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RESUMEN

La ciclosporina A (CsA) por sus propiedades inmunosupresoras es empleada en el
transplante de 6rganos solidos, médula dsea, asi como para determinados estadios de
ciertas enfermedades autoinmunes. En Cuba, se comercializa una solucion oral que
presenta problemas de absorcién gastrointestinal.

Objetivos: lograr una microemulsion preconcentrada conteniendo ciclosporina A con
alto grado de dispersién, igual o mayor que la formulacién comercial.

Métodos: se realizé un estudio de porcentajes de los emulgentes y el balance
hidrofilo lipdfilo (HLB), en los intervalos que permitieran obtener sistemas
automicroemulsionables a través de un disefio factorial multinivel. Se empled el
porciento de transmitancia como variable de respuesta en la determinacién del grado
de dispersion de la formulacion. También se realizd la evaluacion de las caracteristicas
organolépticas de la formulacion seleccionada, el estudio reoldgico, el conteo
microbiano y la efectividad antimicrobiana.

Resultados: los factores estudiados tienen influencia significativa sobre el porcentaje
de transmitancia, la formulacidon con mayor grado de dispersién se logré empleando
un 60 % de emulgentes junto a un HLB de 11,5 con valores de transmitancia de
95,03 %, significativamente mayor que el del producto lider en formato de capsulas
blandas que fue de 84,6 %. Organolépticamente el producto cumple con las
caracteristicas de liquido transparente, brillante y sin particulas en suspension, con
comportamiento Newtoniano desde el punto de vista reoldgico. El conteo de bacterias
y hongos cumplié con los requisitos establecidos en la Farmacopea de los Estados
Unidos para soluciones orales.

Conclusiones: Se logré una microemulsion preconcentrada de CsA en solucién
bebible con alto grado de dispersién, cumpliendo con los requisitos fisicos y
microbioldgicos establecidos para este tipo de forma farmacéutica.

Palabras clave: Biodisponibilidad, Emulgente, Balance hidroéfilo lipdfilo, sistemas
automicroemulsionables, microemulsién preconcentrada, isotropia.
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ABSTRACT

Cyclosporine A (CsA), due to its immunosuppressive properties, is used in the
transplantation of solid organs, bone marrow, and in some stages of certain
autoimmune diseases. In Cuba, the Cyclosporine A oral solution causes
gastrointestinal absorption problems.

Objectives: To achieve a pre-concentrated micro-emulsion containing highly
dispersed cyclosporine A that may be equal to or higher than the one in the
commercial formulation.

Methods: Study of percentages of emulsifiers and of hydrophilic lipophilic balance
(HLB), at some intervals that allow obtaining self-emulsifying systems through a
multilevel factorial design. The percent transmittance was used as the response
variable in determining the formulation dispersion degree. The evaluation of the
organoleptic characteristics of the selected formulation, the rheological study, the
microbial count and the antimicrobial effectiveness estimation were all performed.
Results: The studied factors have a significant influence on the transmittance
percentage, the formulation with the highest degree of dispersion was achieved when
using 60% of emulsifiers and an HLB of 11.5, being transmittance values of 95.03%,
which were significantly higher than those of the leading product in the form of soft
capsules, equal to 84.6%. Organoleptically speaking, the product meets the
characteristics of a clear brilliant fluid without suspended particles and Newtonian
behavior from the rheological point of view. The bacteria and fungi count met
requirements of U.S. Pharmacopoeia for oral solutions.

Conclusions: A pre-concentrate highly dispersed CsA microemulsion was achieved in
a drinkable solution meeting the physical requirements and microbiological criteria
established for this type of dosage form.

Key words: Bioavailability, surfactant, hydrophilic-lipophilic balance, Self-Micro
Emulsifying System, preconcentrate microemulsion, isotropy.

