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RESUMEN

Titulo:

Desarrollo galénico de nuevas formulaciones detanéna B.

Introduccion:

En los ultimos afios, las infecciones fungicas iivaes(IFIs), en concreto
las candidiasis, causan una elevada morbilidad fatidad tras la realizacién
de trasplantes pulmonares. Por otro lado, difesesgpecies daspergillushan
emergido como una de las causas mas importante®idalidad y morbilidad
en pacientes inmunocomprometidos. El principal fdeanfeccion de este tipo
de infecciones fungicas en humanos es el pulmdndi®Eminacion en otros
organos, a medida que la enfermedad progresauRdratamiento eficaz de la
aspergilosis pulmonar es necesario alcanzar elsvatiancentraciones
pulmonares de anfotericina B. Las bajas concemnasi pulmonares en las
primeras 48 horas de la formulacion liposomal detaricina B unido a sus
altos costes, limitan su uso. Por otro lado, lanfdacion comercial dimérica de
anfotericina B con desoxicolato sédico presentaameéficacia y causa una
elevada nefrotoxicidad. Debido a todo esto, es s@ie encontrar nuevas
formulaciones de anfotericina B, como son sisterpatiagregados de
anfotericina B con desoxicolato sédico que garantimayor eficacia frente a

agentes patdgenos pulmonares.

[13]
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Sintesis de la Tesis Doctoral:

En este trabajo se desarrollaran distintas fornuies micelares
poliagregadas que puedan ser una alternativa efitaformulacion liposomal
de referencia en tratamientos de aspergilosis qequieran altas

concentraciones pulmonares.

A continuacion, se describen los objetivos preslt#taen esta Tesis

Doctoral:

1. Elaborar formulaciones micelares poliagregadasndietexricina B (AmB)
con distintas proporciones de desoxicolato (DCH),(1:0,8, 1:1,5y 1:4)
para estudiar el estado de agregacion y el tamafardicula.

2. Seleccionar las dos formulaciones mas adecuada8:2@H 1:0,8 y
AmB:DCH 1:1,5) para estudiar la estabilidad al cdbor dias, asi como
la distribucion en distintos 6rganos a 3 dosisami@, 5 y 10 mg/kg/dia).

3. Seleccionar la formulacion mas adecuada (AmB:DCH5) para estudiar
la toxicidad, la eficacia y la distribucion en nifig pulmén tras 6 dosis (5

mg/kg/dia).

En los apartados de resultados y discusion de ikisitds capitulos se
destacan los siguientes puntos:

Los valores de absorbancia de las formulacioneserewpntales de
anfotericina B mostraron espectros de absorciérespondientes a la forma
poliagregada de anfotericina B con picos caratiesgsa 424, 407, 393 y 370

nm.

[14]
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La formulacién de anfotericina B sin desoxicolafaiso (AmB:DCH 1:0)
mostré tamafos de particula préximos a 500 nm, tnaiegue a medida que se
aumenta la proporcion de desoxicolato sédico, diggd el tamafio de
particula.

Las nuevas formulaciones de anfotericina B AmB:DL6{8 y AmB:DCH
1:1,5 mostraron tamafios de particula similares ituvéeron el mismo estado
de agregacion durante los 7 dias de estudio. Adepmésentaron elevados
porcentajes de anfotericina B con porcentajes deadacion de anfotericina B
inferiores al 5%.

Tras una unica dosis, la nueva formulacion de aritoha B AmB:DCH
1:1,5 se caracteriz6 por presentar a nivel pulmoc@mcentraciones de
anfotericina B 2,4 veces mayores que con la forone liposomal de
referencia.

Tras 6 dosis de 5 mg/kg/dia de anfotericina B, damcentraciones
alcanzadas a nivel pulmonar fueron 2,8 veces mayooa la formulacion
poliagregada que con la formulacion liposomal,galal que ocurria a dosis
dnica.

Finalmente, en un modelo animal de aspergilosimpodr, se observa una
eficacia similar entre ambas formulaciones, desdmalas elevadas
concentraciones iniciales de anfotericina B a njudmonar que se obtienen
con la formulacion desarrollada en esta investigadie micelas poliagregadas
de anfotericina B con desoxicolato sddico (AmB:DCH,5), alcanzando con
esta formulacién valores similares de supervivenciearga fungica en el

modelo animal estudiado.

