,0 | 15,0 | 0,0
microcristalina
Methocel
Aglutinante ESLV 36 | 3,6 | 36 | 36 | 36|36 | 36| 36| 36| 36
Premium
Deslizante | 21940de 1010 110 110 | 10 | 10 | 10 | 10 | 1,0 | 1,0
silicio coloidal
Antiadherente Talco 31,3 131,313 131,313 13|13
. Estearato de
Lubricante . 08 0810808081081, 081]081]| 081 0,8
magnesio
Total 100,0/100,0|100,0|100,0|100,0|100,0|100,0|100,0|100,0|100,0

En todos los casos, el peso tedrico de la tableta fue de 300 mg y el contenido de diclo-
fenaco sédico de 100 mg. Las cinco formulaciones evaluadas corresponden a variacio-

nes de la proporcion: diluente-polimero formador de matriz, donde en todos los casos
la suma total es 60% de la composicién. Las matrices hidrofilicas se sometieron a un

proceso de recubrimiento con pelicula, en un equipo de recubrimiento marca O’Hara
Labcoat con un producto comercial (Acryl-EZE, Colorcon), el que incluye en su com-
posicion al copolimero del 4cido metacrilico tipo C, USP 34-NF 29. Las condiciones
de recubrimiento empleadas se presentan en la tabla 4. La cantidad de recubrimiento
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entérico con el que se recubrieron las tabletas correspondié a un incremento en peso
del 10% de su peso inicial, logrando un peso final teérico medio de 330 mg.

Tabla 4. Condiciones promedio de recubrimiento empleadas en el recubrimiento de las matrices

hidrofilicas.

Parametro O’Hara, Labcoat I

Carga de tabletas (kg) 0,3
Temperatura de las tabletas (°C) 32
Volumen de aire de entrada (CFM) 60

Temperatura del aire de entrada (°C) 57-59

Temperatura del aire de salida (°C) 35-36
Velocidad de aplicacién (g/min) 8,8
Presién de atomizacién (psi) 15
Presién del patrén de atomizacidn (psi) 20
Velocidad del bombo (rpm) 18
Distancia de la pistola a las tabletas (cm) 12

Niimero de pistolas 1

Evaluacién del proceso de disposicién del diclofenaco sédico empleando el aparato II

Para realizar la determinacién del proceso de liodisposicién del diclofenaco sédico, se
emple6 el aparato IT a 100 rpm con “sinkers”, en un medio de disolucién de buffer de
fostatos 0,05 M ajustado a un pH de 7,5. La evolucién de la cantidad disuelta en fun-
ci6n del tiempo, se siguid por espectrofotometria a una longitud de onda de 276 nm
mediante la aplicacién de una metodologia analitica validada.

Evaluacién del proceso de disposicion del diclofenaco sédico empleando el aparato III

y medios de disolucién biorrelevantes

La evaluacion de la liberacién del diclofenaco sédico en el aparato III, empleé un
equipo marca Logan Instruments Disso III con cilindros reciprocantes. La velocidad
de inmersion para todas las pruebas fue de 5 inmersiones por minuto y la longitud de
desplazamiento del cilindro fue de 10 cm. Los tiempos de residencia iz vitro en cada
medio, representan los tiempos de trénsito gastrointestinal caracterizados y reportados
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en la literatura. La composicién de cada medio en términos de su fuerza iénica, pH,
concentracién de sales biliares y lecitina, se ajustaron de tal forma, que proveen pro-
piedades fisicoquimicas similares a las del contenido de los fluidos fisiolégicos en cada
punto del tracto gastrointestinal. El proceso de reabsorcion de las sales biliares que se
realiza en el ileon, se consideré a partir del medio de disolucién que representa el ileon
superior; de esta forma, la concentracién de sales biliares se ajust6 a la mitad y luego se
climinaron las sales biliares en los dos medios de disolucién posteriores (BlankFaSSIF
y BlankFeSSIF) [11]. La suspensién de nutrientes Ensure Plus” se empleé directamente
sin ajustes de pH, con el fin de evitar la coagulacién de los componentes. Las muestras
de Ensure Plus® se sometieron a dilucidn, se centrifugaron y filtraron previo a la cuan-
tificacion del activo. Los muestreos se tomaron en tiempos preestablecidos, reportados
en la tabla 5 y la cuantificacion se realizé siguiendo la metodologia de cromatografia
liquida de alta eficiencia descrita en la monografia de tabletas de liberacion extendida

de diclofenaco sédico de la USP 32 [19].

La tabla 5 muestra los pH de los diferentes medios empleados y los tiempos de residen-
cia para las pruebas de disolucion.

Tabla 5. Medios de disolucién biorrelevantes: pH y tiempos de residencia.

Seccién del tracto

. . Estado de ayuno Estado alimentado
gastrointestinal
Medio de Tle‘mp ° (.ie Medio de Tle.mp ° c:‘le
. ., pH residencia . ., pH residencia
disolucién . disolucién .
(min) (min)
Estémago FaSSGF 1,8 60 Ensure Plus | 6,4 1w20
Yeyuno superior FaSSIF 6,5 15 FeSSIF 5,0 45
Yeyuno inferior FaSSIF 6,8 15 FeSSIF 6,5 45
fleon superior FaSSIF 7,2 30 FeSSIF 6,5 45
Tleon inferior BlankFaSSIF | 7,5 120 BlankFeSSIF | 7,5 45
Colon proximal BlankFaSSIF | 6,5 720 BlankFeSSIF | 6,5 840
FaSSGE FasFed State Simulated Gastric Fluid.o 'g,astrico que simula la
Fluid condicién de ayuno
Fasted State Simulated Intestine Fluido intestinal que simula el
FaSSIF .
Fluid estado de ayuno
(Contintia)
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Tabla 5. Medios de disolucién biorrelevantes: pH y tiempos de residencia.

(Continuacion)

Seccién del tracto

gastrointestinal Estado de ayuno Estado alimentado
Medio de Tle'mp N ('ie Medio de Tle.mp N (,ie
. ., pH | residencia . ., pH | residencia
disolucién . disolucién .
(min) (min)
FeSSIF Fed State Simulated Intestine Fluido intestinal que simula el
Fluid estado alimentado
Blank Indica un reajuste de la concentracion de las sales biliares a la mitad de
an la concentracién inicial

Tiempos de muestreo de las pruebas del estado de ayuno: 60, 75, 90, 120, 240, 360, 480, 600,
720, 840 y 960 minutos

Tiempos de muestreo de las pruebas del estado alimentado: 120, 165, 210, 255, 300, 420, 540,
660, 780, 900, 1020 minutos

La preparacién de los medios de disolucién siguié las recomendaciones encontradas en
laliteratura y adoptadas por la USP (11, 14). La tabla 6 muestra la composicién general
de los medios de disolucién biorrelevantes.

Tabla 6. Composicién general de los medios de disolucién biorrelevantes (11).

Componente Unidades FaSSIF FeSSIF
Taurocolato de sodio mM 3,0 15,0
Lecitina mM 0,75 3.75
NaOH (pellets) g 0,174 4,04
NaH,PO.H,O g 1,977 -
NaCl g 3,093 11,874
Agua purificada mL csp 500 csp 1.000
Acido acético glacial g - 8,65
pH 6,5 5,0
Osmolaridad mOsmol/kg 270 670

Nota: el ajuste al pH requerido se hace con soluciones IN de HCl o NaOH.
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Los muestreos se tomaron en tiempos preestablecidos y la cuantificacion se realizé por
un método HPLC estandarizado (Alliance 2695, Waters Corporation, Milford, MA).

Evaluacidon de la cinética de liberacién

A partir de los datos de la concentracién de diclofenaco sédico disuelto en cada inter-
valo de muestreo, se calculé el porcentaje disuelto acumulado en funcién del tiempo.
Mediante el andlisis gréfico de los resultados, se calculd para cada réplica: el orden ciné-
tico mas probable y el modelo matemdtico que describe el comportamiento del pro-
ceso, del que se obtiene la constante de velocidad especifica de disposicién. El analisis
gréfico buscd, ademas, detectar y cuantificar posibles tiempos de latencia, alteraciones
de la velocidad e incluso establecer probables cambios cinéticos ocurridos durante el
proceso de disposicion del diclofenaco sédico. También se emplearon los modelos de
Korsmeyer-Peppas, ecuacién (1) [20] para el andlisis de los datos en el aparato II y el
modelo modificado por Ford y cols., ecuacién (2) [21] para los del aparato III, con
objeto de identificar los fendmenos involucrados en el proceso de liberacién y para
comparar el desempeno de las diferentes formulaciones de matrices. El modelo modifi-
cado propuesto por Ford y cols., se aplicé con el fin de hacer el ajuste del tiempo, debido
ala presencia del “lagtime” inicial. Las ecuaciones (1) y (2) se presentan a continuacion:

M, =Kt" (1)
MM
Aj‘j' —k(e-1)" (2)

3

Donde: M,/M, es la fraccién de fairmaco liberado, £ es la constante de difusidn, 7 es
el exponente asociado al mecanismo de liberacion y # es el tiempo y /, en el caso de la
ecuacion (2), es el “lagtime”.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacidén de las formulaciones de las tabletas de diclofenaco sédico

La granulacién en hiumedo del DS, permitié comunicarle caracteristicas plasticas al
granulado y evitar los inconvenientes encontrados cuando se intenté la compresion
directa. La tabla 7 muestra las caracteristicas farmacotécnicas de los granulados pre-
parados; en los dos casos se obtuvieron granulados con una voluminosidad y densidad
adecuadas [22].
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Tabla 7. Caracteristicas farmacotécnicas de los granulados obtenidos mediante la técnica de lecho
fluido para las combinaciones de diclofenaco sédico (DS) y lactosa monohidrato (LM) o celulosa

microcristalina (MCC), expresadas como el promedio y coeficiente de variacién (CV).

Densidad | Densidad L. Indice |Indice Indice de| Vel. flujo Angulo
. Voluminosidad . .

Granulado | global |apisonada (mL/g) de de | fluidez | (disco7 | reposo
(g/mL) | (g/mL) m-'g Hausner| Carr | (mm) |mm) (g/s)|(grados)

031+ | 042+ 1,72+ 34,52 +

DS -MCC [0,29] [0.75] 3,20 1,34 26 5 031] | [212]
036+ | 045+ 497+ [28,85+

DS-1LM 0,33] [0.41] 2,74 1,22 18 5 (1,72] [1,34]

Las tablas 8 y 9 muestran las caracteristicas de las tabletas preparadas de acuerdo con
la composicion indicada en las tablas 2 y 3. Como se aprecia, las tabletas prepara-
das con materiales recomendados para compresién directa, presentaron un aspecto
més uniforme, superficie lisa, con excelentes propiedades mecénicas y variacion de

peso baja.

Tabla 8. Caracteristicas mecénicas de las matrices hidrofilicas obtenidas para las formulaciones que
contienen Methocel K4M CR (promedio + CV).

Methocel K4M Premium CR - Methocel K4M Premium CR -
Lactosa monohidrato Celulosa microcristalina

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 E8 F9 F5

Peso (mg) | 2018| 300.7 | 302113009 302.4 3023 3002 3004 3005|3024
promedio 81402405406 +07 £05|+06|+04|+07|+£06|+05

10,6 +|11,4 12,6 £/11,2 12,5 12,2 12,7 £12,2 £|12,2 +|12,5

Dureza kef) 367 74 | 94 | 76 | 61 | 55 | 41 | 50 | 84 | 61

0,29 £10,30 +/0,32 £/0,30 +|0,29 £/0,19 +/0,29 £/0,28 +/0,28 £|0,27 +

o .
Friabilidad (%) 11", V175 160 | 83 | 128 | 107 | 172 | 77 | 13.9

9,22 419,22 £19,23 +\9,22 +£/9,22 +(9,22 £|9,22 +19,23 /9,22 +/9,22 +

Didmetro | (mm) 1" 5™ ¢ 1029 | 028 | 026 | 038 | 028 | 029 | 026 | 0.26

433 + 4,34 +|4,36 4,34 +|4,40 £|4,40 + 4,39 +|4,39 +|4,39 +|4,40 +

Alcura (mm) e 1090 | 075 | 0,65 | 0.84 | 1,00 | 0.5 | 055 | 051 | 0.84
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Tabla 9. Caracteristicas mecénicas de las matrices hidrofilicas obtenidas para las formulaciones que

contienen Polyox WSR 303 (promedio + CV).

Polyox WSR 303 - Lactosa Polyox WSR 303 - Celulosa

monohidrato microcristalina

F1 | F12 | F13 | F14 | F15 | F6 | F17 | F18 | F19 | F15

Peso 301,8 | 302,1|302,8|301,8|301,6|302,3|301,6 | 300,8 |301,8 | 301,6
promedio +02|+13/+09 +04 | +13|/+£06|+04|+£05|+04|£13

10,6 +12,9 +|13,2 12,8 £]12,7 £/12,2 12,4 £|12,3 £|12,7 £|12,7 +

Dureza (gf) S 8 | 25 | 32 | 71 | 55 | 78 | 56 | 51 | 71

0,29 £10,28 /0,26 £/0,26 +|0,29 £/0,19 +|0,30 £/0,28 +/0,28 £/0,30 +

. .
Friabilidad 1 (%) | "5 "1 1067 159 | 163 | 167 | 12.8 | 1431| 17.8 | 19.8 | 184

9,22 +£/9,22 £19,23 +\9,22 /9,23 £/9,22 £|9,20 +/9,21 £|9,21 /9,23 +
0,28 | 0,28 | 0,29 | 0,26 | 0,46 | 0,38 | 0,40 | 0,56 | 0,43 | 0,46

Didmetro (mm)

4,33 + 4,36 +|4,35 4,36 +|4,42 £|4,40 + |4,41 +|4,40 +|4,40 +|4,42 +

Altura (mm) |52 1092 | 067 | 092 | 093 | 1.00 | 048 | 0.84 | 0.76 | 0.93

Efecto de la composicion de la matriz hidrofilica en la cinética de liodisposicién del

diclofenaco sédico empleando el aparato II

Las gréficas de la figura 1 muestran los perfiles de liberacién para las 16 formulaciones
de matrices, en el aparato II, z = 3 (100 rpm con “sinkers’, buffer de fostatos 0,05 M
ajustado, pH de 7,5).

La tabla 10 resume el andlisis de la cinética del proceso de liberacién en el aparato
I1. Se observé desintegracion de las tabletas, solo cuando el porcentaje presente del
diluente fue del 100%, independiente del diluente (F1 y F6). Predominantemente,
la cinética de liberacién fue de primer orden. En todos los casos, la liberacién del far-
maco fue mds lenta al incrementarse la proporcion del polimero formador de matriz.
La magnitud del valor de la constante £, para el caso del método de Korsmeyer-
Peppas, indicé en términos gcncrales, que no se presentd en ningun caso un efecto
“burst” marcado, considerando que los valores de la constante £, son inferiores a 0,3
en todos los casos y que diversas publicaciones sugieren que estos valores son bajos
[23,24]. Para el total de las formulaciones evaluadas, el valor de la constante 7 estuvo
en alrededor de 1,0, confirmando que los fendmenos que controlan la liberacién son
la relajacion del polimero y la erosion (o disolucion) del polimero [21, 25].
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Porcentaje liberado

Figura a.

Porcentaje liberado

Figurab.

Perfilesde liberacién (Methocel K4M Premium CRylactosa)
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Perfiles de liberacién (Methocel K4M Premium CR y celulosa microcristalina)
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Figura 1. Perfiles de liberacién para las 16 formulaciones bajo estudio, aparato II, z = 3 (100 rpm
con “sinkers”, buffer de fosfatos 0,05 M ajustado, pH de 7,5).
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Perfiles de liberacién (Polyox WSR 303 y lactosa)
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100 Perfiles de liberacién (Polyox WSR 303 y celulosa microcristalina)
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Figura 1. Perfiles de liberacién para las 16 formulaciones bajo estudio, aparato II, 7z = 3 (100 rpm
con “sinkers”, buffer de fosfatos 0,05 M ajustado, pH de 7,5).

296



Cinética de liberaciéon de diclofenaco sédico en matrices hidrofilicas

Efecto de la composicion de la matriz hidrofilica en la cinética de liodisposicion del

diclofenaco sédico, empleando el aparato IIT acoplado a medios biorrelevantes

Las grificas de la figura 2, muestran los perfiles de liberacién logrados en las ocho for-
mulaciones estudiadas. Se seleccionaron las formulaciones en las que el contenido de
polimero formador de matriz fuera del 15% o del 45% con el objetivo de estudiar los
fenémenos que controlaban la liberacién en los extremos de contenido bajo y alto del
polimero, en presencia del diluente.

Para el caso de las formulaciones F2 y F4 donde el diluente es la lactosa, se observé la
desintegracion de las tabletas en el caso de la formulacion F2, presumiblemente debido
ala baja proporcién de Methocel (15%), independiente del diluente, y de las condicio-
nes del medio (estado de ayuno o alimentado). La formulacién F4 no se desintegré en
ninguno de los medios de disolucién gracias a un mayor contenido de polimero forma-

dor de matriz Methocel (45%).

Para las formulaciones F7 y F9 donde el diluente es la celulosa microcristalina, la
formulacién F7 (Methocel al 15%) se erosioné de manera pronunciada en el medio
que simula el estado de ayuno, sin presentar desintegracién; sin embargo, hubo
desintegraciéon en el medio que simula el estado alimentado. La formulacién F9
(Methocel al 45%) no presenté erosion superficial en el medio que simula el estado
de ayuno; no obstante, se desintegré completamente en el medio que simula el
estado alimentado.

En el caso de la formulaciéon F9, a pesar de tener el contenido mas alto de Methocel,
se observa que la presencia de la celulosa (excipiente, practicamente insoluble, pero
hidrofilico) interfiere con la formacién del gel. Aunque la celulosa facilita la entrada del
agua por capilaridad, al no disolverse en ella la deja libre, y, a su vez, al rodear como una
especie de malla a las particulas del Methocel en proceso de hidratacién, interfiere en la
coalescencia de las mismas, paso fundamental para estructurar el gel. Lo anteriormente
descrito, explica esencialmente la desintegracion de la tableta. Cabe resaltar que las
tabletas de la formulacion F4 (Methocel al 45% vy lactosa al 15%) no se desintegraron
en el medio que simula el medio alimentado, por lo que presumiblemente la lactosa no
interfiere con la formacién de la capa gel.

Aunque la evaluacién de la cesién del diclofenaco sédico en el aparato II no pudo
detectar la desintegracién en las formulaciones anteriores, el método de disolucién
fisiolégicamente disenado (aparato III acoplado a los medios biorrelevantes) sugiere
que para las tabletas de liberacién prolongada con los IFA como el diclofenaco sédico,
preferiblemente se debe evitar en la formulacién de matrices hidrofilicas, porcentajes
de Methocel bajos, y en combinacién con celulosa microcristalina.
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Cinética de liberaciéon de diclofenaco sédico en matrices hidrofilicas

El anélisis grafico senalé que el orden cinético predominante fue cero en todas las for-
mulaciones, excepto en la F7. Los resultados de la ley del exponente en el aparato III,
confirman que en ningtin caso hay un efecto “burst” significativo (¢ < 0,3) y que en
todos los eventos, los fendmenos que controlan la liberacién del diclofenaco sédico,
fueron la relajacién vy la erosién del polimero (7~ 1,0). Estos valores de £ y 7 indican
que para las formulaciones que no se desintegraron, hay una velocidad de formacién del
gel lo suficientemente rdpida, como para controlar el ingreso masivo de agua al interior
de la tableta.

Para el caso del Polyox, ninguna de las formulaciones se desintegré, independiente del
tipo de diluente utilizado o de la composiciéon del medio (ayuno frente a alimentado).
En todos los casos, ¢l orden cinético obtenido por andlisis grafico fue cero, y para el
andlisis por medio de la ley del exponente, todos los valores de £ fueron inferiores a 0,3
y los de 7z~ 1,0; ello indica que el Polyox actta sobre la liberacién por un proceso de
relajacién y erosion.

Por otra parte, se puede establecer una correlacion entre las velocidades de hidratacion
de los polimeros (siendo considerablemente mds rdpida la de Polyox comparada con
la de Methocel) [26] y las formulaciones en las que no se presentd desintegracién de
las tabletas. En todos los casos en los que esta presente el Polyox, incluso a porcentajes
bajos, ninguna formulacién se desintegrd; mientras que para el Methocel, las que con-
tenfan porcentajes bajos del polimero se desintegraron.

En términos generales, al incrementarse la proporcién del polimero, la liberacion del
diclofenaco sédico se hace mas lenta.