INTRODUCCION

La CsA, es un polipéptido extraido del hongo Tolypocladium inflatum Gams, insoluble
en agua, muy soluble en disolventes orgdnicos y lipidos. ' 2 Se emplea a nivel
nacional en la terapia inmunosupresora en forma de emulsidn preconcentrada en base
al producto comercial Sandimmun®, que presenta una absorcién incompleta, erratica
y muy variable de un paciente a otro, e incluso en un mismo paciente debido al
metabolismo que puede ocurrir en la luz intestinal y la dependencia de la capacidad
para dispersar el farmaco de las enzimas pancreaticas, de los acidos biliares y de los
efectos variables de los alimentos junto al contenido de grasa de los mismos.>*

Uno de los mayores desafios de la industria farmacéutica en la actualidad, es el
desarrollo de estrategias para mejorar la solubilidad en agua de ingredientes
farmacéuticos activos (IFAs) con pronunciadas propiedades lipofilicas, y lograr de
forma exitosa formulaciones biodisponibles por via oral.>®

Las microemulsiones preconcentradas o sistemas automicroemulsionables (SMEDDS,
de sus siglas en inglés Self-MicroEmulsifying Drug Delivery System) son unas de las
estrategias mas exitosas de las llamadas "técnicas de solubilizacidon" que incrementan
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la velocidad de solubilizacién y/o el area superficial disponible favoreciendo la
disolucién. Los SMEDDS poseen propiedades especificas tales como, ser
termodindmicamente estables, transparentes, isotrdpicas, con comportamiento de
fluido newtoniano, actuando de forma analoga a una solucién acuosa. ”*°

Las formulacidn de CsA conocida como Sandimmun Neoral®, en forma de
microemulsién preconcentrada, se comercializa desde 1995 en solucion oral y
capsulas blandas. Esta composicidn, se dispersa, en medio acuoso en forma de
goticulas menores de 2 000 A en forma de microemulsién, imitando asi a las micelas
mixtas que se forman durante el proceso de absorcidn. Presenta mayor perfil de
biodisponibilidad, no es dependiente de la

bilis o la funcionabilidad del tracto gastrointestinal, disminuyendo la variabilidad en la

absorcién del farmaco intra e interpacientes que presenta la formulacion tradicional. *
7, 10

El objetivo del presente trabajo fue lograr una formulacion conteniendo ciclosporina A
del tipo SMEDDS con alto grado de dispersion, igual o mayor que el producto
comercial.

METODOS

Materiales y reactivos

Se empled ciclosporina A (Lugano Branch) L - 050952, monolinoleato de glicerilo
(Alquimia), polioxil 40 aceite de castor hidrogenado (Andercol), etanol absoluto
(Ampex Chemicals), propilenglicol (Farbe MR) y acetato de DL a tocoferol (Merck).

Preparacion de las muestras

Se desarrollé un procedimiento de elaboracion (figura 1) siendo el mismo para todos
los ensayos tecnoldgicos del disefio experimental, empleandose para ello una balanza
técnica Metler Toledo de 0,1 g de precision, un electroagitador Ika, y un sistema de
filtracion por membrana (PTFE) de 0,8 mm. El producto se envasé en frascos de
cristal color ambar, calidad hidrolitica II, de 50 mL de capacidad, con tapones de
goma de 20 mm de diametro y sellos de aluminio.

Diseio experimental

A partir de los componentes seleccionados, teniendo en cuenta las propiedades y
caracteristicas de cada uno de ellos en la formulacion, se aplicé un disefio factorial
multinivel ! de 20 corridas completamente aleatorizado en el cual se variaron de
forma simultanea a diferentes niveles, el HLB requerido para la emulsificacion en 10;
10,5; 11; 11,5y 12 junto al nivel de emulgentes en 60, 65, 70 y 75 %.
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Fig. 1. Procedimiento de elaboracion de la formulacion.