[15]
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Conclusiones:

1. Los espectros de absorcion de las nuevas formuakgioon desoxicolato
sbdico corresponden a la forma poliagregada deflatericina B, en las
que se forman sistemas micelares de tamafo namnconébido a la
presencia de desoxicolato.

2. El desoxicolato sddico produce un efecto estahilzaen las formas
poliagregadas de anfotericina B. Asi, las formualaes poliagregadas de
anfotericina B y desoxicolato AmB:DCH [1:0,8] y 115], una vez
reconstituidas, no presentan cambios en el tamafipadticula, y son
estables quimicamente durante 7 dias de almacemamié 25°C y
protegidos de la luz.

3. Tras la administracion de una dosis Unica de lasndlaciones
poliagregadas y de la formulacién AmbisSirlas nuevas formulaciones
muestran concentraciones mas elevadas a nivel pahnmientras que la
formulaciéon Ambisom@alcanza mayores concentraciones en 6rganos del
sistema reticulo endotelial, como higado y bazo.

4. Tras la administracion de dosis multiples en arésm@hmunodeprimidos,
se confirma que la formulaciéon poliagregada AmB:DCH,5 presenta
concentraciones pulmonares tres veces superior@sugulaciones en
tejido renal cuatro veces menores que la formutaaié referencia
Ambisomé€. La nueva formulacién presenta una leve mejoralosn

efectos nefrotdéxicos comparada con la formulac®neferencia.

[16]
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5. Los estudios de eficacia en animales inmunodepaisnichs infeccion con
Aspergillus fumigatusmuestran un mayor descenso de la infeccion en
tejido pulmonar con la administracion de la fornsida poliagregada
AmB:DCH 1:1,5 en los primeros dias de tratamiestonparada con el
tratamiento de referencia.

6. Los estudios de eficacia en animales inmunodepaisnichs infeccion con
Aspergillus fumigatusmuestran una eficacia similar en términos de
supervivencia y reduccion de carga fungica al fidel tratamiento, al
comparar la formulacién poliagregada y la formwdaadile referencia. Este
resultado posiblemente esté relacionado con umanglcion mas lenta de
la formulacién de liposomas en relacion con la fdewion micelar

poliagregada.

[17]
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SUMMARY

Title:

Galenic development of new amphotericin B formolasi.

Introduction :

In recent years, invasive fungal infections (IFle¥pecially candidiasis,
cause high morbidity and mortality after lung-tnalast. On the other hand,
different Aspergillus species have emerged as one of the main cause of
mortality and morbidity in immunosuppressed patienthe initial site of most
fungal infections in humans is primarily the lungsth dissemination to other
organs as the disease progresses. So, it is impaxdareach high initial
pulmonary concentrations of amphotericin B (AmBpnder to get an effective
treatment. The high costs of commercial lipid folations and the low
pulmonary concentrations reached during the fi8shdurs, limit their use. On
the other hand, the less expensive commercial dingadium deoxycholate
amphotericin B formulation has lower antifungaliedty and causes serious
nephrotoxicity. Due to these reasons, it is necgssa find out new
amphotericin B formulations, such as poly-aggregjatestems of amphotericin
B with sodium deoxycholate (DCH), that guarantesatgr efficacy and lower

toxicity than commercial formulations.

[21]
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Synthesis of the Doctoral Thesis:

In this work, micelle poly-aggregated formulationdl be developed in
order to be a possible effective alternative obdipmal reference formulation
used in the treatment of aspergillosis that requirdeigh pulmonary

concentrations.

Consequently, the aims of this work are descrilzelblbows:

1. To develop amphotericin B formulations with diffateproportions of
sodium deoxycholate (AmB:DCH 1:0, AmB:DCH 1:0.8, BibCH 1:1.5
and AmB:DCH 1:4) in order to study the aggregatitaite and particle
size of amphotericin B.

2. To select the two main adequate formulations (An®&:D1:0.8 and
AmB:DCH 1:1.5) in order to study their stability ihg 7 days and the
distribution to different organs at 3 single dog&ss and 10 mg/kg/day).