Las tablas 11 y 12 resumen los resultados del analisis gréfico de la cinética del proceso
de liberacién de las ocho formulaciones en el aparato IIL
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Estado de ayuno (polimero: Methocel® K4M Premium CR)
100

90
80
70
60
50

40

Porcentaje liberado

30

20

10

0 o L L L L L L L L y
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

-~ Methocel K4M CR - O Methocel K4M CR - -2 Methocel K4M CR - —x- Methocel K4M CR -
Lactosa (F2) Lactosa (F4) CelulosaM. (F7) CelulosaM. (F9)

Figuraa. Tiempo (min)

Estado alimentado (polimero: Methocel” K4M Premium CR)
110

100 ] '[/%/x
90 | |
80

70
60
50

40

Porcentaje liberado

30

20
10

0

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100

~~ Methocel KM CR - O Methocel K4M CR - - Methocel KAM CR - - Methocel K4M CR -
Lactosa (F2) Lactosa (F4) CelulosaM. (F7) CelulosaM. (F9)

Figura b. Tiempo (min)

Figura 2. Perfiles de liberacion para las formulaciones F2, F4, F7, F9, F12, F14, F17 y F19, en el

aparato III y medios biorrelevantes en el estado de ayuno y alimentado, z = 2.
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Estado de ayuno (polimero: Polyox” WSR 303)
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Figura 2. Perfiles de liberacion para las formulaciones F2, F4, F7, F9, F12, F14, F17 y F19, en el

aparato III y medios biorrelevantes en el estado de ayuno y alimentado, # = 2.
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Efecto de la composicion del medio (estado de ayuno frente a alimentado) en la

cinética de liodisposicion del diclofenaco sédico, empleando el aparato II1

Las graficas de la figura 3, muestran los perfiles de liberacion en funcién de la com-
posicién del medio de disolucién para las ocho formulaciones seleccionadas. Para las
formulaciones donde no se presenté desintegracion en alguno de los medios (F4, F12,
F14, F17 y F19), se observa un retraso de la liberacién del firmaco en los perfiles de
liberacién en el estado alimentado, ocasionado por las condiciones de la prueba durante
la estadia de las matrices en las dos primeras celdas:

i) Celda 1: Ensure Plus"  pH: 6,4 - tiempo de trénsito de 120 minutos, y
ii) Celda 2: FeSSIF pH: 5,0 - tiempo de transito de 45 minutos.

Sin embargo, no se observé un cambio significativo en el valor de los valores & (velo-
cidad de erosidn), para la mayoria de las formulaciones evaluadas, tanto en el medio
que simula el estado de ayuno, como el alimentado. Esto sugiere que la velocidad de
erosion es muy similar, en funcién de la hidrodindmica aplicada (cinco inmersiones por
minuto), y que se vio afectada por la concentracion del polimero.

El retraso observado en la liberacién en el medio que simula el estado alimentado, se
debié presumiblemente a:

e La exposicién inicial de las matrices al Ensure Plus” durante 2 horas, en donde,
debido a la mayor viscosidad de este medio de disolucién, posiblemente se pre-
sentd una lenta hidratacién y disolucion de la pelicula entérica o una velocidad de
erosion considerablemente menor [11],y

e A que durante el lapso posterior de 45 minutos en el medio que simula el estado
alimentado del yeyuno superior (celda 2), en el que las matrices se expusieron a un
pH de 5,0, el firmaco estuvo expuesto a un pH donde se ve reducida su solubilidad.
Sin embargo, una vez las matrices fueron transferidas a la celda 3, donde el pH es
6,5, se ve un incremento en la cantidad liberada.
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Figura 3. Perfiles de liberacion para las formulaciones F2, F4, F7, F9, F12, F14, F17 y F19, en el

aparato III y medios biorrelevantes en el estado de ayuno y alimentado, 7 = 2.
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Estado de ayuno y alimentado: Polyox® WSR303 - Lactosa
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Figura 3. Perfiles de liberacion para las formulaciones F2, F4, F7, F9, F12, F14, F17 y F19, en el

aparato III y medios biorrelevantes en el estado de ayuno y alimentado, z = 2.
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CONCLUSIONES

Se logré demostrar que la utilizacién de los medios de disolucion biorrelevantes acopla-
dos con el equipo III de la USP, constituyen una herramienta que permite discriminar
entre formulaciones, con objeto de hacer un pronéstico del desempeno iz vivo de pro-
ductos de liberacién extendida.

El método de disolucién disenado desde un punto de vista fisioldgico, logré detectar
la erosién pronunciada de las matrices de Methocel™, en las que el porcentaje del poli-
mero fue del 15%, independiente del diluente lactosa / celulosa microcristalina.

Parala formulacién F9, la que contenia Methocel™ en 45% en combinacién con la celu-
losa microcristalina, se observé la desintegracién completa de las matrices en el medio
de disolucién que simula el estado alimentado, por lo que se recomienda emplear como
diluente la lactosa.

Para el caso de las formulaciones que contenian Polyox™, ninguna de las formulaciones
se desintegrd, independientemente del tipo de diluente utilizado o de la composicién
del medio (ayuno frente a alimentado), lo que posiblemente se atribuye a la mayor velo-

™

cidad de hidratacién de este polimero, en comparacién con la del Methocel™

Se encontr6 que el Polyox™ WSR 303, presenté un mayor grado de robustez frente a
las diferentes condiciones evaluadas, presumiblemente gracias a su mayor velocidad de
hidratacién, exhibiendo cinéticas muy convenientes para este caso, de orden cero.
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RESUMEN

La propiedad electroactiva de hidroquinona (HQ) se estudi6 sobre un electrodo de
carbono vitreo modificado con quitosano, nanotubos de carbono de pared multiple
(Ch-MWCNT-GCE). La HQ se deposité a un potencial controlado sobre la
superficie del electrodo y la oxidacion de la HQ se midié por voltametria de onda
cuadrada (SWV, por sus siglas en inglés). Se observé una corriente de oxidacién a
0,39 V y una corriente de reduccién a 0,21 V con un AV de 0,18 V; ello indic6 un
proceso reversible. Un aumento en las corrientes de oxidacion y de reduccién de casi
50% se observd cuando el Ch-MWCNT-GCE se recubrid con liquido idnico (LI).
El electrodo se caracterizé por voltamperometria ciclica (CV, por sus siglas en inglés)
en presencia y sin la presencia de diferentes liquidos idnicos con distinto anidn,
siendo el mds 6ptimo el liquido iénico (LI) 1-butil-3-metilimidazolio hexafluoro-
fosfato (BMIMPF,). Se estudiaron las variables experimentales como pH, tiempo
de adsorcidn (t4) y potencial de adsorcién (E,4), ast como también las potenciales
interferencias. Bajo las 6ptimas condiciones (pH 3,0; t,.. 60s; E,.. 0,10 V), el pico de
la corriente es proporcional a la concentracién de HQ entre 4,20 x 10€y 30,0 x 10¢
mol L, con un limite de deteccién de 2,45 x 107 mol L. La desviacidn estdndar
relativa para una solucién que contiene 1,0 X 10*mol L de HQ, fue de 1,5% para

sicte medidas iguales. El método se validé con una muestra de agua dopada con HQ.
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Palabras clave: hidroquinona, voltamperometria de adsorcidn, electrodo modifi-

cado, liquido iénico.

SUMMARY

Determination of hydroquinone using a glassy carbon electrode
modified with chitosan, multi-wall carbon nano-tubes and ionic
liquid. Possible use as sensor

Property of the electroactive hydroquinone (HQ) was studied on a glassy carbon
electrode modified chitosan, multi wall carbon nanotubes (Ch-MWCNT-GCE).
HQ is deposited at a controlled potential to the electrode surface and oxidation
of HQ is measured by square wave voltammetry (SWV). An oxidation current to
0.39 V and a reduction current to 0.21 V with a 0.18 AV indicating a reversible
process were observed. An increase in the flow of oxidation and reduction of almost
50% was observed when the Ch-MWCNT-GCE was coated with ionic liquid
(LI). The electrode was characterized by cyclic voltammetry (CV) in the presence
and without the presence of different ionic liquids with different anion being the
most optimal ionic liquid (LI) 1-butyl-3-methyllimidazolio hexafluorophosphate
(BMIMPEF,). Experimental variables such as pH, adsorption time (TADs) and
adsorption potential (Eads), as well as potential interference, were studied. Under
optimal conditions (pH 3.0; t,.. 60s; E,.. 0.10 V) the peak current is proportional
to the concentration of HQ between 4.20 x 10 and 30.0 x 10° mol L with a
detection limit of 2.45 x 107 mol L. The relative standard deviation for a solution
containing 1.0 x 10 mol L! HQ was 1.5% for seven equal measures. The method

was validated with a water sample doped with HQ.

Key words: Hydroquinone, adsorption voltammetry, modified electrode, ionic

liquid.

INTRODUCCION

La hidroquinona (HQ) (figura 1), cuya denominacién de la Unién Internacional de
Quimica Pura'y Aplicada (IUPAC, por sus siglas en inglés) es benceno-1,4-diol, es
un compuesto fendlico usado ampliamente como antioxidante, agente inhibidor, colo-
rante, y en muchos mds procesos industriales gracias a sus propiedades bioldgicas y
quimicas. Sin embargo, debido a la toxicidad que presenta en los seres humanos y la difi-
cultad en su degradacion, se convierte en un contaminante ambiental peligroso [1]. De
ahila necesidad del desarrollo de nuevas metodologias que permitan su determinacion.
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Algunas de las técnicas mds usadas en la determinacién de HQ son la cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés) [2] y la espectrofotometria
[3]. Por otro lado, las técnicas electroanaliticas han empezado allamar la atencién gracias
a su bajo costo, ficil operacién y gran sensibilidad. La innovacién de esta técnica radica
en la optimizacion del electrodo modificado, el cual incrementa la sensibilidad y la selec-
tividad. Por esta técnica se ha cuantificado la HQ, usando una gran variedad de elec-
trodos modificados. Algunos son: grafeno-quitosano [4], nanotubos de carbono [5, 6],
poli(3,4-etilenedioxitiofeno) sobre electrodo de oro [7] y nanoparticulas de oro [8]. Los
cuales presentan limites de deteccién por debajo de 1,0 x 107 mol L. Ademds, el uso de
liquidos iénicos en la modificacion de electrodos usados en la determinacién de hidro-
quinona se ha incrementado debido al aumento de la senial, la cual mejora la sensibilidad.
Algunos liquidos i6nicos usados para determinar la HQ por técnicas electroquimicas
son: 1-butil-3-metilimidazolio hexafluoroborato (BMIMBFE) [8], 3-etil-1-vinilimida-
zolio tetrafluoroborato (EVIMBF,) [6], 1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato
(BMIMPEF,) [9] y 1-butilpiridio hexafluorofosfato (BPPFE,) [10]. El efecto positivo
de los liquidos idnicos en la modificacién de electrodos se puede explicar con base en
sus propiedades conductoras y la amplia ventana electroquimica que presentan [11].

OH O

-2¢, 2H*

OH O

Figura 1. Estructura molecular y proceso de oxidacién de hidroquinona (HQ).

PARTE EXPERIMENTAL

Reactivos

El agua empleada para la preparacion de disoluciones se obtuvo del sistema MiliQ. 18
MQ em. Las disoluciones de patrones con 2,0 x 102y 2,0 x 10° mol L™ de HQ se prepa-
raron a partir del reactivo puro de Sigma-Aldrich. Las disoluciones de tampones de fos-
fato se prepararon a partir del 4cido fosférico y ajustando el pH requerido con disolucién
de NaOH 2,0 mol L' y diluyendo 10 veces con agua, LI: 1-etil-3-metilimidazolio tri-
fluorometanosulfonato ([EMIM]F;MSQ;,), 1-butil-3-metilimidazolio tetrafluoroborato
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([BMIM]BE,) y 1-butil-3-metilimidazolio hexafluorofosfato ((BMIM]PF,). Se obtuvie-
ron de Merck: pureza del 99%, nanotubos de carbono de pared multiple @ 5-10 nm,
altura 0,5-20 um; pureza > 95% y quitosano se adquirieron de Sigma-Aldrich.

Instrumentos y equipos

Para el desarrollo de las medidas voltamperométricas se utiliz6 un analizador voltamé-
trico VA Computrace (Metrohm). La celda consta de un sistema de tres electrodos: un
electrodo de trabajo de carbono vitreo (GC, por sus siglas en inglés), un electrodo de
referencia de Ag/AgCl/KCl 3 mol L, un alambre de platino como electrodo auxiliar y
barra para agitacion. En la preparacion de los tampones se utilizé un pH-metro Orion
430 con electrodo de membrana de vidrio.

Procedimiento

En la celda electroquimica se agregd 9,0 mL de agua desionizada 18 MQ cmy 1,0 mL
de tampdn; no es necesario desgasificar. Se trazé el blanco. Posteriormente, se agregd
HQ entre 2,0 x 107 y 2,0 x 10¢ mol L* para voltamperometria de onda cuadrada
(SWAdSV)y2,0 x 10°mol L para voltamperometria ciclica (CV) y se trazd el respec-
tivo voltamperograma de HQ. En las curvas de calibrado se adicion6 la misma cantidad
de agua desionizada, y tampén.

Preparacion del electrodo de trabajo (Ch-MWCNT-LI-GCE)

Antes de cada medicién, el electrodo de carbono vitreo (GC) se pulié para limpiar
completamente su superficie, utilizando silice en suspension (ALO;) de 0,3 y 0,05 um,
se enjuag6 con HNO; 0,3 mol L, agua y metanol durante cinco minutos en un bano
ultrasénico, y se secd con N,. La preparacion del electrodo modificado Ch-MWCNT-
IL fue desarrollado como reporta Nagles et al. [12]. El electrodo de carbono vitreo
Ch-MWCNT-IL recién preparado se someti6 a 10 ciclos de potencial entre 0,00 a 1,20
V (0,10 mV s?) para obtener una superficie estable, reproducible y limpia. EI mismo
electrodo se us6 en una serie de mediciones. La figura 2 muestra el proceso de modifi-
cacion.

MWNTC BMIM PF,
GCE

GC-Chi-MWNTC-E GC Chi-MWNTC-LI-E

Figura 2. Preparacion del electrodo modificado.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion del electrodo de trabajo (Ch-MWCNT-LI-GCE) con HQ

La respuesta de HQ sobre un electrodo de carbono vitreo modificado con Ch-
MWOCNT se muestra en la figura 3. Con 9,0 x 10° mol L de HQ. En buffer acetato
de pH 3,5 y velocidad de barrido (V) de 100 mV s™. Se observa claramente una sefial de
oxidacién de HQ a 0,58 V y una sefial de reduccién a 0,02 V (curva A) con un AV de
0,56, indicando un proceso cuasi-reversible. Las senales de 6xido-reducciéon de HQ 9,0
x 10° mol L se incrementan mas de 200% en la presencia del electrodo modificado
con Ch-MWCNT (curva B). Por otro lado, la sefial de oxidacién cambia a 0,40 V'y
la de reduccion a 0,23 V, con un AV de 0,17 V, indicando un proceso mas reversible
comparado con el electrodo sin modificar. Posiblemente, estos cambios de potencial a
menos positivos y menos negativos pueden ser una evidencia de un proceso catalitico

entre la HQ y la superficie del electrodo Ch-MWCNT-GCE.

200 -

100 | B

I/UA

-100

-0,5 0,0 0,5 L0

E/V

Figura 3. Voltamperogramas ciclicos de HQ: 9,0 x 10° mol L''; sobre GCE (curva A) y Ch-MWC-
NT-GCE (curva B). Condiciones: pH 3,5; V: 100 mV s’

Cuando el Ch-MWCNT-GCE se modifica con LI ([BMIM]PF,), las sefiales presen-
tan cambios en los potenciales y corrientes de éxido-reduccién (figura 4). E1 AE cambia
a 0,15V, facilitando atn mas el proceso de 6xido-reduccion de la hidroquinona. Por
otro lado, los valores de corriente de oxidacién y de reduccién aumentaron casi 50%
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(figura 4, A y B), facilitando el dep6sito de hidroquinona sobre la superficie del elec-
trodo o facilitando el transporte de carga. El electrodo de carbono vitreo modificado
con Ch-MWOCNT-LI se selecciona como el éptimo y se uséd para todas las medidas.
Estudios con otros liquidos i6nicos con anidn diferente como BF,-, PF¢" y F;MSO5,
en orden creciente de tamano de anién respectivamente, mostraron que el PF¢~ con
tamafo mediano era el més favorable, ya que mejoraba la corriente y disminuia el AE.
Se selecciond como dptimo para todas las medidas.

200 -

100 +

I/uA

-100 |

Figura 4. Voltamperogramas ciclicos de HQ: 9,0 x 10° mol L"'; sobre Ch-MWCNT-GCE (curva
A) y Ch-MWCNT-LI-GCE (curva B). Condiciones: pH 3,5; V: 100 mV s’ LI; [BMIM]PF,.

Estudio en funcién del pH

El pH es un pardmetro importante que influye en la corriente y el potencial redox.
La desprotonacién de los dos grupos OH- de HQ produce la senal de oxidacion y de
reduccién. A valores de pH mayores de 3,5 sucede la desprotonacion quimica de dichos
grupos disminuyendo la corriente. A valores de pH menores, la HQ estd protonadayla
corriente de oxidacidn se incrementa. Este estudio se realizé por (CV) con HQ: 9,0 x
10° mol L, y se vari6 el pH de la disolucién entre 2,0 y 9,0 utilizando 1 mL de sistema
tampén (H;PO,/H,PO,"), (CH,COOH/CH,COO") y (NH,/NH,") de concentra-
cién 0,1 mol L. Se aplicé una velocidad de barrido (V) de 100 mV s™. Los resultados
se presentan en la figura 5. Como se muestra, la mayor corriente de pico se obtuvo a
pH 3,2 y luego a pH mayores decrece rapidamente. Este valor de pH fue usado en los
estudios posteriores.
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- /\_ —u—corriente de oxidacién
30 \—°—corriente de reduccién

20 |

10 b \/'/\'
o | 4 /\'\_/

=20 F e /
_30: \/’ pH

Figura 5. Efecto del pH en la corriente de oxidacién y reduccién de HQ: 9,0 x 10° mol L; sobre
Ch-MWCNT-LI-GCE, velocidad de barrido (V) de 100 mV s™.

[/UA

Efecto de la velocidad de barrido (V)

La figura 6 muestra el efecto de la rafz cuadrada de la velocidad de barrido (V)*sobre la
corriente de pico de HQ: 9,0 x 10 mol L. Los resultados muestran un incremento
proporcional de la corriente de pico entre 3,0 y 7,0 (V)™ Esto indica que el proceso
electroquimico es controlado por difusién. A valores mayores de (V)*la corriente de
pico decrece, indicando que la transferencia de carga no es rapida. Resultados similar a
los reportados por Liu ez al. [9].

36
] ]
]
32 - ]
]
S st
S
= n
2,4
]
2,0
2 4 6 8 10 12
VI/Z

Figura 6. Efecto de la rafz cuadrada de la velocidad de barrido (V*) en la corriente de oxidacién;
pH32.
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Estudio en funcion del potencial de adsorcion (E,g,)

Este estudio se realizé utilizando HQ: 9,0 x 10° mol L, y se varié el potencial de
adsorcién entre 0,0 y 0,9 V por voltamperometria de onda cuadrada (SWAdV), mien-
tras las otras condiciones permanecieron constantes: pH 3,2; t,g 60 s. La corriente de
pico aumenta hasta un potencial de adsorcién de 0,10 V para luego decrecer proporcio-
nalmente. El valor de 0,10 V fue elegido para las posteriores mediciones.

Estudio en funcion del tiempo de acumulacion (t,4,)

En este estudio se utilizé HQ: 1,65 x 10° mol L, y se varié el tiempo de adsorciéon
entre 0,0 y 100 s por voltamperometria de onda cuadrada (SWAdV), mientras las
otras condiciones permanecieron constantes: pH 3,2; E : 0,10 V. La corriente de pico
aumenta con el t,g hasta 60 s y luego decrece ligeramente, tal vez por la saturacién de la
superficie del electrodo. Se escogié el t,4, de 60 s.

Pardmetros de la técnica en la etapa de barrido

La onda cuadrada se optimiz6 con una frecuencia de 15 Hz, un potencial del escalén de
4 mV y una amplitud del pulso de 40 mV. A otros valores diferentes se pierde la forma
del pico de oxidacién.

Construccion de curva de calibracién

La figura 7 muestra los voltamperogramas de adsorcién en funcién de la concentracién
de HQ sobre Ch-MWCNT-LI-GCE. Condiciones experimentales: pH 3,2 (100 pL
de tampén fosfato 0,4 mol L); t,4: 60 sy E 4: 0,10 V.

La curva de calibrado de HQ tiene un rango de concentracién entre 4,20 x 10y 30,0
x 10° mol L. La precisién expresada como la desviacion esténdar relativa (RSD, por
sus siglas en inglés) fue de 1,5% para sicte medidas consecutivas de la misma muestra,
con un contenido de 1,0 X 10 mol L de HQ. El limite de deteccion (LD), segtn el
método de Miller y Miller [13], fue de 2,45 x 107 mol L.

Validacién y estudio de interferencias

Se validé la metodologfa usando muestras dopadas de agua MilliQ con 5,0 x 10 mol
L' de HQ. Cuantificando por el método de adicién de estandar se obtuvieron valores
entre 4,2y 3,7 x 10¢mol L' con un error relativo de —13%. Colorantes como amaranto
y tartracina no interfieren. Por otro lado, la presencia de catecol interfiere con el andlisis
de HQ por el método propuesto. La optimizacién del electrodo puede ser usada en
otro tipo de matrices y su estudio quedaria abierto a futuras investigaciones.

318



Determinacién de hidroquinona usando un electrodo modificado

I/UA

HQ/tmol L

0,0

Figura 7. Curva de calibracién

E..0,10V.

0,6

E/V

0,8 1,0

A) voltamperogramas de adsorcién, B) de HQ; pH 3,2; t,4: 60's;

CONCLUSIONES

El electrodo modificado con Ch-MWCNT-LI-GCE es muy conveniente para la cuan-

tificacién de HQ. El método propuesto es sencillo, de bajo costo y es conveniente para

determinar la HQ en matrices que contienen colorantes o en farmacos usados en der-

matologia.
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RESUMEN

El sistema opioide, del cual forman parte los péptidos opioides enddgenos y sus
receptores (Miu, Kappa, deltay ORL), tiene un papel importante en la fisiologfa de
diferentes sistemas. Existe una creciente evidencia de su participacién en la fisiopa-
tologfa de multiples trastornos del sistema nervioso central, endocrino ¢ inmunolé-
gico. La modulacidn del sistema opioide mediante el uso de antagonistas especificos
o inespecificos de sus receptores puede tener un papel terapéutico en el manejo sinto-
matico de diferentes contextos, incluyendo la intoxicacion aguda por opidceos, la
dependencia a opioides, y la reduccién de reacciones adversas de agonistas opioides
utilizados en el manejo del dolor crénico. El presente trabajo tiene como objetivo
revisar la farmacologia de los antagonistas opioides especificos e inespecificos, y

realizar una actualizacién de sus posibles nuevas indicaciones y usos terapéuticos.