Determinacion del HLB

Para el calculo del HLB requerido de cada formulacion, se tuvieron en cuenta los HLB
del emulgente lipdfilo y del hidréfilo con el objetivo de aumentar la dispersion del
farmaco en la formulacién, se emplearon las ecuaciones siguientes:

Sistema de ecuaciones para el calculo del HLB requerido cada formulacion

a) HLB*-**HLBy .Y = HLBr . N
b)X+Y=N

Donde:

HLB,: HLB del emulgente lipdfilo (X).

HLB,: HLB del emulgente hidrdfilo (Y).
HLBR: HLB requerido para la emulsificacion.

X, Y: son las proporciones respectivas de emulgentes utilizados en la formulacién
expresadas en porcentaje.

N: nivel total de emulgente de la formulaciéon expresado en porcentaje.
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Determinacion del grado de dispersion

Los ensayos del disefio experimental y el producto comercial Sandimmun Neoral® en
capsulas blandas se prepararon dispersando un 1 g de cada una en 20 mL de agua
desionizada a temperatura ambiente. A las microemulsiones resultantes se les midid
el porciento de transmitancia en celdas de 1 cm de paso éptico a una longitud de
onda de 600 nm en un Espectrofotémetro Digital Spectronic® tipo Genesys ™ 5, cada
medicion se realizé por triplicado. Una elevada transmitancia indica tamanos de
goticulas reducidos, y por tanto una fina microemulsién.!?

Evaluacion fisica

Se realizé la evaluacion de las caracteristicas organolépticas de la formulacion
seleccionada y el estudio reoldgico. Este Ultimo se realizé en un Rotoviscosimetro:
Haake RV 20, con un sistema de medicidon de cilindros coaxiales M5 y un sensor NV
con un gradiente de velocidad comprendido entre 0 y 500 s! a 25 0,1 °C, este equipo
esta acoplado a un ordenador que utiliza el programa Rot 2.3 de la misma firma.

Control microbiolégico

Se realizd la prueba de efectividad antimicrobiana y el conteo total de
microorganismos segun se establece en la United States Pharmacopeial Convention
(USP). 33. '3 Para la prueba de efectividad antimicrobiana se realizaron siembras
inmediatamente después de contaminado el producto en un medio apropiado y la
concentracion de microorganismos se determind inmediatamente después de
contaminado y a los 7, 14, 21 y 28 dias. El conteo de hongos se realizé segun el
método de placa vertida, mientras que el contero de bacterias se realizé por el
método de tubos multiples 3, teniendo en cuanta los limites de 10° UFC/g para
bacterias, 102 UFC/g para hongos y ausencia de microorganismos patégenos.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados con la ayuda del Software Statgraphics plus Version
5.1 1994-2000, a partir del andlisis de varianza.*

RESULTADOS

En la tabla 1 se presentan los resultados de las diferentes variantes del disefio
experimental. La figura 2 muestra el analisis de varianza de clasificacidon doble para
cada factor estudiado y la interaccion entre ambos para el porcentaje de
transmitancia como variable respuesta, para un 95 % de confianza.
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Tabla 1. Resultados de las diferentes variantes del disefio experimental

Yo % T
Bloque | Emulgente HLB Replicas
1 2 3
1 70,0 10,0 7878171802
1 65,0 105 873871881
1 65,0 12,0 941|934 | 926
1 60,0 11,0 933933932
1 750 105 546 | 846|842
1 750 10,0 T8 | 7781807
1 750 115 90519101899
1 60,0 12,0 776 | 861829
1 60,0 115 946|953 952
1 65,0 11,0 902 | 898|882
1 60,0 105 907 | 909 (911
1 65,0 10,0 8171813785
1 65,0 115 91219231915
1 750 12,0 905 | 916 (912
1 700 115 91019121919
1 70,0 105 525|841 8486
1 60,0 10,0 857|875 877
1 70,0 11,0 592895899
1 750 11,0 591|863 | 886
1 700 12,0 92719261932

La influencia del nivel de emulgente sobre el porciento de transmitancia, se muestra
en la figura 2 mediante el contraste multiple de rangos, observandose también
graficamente.