3. To select the best formulation (AmB:DCH 1:1.5) irder to study the
toxicity, efficacy and distribution to kidneys ahdgs after 6 daily doses

of 5 mg/kg/day.

Related to the results and discussion of this wdrk, following points are
noted:

The absorbance values of experimental amphoter®irformulations
showed absorbance spectra corresponding to theagghegated form of

amphotericin B with 4 characteristic peaks at 40%,, 393 and 370 nm.

[22]
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The amphotericin B formulation with no proportiohsodium deoxycholate
(AmB:DCH 1:0) showed patrticle sizes close to 50Q whilst a decreased in
the particle size was observed when the propodi@odium deoxycholate was
increased.

New amphotericin B formulations (AmB:DCH 1:0.8 aAthB:DCH 1:1.5)
showed similar particle size and maintained theesagyregation state during
the 7 days of the stability study. Besides, them& formulations maintained
high percentages of amphotericin B with AmB degtiatlapercentages lower
than 5%.

After a single dose, new AmB:DCH 1:1.5 formulatishowed 2.4-fold
higher pulmonary concentrations than the referéiposomal formulation.

After 6 doses of amphotericin B 5 mg/kg/day, pulemgnconcentrations
were 2.8 times higher with AmB:DCH 1:1.5 formulatidhan the ones
observed with commercial liposomal formulation,agurred when a single
dose was administered.

Finally, with the murine model of pulmonary aspéogis used during the
study, a similar efficacy between both formulatiomss observed, with high
initial pulmonary concentrations of amphotericinMh AmB:DCH 1:1.5 and
long-term maintained concentrations with commert@dsomal formulation,
reaching with the new micelle formulation similaalwes of surviving and

fungal burden.

[23]
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Conclusions:

1. The absorbance spectra of new amphotericin B fatiauls with sodium
deoxycholate correspond to the poly-aggregated fafrmmphotericin B,
with micelle systems of nanometric size created @uéhe presence of
deoxycholate.

2. Sodium deoxycholate produces a stabilizing effettpoly-aggregated
amphotericin B. So, poly-aggregated formulationgwiphotericin B and
sodium deoxycholate AmB:DCH [1:0.8] y [1:1.5], onaeonstituted, do
not present changes in their particle size andheeically stable during
the 7 days of the stability study at 25°C and deskrconditions.

3. After the administration of a single dose of newlypgregated
formulations and Ambisonfie new formulations show higher pulmonary
concentrations, whilst Ambisoffie formulation reached higher
concentrations in organs of the reticulo-endotheljestem, such as liver
and spleen.

4. After the administration of multiple doses in imnoagappressed animals,
it is confirmed that the new poly-aggregated foration AmB:DCH 1:1.5
presents 3-fold higher pulmonary concentrations 4+idld lower renal
accumulations than the reference formulation Ambigo The new
formulation also presents a slightly lower nephxatity than the one

observed with the reference formulation.

[24]
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5. Efficacy studies in immunosuppressed and infectedmals with

Aspergillus fumigatysshow a great reduction of the infection in lung
tissue with the administration of the poly-aggregatformulation
AmB:DCH 1:1.5 in the first days of treatment, comgzhto the reference
treatment.

Efficacy studies in immunosuppressed and infectedmals with
Aspergillus fumigatysshow a similar efficacy in terms of surviving and
reduction of fungal burden at the end of the tresttnwhen new poly-
aggregated formulation and Ambisctrare compared. This result may be
related to a slower elimination of amphotericin Bithwliposomal

formulation compared with micelle poly-aggregatedhfulation.

[25]
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INTRODUCCION

1. INFECCIONES FUNGICAS SEVERAS

Las bacterias y hongos se encuentran normalmenta piel, la boca, la
garganta, el estobmago, el colon, la vagina y elorecDiferentes especies
causan problemas de salud cuando hay un sobre@atinflingico en alguna
de estas areas del cuerpo (Butani y col., 2014y.ihfecciones oportunistas
causadas por hongos son una de los principaleasdasmuerte en individuos
inmunocomprometidos (Lincopan y col.,, 2003). A sez,vla candidiasis
invasiva es la micosis oportunista mas frecueneeajecta mayoritariamente a

estos pacientes (Salas y col., 2013).