Palabras clave: antagonistas opidceos, sistema opioide, trastornos relacionados con

el sistema opioide.
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SUMMARY

Potential therapeutic uses of opioid antagonists: Pathophysiology
and preclinical evidence

Opioid system, which involved endogenous opioid peptides and their receptors
(Miu, Kappa, delta and ORL), has a main role in the physiology of several systems.
At the same time, there is camulating evidence in the role of the opioid system in the
physiopathology of several disorders in the central nervous, endocrine and immuno-
logical system. The modulation of the opioid system using nonspecific antagonists
may have a therapeutic role in the symptomatic management of several diseases, as
well as, in the emergency management of opioid analgesic overdose, opioid depen-
dence and to reduce the drug side effects of the opioid agonists used in chronic
pain. This paper aims to review the pharmacology of specific and nonspecific opioid
antagonists, and update on possible new indications and therapeutic uses of such

antagonists.

Key words: Opiate antagonist, opioid system, opioid-related disorders.

INTRODUCCION

La palabra opium proviene del griego opos que significa jugo; haciendo referencia al
jugo derivado de la planta Papaver somniferum. A pesar de la gran controversia con el
uso de los términos, opidceo hace referencia a los alcaloides derivados de la morfina
y del opio, que pueden ser de origen natural o sintético; mientras que los péptidos
opioides enddgenos son los ligandos naturales para los receptores opioides [1]. Se han
identificado tres familias diferentes de opioides endégenos: endorfinas, encefalinas y
dinorfinas, cada una derivada de polipéptidos diferentes. Las endorfinas derivadas de
la prepropiomelanocortina, las encefalinas de la preproencefalina y la dinorfina de la
preprodinorfina. En afios recientes se han descrito nuevos péptidos opioides (nocicep-
tina/orfanina y endomorfina) con propiedades diferentes a los tres péptidos opioides
ya descritos [2, 3]. Gran parte de los efectos fisioldgicos de estos opioides enddgenos
involucra los sistemas de modulacién del dolor, de tal manera que los opidceos han
sido ampliamente utilizados como analgésicos. Uno de los primeros y mas utilizados de
dichos analgésicos es la morfina, la cual fue aislada por Sertiirner en 1806 [4]. A pesar
de sus efectos adversos y potencial adictivo, es uno de los analgésicos més utilizados.
Por otro lado, en 1942 Weijlard y Erikson desarrollaron la nalorfina, firmaco con capa-
cidad de revertir la depresion respiratoria producida por la morfina y acelerar el sin-
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drome de abstinencia, conservando un efecto analgésico menor; es el primer opioide
con accidén agonista-antagonista mixta [4]. Gran parte de los antagonistas opioides
son utilizados en la prictica clinica cotidiana, con el fin de revertir los efectos adversos
generados por la intoxicacidn por opidceos; sin embargo, dada la distribucion del sis-
tema opioide (opioides y sus receptores) en el sistema nervioso, asi como la diversidad
de sus funciones fisioldgicas y, finalmente, su papel en la fisiopatologia de multiples
trastornos, hace que los antagonistas de los receptores opioides puedan tener muchas
indicaciones en diferentes enfermedades y trastornos del sistema nervioso central y
periférico. La presente revision tiene como objetivo actualizar la farmacologfa basica
de los antagonistas opioides, con énfasis en la identificacién de nuevos “blancos” de
accion farmacoldgicos en aquellas entidades clinicas, cuya fisiopatologfa involucra el
sistema opioide. Ademas, se discutirdn posibles usos en dichas patologfas y se sefala el
estatus de desarrollo clinico actual.

Efectos fisioldgicos de los opioides

Los opioides acttian sobre los receptores 1 (Miu), x (Kappa), 8 (delta) (OPRM, OPRK
y OPRD) y ORL-1 (opioid receptor like-1). Estos receptores pertenecen a la familia de
receptores acoplados a proteina Gi; de esta manera, inhiben la adenilciclasa y canales de
calcio dependientes de voltaje y estimulan canales de potasio y la fosfodiesterasa C. Al
disminuir el AMPc intracelular, los opioides modulan la liberacién de neurotransmi-
sores como la sustancia P, GABA, dopamina, acetilcolina y norepinefrina y ejercen una
variedad de efectos dependiendo del tipo de receptor estimulado [5].

La estimulacién de receptores 6 ha sido asociada con efectos antinociceptivos y esti-
mulantes del apetito. La de receptores 1 con analgesia, euforia, depresion respirato-
ria, miosis, disminucién de la motilidad gastrointestinal, supresion de la tos, sedacion,
somnolencia y dependencia fisica [6].

Los receptores k, al igual que los receptores y, inducen analgesia, miosis y depresion
respiratoria, pero también se han asociado con disforia, efectos psicomiméticos y tras-
tornos del dnimo (estrés, depresion y ansiedad). Por ultimo, los receptores ORL-1
participan en una variedad de funciones bioldgicas a nivel cardiovascular, renal, gastro-
intestinal y en procesos como nocicepcién, memoria y ansiedad [6].

Crénicamente, la estimulacién de receptores desencadena tolerancia, hiperalgesia y
dependencia. Estas condiciones se presentan por regulacién a la baja y desensibiliza-
cién de los receptores, incremento del AMP ciclico intracelular [5, 7] y un efecto exci-
tatorio por acople a la subunidad Gs del receptor opioide [8].

En la tabla 1 se enumeran algunos de los efectos de farmacos opioides con el meca-
nismo involucrado.
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Tabla 1. Efectos de férmacos opioides y su mecanismo.

Efecto

Mecanismo asociado

Analgesia

Cambios en la percepcién del dolor espinal (receptores 2, 3, k) y supraes-
pinal (p1 y x3).

Efectos estimulantes

Inhibicién de la liberacién de neurotransmisores inhibidores tales como
GABA y acetilcolina [9].

Supresién de la tos

Accién directa de receptores py k en el sistema nervioso central [10].

Estrefiimiento, dolor
abdominal y sindrome
intestinal por narcéticos
[11]

Aumento del tono en el musculo longitudinal intestinal e inhibicién de la
contraccion de la propulsién de musculos circulares y longitudinales.
Disminucién de las secreciones géstricas, pancredticas y biliares.

Nauseas y vomito

Efecto de los opioides sobre receptores en la médula oblonga, inhibicion de
la motilidad gastrointestinal y estimulacién del aparato vestibular (media-
ci6n de receptores opioides , 8, D2 de dopamina y serotoninérgicos) [12].

Retencién urinaria

Aumento del tono del musculo detrusor de la vejiga, los uréteres y del esfin-
ter vesical [12].

Reduccién del gasto
urinario y la excrecién
renal de sodio

Estimulacién de la liberacién de hormona antidiurética [13].

Miosis

Accibn excitatoria en el segmento auténomo del nicleo del nervio oculo-
motor.

Depresion respiratoria

Accidn directa en los centros respiratorios en el tronco cerebral. Los niveles
necesarios para inducir analgesia son inferiores a los niveles requeridos para
generar una depresion respiratoria significativa. Sin embargo, en pacientes
con determinadas condiciones como apnea obstructiva del suefio, enferme-
dad pulmonar obstructiva crénica, trastornos neurolégicos, obesidad, edad
avanzada, insuficiencia renal y hepdtica, o pacientes que se encuentren en
tratamiento con otros depresores del sistema nervioso central son mds sus-
ceptibles a los efectos depresores respiratorios [14].

Efectos a nivel
cardiovascular
(hipotensién,
depresion miocdrdica
y alteraciones
electrocardiogrificas
como aumento del PR,

QRSy QTe) (6]

La hipotension se genera por aumento en la liberacién de histamina y la de-
presion del centro vasomotor en la médula; las alteraciones electrocardio-
graficas son secundarias al bloqueo de canales de sodio, potasio y calcio [15].
Uno de los opioides con mayor relacién con incremento del QTc y riesgo de
torsades de pointes durante el tratamiento es la metadona, especialmente en
pacientes de género femenino, pacientes que presentan enfermedad cardiaca
estructural, disfuncién hepdtica, que toman otros medicamentos que pro-
longan ¢l QT o que ingicran cocaina [16].

Endocrino

Inhiben la liberacién somatostatina, insulina, glucagén [9]; y de vasopresina

[13].

Estrés, ansiedad,
depresion

Aunque los mecanismos por los que la activacién del receptor x induce fe-
ndémenos de estrés no son entendidos completamente, estudios recientes
sugieren una interaccién con la hormona liberadora de corticotropina [6].
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Antagonistas opioides

Una variedad de agentes se une competitivamente a uno o mds de los receptores opioi-
des, despliegan poca o ninguna actividad intrinseca y antagonizan de manera robusta
los efectos de los agonistas de receptores (figura 1).

Natrexona

Nalmefeno

No selectivos —
Naloxona

B -clornaltrexamina

Ciprodima
— u 1 f -funaltrexamina
— Antagonistas - Naloxegol

Naltrindol
i 0 | TIPP-ICI 174864

. Selectivos —

Antagonistas opioides

No competitivos

e - . .
Nalorfina Norbinaltorfimina

L Agonistas-Antagonistas|—| . - 5-guanidinonaltrindol
Levalorfin .
JDTic

JC-801
— ORL-1 — j-113,397
SB-612,111

Figura 1. Clasificacién de los antagonistas opioides [17-21].

En algunos casos se producen congéneres que son antagonistas competitivos en los
receptores , pero tienen acciones agonistas en los k. Nalorfina y levalorfin tienen
tales propiedades. Otros congéneres, especialmente naloxona y naltrexona, parecen
estar desprovistos de acciones agonistas e interactian con todos los tipos de receptores
opioides, aunque con afinidades diferentes. Por otro lado, nalmefeno es un antagonista
u relativamente puro que es mis potente que la naloxona.

Una variedad de antagonistas no peptidicos han sido desarrollados, que son relativa-
mente selectivos por tipos individuales de receptores opioides. Estos incluyen cipro-
dimay {8 funaltrexamina, para p; naltrindol para 8; y norbinaltorfimina para x, aunque
estos agentes no estdn en uso clinico actualmente [17].
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Quimica de los antagonistas opioides

Cambios en la estructura de un opioide pueden convertir un firmaco que es un ago-
nista, en otro con acciones antagonistas en uno o mas tipos de receptores opioides. La
mds comun de tales sustituciones es la de un grupo quimico grande (p. ¢j., un grupo alil
o metilcicropropil) por el grupo N-metil que es tipico de los agonistas . Tales sustitu-
ciones transforman la morfina en nalorfina, levorfanol en levalorfén y la oximorfona
en naloxona o naltrexona. La naloxona es un derivado N-alil de oximorfona y la nal-
trexona es derivada de la tebaina con una estructura muy similar a la oximorfona [17].

De la naltrexona se deriva un antagonista de receptores opioides periféricos llamado
metilnaltrexona. Este firmaco posee un grupo metilo con un nitrégeno, caracteristica
quimica que incrementa su polaridad, reduciendo el paso a través de la barrera hema-
toencefilica. La metilnaltrexona antagoniza el receptor p periférico y tiene una menor
afinidad por los receptores x y 6 [22]. El alvimopén es otro antagonista de receptores
periféricos, con mayor selectividad sobre receptores u que la metilnaltrexona. El alvi-
mopdn es un compuesto cuaternario, con una forma zwitterionica que le brinda alto
peso molecular y mayor polaridad [22, 23].

El nalexol es un antagonista de receptores p periféricos que se encuentra en fase I1I de
desarrollo. Es un derivado pegilado de la naloxona y sustrato de la glicoproteina-P, lo
que limita su paso a través de la barrera hematoencefélica [21].

En la tabla 2 se resume el perfil farmacocinético en humanos de diferentes antagonistas
opioides. La farmacocinética de antagonistas selectivos del receptor x publicada, se ha
determinado en modelos murinos.

Efectos farmacolégicos de los antagonistas

La naloxona, el nalmefeno y la naltrexona son antagonistas opioides puros; sin embargo,
existen algunas diferencias clinicas entre ellos. La naloxona y el nalmefeno revierten
efectos clinicos y téxicos de los opioides; pero el antagonismo del nalmefeno a dife-
rencia del ejercido por la naloxona, es al menos 5 a 10 veces més prolongado. De esta
manera, el nalmefeno revierte la depresion respiratoria, hipotension y sedacion, pero
también la analgesia inducida por opioides. Por su parte, la naltrexona revierte efectos
clinicos pero no toxicos. Esto es explicado porque la naltrexona desplaza a opioides
enddgenos y agonistas opidceos a dosis terapéuticas; sin embargo, a dosis extremada-
mente altas, los opioides pueden desplazar a la naltrexona de los receptores [24].

Naloxona, naltrexona y nalmefeno pueden desencadenar sindrome de abstinencia en
pacientes con dependencia a opioides, pero ninguno de estos medicamentos presenta
fenémenos de tolerancia ni dependencia fisica o psicoldgica [24].
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Usos terapéuticos potenciales de antagonistas opioides

La administracion de antagonistas opioides reduce la prevalencia y gravedad de efectos
indeseables de opioides como estrenimiento, ileo posoperatorio y vémito. El uso de
naloxona para disminuir las reacciones adversas gastrointestinales se encuentra limi-
tado, porque las dosis necesarias para revertir estos efectos son altas y disminuyen el
efecto analgésico de los opioides, a diferencia de antagonistas como el alvimopan y
metilnaltrexona, cuya actividad antagonista se encuentra restringida a receptores p
periféricos del tracto gastrointestinal, y de esta manera mejoran los sintomas gastroin-
testinales sin afectar la efectividad antinociceptiva de los opioides. Estos antagonistas
periféricos también parecen disminuir la retencién urinaria y el prurito inducido por
opioides, aunque esta es una reaccién adversa mediada por un efecto principalmente
central [22].

La modulacién de otros efectos inducidos por opioides sobre la angiogénesis y alte-
raciones inmunolégicas también ha sido materia de estudio en el uso de antagonistas
opioides. Sobre la angiogénesis, los péptidos opioides presentan efectos estimulantes,
incrementando la proliferacién, migracién y adhesion de células endoteliales. Esto
es preocupante en pacientes con cdncer que frecuentemente reciben opioides como
terapia analgésica. La naloxona puede antagonizar estos efectos al coadministrarse con
agonistas opioides, pero no ha mostrado efectos antiangiogénicos por si sola [26].

Respecto al sistema inmune, la morfina ha mostrado inducir inmunosupresién severa
al intervenir en la inmunidad innata y adaptativa, contribuyendo a la insuficiente depu-
racion bacteriana y pobre curacion de heridas [27]. Por otra parte, opioides como la
morfina y la metadona, parecen promover la inefectividad del tratamiento antirretro-
viral, por inhibicién de la secrecién de citoquinas que inhiben la expresién del virus de
inmunodeficiencia humana y por estimulacién de la expresion de correceptores CCRS
y CCR3, importantes en el proceso de entrada del virus a los linfocitos T. La metilnal-
trexona, naltrexona y f8-funaltrexamina han demostrado antagonizar la replicacién de
CCRS por antagonismo sobre receptores [28].

A pesar de que a dosis altas, la naloxona disminuye el efecto analgésico, a dosis bajas,
antagonistas opioides como naloxona y naltrexona potencian el efecto analgésico de un
opioide coadministrado. El efecto de potenciacién analgésica es secundario a la inhi-
bicién de la respuesta excitatoria inducida por la exposiciéon prolongada a opioides y
que genera fenémenos como tolerancia, dependencia e hiperalgesia. El mecanismo por
el que el antagonista opioide a dosis bajas produce mayor acople del receptor opioide
por la proteina G inhibitoria (Gi) que por Gs, es su mayor afinidad por la filamina A
que por el receptor opioide. La filamina A es una proteina que interfiere con el acople
a Gs, generando una respuesta inhibitoria y mejorando la respuesta antinociceptiva del
opioide coadministrado [19].
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Otro mecanismo que podria explicar los efectos de potenciacién analgésica de la
naloxona, es una accién antiinflamatoria en la glia de la médula espinal [29], a través
de la inhibicién del receptor z0/l-like 4 de células gliales que normalmente se encuen-
tra asociado a transmision glutamatérgica [19]. El incremento de glutamato, en casos
de exposicién prolongada a morfina, se asocia a la activacién de células gliales, sobre
expresién de glutamato, fenémenos de hiperalgesia, tolerancia, dependencia y depre-
sidn respiratoria inducidas por opioides [30, 31]. La coadministracién de dosis bajas
de naloxona con morfina revierte la expresién de transportadores de glutamato, inhibe
la expresion de receptores NMDA e inhibe la activacién glial, conservando los efectos
antinociceptivos de la morfina [30].

Ademas, existe evidencia de que la naloxona a dosis bajas suprime la neuroinflamacién
inducida por la administraciéon de opioides al incrementar la expresion de citoquinas
antiinflamatorias como la IL-10 y mitigar la sobrerregulacién de citoquinas proinfla-
matorias como IL-1£, inhibir la activacién del NF-xf y de canales de calcio tipo L
activados en la respuesta inflamatoria [32, 33].

Bajo circunstancias ordinarias, los antagonistas opioides producen pocos efectos
en ausencia de un agonista exégeno. En el sistema endocrino, la administracién de
naloxona o maltrexona, por ejemplo, incrementa la secrecién de la hormona liberadora
de gonadotrofinas y de corticotropinas, elevando las concentraciones de LH, FSH,
ACTH vy hormonas esteroideas. De esta manera, inducen la liberacién de prolactina
en mujeres y la secrecion de cortisol y catecolaminas asociadas a situaciones como estrés

y ejercicio [17].

Cuando los sistemas opioides enddgenos estén activados, la administracion de un anta-
gonista opioide puede tener consecuencias visibles. El uso de naloxona en choque sép-
tico, por ejemplo, incrementa la presion arterial, preserva la perfusion tisular y alivia la
hipoxia tisular [33]. Por otra parte, el uso de antagonistas del receptor  en trastornos
adictivos y del 4nimo en modelos animales, genera efectos ansioliticos y antidepresivos.

Actualmente se encuentra en etapa clinica fase I, el primer estudio sobre el uso de
JDTic (antagonista del receptor x) en seres humanos. Este estudio pretende evaluar la
seguridad, tolerabilidad y farmacocinética de dosis orales unicas de JDTic para, pos-
teriormente, poder evaluar su eficacia en pacientes con dependencia a la cocaina [34].

Efectos adversos

La naloxona puede inducir agitacién, alteraciones cardiovasculares (hipotensién o
hipertensién, arritmias), disnea, edema pulmonar y sindrome de abstinencia a opioides
en pacientes dependientes [35]. Con naltrexona se han descrito alteraciones neuro-
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l6gicas (cefalea, insomnio, confusidn, alucinaciones), alteraciones gastrointestinales y
anafilactoides. En dosis elevadas, la naloxona puede inducir toxicidad hepatica, repor-
tindose casos de elevacion de transaminasas, hepatitis y lesion hepatocelular [35].

Las reacciones adversas presentadas con antagonistas opioides periféricos y con el
naloxegol son gastrointestinales, principalmente (dolor abdominal, flatulencia, diarrea
y nduseas). La metilnaltrexona se ha asociado a hipotensién ortostética, reaccién auto-
limitada y dosis dependiente, por lo que la dosis maxima sugerida es de 0,3 mg/kg [32].
Por otra parte, el alvimopén frente al placebo mostré un incremento en la incidencia de
neoplasias e infarto agudo de miocardio en estudios clinicos a largo plazo [32].

Aplicaciones clinicas de los antagonistas opioides

La mala prescripcion, el abuso, asi como el creciente uso de los opidceos en la prac-
tica clinica cotidiana, se relacionan con la sobredosis de los analgésicos opioides [36,
37]. De esta manera, una de las primeras indicaciones para el uso de los antagonistas
opioides es, precisamente, el #manejo de la intoxicacidn con opidceos, siendo la naloxona
el firmaco de eleccion [38]. Asimismo, se ha reportado que el mismo firmaco puede
ayudar a prevenir el deterioro memoristico en pacientes sometidos a terapia electrocon-
vulsiva y en pacientes que toman opioides crénicamente [39, 40]. Por otro lado, junto
con otros antagonistas (p. ¢j., buprenorfina y naltrexona), los antagonistas pueden ser
utilizados como coadyuvantes en el manejo de la adiccién a los opioides, adiccion al
alcohol e incluso, segtin reportes aislados, en la dependencia ala ketamina [41-45]. Res-
pecto a la naltrexona a bajas dosis, se han reportado beneficios sintomdticos en el caso
de la enfermedad de Crohn, fibromialgia, esclerosis multiple y en otras enfermedades
inflamatorias y autoinmunes. No hay evidencia significativa de que dicho tratamiento
basado en antagonistas opioides pueda cambiar el curso natural de las patologias men-
cionadas anteriormente; sin embargo, puede ser una herramienta util para reducir
el nimero de agudizaciones y exacerbaciones. Finalmente, el uso combinado de los
agonistas junto con los antagonistas de receptores opioides puede reducir los efectos
adversos de dichos agonistas [46-54]. Al final de este capitulo, se discutiré la evidencia
clinicay el uso tradicional de los antagonistas opidceos en indicaciones ya aprobadas.

Otras aplicaciones

A continuacién presentamos evidencia tanto clinica como experimental de otros posi-
bles usos terapéuticos de los antagonistas opioides.