Los resultados de la influencia del HLB sobre el porciento de transmitancia son
encontrados en la figura 3 del contraste multiple de rangos, mostrandose también
graficamente, asi como la interaccidén entre ambas variables.

En la figura 4 se muestra el analisis de varianza y el contraste multiple de rangos
para el % de transmitancia de la variante del disefio experimental seleccionada y el
Sandimmun Neoral® para un nivel de confianza del 95 %.

Las figura 5 muestra las curvas fluidimétrica y viscosimétrica respectivamente del
estudio reoldgico realizado a la variante seleccionada del disefio experimental, la
primera muestra la relacion entre el esfuerzo de cizallamiento y el gradiente de
velocidad y la segunda la viscosidad contra el gradiente de velocidad.
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Fuerte Suma de cuadrados GL Cuadradeo Medio Cociente-F P-Valor
EFECTOS PRTNCIPALES

A Ennal gerte E1,81Z5 3 Z7,. 2708 15,57 0, 0o
E:HLE 213,497 4 203,374 115,85 0, 0000

INTERACCIONES AE 455,48 12 22,78 EE L ESQ 0, 0000

REZTDITOS &9, 68 40 1,7408

TOTAL (CORREGIDO) 1420 ,41 =]

Los cocientes F estan basados en el error cuadratico medio residual.

Método: 25,0 porcentaje Dnmcan

Ewnalopent e Becuyento  Media LE Bioma L3 Gripos Homoogéneos

7E 15 26, 5133 0,340837 bt

70 15 27,5333 0,340537 H

&5 15 28, 4287 0,340837 H
&0 15 29,6733 0,340537 H

Contraste i ferencias
&0 - E5 *1, 18667

&0 - 70 *z, 14

&0 - 75 *3, 18

&5 - 70 0, 353333

&5 - 7E *1, 97333

70 - 75 *1, 02

* indica wma diferencia significatiwa.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos de Confianza
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Fig. 2. Influencia del nivel de emulgentes sobre el porciento
de transmitancia.
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Método: 95,0 porcentaje Dumcan

HLE Pecuento Media LE Sigma LA Griupos Homogéneos
10 1z 21,6083 0,320843 H
10,5 12 86, BEET 0,330543 X
1z 1z 29,2 0,320843 H
11 12 20,08 0,330543 H
11,5 1z 92,1333 0,320843 H
Contraste Diferencias

10 - 10,5 *-4 95833

10 - 11 *-8, 44157

10 - 11,5 *-10, 8EE

10 - 1z *-8,Z9157

10,5 - 11 *-3,48333

10,5 - 11,5 *-L, LEEET

10,5 - 1z *-3,33333

Tl = 211.5 *-F,08333

11 - 1z 0,15

11,5 - 12 *E, 23333

* indica mma diferencia significatiwa.

Medias y 95,0 Porcentajes Intervalos de Confianza
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Fig. 3. Influencia e interaccion entre los factores estudiados.
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Fuente Sume de Cuddrados &1 Cuddrado Medio RFazdn-F Valor-I

Entre grupos 162,24 1 162,24 1216,80 0,0000
Intra grupos 0,533333 4 0,133333

Total (Carr.) 162,773 5

Caana Madiaz GFrupos Homogéhneos

Jandinmun MNeoral#® 3 54,6333 x
Czlh microemulzsionada 3 95,0333 x
nacional

Contraste Sig. Diferencia +/— Limites

sandinmun Neoral® - Czi W -10,4 0,8277789
microemulsionada nhacional

* indica una diferencia significativa

Medias y 95 0% de Fisher LSD

i

£
T

a -
: L
2 a0

g
T

-' = 1
Cah,

microemulsion

precancenirada

Sandirmrmiun
Meoral®

Fig. 4. Comparacidn entre la microemulsion preconcentrada vy el Sandimun Neaoral®
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Fig. 5. Curva fluidimétrica y wviscosimetrica de la
variante seleccionada del disefio experimental