Las infecciones fungicas invasivas (IFIs) causaa eievada morbilidad y
mortalidad tras la realizacién de trasplantes pobnes (Thakuria y col.,
2016). En concreto, las candidiasis invasivas sgpan el 53% de las
infecciones fangicas en pacientes trasplantado$ y9% en pacientes en
cuidados intensivos (lbrahim y col., 2012). Las eesgs de Candida
representan la cuarta causa mas comun de infesaifguinea nosocomial en
pacientes hospitalizados con una elevada incidetecimortalidad del 30-50%

(Ibrahimy col., 2012).

[29]
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Por otro lado, diferentes especiesadpergillushan emergido como una de
las causas mas importantes de mortalidad y moabdilien pacientes
inmunocomprometidos, siendo del 53% y 76% en teaeds de células madre
hematopoyéticas autdlogos y alogénicos, respectintan mientras que la
mortalidad en trasplantes de distintos érganosavdel 20 al 66% (Geltner y
col., 2014). Esta poblacion se compone de pacients periodos de
neutropenia prolongados, infeccion por VIH avanzamenunodeficiencia
hereditaria, pacientes con desoérdenes hematolggidiabetes mellitus vy
pacientes que han sufrido trasplantes de célulaatopoyéticas y/o de pulmén

(Alsaadi y col., 2012; Mihara y col., 2014; Walsktgl., 2008; Zhao y col.,

2014).

La aspergilosis invasiva complica del 3 al 15% tlasplantes de pulmén
con un rango de mortalidad del 52 al 55% (Thakyrmal., 2016). El aumento
de agentes inmunosupresivos y el elevado uso décagteroides en
enfermedad pulmonar obstructiva crénica ha llevadaicosis invasivas como
aspergilosis llegando a ser mas prominente enllimsod afios (Fortin y col.,
2012; Voltan y col., 2016 Aunque el principal punto de infeccién flngica de
aspergilosis en humanos son los pulmonares, senid@dea bazo, rifiones,
higado y cerebro a medida que avanza la infecdRor. tanto, elevadas
concentraciones pulmonares iniciales de farmaconsgrsarias para evitar la
diseminacion del patégeno lo que haria la enferchedt®s dificil de tratar. La
mortalidad de la forma invasiva depende de las icmrks iniciales del

huésped, aunque suele ser mayor del 50% (Segdl).200
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2. TRATAMIENTOS ANTIFUNGICOS

El tratamiento de distintas infecciones fungicasagivas depende del uso
especifico de los distintos agentes antifingicos, ¢uales son polienos
(anfotericina B), azoles (fluconazol), triazolegragonazol, voriconazol,
posaconazol), equinocandinas (caspofungina) y tdisicia (lbrahim y col.,

2012; Thakuria y col., 2016).

El uso de anfotericina B est4 relacionado con tefiadad, lo que puede
ser un problema para pacientes que estan recibiendibidores de
calcineurina. La terapia con caspofungina debe agbministrada por via
intravenosa haciendo dificil su uso a largo pl&dratamiento con itraconazol
es complicado debido a la variabilidad en la ahéoraastrointestinal,
toxicidad y la emergente resistencia que presedistintas cepas. El uso de
voriconazol es a menudo limitado debido a reacsi@u¥ersas como toxicidad
hepatica, fotosensibilidad y riesgo de cancer del pi largo plazo. El
posaconazol es un novedoso triazol con amplio &spaatifingico y usado
principalmente como tratamiento de segunda linepagientes trasplantados
que son intolerantes a voriconazol, sobre el gnenalexisten suficientes datos

de eficacia (Chotirmall y col., 2014; Thakuria y.c8016).

Las recomendaciones para la candidiasis invasiva patientes
neutropénicos incluye el uso de equinocandinas cpmmera terapia y
anfotericina B liposomal como tratamiento de seguifidea debido a los

efectos adversos observados (Salas y col., 2013).
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El tratamiento de murcomicosis requiere un diagodstapido y preciso y
una rapida administracion del agente antifingio@ paaximizar las opciones
de una buena recuperacién. Los polienos son lostegderapéuticos de

primera eleccion para el tratamiento de estaséidaes (Mihara y col., 2014).