Amenorrea por ejercicio

Se sabe que el sistema opioide tiene un efecto regulador de la actividad del eje hipotd-
lamo-hipéfisis-adrenal. Gran parte de dicha regulacién depende del tipo de receptor
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activado. Por ejemplo, la administracién de morfina por via intracerebroventricular
induce la activacién del eje, incrementando los niveles de hormonas tales como la cor-
ticosterona. Sin embargo, la endomorfina tipos 1 y 2 (EM-1y EM-2) no genera dichos
cambios, a pesar de ser un agonista de los receptores i [55, 56]. Curiosamente, la admi-
nistracion de antagonistas opidceos inespecificos, genera activacién de dicho eje, con la
consecuente liberacién de hormonas tanto hipotalimicas como hipofisarias [57, 58].
Por tanto, en términos generales, se considera que el sistema opioide es un regulador
negativo de la respuesta del eje, por ejemplo frente a condiciones estresantes [59]. El
papel de los antagonistas opidceos sobre la actividad de las hormonas sexuales se ha eva-
luado tanto en estudios clinicos como en modelos animales. La administracién aguda
de naloxona incrementa los niveles de hormona luteinizante (LH, por sus siglas en
inglés) y testosterona, plasmaticos de manera de dosis dependiente; mientras los niveles
de hormona foliculo estimulante (FSH, por sus siglas en inglés) no son modificados en
modelos animales [60]. Estudios clinicos confirman que efectivamente los niveles de
LH son incrementados frente a la administracién aguda de naloxona en sujetos sanos
[61]. Aparentemente, dichos efectos son independientes de la acciéon de la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH, por sus siglas en inglés) sobre la adenohipéfi-
sis [62], lo cual indica una modulacién directa del sistema opioide sobre la liberacién
de LH. La amenorrea, asi como la menarquia tardia que se presenta en atletas de alto
rendimiento, pueden ser explicadas por varios factores, entre los que se encuentran
los cambios nutricionales, factores psicolégicos relacionados con el estrés, disfuncion
hipotaldmicay, finalmente, un incremento en la actividad del sistema opioide [63, 64];
todos estos factores en conjunto afectan la liberacién de LH, asi como de estrégenos
y de GnRH. Por lo cual, resulta légico pensar que el antagonismo del sistema opioide
podria incrementar la liberacién de gonadotrofinas, y por tanto, tener un papel en el
tratamiento de la amenorrea inducida por ejercicio. Sin embargo, estudios clinicos
indican que el bloqueo de opioides por medio de naloxona no modifica los niveles de
gonadotrofinas ni prolactina en este grupo de pacientes en comparacion con atletas
eumenorreicos [65] ni tampoco al compararlo con controles [66]. Asi, el uso de anta-
gonistas tales como naltrexona para el manejo de la amenorrea inducida por ejercicio o
de otros disturbios ginecoldgicos, puede involucrar otros grupos de hormonas como la
ACTH y cortisol [67], o involucrar mecanismos metabdlicos [68] que restablecen el
ciclo menstrual normal.

Disquinesia

Dado que el sistema opioide participa activamente en la regulacién del circuito dopa-
minérgico mesolimbico de recompensa [69], y que la activacién de los receptores
opioides (p. ¢j., py 8) incrementan los niveles de dopamina en el ntcleo accumbens
[70], no resulta improbable que el sistema opioide pueda ser un blanco terapéutico
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para pacientes con enfermedad de Parkinson. Estudios mediante imagenes funcionales
en humanos [71], asi como en modelos animales [72], indican una desregulacién del
sistema opioide en la enfermedad de Parkinson (EP), asi como mecanismos compen-
satorios generados por dicho sistema en los ganglios basales que pueden explicar parte
de la fisiopatologia de la enfermedad [73]. No hay evidencia del uso de antagonistas
opioides para el manejo de la EP; sin embargo, en el caso de la disquinesia inducida
por levodopa [74], estudios en primates indican una mejoria clinica con el uso de anta-
gonistas especificos para p (cyprodime) y 8 (naltrindole), sin afectar los efectos anti-
parkinsonianos de la misma levodopa [75], lo cual podria tener utilidad clinica para
el manejo de las reacciones adversas de pacientes tratados con levodopa a largo plazo.
Desafortunadamente, el uso de antagonistas inespecificos (naloxona y naltrexona) para
el manejo de la disquinesia inducida por levodopa no ha presentado utilidad clinica en
humanos [76]. Nuevamente, estudios en macacos indican que los antagonistas especifi-
cos para u (ADL5510) son candidatos excelentes como antidisquinéticos en pacientes
con EP tratados crénicamente con levodopa [77]; sin embargo, hasta el momento no
hay evidencia clinica que apoye su uso.

Epilepsia

Multiples estudios indican que el sistema opioide participa en la fisiopatologia de
la epilepsia, y de ese mismo modo puede ser un blanco terapéutico susceptible de
modulacién [78, 79]. Paradéjicamente, la administracién de agonistas opioides (p.
¢j., morfina) ha mostrado efectos tanto proconvulsivantes como anticonvulsionantes
dependiendo de la via de administracién [80] y del nivel de neurodesarrollo de los
sujetos [81]. Dicho efecto es, en parte, explicado por sus efectos sobre los receptores 1
y K, y el sistema GABAérgico. Estudios electrofisiolégicos iz vitro indican que la acti-
vacién de los receptores k aumentan la excitabilidad de las c¢lulas del giro dentado del
hipocampo [82], y de hecho, se ha descrito un incremento de la inmunorreactividad
de dinorfina en las recurrentes excitatorias del hipocampo en sujetos con epilepsia del
l6bulo temporal tras su estudio histopatoldgico [83]. De esta manera, la modulacion
de dicho receptor puede ser blanco farmacoldgico frente a crisis epilépticas, cuyo foco
se localiza en dicha estructura. Se ha descrito, igualmente, que los modelos animales de
induccién de convulsiones mediante 4cido kainico, la modulacion ya sea del receptor x
[84] o del receptor ORL (nociceptina/orfanina) [85], puede tener repercusiones sobre
la neurodegeneracién inducida por dichos modelos de epilepsia. Por lo anteriormente
expresado, el antagonismo de dichos receptores puede tener efectos antiepilépticos. De
hecho, se ha descrito que los antagonistas opidceos inespecificos tienen efectos anti-
convulsionantes en multiples modelos animales [86], aunque también pueden revertir
los efectos anticonvulsionantes en otros modelos experimentales [87, 88]. Teniendo
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en cuenta el papel de los receptores opioides durante y después de una crisis epiléptica
[89], otro de los posibles usos de los antagonistas opioides es, precisamente, el manejo
del estado postictal [90]. Estudios experimentales resaltan el papel de los antagonistas
especificos de los receptores p (CTAP), ast como el uso de los antagonistas inespecifi-
cos para reducir el estado postictal [91, 92]. Por lo cual, los efectos tanto del sistema
opioide como de sus antagonistas han mostrado resultados paradéjicos en cuanto a
su papel terapéutico en la epilepsia; por tanto, se considera que se deben realizar mas
estudios sobre el papel del sistema opioide enddgeno en la fisiopatologia de la epilepsia
y de las crisis convulsivas en general.

Enfermedad de Alzheimer

El sistema opioide se encuentra expresado en estructuras que participan en el pro-
cesamiento cognitivo como el sistema limbico [93, 94]. Dentro de dicho sistema, el
hipocampo es una estructura que es susceptible de lesion en enfermedades neurode-
generativas tan comunes como la enfermedad de Alzheimer (EA) [95] y explica gran
parte de la sintomatologia de dichos pacientes. Diferentes estudios indican que el sis-
tema opioide se encuentra alterado en algunas enfermedades neurodegenerativas como
laEA [96, 97] y que, ademas, este sistema puede estar involucrado en la fisiopatologia
de dicha demencia [98]. A pesar de la gran cantidad de evidencia experimental, no es
claro si dichos cambios en el sistema opioide forman parte de la cascada que induce el
déficit cognitivo o si es un mecanismo compensatorio frente a la neurodegeneracién.
En este sentido, gran parte de la evidencia indica que la activacién del sistema opioide
enddgeno puede explicar parte del déficit cognitivo. Se ha reportado una sobreexpre-
sion de los niveles de encefalina en el hipocampo de animales transgénicos que produ-
cen grandes cantidades de proteina humana PPA (proteina precursora del amiloide)
[97,99]. Por otro lado, en un interesante estudio de Meilandt ez 4/. [100], se ha encon-
trado que dicha sobreexpresién de encefalina se presenta en tejido cerebral humano de
pacientes con EA, y que la expresién de precursores opioides (preproencefalina), asi
como de met-encefalina se relacionan con las alteraciones cognitivas y comportamen-
tales en animales transgénicos como modelo de EA. Dicha afirmacién se basa en que
el uso del antagonista para los receptores p (B-funaltrexamine) puede revertir dichos
efectos [100]. Asimismo, se ha planteado que los antagonistas k pueden prevenir la
neurodegeneracién [101]; sin embargo, estudios cldsicos con naltrexone en sujetos con
alzhéimer [102, 103] no han revelado una mejoria clinica significativa. Por tltimo, el
antagonista altamente selectivo de receptores opioides tipo 8 (naltridone), atenta el
déficit cognitivo en modelos murinos de EA [104]. Evidencia reciente, indica que far-
macos con actividad selectiva para diferentes tipos de neurotransmisores serdn utiliza-
dos para atenuar el déficit cognitivo de los pacientes con alzhéimer en fases tempranas
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[105, 106], asi como en déficit cognitivo leve, el cual se considera un estado previo al
desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, gran parte de dichos estudios son ensayos
clinicos en fases preliminares y se requieren estudios con una poblacién mucho mayor.

Dolor

Dentro de los sistemas de modulacién del dolor, se han descrito diferentes estructuras
del sistema nervioso central que participan activamente en dicho proceso: amigdala,
corteza cingulada rostral anterior, sustancia gris periacueductal, locus ceruleus y médula
rostral ventral, entre otros [107]. La mayoria de las neuronas que conforman dichas
estructuras, son productoras de opioides endégenos e, igualmente, expresan receptores
opioides [108, 109]. Una de las estructuras mas estudiadas en cuanto al procesamiento
modulatorio descendente del dolor es la sustancia gris periacueductal; estudios clasicos
indican que los efectos antinociceptivos de la estimulacién eléctrica de dicha regién
pueden ser revertidos por naloxona [110], lo cual indica que la activacién del sistema
opioide endégeno es necesaria para la modulacién descendente del dolor, aunque no
es el inico sistema de neurotransmision implicado. De esta manera, los agonistas opid-
ceos han sido utilizados ampliamente para el manejo de diferentes tipos de dolor [111,
112]; sin embargo, debido a los efectos adversos reportados con su uso crénico [113,
114], asi como los fendmenos de tolerancia [115, 116] y dependencia [117-119], reve-
lan que su uso es limitado vy, por tanto, tienen unas indicaciones terapéuticas especi-
ficas. Curiosamente, se ha reportado un fenémeno poco comprendido, denominado
hiperalgesia inducida por opidceos [117, 120, 121], donde paraddjicamente la admi-
nistracion de agonistas opioides puede incrementar la sensibilidad al dolor o reducir su
umbral. Dicho fendmeno puede ser revertido mediante dosis ultrabajas de naloxona en
modelos murinos [122]. Por otro lado, estudios clinicos indican que los antagonistas
opidceos en bajas dosis (p. ¢j., naltrexona) pueden aumentar la eficacia analgésica de
algunos agonistas opidceos como la oxicodona y la metadona, ademds de reducir la
tolerancia y dependencia de estos analgésicos [123-125]. Dicha indicacién terapéutica
es algo paradéjica, asi como contraintuitiva; teniendo en cuenta que estos antagonistas
pueden competir, asi como desplazar el efecto de los agonistas de receptores opidceos.
Los agonistas opidceos tienen un efecto inicialmente inhibitorio; sin embargo, con su
uso cronico los efectos sobre los receptores se vuelven excitatorios [126], posiblemente
debido a una alteracién en el acople con las proteinas G y con la adenilatociclasa [124,
127]. De esta manera, el uso combinado de agonista/antagonista puede reducir dicha
conversion y asi limitar los efectos adversos. Finalmente, hay evidencia tanto clinica
como experimental de que los antagonistas opidceos pueden ser utilizados en monote-
rapia para el tratamiento de diferentes tipos de dolor crénico [46, 128, 129], asi como
en combinacion con metadona para el manejo del dolor neuropético [123]. Estudios
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en modelos animales, indican que el uso de antagonistas opioides a bajas dosis genera
una sobrerregulacion (up-regulation) de los receptores p en regiones cerebrales que par-
ticipan en el procesamiento del dolor [130, 131], y ademds incrementan la expresion de
opioides enddgenos tales como la beta-endorfina [46, 132]. Por lo cual, el uso de anta-
gonistas opioides puede tener una utilidad terapéutica para reducir efectos adversos
de los opidceos (hiperalgesia inducida por opidceos), potenciar los efectos analgésicos
de los agonistas opidceos y, finalmente, a bajas dosis puede tener un efecto analgésico
importante per se.

Potenciacion cognitiva

Como se ha mencionado anteriormente, el sistema opioide participa en diferentes fun-
ciones cognitivas superiores tales como la memoria y el aprendizaje [133, 134]. De
hecho, las estructuras cerebrales encargadas del procesamiento de la memoria estan
compuestas por neuronas que sintetizan opioides end6genos, expresan sus receptores y
ademds modifican su plasticidad sindptica de acuerdo con una activacion diferencial de
dichos receptores [93, 94, 135, 136]. Estudios cldsicos con animales de experimenta-
cién han reportado un incremento en la ¢jecucion de tareas de memoria tras la adminis-
tracién tanto central como periférica de antagonistas opidceos [137, 138]. Al parecer,
la inactivacién del sistema opioide facilita la activacién del sistema noradrenérgico cen-
tral por el complejo amigdalino, y dicha activacién incrementa el procesamiento cog-
nitivo [139, 140]. Ademds, los antagonistas opioides pueden incrementar la actividad
sindptica del hipocampo directamente. Estudios iz vitro indican que la administraciéon
de naloxona prolonga la potenciacion a largo plazo (long term potentiation-LTP) de la
colateral de Schaffer a CA1 [141], cambios a su vez asociados con un incremento en la
ejecucion de la memoria espacial. Acorde con los anteriores resultados, diferentes estu-
dios indican que la administracién de los agonistas opioides tiene efectos amnésicos
[142, 143] y, por tanto, soporta el papel de potenciador cognitivo de los antagonistas.
Sin embargo, algunos estudios indican que en el caso de la memoria espacial los anta-
gonistas pueden mejorar [141, 144] o deteriorar [145] la ¢jecucion de dicho tipo de
memoria, dependiendo de la especificidad y la reversibilidad de dichos antagonistas.
Estudios en primates han reportado un patron en U invertida para los efectos de la
naloxona, donde bajas dosis tienen pocos efectos, dosis intermedias mejoran y dosis
altas deterioran las tareas de memoria de reconocimiento visual [146]. Estudios cli-
nicos indican que dichos efectos duales pueden ser dependientes del grado de activa-
cién emocional, y por tanto, la naltrexona puede desplazar dicha curva de U invertida
descrita anteriormente [147]. De esta manera, el efecto de los antagonistas sobre el
procesamiento de la memoria tiene efectos variados dependiendo de la dosis, del estado
emocional de los sujetos y del grado de especificidad y reversibilidad del antagonista.
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Trastornos psiquidtricos y del comportamiento

Existe una gran diversidad de trastornos psiquidtricos que tienen componentes afec-
tivos y emocionales que involucran el sistema opioide [148, 149]. Dentro de dichas
patologias se encuentran los trastornos alimentarios, y, precisamente, el que més se ha
estudiado en relacién con el sistema opioide es el trastorno por atracon (binge eating
disorder) [150]. Se ha descrito que el principal receptor opioide involucrado en este
trastorno es el receptor y, el cual se ha visto que participa en la mediacion de respuestas
hedédnicas [151, 152]. Los primeros estudios que demostraron el efecto de los anta-
gonistas opioides en la respuesta a la ingesta de alimentos, datan desde 1986, donde
se demostré que incluso en poblaciones de sujetos sanos, los sujetos que recibian nal-
trexona preferfan concentraciones més bajas de azticar en comparacion con los sujetos
que recibian placebo [153]. De igual manera, estudios en pacientes bulimicos demos-
traron una disminucién en la cantidad de comida ingerida y del tiempo del episodio
de atracén, después de la administracion durante seis semanas de naltrexona [154]. En
una paciente con trastorno alimentario de atracon con dosis de 100 mg de naltrexona
al dia se reporté mejoria en 14 dias de tratamiento [155]. Se han descrito mejorfas del
5% hasta al 10% de reduccién de peso en pacientes obesos en manejo dietario, asociado
a bupropién (360 mg/dia) junto con naltrexona (32 mg/dia) [156]. Recientemente, s
utiliz6 un antagonista especifico para u (GSK1521498) en el tratamiento del trastorno
por atracén, donde se evidencié una disminuci6n significativa de los episodios de atra-
cén y de la ingesta de comida a comparacién del placebo, sin ningin efecto adverso
sobre la memoria o la cognicién [157].

Por otro lado, dado el poco margen terapéutico para el manejo farmacolégico de los
trastornos del espectro autista [158], los antagonistas opioides se convierten en una
buena opcién. Estudios en animales han demostrado que las relaciones sociales, en
parte, podrian estar mediadas por neurotransmisores como la serotonina, la melato-
nina y los opioides [157]. Basados en dichos modelos, se ha planteado la hipotesis de
que el autismo pudiera ser consecuencia de una actividad excesiva opioide durante el
periodo neonatal [159]. Asimismo, se han reportado niveles elevados tanto en plasma
como en liquido cefalorraquideo de péptidos opioides, que contribuyen atin més a la
hipétesis de la sobreactivacion del sistema opioide en el autismo [86]. De esta manera,
se ha utilizado la naltrexona en dosis de 0,5 hasta 2 mg/kg/dia, en el tratamiento del
autismo y se ha visto que es especialmente eficaz en la disminucién en comportamien-
tos de autolesién [160].

Teniendo en cuenta la importancia del papel del sistema opioide endégeno en muchas
funciones cognitivas, se cree que una funcién aberrante de este, podria ser un factor
etiolégico importante en el desarrollo de indiferencia social, y la incapacidad de gene-
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rar enlaces sociales estables, como en el caso del trastorno de la personalidad limite
[161]. Dicha afirmacién es respaldada por el hecho de que la mayoria de los pacientes
con este trastorno, tienden a usar sustancias cuyas dianas son los receptores p [162]
y, ademds, presentan variantes genéticas del receptor D2 de dopamina [163], lo que
en consecuencia genera mayor riesgo de dependencia y de abuso de opioides en tales
pacientes [164]. Algunos sintomas disociativos en pacientes con trastorno de persona-
lidad limite y con despersonalizacién crénica, pueden ser manejados con antagonistas
opioides tipo naltrexonay naloxona [165, 166]. Ademds, la naltrexona ha sido utilizada
en el manejo sintomatico de pacientes con trastorno obsesivo compulsivo [167, 168],
en sujetos con conductas autolesivas [169] y como coadyuvante del trastorno por estrés
postraumatico [43, 170].

Finalmente, dada la participacién del sistema opioide en la regulacién del eje hipota-
lamo-hipéfisis-adrenal y de su expresion en estructuras del sistema limbico, el uso de
antagonistas opioides puede ser utilizado como regulador de los efectos cognitivos del
estrés [105], el cual, a su vez, estd relacionado con el desarrollo de multiples trastornos
psiquidtricos y del comportamiento.

Utilidad de los antagonistas opiiceos en dependencia por etanol y opioides

El alcohol induce la liberacién de opioides endégenos en los sistemas de recompensa
(el tegmento ventral y nticleo accumbens), facilita la neurotransmisién dopaminérgica
y controla los efectos euféricos y placenteros del etanol. En 1994, la Food and Drug Admi-
nistration (FDA) aprob¢ naltrexona para el tratamiento de la dependencia a etanol, con
cl objetivo de reducir el riesgo de recaidas, mantener la abstinencia y reducir el deseo
por el consumo durante las fases iniciales de la recuperacién. Una revision sistemdtica
de Cochrane apoya la eficacia del uso de naltrexona, ya que se asocia con la disminucién
en la cantidad y frecuencia de consumo, un mayor nimero de dias de abstinencia de
consumo y mayor numero de dias de consumo pesado frente a placebo [171].

A pesar de la evidencia a favor de su efectividad, el uso clinico de la naltrexona ha estado
limitado por la heterogeneidad en la respuesta al tratamiento, influenciada, entre otros
factores, por el grado de motivacién del paciente por el abandono del consumo y por
la pobre adherencia a la terapia en el esquema de administracién diaria. Para mejorar
la adherencia al tratamiento, se disefid naltrexona en forma farmacéutica inyectable de
larga accién para aplicacion mensual, que demostrd ser bien tolerada y efectiva después
de seis meses de tratamiento en un ensayo clinico aleatorizado, doble ciego, controlado
por placebo, publicado en J4M.A en 2005. En este estudio, la naltrexona inyectable de
larga accién disminuyé 25% la tasa de dias de abstinencia frente al placebo (P = 0,03)
y el sexo masculino mostré mayor efecto del tratamiento. La tasa de descontinuacion
del tratamiento fue similar en los sujetos que recibieron naltrexona y placebo [172].
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Nalmefeno es otro antagonista opioide aprobado para el manejo de dependencia a
etanol, con la ventaja que no exhibe hepatotoxicidad dependiente de dosis, como lo
puede hacer la naltrexona, lo que aumenta su perfil de seguridad en pacientes con dis-
funcién hepatica alcohdlica. El tratamiento con naltrexona administrada solo en situa-
ciones de riesgo de consumo, ha mostrado ser mas eficaz que la administracién diaria,
disminuyendo el nimero promedio de bebidas diarias, con mayor efecto en el género
masculino, y mejorando las pruebas de funcion hepética en pacientes con enfermedad
hepdtica asociada al consumo [173].