DISCUSION

El analisis estadistico para evaluar el efecto del porciento de emulgente y el HLB
requerido en el procedimiento de obtencién de la microemulsion preconcentrada
mostrd, como se observa en la figura 2, que ambas variables, al igual que su
interaccion, influyen sobre el porciento de transmitancia. Esto se evidencia por los
valores de probabilidad menores de 0,05.

Al analizar el contraste multiple de rangos para el porciento de emulgente (figura 2)
se observa que a medida que este aumenta, disminuye el valor de la transmitancia. El
mejor resultado se logré con un 60 % de emulgentes, para un valor medio de
transmitancia de 89,6 %. La menor transmitancia, con un promedio de 86,5 %
corresponde al 75 % de emulgentes, siendo homogéneos los niveles intermedios, lo
que se evidencia graficamente en la figura 2.
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A través de la figura 3, del contraste multiple de rangos para el HLB requerido, se
observa que todos difieren estadisticamente excepto los de HLB 11 y 12, donde la
menor transmitancia con una media de 81,6 %, corresponde al HLB de 10.
Lograndose el mejor resultado al emplear un HLB de 11,5 para el cual se obtiene una
transmitancia de 92,1 %, lo cual se muestra graficamente en la figura 3.

Los resultados de la figura 3, demuestran que la interaccion de ambos factores es
necesaria para lograr una mayor transmitancia, lo cual representa mayor dispersion,
seleccionandose la formulacion donde se emple6 un 60 % de emulgentes, junto a un
HLB de 11,5, para los que se alcanza una transmitancia de 95,03 %. Valor este
superior al mejor de los resultados del analisis individual de los factores.

Segun el analisis de varianza de la figura 4, se puede apreciar que existen diferencias
significativas entre la formulacién seleccionada del disefio experimental y el
Sandimmun Neoral® respecto a la transmitancia, lo cual se evidencia por el valor de
probabilidad menor de 0,05. Donde segun el contraste multiple de rangos se observa
que la formulacidén comercial tiene una transmitancia inferior 10,4 veces, con una
media de 84,63 % respecto a la formulacion desarrollada. (figura 4).

Organolépticamente el producto cumplié con las caracteristicas establecidas para este
tipo de forma farmacéutica al ser un liquido transparente, brillante y sin particulas en
suspension.

Con un tiempo de corrida de dos minutos, el equipo utilizado, pudo graficar el
comportamiento del tipo de flujo que presentaba el producto, corroborando que este
cumple con la caracteristica de fluido Newtoniano, ya que existe una proporcionalidad
directa entre el esfuerzo de cizallamiento y el gradiente de velocidad, siendo la
relacion entre estos constante, representandose como una linea recta, donde para
cualquier gradiente de velocidad la viscosidad es la misma. Esta viscosidad resulté ser
de 160 mPa.s como promedio. (figura 5)

Después de 28 dias el conteo de microorganismos arrojo que la formulacién se
encontraba por debajo de los limites maximos permisibles segin USP 33. Estos
resultados se atribuyen a la ausencia de agua en la formulacién, ademas de la
elevada densidad propia de la formulacidn, la cual le imparte una presion osmética al
sistema, que no permite el desarrollo microbiano.

Se puede concluir que se logré una microemulsién preconcentrada de CsA, que exhibe
un alto grado de dispersion, incluso mayor que el producto comercial al obtenerse
valores de transmitancia significativamente superiores cuando se emplea un HLB de
11,5 y un 60 % de emulgentes. La formulacidn desarrollada cumple con los requisitos
fisicos y microbioldgicos establecidos para este tipo de forma farmacéutica.
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