Voriconazol y anfotericina B liposomal (Ambisof)eson los tratamientos
de eleccion (gold standard) en la terapia frentaspergilosis invasivas
(Cornely y col., 2007; Fortan y col., 2012; Saschicol., 2015; Walsh y col.,
2008). Sin embargo, Voriconazol no puede ser atlliv cuando hay dafio
hepatico o en pacientes trasplantados tratadosiclosporinas. En estos casos,
la anfotericina B es el farmacos de primera elecgara tratar infecciones
sistémicas fungicas severas (Sandoval-Denis y 2014; Voltan y col., 2016;

Vyas y col., 2006).

El itraconazol y la terbinafina son los farmacos eleccion para el
tratamiento de infecciones cutdneas no complic§Batista-Duharte y col.,
2016). El uso de itraconazol y voriconazol comofifaxis asi como de
anfotericina B inhalada, muestra una reduccionaecolonizacion fangica en

diversas infecciones invasivas (Geltner y col.. 301
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3. ANFOTERICINA B

Figura 1. Estructura de la anfotericina B.

La anfotericina B es el acidoR13S 5R, 6R, 9R, 11R, 155 16R, 17R, 185
19E, 21E, 23, 25, 27E, 2%, 31E, 33, 355 36R, 379-33-[(3-amino-3,6-
didesoxig-D-manopiranosil)oxi]-1, 3,5,6,9,11,17,37-octahidrdki16,18-
trimetil-13-ox0-14,39-dioxabiciclo[33.3.1]nonatr@mda-19, 21, 23, 25, 27, 29,

31-hepta eno-36-carboxilico) y su formula moleceaG,H-sNO;-.

3.1. Caracteristicas fisico-quimicas

La anfotericina B es una mezcla de polienos argiftos producidos por el
crecimiento de ciertas cepas $teeptomyces nodosuobtenidos por cualquier
otro medio. Presenta un aspecto de polvo amariloaranjado, higroscépico

(Real Farmacopea Espafiola 2015).
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Posee un dominio hidrofébico (la cadena de hidigar poliénico) y un
dominio hidrofilico (la cadena de polihidroxil). Saturaleza anfétera es la
responsable de su baja solubilidad tanto en melios®, como en numerosos

disolventes organicos (Jain y col., 2010).

Es practicamente insoluble en agua, soluble en timiédxido y en
propilenglicol, poco soluble en dimetilformamida,uyn poco soluble en
metanol y practicamente insoluble en etanol al 9B%sensible a la luz en
disoluciones diluidas. Por lo tanto, se consenategida de la luz, a una
temperatura de 2 °C a 8 °C en envase hermétida. Sistancia es estéril, en

envase estéril, con cierre de seguridad (Real Fanpea Espafiola 2015).

3.2. Actividad antifungica

La anfotericina B es un antibiético macrolido poi@g® con membrana
activa que presenta un amplio espectro de activaatifingica frente a
numerosas cepas sin presentar grandes problenmasiskencia (Brime y col.,

2004; Jain y col., 2010; Lincopan y col., 2003,).

Es el tratamiento de eleccion para infeccionesémistas invasivas
fungicidas causadas p@andida, Aspergillus y Fusariufeon y col., 2005;
Morand y col., 2007). Es el farmaco de eleccidéaldgstandard) para el
tratamiento de micosis diseminadas en pacientesurincomprometidos

(Butani y col., 2014).
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Formulada como una suspension coloidal aparece comale los agentes
mas efectivo y asequible en el tratamiento de aid@es fangicas sistémicas
(Kwong y col., 2002). El valor de corte epidemialig(ECV) se establece en

1 pg/ml (Salas y col., 2013).

3.3. Mecanismo de accion

Ejerce su accion en las células fungicas formanolmptejos con los
esteroles de las membranas que actdan como ctnaagsiembrana (Lincopan
y col., 2003. De esta manera, se aumenta su permeabilidadtigerai el paso
de iones y otros componentes esenciales de las raeasb provocando la

destruccidn del parasito (Butani y col., 2014).