El tratamiento de la dependencia a opioides es otra indicacién aprobada para el uso de
antagonistas opioides. La exposicion prolongada a los opioides genera hipersensibili-
zacion del sistema de recompensa del cerebro, de tal manera que el individuo puede
experimentar un deseo patoldgico por consumir la sustancia (¢c7aving), independiente
de la aparicion de los sintomas de abstinencia. Antagonistas opioides, como la nal-
trexona, bloquean los efectos euféricos de los opioides y de esta manera disminuyen el
refuerzo positivo del consumo. Los antagonistas opioides no tienen potencial adictivo
y no inducen la tolerancia. Al igual que en la dependencia a etanol, los estudios clinicos
han demostrado que las formulaciones de liberacion sostenida de la naltrexona son mas
eficaces que el placebo en términos de reduccion del craving y reduccién de consumo

de opioides [174].

Estatus de desarrollo clinico de los antagonistas opioides

en usos terapéuticos potenciales

A pesar de la evidencia preclinica experimental y pese al conocimiento cada vez mas
profundo de la fisiopatologia de las entidades clinicas mencionadas anteriormente, no
hay evidencia clinica del papel de la naloxona, o de la naltrexona en la enfermedad de
Alzheimer, amenorrea, disquinesia o epilepsia [34]. Con respecto a esta tltima indi-
cacion, hay un estudio clinico de fase III en curso, dirigido a establecer la eficacia de
la naloxona en disfuncién respiratoria postictal en pacientes con crisis tonico-clénicas

generalizadas (NCT02332447) [34].

La mayor evidencia clinica se encuentra con el uso de la naloxona y la naltrexona como
coadyuvantes en diferentes tipos de dolor, generalmente en combinacién con la oxi-
codona, en la que el uso de estos compuestos podria reducir las reacciones adversas
derivadas del uso de agonistas opioides, y a la vez mejorar el efecto analgésico [34,
175]. Gran parte de la evidencia clinica para el uso de naltrexona en diferentes tipos de
dolor estd actualmente en estudio: dolor secundario a osteoartritis (NCT00420992);
dolor regional complejo (NCT02502162), y fibromialgia (NCT00568555), entre

otros [34]. Recientemente, la FDA aprobé una preparacién de liberacion extendida de
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naloxona/oxicodona para dolor severo que requiere manejo de opioides por horario a

largo plazo [176].

En un estudio aleatorizado, doble ciego, la naltrexona mostré seguridad y eficacia al
reducir la actividad inflamatoria, asi como una mejorfa de los sintomas (principal-
mente dolor) en pacientes con enfermedad de Crohn [177]. Aunque dichos resultados
han sido controversiales debido al tamafo de la muestra [47], un nuevo estudio se estd

realizando (NCTO01810185) [34].

De igual manera, el efecto de la naltrexona en el control de impulsos de pacientes con
enfermedad de Parkinson ha mostrado resultados prometedores. Sin embargo, se han
controvertido los resultados basados en la aplicacion de escalas, debido a la falta de
eficacia en la respuesta clinica global de estos pacientes [178].

Ademis, se estd desarrollando un estudio clinico de fase III para evaluar la eficacia de
un espray nasal de naloxona para el manejo de pacientes con sindrome del atracén

(binge eating disorder) NCT01567670) [34].

Finalmente, no existe experiencia clinica para la combinacién de ciprodime/naltrindol

[34].
CONCLUSION

El sistema opioide tiene una amplia distribucion en el sistema nervioso central y, por
ende, participa en diferentes funciones nerviosas superiores. La interaccion de los opioi-
des endbgenos con sus respectivos receptores modula la funcién celular de dichas regio-
nes centrales. Asimismo, el sistema opioide participa en la fisiopatologia de diferentes
trastornos endocrinos, neuronales, inmunoldgicos y, finalmente, comportamentales.
Los efectos de los firmacos antagonistas son evidentes en aquellos sistemas de neuro-
transmision que estan activos en condiciones basales y el sistema opioide forma parte
de dichos sistemas de neurotransmisién; por este motivo, los antagonistas opioides
pueden generar diferentes efectos fisioldgicos en sujetos sanos. Sin embargo, el sistema
opioide puede estar sobreactivado en diferentes trastornos, revisados anteriormente, y
por tanto, su modulacién mediante antagonistas podria tener utilidad terapéutica. De
estos usos novedosos, el mds importante es el del control de los efectos adversos y el
favorecimiento de la analgesia por agonistas opioides, que ha dado lugar a la inclusién
de esta combinacidn (agonista mds antagonista opioide) en el arsenal terapéutico para
el manejo del dolor. Finalmente, dados los efectos adversos y en algunos casos idiosin-
criticos de los antagonistas opioides inespecificos, el uso de antagonistas especificos
para los receptores opioides (i, x y 9), ast como de los ORL, puede ser una estrategia
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terapéutica futura. Es necesario realizar mas estudios clinicos para determinar la efi-

cacia, asi como el perfil de seguridad de muchos de los antagonistas opioides que se

encuentran en las fases experimentales en indicaciones tan variadas como la enferme-

dad de Parkinson, el sindrome del atracén y el manejo de dependencia por cocaina.
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SUMMARY

The aim of the present work was to develop a ME for topical delivery of Ampho-
tericin B (AmB). Microemulsions (MEs) are versatile systems to solubilize drugs due
to the presence of both a hydrophobic and a hydrophilic region, as well as a distinc-
tive interface composed of surfactant and cosurfactant. MEs have been reported for
many advantages for topical application of drugs. Considering that AmB has very
low water solubility a screening of surfactants and oils was performed. A gel-like
ME system, that can be applied topically without the need for thickeners agents, was
selected. AmB was incorporated up to 1 mg/g and remained stable for at least 90
days both at 4 °C and room temperature, so this formulation would be appropriate
as a compounding medication. An iz vitro skin penetration test was performed, the
applied dose penetrated (10.16 + 0.01 pg/cm?/h as estimated flux) and remained
completely within the skin during the assay; AmB was not detected in the receptor
compartment. [z vitro antifungal and antileishmanial activity was tested and drug
showed proper activity. AmB is a second line drug for the treatment of cutancous
leishmaniasis, but topical dosage forms are still lacking. This system is potentially

useful for the treatment of skin infections avoiding drug toxic systemic effects.

Key words: Gel-like microemulsion, amphotericin B, topical delivery, cutaneous

leishmaniasis.
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RESUMEN

Una nueva microemulsién tipo gel para la
aplicacion topica de anfotericina B

Se desarrollé una microemulsién (ME) para la aplicacién tdpica de anfotericina B
(AmB). Las ME son sistemas versdtiles que facilitan la solubilizacién de principios
activos y, ademds, presentan muchas ventajas para aplicar fdrmacos en forma tépica.
La AmB posee muy baja solubilidad en agua, por lo cual se realizé una evaluacién
de su solubilidad en distintos aceites y surfactantes. Se confeccionaron diagramas
ternarios de fase y se seleccioné una ME-gel que puede ser aplicada tépicamente sin
el agregado de agentes espesantes. Se solubilizé hasta 1 mg/g de AmB vy el firmaco
permaneci6 estable durante al menos 90 dias a 4 °C y a temperatura ambiente,
por lo cual esta formulacién serfa apropiada como un medicamento magistral. El
estudio iz vitro de permeacidn en piel mostr6 que la dosis aplicada penetré comple-
tamente (flujo estimado de difusién 10,16 + 0,01 pg/cm?/h) y permanecid retenida
en la misma durante el tiempo de estudio sin detectarse AmB en el compartimento
receptor. La actividad antifingica y antileishmania 7 vitro fue adecuada. La AmB
es una droga de segunda linea en el tratamiento de la leishmaniasis cutdnea; sin
embargo, no se dispone de preparados para uso topico. Esta formulacién serfa til para

el tratamiento local de las infecciones de piel, evitando efectos adversos sistémicos.

Palabras clave: microemulsion tipo gel, anfotericina B, aplicacién tdpica, leishma-

niasis cutanea.

INTRODUCTION

Microemulsions (MEs) are defined as translucent isotropic thermodynamically stable
systems composed of an oil phase, an aqueous phase, and a mixture of a main surfactant
and a co-surfactant. MEs can be prepared from a wide variety of oils and surfactants.
For some time now, MEs have been extensively studied because of their advantages
such as increased solubility of drugs, stability and easy preparation. On account of
their versatility and biocompatibility MEs have been investigated for parenteral, oral
and topical administration. Several authors have studied MEs potential to improve
topical and transdermal administration of drugs in comparison with other conven-
tional vehicles. The increased efliciency of penetration-permeation of the drugs carried
into MEs can be attributed to the combined action of composition and structural fac-
tors. Due to the presence of hydrophilic and lipophilic domains, it is postulated that
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ME:s can interact with both lipids and proteins of SC; several mechanisms have been
proposed to explain the role of ME:s for the skin penetration and transdermal passage
of drugs. Many hydrophilic and hydrophobic drugs have been incorporated in MEs to

increase penetration and skin permeation [1-10].

Although MEs are homogeneous systems in sight, microscopically they are dynamic
heterogeneous systems in which the interface spontaneously fluctuates. A surfactant
dispersed in an aqueous media would associate in different equilibrium phases,
depending on van der Waals forces and the system entropy. During ME formation the
increase in interfacial area is very important (in the order of 10% - 10°) due to the great
number of new droplet. Surfactants generally orientate in order to optimize solvation
and reduce free energy, so surfactant-cosurfactant mixture is located at the interface.
Three main types of MEs can be formed: o/w or w/o depending whether the inter-
nal phase is oil or water, and bicontinuous ME when surfactants form a continuous
domain along the oil-water interface with a zero net curvature [10-12].

According to some researchers a gel-like ME is an o/w system where there is a strong
hydration of the surfactant hydrophilic chains, which connect themselves through
hydrogen bonds resulting in a strong interaction among droplets that modifies ME
viscosity [4, 13]. It has also been described that less ordered MEs are more fluid, while
those more ordered (cubic and hexagonal phases) show the elastic properties of solids
[14, 15]. Another case is that of lecithin, which forms cylindrical or worm-like micelles
in MEs with low water content, whose interactions tend to produce a large increase in
the viscosity of the system [16, 17]. Gel-like ME systems are useful for topical applica-
tion without the need of an additional viscosity modifier, also they may enhance drug
residence time and regulate drug release in some cases [18].

The polyene macrolid antifungal Amphotericin B (AmB) has a very low solubility
in water (1 pg/ml) at physiological pH and is unstable in solution, also AmB causes
many adverse effects when administered by parenteral route. Many strategies have been
attempted to get over these problems; although some of them have improved AmB
therapeutic index and reduced adverse effects, they resulted in expensive medications
or higher required doses. AmB is used for invasive infections caused by Candida spp.
and Aspergillus spp., and is a second line drug for Leishmania spp. parasites [19, 20].

Cutaneous leishmaniasis (CL) is the most prevalent clinical form of the disease caused
by Leishmania spp. CL has been treated so far with sodium stibogluconate and meglu-
mine antimoniate as first line treatment but there is concern about adverse effects such
as cardiotoxicity, liver and kidney failure, and the emerging resistance favored by low
patient compliance to long parenteral treatments; there is a need for new drugs or more
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cost-effective therapies with improved formulas. Although CL is usually self-limiting,
the goal of the treatment is to prevent disfiguring lessons and the development of more
serious forms of disease [21-24]. In some cases of CL drugs were administered locally
intralesion; AmB in lipidic formulations with the addition of ethanol was shown to be
effective for the local treatment of CL and it was reported the case of a pediatric patient
with persistent CL whose lesions healed after a 3-week topical treatment with AmB
cholesteryl sulfate with the addition of ethanol 5% [25-27]. Although progress was
made in the knowledge of the pathology, we are still in need of greater commitment
for the prevention and control of this neglected disease that mainly affects the poor-
est regions of the world. In early stages of the disease or cases with no risk of systemic
complication topical treatment would offer lower toxicity, ease of administration, bet-
ter patient compliance and lower costs. The aim of the present work was to develop a
topical ME to deliver AmB, evaluate stability, 7% vitro activity and skin penetration.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Ampbhotericin B (AmB) Alpharma, was kindly supplied by Unifarma SA, Argentina;
Polyoxyethylene (10) oleyl ether (Brij® 97) and Polyoxyethylene (4) lauryl eter (Brij®
30) were kindly provided by Croda LA; lauryl alcohol 2 OE (Dehydol® LS 2 HN),
and oleth-5 (Emulgin®O5) were supplied by Cognis Argentina. Sorbitan monooleate
(Span® 80) was purchased from Droguertfa Saporiti, Argentina; castor oil and Car-
boxymethyl cellulose sodium (CMC) were purchased Fabriquimica S.R.L., Argentina.
Mygliol® 812 (capric-caprylic triglicerides) was provided by Phoenix Laboratory,
Argentina. Amphotericin B Deoxycholate Northia® (L: 695), Argentina. Isopropyl
myristate (IPM), sweet almond oil, jojoba oil, soya oil, Tween® 80 and all other rea-
gents were of pharmaceutical or analytical grade. Full-thickness skin for percutaneous
absorption test was excised from 4-month-old domestic pig ears from a local commer-
cial supplier (Nueva Granja Burzaco; Rauch, Buenos Aires Argentina). Other mate-
rials including Candida species and L. brasilensis can be found in the corresponding
method sections.

Determination of AmB solubility in surfactants and oil phases

AmB solubility was determined by adding an excess of drug (20 mg) to 10 g of selected
oils or surfactants into a glass vial (z = 3). Vials were protected from light and kept
under magnetic stirring at room temperature for 96 h. Then, the equilibrated mixtures
were centrifuged at 2500 rpm for 15 min and the supernatant was taken and filtered

through a 0.45 pm PTFE (Millipore) filter. A 200 pl aliquot was transferred into a
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10 ml volumetric flask and volume was adjusted with either a mixture of methanol:
chloroform (50:50) or pure methanol according to excipient miscibility or solubility.
AmB concentration was determined by UV spectrophotometry (UV-VIS Spectropho-
tometer Shimadzu UV-260) at 406 nm, calibration curve of AmB in methanol (range
0.5-10 pg/ml; r*= 0.9995-1.000) and methanol: chloroform (range 1.0-20 pg/ml; r*=
0.9910). Blanks were prepared for the same dilutions of each oil or surfactant in meth-
anol or solvents mixture, as appropriate.

Pseudoternary phase diagrams

Pseudoternary phase diagrams were constructed to determine ME areas for the fol-
lowing surfactant: cosurfactant (S+CoS) ratios (w/w) 1:1; 1:2; 1:3; 2:1 and 3:1. The
surfactant was selected on results of the solubility study and ethanol was included as
cosurfactant. Mixtures were added to IPM as oily phase for the ratios: (S+CoS:IPM):
9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 5:5; 4:6; 3:7; 2:8; 1:9. Samples were prepared at room temperature.
The appropriate amount of reagents was weighed and mixed gently. Then, distilled
water was added dropwise, with mild magnetic stirring until visual change of an iso-
tropic transparent to opalescent — turbidity transition. Visual observation was made
and recorded as transparent isotropic fluid o/w ME, transparent isotropic o/w gel
(gel-like ME) or milky emulsion. We searched for o/w ME areas (isotropic and fluid)
and o/w gel-like ME (isotropic gel). Limits for each phase were established by visual
observation of transition transparency-turbidity; there was no intention to identity
other phases.

Preparation of AmB loaded gel-like ME

Gel-like ME was prepared by first mixing surfactant with cosurfactant and then this
mixture was added to IPM in a water bath at 40 °C, with mild stirring. Distilled water
was slowly added dropwise with continuous mixing. Then sample was removed from
the water bath and subsequently AmB was added. The preparation was kept protected
from light under mild magnetic stirring until total dissolution of AmB.

Amphotericin B concentration and stability

AmB-loaded gel-like ME was centrifuged 30 min at 2500 rpm to evaluate signs of
separation or drug precipitation. Drug concentration in the selected gel-like ME sys-
tem was determined at the time of preparation; about 100 mg of the gel-like ME was
exactly weight and diluted to 10.0 ml with methanol. The sample was stirred until
complete dissolution of gel-like ME. AmB concentration was determined by UV spec-
troscopy (see above).
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For stability study samples were stored at room temperature, at 4 °C and 40 °C. At fixed
intervals samples were observed for signs of separation or drug precipitation and an alig-
uot of about 100 mg was exactly weight and put into a glass vial with 10.0 ml of metha-
nol. Sample was left under magnetic stirring for complete dissolution and AmB was
determined by HPLC (Shimadzu SPD-10 A vp Uv/Vis Detector). A Microbore C18
(150 x 2.0 mm, 3 {,Lm) Waters Spherisorb® S$3 ODS2 column was used with an isocratic
mobile phase composed of acetonitrile: disodium edetate 2.5 mM (45:55) [28]. The
injection volume was 20 pl and the flow rate was 0.4 ml/min. UV detection was set at
382 nm and retention time was 4.0 + 0.1. Linearity curve was determined for the range
0.06-1.60 ug/ml (r*=0.9989). External standard wasalso used during the measurements.

Gel-like ME characterization

Phase-contrast and polarized light microscopy

Phase-contrast and polarized light microscopy was used to microscopic observation
of the gel-like ME. Observations were made at 200X magnification using an Axioskop
2 Plus, Zeiss, Germany, equipped with a Sony Exwave HAD video camera to collect
digital images (768 x 494 pixels). A small quantity of sample was placed on the on the
glass-slide and covered with a cover slip without any additional treatment. The glass-
slides were previously cleaned with ethanol and acetone.

Refractive index

Refractive index was measured with an Officine Galileo Refractometer (E,=-0.0002)
at room temperature without any treatment of samples. Determinations were made
at initial time (48 h after preparation), 1 and 3 months for samples stored at room
temperature and at 4 °C. Refractive indexes of distilled water and glycerin were also
determined at each control time as references. Results are given as mean + SD (7 = 3).

Conductivity

Conductivity was determined for the blank and AmB-loaded gel-like ME with no
additional treatment at initial time (48 h after preparation), 1 and 3 months using a
thermo-conductimeter Antares I'V; Parsec SA, Argentina. Results are given as mean +

SD (n=3).

pH determination

Sample pH was determined at 25 °C with a pH-meter TPA III Altronix. Before meas-
urement samples were diluted 1/10 with distilled water adjusted to neutral pH 7.10 +
0.02. Results are given as mean + SD (7 = 3).
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Viscosity and Rhbeology
Rheological behavior of Amb-loaded gel-like ME was evaluated. Samples stored at

room temperature and 4 °C were assayed after a week of preparation in order to evalu-
ate if storage conditions affects the gel-like structure and viscosity, and also because it
is recommended to store AmB preparations in the refrigerator. A rotational viscometer
was employed (Brookfield PVT synchro-Lectric viscometer). Viscosity was measured
through the rotation speed of the spindle number 6 immersed in the sample. The test
was carried out at 25 + 1 °C and the spindle was rotated at 0.5 rpm. The readings were
made after ten minutes. The rheological behavior was evaluated by increasing velocity
(0.5- 1-2.5-10 and 20 rpm), readings were made after 5 min at each frequency.

In vitro skin penetration-permeation study

In vitro skin penetration-permeation experiments were performed on Franz diffusion
cells using pig ear skin. Pig ears were obtained from a local pork slaughterhouse for
human feeding. However, approval has been obtained from the Ethical Committee
for the Care and Use of Laboratory Animals of the Faculty of Pharmacy and Biochem-
istry, University of Buenos Aires (N° 170511-2). Skin was excised from 4-month-old
domestic pig ears, obtained from alocal commercial supplier. The pigears were cleaned
under running water immediately after excision. The hair from the outer region of the
cars was removed and then the skin was carefully separated from cartilage using a scal-
pel. Subsequently, adipose subcutaneous tissue was removed; full-thickness skin was
used with a surface area of 3.14 cm?, thickness of 1 mm for all the samples was control-
led with a vernier. After being dried with a tissue, the skin was immediately mounted
on the diffusion cells or frozen at =20 °C for a maximum period of 4 weeks [29, 30].

The skin was placed horizontally on Franz diffusion cells, between the donor and recep-
tor compartments. Sink conditions were obtained in the receptor compartment by
phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4) with 1% sodium lauryl sulfate (PBS-LSNa);
solubility in receptor media was previously determined. The volume of receptor fluid
was 15 ml. The receptor compartment was continuously homogenized using a stirring
magnetic bar and the temperature was kept at 32 °C using a water circulation system.
The skin mounted in the cell was allowed to rest for an hour in contact with receptor
media before the application of the samples. Gel-like ME loaded with AmB 1 mg/gand
AmB Deoxycholate hydrogel were assayed simultaneously. For the hydrogel prepara-
tion AmB Deoxycholate marketed formulation was reconstituted with distilled water,
according to instructions, and thickened with CMC 2%. Experiments were performed
applying 200 ug of AmB as dose for both formulations.
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Serial sampling (6 ml) was performed after 0.5, 1, 2, 4 and 6 h, and fresh receptor lig-
uid was added to receptor compartment in order to replace the buffer. Aliquots were
filtered by 0.45 um nylon filter (CAMEQ) and analyzed by HPLC as described above;
retention time for samples in PBS-LSNa was 3.4 + 0.0 min.

After the experiment, the remnant of the dosage form on the skin was put in a glass
vial, skin was washed twice with methanol to recover any rest of the applied dose and
the used spatula was also washed so as to collect the dosage form completely. The final
volume was adjusted with methanol and the mixture was stirred at 2,500 rpm for 1 h.
The solution was filtered and AmB was quantified by HPLC (method was previously
assayed for drug recovery). Skin drug penetration, considered as the amount retained
within the skin, was calculated by difference between the total dose applied and the
sum of the amount that permeated plus the amount present in the remnant sample
over the skin. After cleaning the skin as mentioned above stratum corneum (SC) was

separated by stripping method [31].

Adbhesive tape 3 M Scotch was used to remove SC layers, consecutive adhesive tape
strips 1-7 and 8-12 were put in separate vials containing 10.0 ml of methanol and were
left under magnetic agitation at room temperature for 24 h and then vortexed for 1 min;
after that an aliquot was taken and filtered by 0.45 um before analyzing. The remain-
ing stripped skin (viable epidermis and dermis; VED) was minced and placed into a
vial containing 10.0 ml methanol and treated with an Ultraturrax® T25 Basic (IKA
Labortechnik, Germany) with an ice bath, 2 min at 19000. Samples were then left in a
shaker at room temperature overnight to ensure adequate extraction of the drug from
the skin; after that time samples were centrifugated at 2,500 rpm and supernatants

were filtered by 0.45 um nylon filter and presence of AmB was determined by HPLC.

In vitro antifungal activity

The minimal inhibitory concentration (MIC) of AmB-loaded gel-like ME was deter-
mined according to M27-A3 CLSI method for several strains of Candida and different
patient isolates [32]. A suspension of Candida (1 x 10° UFC/ml) was incubated with
100 ml of solutions with different concentrations of the antifungal in DMSO ([32]
0.06 mg/ml) or the corresponding dilutions of gel-like ME in a 96-well plate at 35 °C
for 48 h. Visual readings were performed after 24 and 48 h. AmB deoxycholate from
market (Anfotericina B Northia®, Argentina), AmB standard used as reference in the
microbiological lab and AmB raw material used for the preparation of gel-like ME
were tested as controls. The MIC was defined as the lowest drug concentration inhibit-
ing clearly visible growth of the fungi. 100 ml of RPMI-solvent without AmB and 200
ml of RPMI-solvent were placed in wells for growth control and for sterility control,
respectively. Blank gel-like ME was tested as negative control.
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In vitro antileishmania activity

(*H) thymidine incorporation assay was performed on L. brasiliensis promastigotes
(M2903 strain). Exponentially growing parasites were centrifuged at 1200 g for 15
min, adjusted to a cell density of 10°-107parasites/ml in fresh LIT medium supple-
mented with 10% decomplemented fetal bovine serum (Gibco), 100 U/ml penicillin
and 100 pg/ml streptomycin. Parasites were seeded in a 96-well microplate (150 pl
per well) in presence of 1 uCi (*H) thymidine (*H-T; Perkin Elmer) and allowed to
grow incorporating *H-T during 16 h. Counts per min (cpm) of triplicate cultures
were measured by an automated liquid scintillation counter (Packard, Downers Grove,
IL). Parasites drug susceptibility was assayed for dilutions (ethanol: water) of AmB
loaded gel-like ME and AmB Deoxycholate as reference during 72 h. For the last 16 h
of culture, cells were pulsed with 1 uCi per well °H-T. Medium and ethanol:water were
assayed as control of 0% of parasites inhibition [33].

Skin irritation test

Albino male rabbits weighing 1.8-2 kg were used. The experiments were carried out
taking into account international guiding principles and local regulations concerning
to the care and use of laboratory animals for biomedical research. The experiments
were approved by the local Ethics Committee (Exp-FyB: 00747495/2012). The ani-
mals had free access to a standard commercial diet and water ad libitum and were kept
in room maintained at 22 + 1 °C with a 12-h light/dark cycle.

The irritancy of formulation was determined based on the method described by Draize
et al. The backs of six animals were clipped free of hair 24 h before the beginning of the
assay. Gel-like ME loaded with AmB 1 mg/g was tested on two one inch square sites on
the same animal; one site was intact and one was abraded in such a way that the stratum
corneum was opened but without bleeding. Formulations were tested undiluted (0.5
g). Each test site was covered with two layers of one inch square surgical gauze secured
in place with tape. The entire trunk of the animal was then wrapped with rubberized
cloth in order to retard evaporation and hold the patches in one position. 24 h after
application, the wrappings were removed and the test sites evaluated for erythema and
edema. Evaluations of abraded and intact sites were separately recorded. Test sites were
evaluated again 48 and 72 h after application by the same procedure. Maximal score
was set in 8. The criterion for skin irritation intensity was assumed as follows: < 0.5 no
irritation, 0.5-3 slight irritation and > 6 severe irritation [34, 35].

Statistical Analysis

Data were analyzed using software MS Excel 2007 Data Analysis Add-In programme.
T-Student test was performed to see any significant difference (p < 0.05).
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RESULTS AND DISCUSSION

AmB solubility in surfactants and oil phases

ME:s are an interesting system to solubilize poor water soluble drugs so AmB solubility
was assayed in several surfactants and oils. Table 1 shows AmB solubility in oil phases
and surfactants. AmB proved to be poor soluble in the assayed oils. Among surfactants
Emulgin®O5,apolyoxyethyleneoleyleter, turnedouttohavethebestsolubilizingcapacity.

Table 1. Amphotericin B solubility in different oils and surfactants.

Excipient Solubility Excipient HLB Solubility
(oily phase) (ug/ml) (surfactant) (ug/ml)

Castor oil <1.0 Tween® 80 15.0¢ <05
Sweet almond oil <1.0 Brij®97 12.4* | 8.02+0.51
Jojoba oil <1.0 Br1]®30 (laureth_4) 9.7* <05
Soya oil <1.0 Emulgin® OS5 9.0 51.13+2.3
Mygliol® 812 <10 Dehydol® LS 2 HN 6.4° <05
Isopropyl Miristate <1.0 Span® 80 4.3 6.01 £ 049

*Handbook of Pharmaceuticl Excipients. 6™ Ed. (2009) Rowe RC, Sheskey PJ y Quinn ME. APhA- Pharmaceutical Press
(UK-USA); ® Calculated according to Pasquali e# 4/. Int. J. Pharm. 356 (1-2): 44-51 (2008).

Phase diagrams and gel-like ME selection

In the search for an extemporaneous formulation with better drug stability we made
the attempt to solubilize AmB in ternary mixtures of oils and surfactants studied as
potential SMEDDS (self micro-emulsifying drug delivery system) to form ME by
water addition. However, the assayed mixtures were not able to significantly enhance
drug solubilization. Therefore we searched for ME containing Emulgin® 05, the sur-
factant in which AmB showed greatest solubility. Ethanol was selected as cosurfactant
because as previously mentioned some studies reported that AmB formulations mixed
with ethanol were effective for the local treatment of CL. Phase diagrams were con-
structed with EmulginOS, ethanol and IPM was selected as oil phase. Figure 1 shows
ME and gel-like ME areas for different ratios S-CoS.

Soy oil was also tested as oily phase but MEs containing this oil were not able to
significantly enhance AmB solubility and they had low stability; glyceryin, propyl-
ene glycol and diethyleneglycol monoethyl eter (Transcutol® P) were also assayed as
cosurfactant but they did not form stable MEs with acceptable surfactant concentra-
tion (data not shown).
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a) s+coS b) s+coS c) s+coS
® Sclected ® Isotropic ® [sotropic
formula system system
Gel-like ME
e [sotropic
system
water oil  water oil  water oil
d) s+coS e) s+coS

Gellike ME * Gellike ME
® [sotropic
system
water oil  water oil

Figure 1. ME and gel-like ME areas for different ratios surfactant-cosurfactant (S-CoS). a: 1:1; b:
1:2;¢: 1:3;d: 2:15e: 3:1.

A gel-like ME system (so called /ike-gel ME) was selected because it of its suitability
to be applied on the skin without the need of additional viscosity modifiers. The ratio
surfactant: cosurfactant was set 1:1 in order to use the formulation with less surfactant
content for low skin irritancy. Among ME areas found, w/o ME were not selected
because of the low oil solubility of AmB and because they are also less comfortable for
topical application than o/w ME. An o/w gel-like ME (IPM 5%, Emulgin®O5 20%,
Ethanol 20% and distilled water gs 100%; Figure 1a) was selected as optimum candi-
date for further study as it was the one that remained more stable during macroscopic
observation and the one that allowed greater drug loading during preliminary evalu-
ation of possible compositions. When preparing MEs temperature and mixing speed
can affect the formation of an isotropic phase. For the gel-like ME is very important
to keep mild stirring while adding slowly the aqueous phase, otherwise high stirring
velocity would lead to hazy system because of the entrapment of air, and the translu-
cent system is reached after leaving the system to equilibrate.

Ternary mixtures were not able to enhance AmB solubilization; therefore, AmB was
incorporated to the whole prepared gel-like ME. It is to remark that a greater quantity
of AmB solubilized in the complete ME than in the surfactants mixture, this fact may
be explained by the amphiphilic and amphoteric nature of the drug (pKa -COOH 5.7
y pKa-NH, 10.0), so drug would locate in the interface with the surfactant monomers,
thus leading to a greater solubility in the complete ME containing the aqueous phase.
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Similar results were reported for lecithin based formulations and other amphiphilic
association systems for AmB [36-38].

Amphotericin B concentration and stability

Blank gel-like ME and AmB loaded samples showed neither changes nor precipitated
drug after centrifugation test. The selected formula solubilized up to 1 mg/g of AmB
(1.00 £ 0.06 mg/g) at time 0. Samples stored at 4 °C were stable for at least 3 months,
AmB concentration > 90% (97.96 + 5.99%) and no macroscopic change was observed,
whereas the drug content for samples at room temperature was 94.97 + 7.12% after
that period of time and the gel structure became more fluid. On the contrary AmB
concentration in samples stored at 40 °C was 88.69 + 4.08% after one month of stor-
age and also drug precipitated was observed at the bottom of vials.

Since AmB desoxycholate forms weak micelles with poor stability after reconstitution,
reconstituted preparation has to be used within a week therefore the use of AmB des-
oxycholate marketed formulations for topical application as was reported elsewhere
would be less convenient; the type of ME presented here may offer an alternative for
topical treatment and according to stability AmB loaded gel-like ME could be pre-
pared as a compounding formulation.

Gel-like ME characterization

Macroscopic aspect of gel-like ME is shown in Figure 2. Figure 3 shows microscopy
images of loaded gel-like ME, blank samples showed no difference. Even though the
system is macroscopically isotropic, round structures could be observed due to birre-
fringence when visualized by phase-contrast and polarized light microscopy.

The structural characteristics and mechanical behavior depend on the composition of
the system. It is known that less ordered ME usually have low viscosity, whereas the
more ordered hexagonal o cubic phases show viscoelastic properties of a jelly-like phase
[15, 36]. According to some authors, ME viscosity may be due to the oily phase prop-
erties and the diameter of internal phase droplets; in diluted ME the small number
of droplets had no important effect on viscosity, however when the number of drop-
lets raise, droplet-droplet interactions become prevalent and the friction can lead to a
raise in viscosity [14]. Another assumption is that in o/w systems with more than 50%
of water, hydrophilic groups of surfactant are highly hydrated and interconnected by
hydrogen bond, which lead to a gel structure [13]. The behavior seen in the ME pre-
sented herein, is possibly in accordance to a ME with sodium dodecyl sulfate and etha-
nol for which a viscous region was described, called region S, as a stable viscous region
where phases L4 and La (vesicular and lamellar phase) coexist. That region S viewed
by polarized microscopy showed large spherules dispersed in a continuous isotropic
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Figure 3. Microscopic images of AmB-loaded gel-like ME. a: phase contrast microscopy; b: polari-

zed light microscopy (200X).

medium, being the weak birefringence due to the presence of such spherules. ME with
low ethanol content are turbid and they get clear as ethanol content or temperature
raise and the viscosity of the ME in this region is considerably affected by the prepa-
ration method [39]. In our study, images seen by phase contrast and polarized light
microscopy would be consistent with this type of system. It is also important to con-
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sider that drug itself may alter phase behavior when it has surfactant property; however

in this case AmB did not alter the gel-like ME despite of being amphiphilic.

Physicochemical parameters are shown in Table 2. RI (refractive index) was no modi-
fied by the incorporation of AmB. Readings remained water< gel-like ME <glycerin
during the period assayed. pH of blank sample was lower than the one loaded with
AmB. The selected gel-like ME showed electroconductivity according to o/w ME,
despite the non-ionic nature of main surfactant (parameter was assessed without the
addition of electrolytes) and the viscosity of the sample. Conductivity was similar for
the blank formulation than the loaded one (no significantly difference, p > 0.05), so we
conclude the drug did not affect the external phase of the ME.

Table 2. Gel-like ME physicochemical characterization.

Blank gel-like ME
Storage 4°C 25°C
condition
Time (m) 0 1 3 1 3
Parameter
pH 6.29 +£0.09 --- 6.15+0.10 - 5.76 £ 0.07
RI 1.3767 + 1.3767 + 1.3766 + 1.3779 + 1.3783 +
0.0007 0.0004 0.0004 0.0003 0.0023
Conductivity 69.50 + 6.27 --- 51.90 + 0.10 - 50.96 £ 0.10
(uS.cm™)
AmB-loaded gel-like ME
pH 7.33+0.18 --- 7.3440.06 --- 6.18+0.01
RI 1.3769 + 1.3776 + 1.3774 + 1.3769 + 1.3786 +
0.0005 0.0004 0.0001 0.0004 0.0019
Conductivity =~ 55.17 £5.95 --- 49.05 + 0.45 - 48.95+0.55

RI: refractive index; water RI = 1.3332 + 0.0003; glycerin RI = 1.4718 + 0.0001.

At the time of preparation the gel-like ME appears as a soft gel, both blank and the
loaded one, that can be rotated in the beaker but samples showed a more rigid appear-
ance after storage at 4 °C. AmB-loaded gel-like ME showed a pseudoplastic behavior
without thixotropy (Figure 4). Samples stored at room temperature were visibly less
viscous after three months and the system could easily flow through the vial wall. On
basis of stability of AmB and gel structure, this formulation should be store at 4 °C.
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Figure 4. Rheological behaviour of AmB gel-likeME, a: ascending rotational speed; d: descending

rotational speed.

In vitro AmB penetration-permeation

Study showed that AmB penetrated almost completely within the skin (99.23 +
0.06%) without permeation to receptor fluid during the time of assay after application
of AmB-loaded gel-like ME; the estimated rate of penetration into the skin was 10.16
+0.01 pg/cm?/h. On the case of AmB deoxycholate hydrogel the drug penetrated the
skin at the same extent (99.65 + 0.04%; penetration rate 9.56 + 0.05 pg/cm?/h), how-
ever drug was detected in receptor media after 1 h of application (Table 3). Permea-
tion was statistically different for the two formulations (p < 0.05). At the end of assay
drug was only detected in stratum cormeum (SC) for the AmB-loaded gel-like ME,
whereas for the AmB deoxycholate hydrogel drug was found in SC, viable epidermis
and dermis (data not shown) according to permeation behavior. AmB difussed com-
pletely into skin, however in the case of the AmB-loaded gel-like ME drug was retained
within the skin during the assay, this longer residence time within the skin would help
local effect and could prevent from systemic adverse effects.

As it was mentioned, ME have many advantages for topical administration of drugs,
moreover o/w ME can behave as reservoir increasing local effect of drugs. In our study
AmB diffusion within the skin was slower for the gel-like ME than the AmB deoxy-
cholate hydrogel and the estimated penetration ratio into the skin was much higher
than penetration results showed by other researchers when AmB was vehiculized in
liposomes [28]. ME good skin penetration has already been study, nonetheless in this
case the composition of the system could have helped even more. It was reported that
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some polyethylene ethers are effective skin penetration enhancers, because of their

hydrophilic and lipophilic molecule portions they cause disruption of lipids in the SC

and increase water content of the protein domain [8, 40].

Table 3. I vitro AmB penetration-permeation into pig ear skin.

.. Released Drug in Drug within
Inicial Remnant after . . .
Sample wantity (g) 6h (ug) quantity |Receptor media| the skin
Aranty s “8 (vg) (ug) (ug)
Gel-like ME 192.80 £ 0.01| 1.44+0.12 191.35+ | Nondetected [191.35+0.12
0.12
AmB Deoxycholate| 180.07 £ 2.34| 0.63 + 0.07 179.44 + 1444015 |18041+1.3
hydrogel 241

In vitro antifungal activity

In order to assess iz vitro antifungal activity of AmB-loaded gel-like ME, MIC was
determined for several strains of Candida and different patient isolates. Results are
shown in Table 4. The MIC for AmB-loaded gel-like ME for Candida spp. was greater
than MIC for AmB deoxycholate possibly due to viscosity of the formulation affecting

drug diffusion in the culture media, since AmB deoxycholate was tested as solution.

Nonetheless it has to be considered that our controls (AmB standard and AmB raw

Table 4. AmB Minimal inhibitory concentration (MIC) against different cultures.

MIC ( pg/ml)
Specie Origin AnfotericinaB AMB AMB AmB
Northia ME-gel st rm

C albicans 40139 0.030 0.250 0.125 0.125
C albicans 64548 0.030 0.250 0.250 0.060
C albicans 129 0.030 0.250 0.125 0.060
C albicans 549 0.030 0.250 0.125 0.060
C albicans Oral Mucosa 0.030 0.250 0.250 0.125
C albicans Sputum 0.030 0.250 0.125 0.060
C albicans Hemoculture 0.030 0.250 0.125 0.060

st: standard; rm: raw material.
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material) also had MIC values were greater than the reference for some samples, which
could also explain the greater MIC results for the formulation assayed. Nevertheless
we can conclude that AmB antifungal activity is appropriate for this novel formulation
since susceptible species of fungi are inhibited by concentration of AmB ranging from
0.03 to 1.00 ug/ml but 7 vive studies are necessary to assess clinical effectiveness [41].

In vitro antileishmania activity

In vitro inhibitory activity of L. braziliensis promastigotes growth is shown in Figure 5.
AmB loaded gel-like ME has the same activity as the reference AmB deoxycholate, for
100 pg/ml and 1 pg/ml concentration there was no significant difference (p > 0.05).
However, blank formulation had inhibitory activity of parasite growth, 75.04 +
11.20% with no difference respect to AmB-loaded gel-like ME (p > 0.05); this fact was
also reported for AmB solubilized with poloxamer 188 in a micellar formulation [42].
Furthermore, surfactants had strong lytic effect against Trypanosoma cruzi, a parasite of
the same family as Leishmania, as was the case of Tween 20 and polyethylcyanoacrylate
nanoparticles which had activity against parasite cells and enhanced activity of nifurti-
mox [43-45]. Surfactants modify parasite membrane, producing change in fluidity and
leakage of vital substances, although in our study there was not synergism [46].

100 ¢
90 s
80
70
60
50

40

Growth inhibition (%)

30
20
10 |

100 50 10 1
cc (ug/ml)

B AmB Gel-like ME AmBD M Blank Gel-like ME

Figure 5. AmB-loaded gel-like ME 77 vitro inhibitory growth activity on L. braziliensis promasti-

gotes.

375



Claudia Salerno, Susana Gorzalczany, Alicia Arechavala, Silvia L. Scioscia, Adriana M. Carlucci, Carlos Bregni

Modern therapies aim to deliver drugs in target sites with few adverse effects, this
becomes a difficult task when dealing with intracellular parasites as is the case of Leish-
mania, and therefore the carrier for the drug takes a very important role.

Skin irritation test

Cutaneous irritation of optimized formulation was tested using Draize test. Various
degrees of irritation manifested by redness were observed showing a slight degree of
irritation on rabbit skin although no oedema was observed (score: 2.08). The irrita-
tion responses were not homogenous across test animals. As shown in Figure 6 the
maximum skin irritation was represented by moderate erythema, while some animals
showed slight erythema. High surfactant concentrations and ethanol are known to be
irritant, therefore the particular composition of this gel-like ME may be responsible
for the observed effect on skin. Even considering this skin outcome, this novel formula
has benefits concerning drug solubilization and pharmacological activity. An impor-
tant fact to remark is that the drug did not reach the receptor compartment despite
the formulation showing slight irritancy so AmB loaded gel-like ME could be safe for

topical use.

Score 0
No erythema

Score 1

Slight erythema

Score 2
Moderate erythema

Figure 6. Photograph of skin irritation test with AmB-loaded gel-like ME carried out on rabbit skin.
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CONCLUSION

A low cost gel-like ME of suitable viscosity for topical application was developed to
deliver AmB. This novel formula was able to load a higher amount of AmB than drug
solubility in water or several excipients and AmB remained stable for at least three
months when stored in the fridge, as such, it could be used as a compounding formula-
tion of AmB. Drug penetration into skin was significant so this AmB loaded gel-like
ME is promising for the treatment of skin infections caused fungus and Leishmania
parasites considering that there are few evidences of formulations that allow proper
concentration of the drug within the skin after topical application. It would be of inter-
est to further investigate this type of formulation by means of other techniques so as
to provide details about its microstructure and also study its potential to be used as
vehicle to solubilizing other drugs to be applied in the skin.
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RESUMEN

El comportamiento y el desempefio electroquimico del electrodo de pasta de
carbono quimicamente modificado por un liquido iénico (EPCQM), en la detec-
cién del galato de propilo, se investigaron matematicamente desde el punto de vista
de la estabilidad del estado estacionario. El modelo matemdtico correspondiente se
analizé por medio de la teorfa de estabilidad lineal y andlisis de bifurcaciones. Los
resultados de modelaje son comparados con los experimentales (para este sistema y

scmejantes), bien como con los tedricos para otros casos.

Palabras clave: electrodos de pasta de carbono, liquidos iénicos, sensores electroqui-

micos, teoria de estabilidad lineal, analisis de bifurcaciones.
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SUMMARY

Mathematical study on the steady state stability of performance of
the carbon paste electrode, chemically modified by an ionic liquid,
in the quantification of propyl gallate

The behavior and the electrochemical function of the carbon paste electrode, chemi-
cally modified by ionic liquid, have been investigated mathematically from the point
of view of steady-state stability. The corresponding mathematical model is analyzed
by linear stability theory and bifurcation analysis. The modeling results are being
compared with experimental results (for this system and for the similar ones), and

with theoretical results for other cases.

Key words: Carbon paste electrode, ionic liquids, electrochemical sensors, linear

stability theory, bifurcation analysis.

INTRODUCCION

El galato de propilo, es decir, 3,4,5-tri-hidroxibenzoato de propilo, es un antioxidante
usado en industrias de alimentos desde los anos 1940, para prevenir la oxidacién de
aceites y grasas, y asi prolongar la “vida atil” de los alimentos [1, 2]. Su c6digo internac-
ional de clasificacién es E310. También es usado para el quenching en espectrometria de
fluorescencia, en industria de tintas, en la produccién de biodiésel y como ingrediente
farmacéutico activo.

A pesardesuuso frecuente en laindustria, no es recomendada suaplicacién en productos
que requieran el empleo del horno [3]. Otro estudio mostré también su accién antago-
nista a estrogenos [4], dependiente de su concentracién en el organismo. Ello hace que
sea importante desarrollar un método preciso, exacto y rapido de su deteccion [5-7].

Anteriormente, se describieron varios métodos para la deteccion de E310, mediante el
empleo de fluorescencia [8], cromatografia [5, 9], electroforesis [10] y otros métodos
[11]. Estos métodos, a pesar de su posible eficiencia, tenian desventajas como respuesta
dificil de interpretar, lentitud, influencias fuertes del medio de reaccién, etc., y los
métodos electroquimicos ofrecerian solucién a los mencionados problemas [12-14].

Una de las herramientas modernas en el andlisis electroquimico es el uso de los elec-
trodos de pasta de carbono, cuyo primer uso lo dio Adams en 1958 [15]. Las ventajas
electroanaliticas de electrodos de pasta de carbono son la rapidez de su preparacion
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y disefio, facilidad de su modificacion y eficiencia y claridad de su respuesta electro-
quimica [16-30], pudiendo ser modificados por diferentes sustancias activas (liquidos
i6nicos, derivados ferrocénicos, nanoparticulas, nanotubos y hasta con la céscara de
platano). El desempeno semejante también tiene otra clase de materiales novedosos,
que son los polimeros conductores (PC) [31-40]. Uno de los problemas de su utiliza-
ci6n es la dificultad en la deteccion del mecanismo concreto de la oxidacion e inesta-
bilidades electroquimicas, cuya ocurrencia es posible no solo para el desempefio de
los sensores electroquimicos, en particular [31-33], sino también para la oxidacién de
compuestos organicos ¢ hidrégeno, en general [41-50] (incluyendo la electropolimer-
izacién de compuestos heterociclicos).

Como la explicacién fenomenoldgica, que siempre se daba a tales fenémenos, no tiene
argumentos fundamentales y rigidos; un modelo matematico capaz de describir su com-
portamiento y explicarlos de forma exacta, da informacién importante para la detec-
cién del mecanismo concreto de desempeno de electrodos, contribuyendo no solo para
la descripcién de un sensor concreto, sino también para los semejantes. Otro uso del
modelo matemdtico es la comparacién del sistema concreto con los otros (usando sus
modelos y los resultados de su analisis).

En elarticulo [30] ha sido descrito el sensor electroquimico de galato de propilo, basado
en el electrodo de pasta de carbono, modificado por un liquido idnico, basado en imi-
dazol. El presente trabajo contintia el estudio comenzado en el mencionado articulo, se
ofrece el modelo matematico para el proceso del desempeiio y, mediante este modelo,
se compara con los correspondientes al desempeno de polimeros conductores [51-60],
ferroceno [61, 62] y nanoparticulas de cobre (II) [63]. Es posible también comparar el
sistema con los de electropolimerizacion, matematicamente descritos en [64-70].

EL SISTEMA Y SUMODELO

ntes de introducir el modelo, es preciso describir unas observaciones acerca del pro-
Antes de introd I model p d b b del p
pio proceso de la oxidacién electroquimica del éster (analito) y del comportamiento
del liquido iénico usado.

El analito tiene tres grupos de hidroxilos; dos pueden ser oxidados, formando el sistema
quinénico, y dos protones, siguiendo el esquema general:

H,Q - 2¢- > Q +2H* (1)

Es preciso subrayar también que las propiedades é4cidas del hidrégeno de hidroxilo,
vecino al sistema quinénico, son més fuertemente expresas que en el caso de hidroxilo
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fenélico (por cuenta de la formacién del sistema analogo al del 4cido triangular —del-
taico—, cuadrético —escudrico— y tetra-hidroxi-quinona).

Imidazol es uno de los compuestos heterociclicos, llamados diazoles, cuyas propiedades
anfotéricas son explicadas por la presencia de dos heteroatomos de nitrégeno de difer-
entes configuraciones (pirélico y piridinico), siendo un dcido mds fuerte que el pirrol y
una base mas fuerte que su isémero pirazol y piridina, lo que hace su comportamiento
dependiente del potencial de hidrégeno. Como tiene un sistema aromético conjugado,
en el sensor desempena la funcién de mediador de transferencia de electrones y como
sustancia activa:

H,Q + LI - Q + LI (modif.) (2)
LI (modif.) — ne - LI (3)

Se puede concluir que, contrariamente al comportamiento de los compuestos fer-
rocénicos neutros, el comportamiento de este sensor va a depender del pH vy, en este
orden de ideas, se utilizardn tres variables para describir el comportamiento del sensor:

¢ — la concentracién del analito en la capa presuperficial;
0 — el grado de recubrimiento del electrodo por la forma modificada;
b — la concentracién de los protones en la capa presuperficial.

Para simplificar el modelo, evitando la aparicién de ecuaciones diferenciales complejas,
suponemos que la solucién se esté agitando intensamente (lo que da posibilidad de
menospreciar el flujo de conveccién), de que el electrélito soporte esté en exceso (lo
que da posibilidad de menospreciar el flujo de migracién). También es supuesto que el
perfil de concentraciones de analito y protones en la capa presuperficial sea lineal y el
espesor de la propia capa sea constante ¢ igual a 8.

El analito entra en la capa presuperficial, mediante su difusién, pudiendo reaccionar
con los protones y ser oxidado con la formacion del nuevo 4cido. En este orden de
ideas, la ecuacién de balance de su concentracion serd descrita como:

de 2(D

Ty _(CO_C>_VH_71 (4)
dt 00

Siendo D su coeficiente de difusidn, ¢, su concentracién en la zona interior de la solu-
cidn, 7 la velocidad de la reaccién de analito con los protones y 7, la velocidad de su
oxidacion hasta la forma quinénica.
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El liquido iénico es modificado por medio de su participacién en la oxidacién de anal-
ito y por medio de su reaccién por protones. Esta forma después sigue siendo oxidada,
terminando la transferencia de electrones. Asi puesto, la ecuacién de balance de su con-
centracion superficial (expresa en la forma de grado de recubrimiento), serd presentada
en la forma de:

do 2

—=—(n+ry,—n (5)
1 H2 2

dr T ( )

en la que I"es la concentracién méxima del liquido idnico sobre la pasta de carbono, 7,

la velocidad de la posible reaccion de liquido idnico con los protones, 7, la velocidad de

su oxidacion.

Los protones entran en la capa presuperficial mediante su difusién de la zona interior
de la solucién, siendo capaces de aparecer tanto en la reaccién (2), que en este caso
podra ser descrita como:

H,Q + LI - 2e = Q + LI (modif.) + 2H* (2"

como en la reaccién (3), lo que hace la cinética diferente de los casos descritos en [51-
63]. Desaparecen de la capa en las reacciones con el analito y con el liquido idnico.
Como se trata de un modelo generalista, los dos casos (cuya realizacién depende del
medio de reaccién) serdn descritos y asi, su ecuaciéon de balance serd descrita como:

dbh  2(A
Zzg[g(ho_b)—i_rl"i_rz_’?{z_m] (6)
En la que A es su coeficiente de difusion, 4, es la concentracién de protones en la zona
interior de la solucion.

Las velocidades de los respectivos procesos se podrén calcular asi:

n :klt(l—e),rz :kZH CXp[nI};;.iO

],rH =kych,r,, =kh(1-0) (7-10)

Los pardmetros £ son las constantes de las respectivas velocidades, 7 el numero de
electrones transferidos, F el valor de la constante de Faraday, R la constante universal
de gases, 7' la temperatura absoluta del ambiente y ¢, el salto de potencial, relativo al
potencial de carga cero.
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Siendo un sistema semejante a los observados en [16-40], segtin el tercer teorema de
semejanza, deberd describirse por el conjunto de ecuaciones semejante al vigente, pero
diferente en algunos detalles. Estas diferencias, como la relacién entre la parte experi-
mental y la tedrica, serdn discutidas en la préxima seccidn.

RESULTADOS Y DISCUSION

Para investigar el comportamiento del sistema con la electrodeteccion del galato de
propilo por el electrodo de pasta de carbono, modificado por un liquido idnico deri-
vado de imidazol, necesitamos analizar el conjunto de ecuaciones (4-6) mediante la
teorfa de estabilidad linear. La matriz funcional de Jacobi, cuyos elementos son calcu-
lados para el estado estacionario, se puede describir como:

en la que:
. _2[_@ ﬁ_B]. ) _E[ i ] LY ),
ol oo 0) TPsli-0) ol b S
1 1 7 n
421:f[2], zz_f[—li—le—ﬁ—kz cxp[—(p —a/ezeexp[ R?O]]’
;= %[%] (12-20)
2( 7 1 7 F 7
ﬂ31_5[—H], 32 (5\_1—19+k2 exp[ ;0 —I—akﬁexp[ R?O]_I?G;
2( gy oy, A
ﬂ = - - b
POl b ho

Para simplificar el andlisis del modelo, introducimos las nuevas variables, de modo que
el determinante de la matriz se describe como:

K, —X—1 0 A
42 X BT § > Y (21)
o .

—I —O+II-3 —A—Y—x,
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La inestabilidad oscilatoria, cuya aparicion acontece en las condiciones de bifurcacién
de Hopf, es posible para este sistema, como para los semejantes. En términos simples,
la condicién se realiza en el caso de haber elementos positivos en la diagonal principal
de la matriz. Como en los sistemas [51-63], el tnico elemento de la diagonal, capaz
de ser positivo, es — Z, que describe las influencias del proceso electroquimico sobre
las capacitancias y cargas de la doble capa eléctrica (DCE). En ausencia del compor-
tamiento electrocatalitico, es el tnico factor responsable por la posible aparicion del
comportamiento oscilatorio en este sistema. Ya la amplitud y frecuencia de oscilaciones
se hardn en dependencia de la composicién de la solucion del electrolito.

La estabilidad del estado estacionario. Utilizando el criterio de Routh-Hurwitz y la ine-
cuacion Det J < 0, que se infiere de sus condiciones, se podra obtener el requisito de
estabilidad del estado estacionario para este sistema. Resuelta la inecuacién (21) < 0,
relativamente al pardmetro de difusién del analito k, este requisito se obtendrd en la
forma de:

X[OA-TIA+3A+OA+OY+0k,)-1(OY +OA+TIA+3A)
O+ A +ZA +0Y + XY +6x, + Ik, + Sk,

—k, < +X+1 (22)

Se puede ver que la regién de la respuesta clara del sensor es amplia, solo pudiendo ser
“recortada” por las influencias del proceso electroquimico a las capacitancias y cargas
de doble capa eléctrica (DCE), descritas por alto valor negativo del criterio 2. Es esta
la regién del trecho lineal de la curva “pardmetro electroquimico-concentracién”. La
estabilidad del estado estacionario (y en consecuencia, el desempeiio estable y sensible
del sensor en general), en ausencia de reacciones laterales, se controlara por la difusion
del analito.

Mientras tanto, se puede ver que el alto valor del pardmetro IT, responsable por la reac-
cién de protones y el pardmetro K, responsable por su difusién, disminuyen las ten-
dencias de estabilidad del estado estacionario (especialmente del estado estacionario
“ciclado” por las reacciones del analito). Asi se puede confirmar que el valor reducido
del pH no contribuird con la estabilidad del estado estacionario, pero si dard malas
influencias a la precision del sensor. Esto concuerda no solo con lo observado experi-
mentalmente en [30], sino también con los resultados tedricos, descritos en [51-63],
salvo el desempeno del electrodo ferrocénico no derivatizado con los analitos, cuya oxi-
dacién no depende del potencial de hidrégeno.

Es preciso observar que en el medio alcalino, la base también reaccionaria con el éster
formando sal del acido galico, bien como con el liquido iénico (también forma su
propia sal y derivado del catién imidazélico). Asi, en medio alcalino, el desempefio
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del sensor también serfa influenciado de forma negativa, pero de modo desigual al del
medio 4cido. Asi, la curva pH-pico del pardmetro electroquimico tendrd valor maximo
en el valor del pH, igual a 7, observado experimentalmente, pero de manera contraria
a lo observado para algunos casos en polimeros conductores (como se ve experimen-
talmente en [40] y descrito de manera teérica en [60]); la expresién de la curva es mas
proxima de simetria que en el caso mencionado de la deteccién de omeprazol, a pesar
de que este sea un compuesto de naturaleza semejante a la del liquido idnico usado (en
aquel caso se usd la polializarina como polimero conductor). El modelo para la funcién
electroanalitica de tales sensores en medio alcalino serd uno de los préximos pasos de
esta investigacion.

La inestabilidad monoténica ocurre en el valor critico del pardmetro de difusién, sir-
viendo de “margen” entre los estados estacionarios estables y los estados inestables. Su
condicién de aparicion es la siguiente:

X[OA-TIA+3A+OA+OY+6k,)-1(OY+OA+TIA+ZA) el o)
—K, = = = + X+
: OI + A +3A +0Y +X2Y + Ok, + Ik, + k,

En este valor, para el sistema coexisten varios estados estacionarios (siendo cada uno
inestable), y solo escoge uno. Este se destruye, cuando se alteran las condiciones.

Autocatdlisis. En este caso, el modelo estd siendo alterado, conforme lo mostrado, por
ejemplo, en [50] o [51]. Como ya se menciond, la autocatdlisis serd otra causa del com-
portamiento oscilatorio en este sistema (como en los semejantes) [51-63],y también en
algunos ejemplos de otros sistemas, descritos en [64-70].

La presencia de otras sustancias que puedan intervenir en el proceso, puede ser descrita
por un modelo andlogo al presentado en este trabajo (alterando algunas condiciones
cinéticas), siendo, segin las observaciones hechas en el modelo, posible prever la
dependencia entre su presencia y el desempeno del sensor, tomando en cuenta apenas
las condiciones de estabilidad y las propiedades quimicas de la sustancia (y los ensayos
experimentales solo serdn utiles para confirmar las propiedades electroanaliticas de un
sistema tedrico).

CONCLUSIONES

El liquido i6nico, basado en imidazol, puede funcionar como mediador en el sensor
electroquimico del galato de propilo, pues consigue desempeniar la transferencia de
electrones o protones del sistema analitico para el sistema transductor. Sus propiedades
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son explicadas por su sistema conjugado y presencia de dos dtomos de nitrégeno de
estructura diferente.

El estado estacionario se mantiene estable, si no hay influencias fuertes del proceso elec-
troquimico a las capacitancias y cargas de la doble capa. En ausencia de las reacciones
lateralesysustanciasqueintervengan enel procesoanalitico,laestabilidad del estado esta-
cionario serd controlada por la difusién. Las reacciones laterales tienden a desordenar la
respuesta del sensor y contribuyen negativamente ala estabilidad del estado estacionario.

Generalmente, la influencia de la presencia de sustancias que intervienen en el desem-
peno del sensor es desigual, pero en la cuestién del pH, la curva pH-pardmetro electro-
quimico del pico debe presentar el pico en el valor del pH, igual a 7, pero mas préximo
de la simetria, que en el caso de los polimeros conductores.

Las inestabilidades monoténica y oscilatoria para este sistema son posibles, siendo cau-
sadas por influencias fuertes del proceso electroquimico sobre capacitancias y cargas de
la doble capa eléctrica. Otra causa puede ser el autocatalisis (si lo hay).

De estamanera, es posible la existencia de estructuras disipativas temporales, que se man-
tienen por la difusién del analito y por la formacién de la forma final del liquido i6nico.
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SUMMARY

We aim was to estimate the difference of costs and expected cases from serotype
coverage of the 13-valent pneumococcal conjugated vaccine (PCV13) and 10-valent
pneumococcal conjugated vaccine (PCV10) in the population under S years of age
in Colombia, using a deterministic model. We considered the probabilities of inci-
dence, mortality and sequelae from infections of pneumonia, meningitis, sepsis and
acute otitis media, as well as the clinical effectiveness of PCV13 and PCV10, which
were determined by a systematic review of the literature. A2 + 1 immunization
schedule was considered, and a 42% herd effect and 84.09% population coverage
were assumed. The perspective was the Colombian health system with a time
horizon of 5-years. The model showed greater protection of PCV13 in comparison

to PCV10. A difference of 98 prevented deaths was observed for meningitis, pneu-
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monia and sepsis. The opportunity cost difference found in the 5-year follow-up
between PCV13 and PCV10 vaccines was COP (Colombian pesos) 36,128,082,380
at 2012 prices, which represents COP 7,225,616,476 of difference per year. PCV13
is considered the better alternative, this is mainly due to the impact that this vaccine
has on the disease burden of the infections produced by Streprococcus pneumoniae in

Colombian children under five years of age.

Key words: Streptococcus pneumoniae, pneumococcal vaccines, health economics,

Colombia.

RESUMEN

Impacto econdmico de la vacunacion con PCV13 frente al PCV
10 en Colombia

Nuestro objetivo fue estimar la diferencia de los costos y los casos que se esperan de la
cobertura de serotipos de la vacunas conjugadas 13-valente neumocécica (PCV13) y
10-valente neumocécica (PCV10), en la poblacién menor de cinco afios de edad en
Colombia, mediante un modelo determinista. Se consideraron las probabilidades de
incidencia, mortalidad y secuelas de las infecciones de neumonia, meningitis, sepsis
y la otitis media aguda, asf como la efectividad clinica de la PCV13 y la PCV10, que
se determinaron mediante una revisién sistemdtica de la literatura. Se considerd un
esquema de vacunacién A2 + 1 y se supuso un efecto grupal del 42% y una cobertura
de la poblacién de 84,09%. La perspectiva fue el sistema de salud colombiano, con
un horizonte temporal de cinco afios. El modelo mostré una mayor proteccién de
PCV13 en comparacién con PCV10. Se observé una diferencia de 98 muertes que
se evitaron por causa de la meningitis, la neumontia y la sepsis. La diferencia costo-
oportunidad encontrada en el seguimiento de cinco anos entre las vacunas PCV13
yla PCV10 fue de 36,128,082,380 pesos colombianos (COP) a precios de 2012, lo
que representa una diferencia de COP 7,225,616,476 por afio.

Palabras clave: Streptococcus pnewmoniae, vacunas neumocdcicas, economia de la
salud, Colombia.

INTRODUCTION

Streptococcus pneumoniae (Sp) or pneumococcus is one of the most frequent causes of
clinical conditions such as pneumonia, meningitis, bacteremia, sepsis and acute otitis
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media (AOM) in children and adults. The pneumococcal disease is an important cause
of morbidity, mortality and increased costs for the health system [1-4].

The World Health Organization (WHO) estimates that nearly 1.6 million persons,
including 1,000,000 under-five children, die every year due to invasive pneumococcal
disecase (pneumonia, meningitis, sepsis) [3]. Thereby, every year are reported in the
United States about 3,000 cases of meningitis, 50,000 cases of bacteremia, 500,000
cases of pneumonia and 7,000,000 of AOM [5, 6].

In developing countries the invasive pneumococcal disease is one determining factor
of infant mortality. The case-fatality rate of pneumococcal pneumonia is 10-20%. In
patients with invasive pneumococcal disease this rate may be as high as 40% [2].

A cost-effectiveness study conducted in Colombia, which was based on a hypotheti-
cal cohort of neonates born in 2009, showed that in absence of vaccination against
pneumococcus there may be produced 701,326 to 812,796 cases of AOM, 14,670 to
24,020 cases of ambulatory and hospitalized radiological pneumonia and 380 to 633
cases of pneumococcal meningitis [7, 8].

The Ministry of Social Protection estimated that in Colombia from 8,000 to 10,000
cases per year of pneumococcal invasive disease and around 700 deaths of children less
than 2 years of age occurred in 2006 [9].

As the pneumococcal disease is a public health priority in Colombia because it repre-
sents not only a high disease burden but also an economic impact on the care costs of
above diseases and patient’s productivity loss, the objective of this study was to estimate
the difference of costs and expected cases from the serotype coverage of the 13-valent-
and 10-valent pneumococcal conjugated vaccines (PCV13and PCV10, respectively)
in the population under five years in Colombia.

METHODS

A deterministic model with a fixed cohort of newborn children in Colombia was built.
Information provided in 2011by the National Department of Statistics (DANE) was
used [10]. A 5-year simulation which included probabilities of incidence, mortality,
pneumonia sequelae, meningitis, sepsis and AOM, as well as the clinical effectiveness
of the conjugate vaccines PCV13 and PCV10 was performed.

The 2 + 1 vaccination schedule established in Colombia was used; in this schedule are
administered doses at 2 and 4 months of age with a boosterat1-year of age. A 42% herd
effect was assumed based on the Pochling ez a/. work [11] who studied the PCV7 effect
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on the protection rate in the non-vaccinated population (children between 0 and 90
days of age) which were living with vaccinated children. The vaccination coverage used
for the model was 84.09% in accordance with information reported by the Ministry of
Health and Social Protection [12]. For the study vaccines the differences in protection
were expressed as opportunity costs and net benefit.

Determination of the probabilities included in the model

The probabilities of incidence, mortality and sequelae of the study diseases in the pop-
ulation of children fewer than five years of age were estimated from a systemic review.
The databases used for the search were: Medline, The Cochrane Library, BIREME,
Science Direct and Google Scholar. Two independent investigators evaluated for
inclusion the references obtained from the search, and the disagreements were resolved
by consensus.

A search filter for population under five years of age was used, and for determining
the mortality and incidence of diseases caused by S. preumoniae, the MESH terms
Streptococcus pneumoniae, Pueumonia, Otitis media, Bacteremia, Meningitz's, Incidence,
Mortality, Disease burden and epidemiology were used.

For an improved sensibility in the search of the sequelae of the diseases included, the
following free text terms were used: Pneumococcus, Acute Otitis Media (AOM),
Meningitis, Bacteremia, Pneumonia, sequelae and complications. In addition, in order
to establish the sequelae mostly affecting patients with history of meningitis and AOM
a consultation to experts was made. Sequelae from pneumonia and sepsis were not
considered.

Determination of the conjugate vaccines effectiveness

A systematic search of randomized controlled clinical studies evaluating effectiveness
of PCV10 and PCV13 was conducted. When clinical studies with the two vaccines
were not available, studies comparing the vaccine with placebo were used. For cases
where no information was found, the adjusted effectiveness of PCV10 and PCV13
was estimated, under the assumption that the effectiveness will increase proportion-
ally with the number of covered serotypes, and the PCV7 clinical effectiveness was
used as reference. The PCV13 and PCV10 effectiveness for prevention of sepsis and
meningitis was calculated by multiplying the PCV7 effectiveness by the proportion of
serotypes covered of each vaccine in the local isolations reported; this method already

has been previously proposed [13-15].
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The clinical effectiveness values of PCV7 for AOM, pneumonia, sepsis and meningitis
were obtained. The information about effectiveness corresponded to the prevention of
diseases above described, where the only causative agent was S. pneumoniae. The distri-
bution of serotypes was taken from SIREVA II reports which are specific to isolations
in the country for the years 2009-2011 in children under 59 months of age [16].

Costs of the health interventions

Direct costs of consumption of medical resources for interventions were determined
in the study population using costs information provided by a Healthcare Promot-
ing Entity (HCPE) providing healthcare services nationwide, which included direct
medical costs for healthcare services and cases-type from the information taken of
healthcare guides and consultation to clinical experts were created. The identifying
of cost-generating events was carried out by a bottom up methodology. Once identi-
fied the different procedures and validated by consultation to clinical experts, the cost
values were estimated in accordance with the ISS 2001 + 25% and 2013 SOAT tariffs
manuals applicable in Colombia.

The perspective of the health system was applied in the costing process, which uses
as parameters of quantification of cost-generating events, manuals recognized as eco-
nomic parameters for recognition of services within contract models.

Indirect costs were related to the mortality and sequelae produced by the studied dis-
cases. The mortality was estimated as years of potential life lost (YPLL), which was
estimated according to the adapted YPLL ipc (invester-producer-consumer) model of
Gardner and Sanborn [17]. This model weighs the deaths based on a balance between
investment, production and potential consumption by each person in accordance with
the productivity stage in which the person dies. This method divides the lifetime of
a person into three periods: investment period (0 to 11 y), production period (12 to
62 y) and consumption period (62 y +), adjusted for Colombia under the Pension
Amendment Act 797 of January 29, 2003 [18]. On the other hand, the sequelae were
measured in life-years saved (LYS) which consist of the life-years lived with disability
added to life-years lost because of premature mortality [19].

Time horizon

The health outcomes calculated for the 5-year period were discounted at a 3% annual
rate, and the costs were not discounted given that they not were calculated for the
future. Current (mean) values of 2012 were used, which then were multiplied with
cach one of the health outcomes (prevented disease cases, deaths and sequelae).
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REsuLTS

Data used in the model are summarized in Table 1. The cohort of children born in
Colombia over the year 2011 was 652,616 children.

Table 1. Parameters of the deterministic model used for comparing the PCV10 and PCV13.

Mean Lower Upper
Parameters Value Limit Limit Reference
Population bornin 2011 652,616 (7)
Coverage (3 dose) 0.8409 9)
Discount rate 0.03
0- 1 year 24.43
YPLL 1 - 4 years 26.42
5 -9 years 34.15
PCV10 0.4 (8)
Herd effect
PCVI13 0.4 (8)
Incidence 0.000037 | 0.000008 | 0.000108 (23)
Death 0.37 0.33 0.54 (22)
PCV10 0.624 0.523 0.723 | (13,17)
Effectiveness
PCV13 0.73 0.609 0.837 | (13,17)
Mental retardation | 0.045 0.041 0.062 (35)
Meningitis
Hearing loss 0.099 0.081 0.123 (35)
Paresis 0.048 0.041 0.052 (35)
Sequelae
Other convulsion 0.037 0.031 0.052 (35)
Eye injury 0.017 0.01 0.023 (35)
Hydrocephaly 0.069 (36)
Incidence 0.02012 NA NA (23)
Death 0.05 0.05 0.06 (22)
Pneumonia PCV10 0.23 0.09 0.36 (20)
Effectiveness
PCV13 0.25 0.208 0.297 | (13,18)
Sequelace Empyema < 1 year 0.286 0.16 0.45 (37)
(It continues)
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Table 1. Parameters of the deterministic model used for comparing the PCV10 and PCV13.
(Continued)

Mean Lower Upper
Parameters Value Limit Limit Reference
Pneumonia Sequelae Empyema 2-4 years | 0.141 0.076 0.246 (37)
Incidence 0.03117 NA NA (24)
PCV10 0.527 0.339 0.709 (24)
AOM Effectiveness
PCV13 0.598 0.405 0.759 (24)
Sequelae Mastoiditis 0.0017 | 0.0002 0.006
Incidence 0.000184 | 0.000094 | 0.000289 | (23)
Death 0.35 0.22 0.48 (22)
Sepsis
PCV10 0.619 0.56 0.67 (13,17)
Effectiveness
PCV13 0.802 0.753 0.847 | (13,17)

NA: Not available.

To modeling the PCV10 and PCV13 effectiveness, taking as a basis the PCV7 results,
was used the Northern California Kaiser Permanent (NCKP) study [20-22]. NCKP
was a randomized double-blind clinical study conducted in 37,868 children under 15
months of age who were vaccinated with PCV7. The incidence of invasive pneumococ-
cal disease, acute otitis media and pneumonia was evaluated. The reported effectiveness
for invasive pneumococcal disease prevention by PCV7 for each serotype included
in the vaccine was 97.4% (95% CI: 82.7%, 99.9%). For the pneumonia prevention
effectiveness of PCV13, the PCV7 prevention effectiveness of 25.5% (95% CI: 6.5%,
40.7%) was used in accordance with Hansen ez 4/. study [21].

A study evaluating the pneumonia prevention effectiveness of PCV10 in Latin Ameri-
can patients by Tregnaghi ez a/. was identified [23]; they estimated that the vaccine
efficacy was 23% (95% CI: 9%, 36%) (Table 1).

For estimation of the prevention effectiveness of pneumococcal AOM per vaccine
serotype by PCV13, the PCV7 effectiveness reported in Black ez a/. study [20] was
used, which was 64.7% (p = 0.035), with an 83% distribution of the seven serotypes
covered by the study. An adjustment was made in accordance with the distribution of
vaccine serotypes in a Colombian population reported by Sierra ez al. [24]. Finally, for
the effectiveness of PCV10 for prevention of the pneumococcal AOM per vaccine
serotypes was used as reference the 11-serotype conjugate vaccine presented in the Pry-

mula ¢z al. study [25], which was 52.6% (95% CI: 35.0%, 65.5%). The distribution of
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serotypes covered by the vaccine in the study was 65.93%. The effectiveness adjustment
was made in accordance with the distribution of serotypes reported by Sierra ez al. [24].

Direct costs are reported in Table 2, with the method used for their calculation. The
model results showed that PCV13 prevented 12 meningitis cases more than the
PCV10. In addition, 1,187; 11,353 and 100 cases may be prevented of pneumonia,
acute otitis media and sepsis, respectively (Table 3). The total number of deaths pre-
vented was 98, which were mostly caused by pneumonia and sepsis, and corresponds
to 2,714 YPLL.

Table 2. Direct costs of medical resources used in the study diseases caused by Streptococcus pneu-
moniae (COP).

Cost Mean Value |Lower Limit| Upper Limit Source
2011 Colombia GDP per capita | 12,787,200 Mundial Bank
PCV13 85,536
chcdulc HCPI
ot PCVI10 76,680
AOM
Inpatient care 1,478,532 392,889 12,014,498
2011
Outpatient care 156,626 24,347 1,115,282
HCPE
Inpatient care 1,514,030 74,194 86,405,384
2012
Outpatient care 150,274 14,529 52,881,079
Acute (85%) 109,386 63,961 154,810
Case-type Authors
Recurrent (15%) 890,296 662,306 1,118,285
Pneumonia
Inpatient care 2,408,879 492,021 15,212,726
2011
Outpatient care 198,772 38,607 1,096,412
HCPE
Inpatient care 2,238,235 243,698 67,705,484
2012
Outpatient care 201,969 17,791 11,234,127
Mild (60%) 569,643 379,721 759,566
Case-type Authors
Critical (40%) 4310,895 | 3292,191 | 5,329,599
(It continues)
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Table 2. Direct costs of medical resources used in the study diseases caused by Streprococcus pneumo-

niae (COP). (Continued)

Cost Mean Value |Lower Limit| Upper Limit Source
Meningitis and sepsis
Inpatient care 1,672,864 681,978 3,334,248
2011
Outpatient care 122,893 32,448 315,899
HCPE
Inpatient care 7,446,978 378,096 46,579,991
2012
Outpatient care 371,006 18,949 2,238,399
Case-type 10,792,183 | 8,473,122 13,111,244 Authors
Hearing loss 1,323,775 1,106,331 1,541,219
Sequelae
(Case- | Empyema 5,763,540 | 5,196,770 6,330,309 Authors
t
P fastoiditi 535,692 | 401,933 669,450
Hearing loss 1,067,249 24,959 14,070,451
Sequelae
(HCPE Empyema NA NA NA HCPE
2011
) Mastoiditis 62,231 55,461 66,721
Hearing loss 821,857 18,905 7,192,693
Sequelae
(HCPE | Empyema NA NA NA HCPE
2012)
Mastoiditis 206,473 32,873 854,814

NA: Not available.

No differences were found in the sequelae secondary to meningitis (Table 3). However,
68 and 100 empyema cases were prevented in infants under one year of age and in chil-
dren 2-4 years old, respectively. Nineteen cases of mastoiditis sequelae were estimated

to have been prevented by the PCV13.

The health outcomes not covered by the PCV10 use, expressed in Colombian cur-
rency (pesos) at 2012 prices (opportunity cost) ranged between a minimum of COP
36,748,072,015 and a maximum of COP 39,323,670,681, with an annual average
between COP 7,349,614,403 and 7,864,734,136. The 82.9% represents the produc-
tivity loss associated with early deaths, 14.6% with morbidity cases and, in a lower
percentage, sequelac owing to their low incidence (Table 4).
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Table 3. Difference of number of cases, sequelac and deaths prevented by PCV10 and PCV13

(5-years horizon).

PCV13 PCV10 Difference
Prevented cases
Meningitis 80 68 12
Pneumonia 14846 13659 1187
AOM 55017 48484 6532
Sepsis 436 336 100
Prevented deaths
Meningitis 29 25 4
Pneumonia 742 683 59
AOM 0 0 0
Sepsis 152 118 34
Total 924 826 98
YPLL
Meningitis 813 695 118
Pneumonia 20464 18827 1637
AOM 0 0 0
Sepsis 4203 3244 959
Total 25480 22766 2714
Prevented sequelae
Meningitis
Mental retardation 4 3 1
Hearing loss 8 7 1
Paresis 4 3 1
Other convulsions 3 2 1
Visual damage 1 1 0
Hydrocephaly 5 5 0
Pneumonia
Empyema < 1 year 849 781 68
Empyema 2-4 years 1256 1156 100
(It continues)
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Table 3. Difference of number of cases, sequelac and deaths prevented by PCV10 and PCV13
(5-years horizon). (Continued)

‘ PCV13 ‘ PCV10 ‘ Difference
AOM
Mastoiditis ‘ 94 ‘ 82 ‘ 12

When the health outcomes were evaluated as the prevented cases and bearing in mind
only thevaccinescosts, if the modeled cohort were vaccinated with PCV13, adiscounted
net benefit ranging between COP 300,705,179,186 and COP 325,848,596,224 would
be obtained; and if the same population were vaccinated with PCV10 the discounted
net benefit would range between COP 263,957,107,171 and COP 286,524,925,543.

If the differences in the results are expressed as LYS, PCV13 could prevent 2,870
deaths in the study population in comparison to PCV10.

Table 4. Difference in costs (COP) from cases, deaths and sequelae prevented by the PCV13 and
PCV10.

Cases-type
HCPE-2011 HCPE-2012

Minimum Maximum
YPLL differential cost | 32,607,812,876 | 32,607,812,876 | 32,607,812,876 | 32,607,812,876
Prevented cases - 390,971,526 | 3,517,395,550 | 3,357,534,759 | 5,760,431,143
differential cost
Prevented sequelac - 1,700,698 2,873,954 782,724,379 | 955,426,662
differential cost
Total differential cost | 35,900,485,100 | 36,128,082,380 | 36,748,072,015 |39,323,670,681
yT;’:fld‘E“m“al oSt/ | - 180,097,020 | 7.225,616,476 | 7,349,614,403 | 7,864,734,136

Opportunity cost for a 5-year time horizon.
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DiscussioN

This study shows the opportunity costs achieved with the PCV13 in children under 5
years of age in comparison to the PCV10, which generates savings for the Colombian

health system if the PCV13 were used.

Basically, the opportunity cost was determined in this occasion by the number of pre-
vented deaths. The lower number of deaths resulting from pneumococcus disease in
the 2011 cohort of children vaccinated with PCV13 contributed to achieve greater
opportunity costs. According to the results, a greater death proportion by sepsis and
pneumonia could be prevented.

From the epidemiologic standpoint, the evidence available on the disease burden by
Streptococcus pneumoniae in Colombia is very low, owing to the lower number of stud-
ies in the country. Valenzuela ez a/. [26] demonstrated that no studies on this topic had
been conducted in Colombian before 2006.

According to the literature review conducted, the only study assessing the Streptococcus
pneumoniae behavior in Colombian children under five years of age was performed by
Benavides az al. [27] who studied the frequency of the invasive pneumococcal disease
and pneumonia. However, it should be borne in mind the risk of a biased selection
if considered that the study was exclusively performed on contributive health system
population.

Taking the data published by Benavides ez 4/. [27] and the Valenzuela ez al. [26] results,
it is possible to compare the frequency of the different diseases in Colombia and Latin
America, respectively. The meningitis incidence in the country was lower than in
the rest of Latin America, the meningitis incidence in children under 5 years of age
reported by Valenzuela was 11 per 100,000-years.

For pneumonia, the behavior is similar between the national incidence and that of
Latin America which was 2.834 cases per 100,000-years. On the other hand, the sepsis
incidence used in the present document reported in the Benavides ez 4/. study [27] was
greater than that reported by Valenzuela ez al. [26] of 12 cases per 100,000-years.

Itisimportant to highlight that for OMA the effectiveness against serotypes included in
thevaccineisconsidered based on the indicationsapproved both toPCV10and PCV13.

For children under five years in Colombia are available results from the Sierra ez al.
study [24] on the etiological distribution of children diagnosed with AOM. The

results from this study showed that Streptococcus pneumoniae causes the 30% otitis

408



Economic impact of vaccination with PCV13 and PCV 10

media cases. Above data are consistent with the information furnished by Bardach ez
al. (28] who found a 32.4% (95% CI: 27.1%, 38.0%) incidence of otitis media for

Latin America and Caribe.

In this study the SIREVA II program results [16] were used to determine the propor-
tion of cases ascribable to each serotype, in accordance with the Streprococcus pneumo-
niae isolations in the invasive pneumococcal disease cases between 2009 and 2011.
Seventy per cent (70%) of the isolations corresponded to the serotypes 14, 1, 6b, 19a,
3,18c and 23f.

In the calculation of PCV10 effectiveness the protective effect of the protein D against
non-typeable H. influenza was not considered by us. Studies have shown that the effec-
tiveness against non-typeable H. influenzae of this vaccine is controversial as evidenced
by COMPAS [29] and Van den Bergh ez 4/. [30] studies, in which no significant differ-
ences of prevention of otitis media and nasopharyngeal colonization were found from
the clinical viewpoint.

Furthermore, the PCV10 cross protection to the serotype 19a was not considered, due
to the protection against the 19f group. On the other hand, the PCV10 shows no cross
protection against 19aand 6a, according to the COMPAS study [29]. There is evidence
that the PCV7 vaccine which also protects against the serotype 19f shows no protec-
tion against serotype 19a as proven in a study conducted in Canada where its effective-
ness was lower than 42% (95% CI: -76 -79%) [31]. In another study conducted in
the United States, an increase of the serotype 19a was observed from the inclusion of
PCV7 in the immunization program, a condition which evidences absence of protec-
tion against this serotype [32].

The PCV13 effectiveness against serotype 3 has been under discussion. Studies, such as
that of Miller ez a/. in 2011 [33] have proven this ineffectiveness. However, this study
involves the problem of having very small sample size that lead, therefore, to some-
what inaccurate results. This is also discussed by the Joint Committee on Vaccination
and Immunization which concluded that few were the invasive disease cases produced
by the serotype 3 in the place where the study was performed [34]. However, in the
United States, the results of a study performed in 8 pediatric care centers showed that
after implemented the use of PCV13, a 68% reduction of serotype 3 was observed in a
1-year period [35].

Owing to resources shortage, trade-offs are often necessary in medical decision taking.
Gafni and Birch [36] make emphasis on the threshold value in the cost-effectiveness
studies for decision making. However, decision makers need information on opportu-
nity costs of a political decision (i.c., the next-best alternative which should be aban-
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doned as a result of the decision) for an efficiently improved allocation of resources
[36]. Opportunity costs are health outcomes which might be achieved with other
interventions not performed if these resources were compromised to the chosen inter-
vention [37]. In the international context there are very few studies using the concept
of opportunity cost to evaluate the impact of the use of vaccines and there are not
publications related to pneumococcal vaccine.

An important advantage of our study is that an attempt was made of working with data
originated in the country. Data recently published by Benavides were not available when
Alvis and De la Hoz [38] and Castafieda e 4/. [15] performed their economic studies.
In these studies data from Latin American countries were used as reference. In the same
way the herd effect and sequelac effect expressed as LYS, have been taken into account.

The costs of the different interventions were obtained from local information supplied
by a Health Promotion Entity (HCPE), which provide information under actual con-
ditions within the market.

In addition, the costs estimated from the provided information (HCPE) and the
information obtained from the construction of cases-type, corroborates that the costs
reported by HCPE are within the ranges estimated for costs based on the intervals
proposed within the cases-type.

It should be borne in mind that since HCPE information is based on contract models
established with the different Health Care Providing Institutions (HCPIs), the cost
differences with the cases-type are determined by this type of characteristics in the
Colombian health system.

Among the limitations of this study was the unavailability of studies conducted in
Colombia allowing to elucidate the actual epidemiological situation generated by
Streptococcus pneumonia in the study population, the unavailability of disease cost stud-
ies, the assumed adjustment of the effectiveness of the vaccines evaluated due to defi-
ciency of the randomized clinical studies, and the unavailability of accurate diagnosis
of patients with Streptococcus pneumoniae in the cases of AOM and pneumonia because
the patients’ diagnosis is usually based on radiological and clinical criteria which often
lead to problems in the actual estimation of the disease caused by an infectious agent.

CONCLUSIONS

It was found that with the alternative PCV13 there would be less AOM, sepsis and
pneumonia cases owing to additional coverage by this vaccine of the serotypes 3, 6a
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and 19a which correspond to 17.32% of the Streptococcus pneumonia distribution in
children under 5 years of age between 2009 and 2011.For meningitis these three sero-
types constitute 10.94% and for sepsis and pneumonia 18.71% of the total serotypes
isolated in Colombia.

If the vaccination is performed with the PCV13 alternative, the deaths in the 2011
children cohort associated with pneumococcal disease would be lower.

The health outcomes not covered by the use of vaccine PCV10, expressed in Colombian
currency (pesos) at the 2012 prices (opportunity cost), range between a minimum and
maximum amount of COP 36,748,072,015 and COP 39,323,670,681, respectively,
with an annual mean between 7,349,614,403 and 7,864,734,136, where 82.9% of this
value represents the productivity loss associate with early deaths, 14.6% the morbidity
cases and in a lower percentage by the sequelae due to their low incidence.

When all the health outcomes are evaluated as prevented cases and take into account
only the vaccines costs, the immunization with PCV13 of the modeled cohort would
be obtained a discounted net benefit ranging between COP 300,705,179,186 and
COP 325,848,596,224, and if the same population were vaccinated with PCV10, the
net benefit would range between COP 263,957,107,171 and COP 286,524,925,543.
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426

una segunda revisiéon del manuscrito, la
revista comunicard a los autores la deci-
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Los articulos relacionados con experi-
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Salud. Los extractos o fracciones evalua-
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