3.4. Efectos adversos

La anfotericina B presenta biodisponibilidad oralifada debido a su baja
solubilidad en medio acuoso y permeabilidad (Ilbmahi col., 2012). Es
normalmente administrada por via intravenosa pamseguir los efectos
terapéuticos requeridos. Sin embargo, la admigigtnaparenteral presenta
efectos adversos agudos como infeccion del catéeenglisis, fiebre, dolor
6seo, tromboflebitis y nefrotoxicidad (lbrahim yl.cd®012; Morand y col.,

2007).

[35]



INTRODUCCION

La nefrotoxicidad es la mayor complicacion asocialdaso de anfotericina
B, lo que esta relacionado con una acumulaciénodés celevada (Kwong y
col., 2002) y con tamarfios de particula elevadasniGhs y col., 2012; Moreno

y col., 2015; Olson y col., 2008; Wang y col., 2016

3.5. Formulaciones comercializadas

La anfotericina B es el farmaco de eleccion paratralamiento de
infecciones fungicas sistémicas y micosis disendraden pacientes
inmunocomprometidos (Leon y col., 2005). Su bajatslidad es un problema
dificil de resolver (Lincopan y col., 2003). Porteeamotivo, se formula
utilizando un agente solubilizante, como es el xiestato sddico. Sin
embargo, su utilidad clinica esta limitada pordéectos adversos toxicos de la
preparacion con desoxicolato causando fallo remplcalemia, azotemia y
dafio tubular renal (Brime y col., 2004; Jain y c@010; Watanabe y col.,

2010,).

La formulacion Fungizorfa consiste en una dispersion coloidal de
anfotericina B y desoxicolato sédico que forma amplejo micelar inestable
con una elevada toxicidad (Lincopan y col.,, 20(3¢bido a su estado de
agregacion dimérico, es la que presenta mayoretosfadversos y cuya dosis

administrada se ha limitado a 1 mg/kg debido axsicitlad renal crénica.
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Presenta un elevado porcentaje de pequefas pasti&d,2 + 4,3 nm) y un
pequefio porcentaje de particulas de mayor tamalfiedédor de 4 pm)
(Moreno-Rodriguez y col., 2015), siendo esta Ultipmdblacion la que esta
relacionada con la toxicidad (Clemons y col., 20dBreno-Rodriguez y col.,

2015; Olson y col., 2008; Wang y col., 2016;).

Con el fin de reducir los efectos adversos de lagond y, por tanto,
mejorar su eficacia, se han desarrollado diferefaesnulaciones lipidicas,
actualmente comercializadas: Amphd&tedbelcef y Ambisomé& (Olson y

col., 2008).

La formulacion Amphotét consiste en un complejo de anfotericina B y
colesterol sulfato en una proporcién 1:1 molar dmena que se forma una
estructura coloidal estable con diametros infesi@d00 + 22 nm (Clark y col.,

1991; Olson y col., 2008).

La formulacién Abelcét estd compuesta por anfotericina B, dimiristoil
fofatidilcolina y dimiristol fosfatidilglicerol eruna proporcion farmaco-lipido
1:1 molar formando complejos con tamafios de péatide 1,6 - 11 um, con el

90% de las particulas por debajo de 6 um (Olsarl.y2008).
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La formulacién Ambisonfe esta constituida por anfotericina B, colesterol,
fosfatidilcolina y diestearoilfosfatidilglicerol emna proporcién 0,4:1:2:0,4
molar (Olson y col., 2008). Presenta un pequefiafi@ande particula (préoximo
a 100 nm) que mejora la eficacia antifingica y distye los efectos adversos
(Nahar y col.,, 2008) Sin embargo, la administracion intravenosa de
anfotericina B liposomal sigue causando toxicidastémica y renal e

hipocalemia (Mihara y col., 2014).

Ademas, el uso de estas formulaciones (Ampfoteabelcef vy
Ambisomé&) esté limitado no sélo por los efectos adversas &imbién por los
elevados costes que supone su elaboracion (Butewli,y2014). Por tanto, su
uso se restringe a pacientes con un elevado rgisgesarrollar toxicidad renal

(Leony col., 2005).

Las diferentes formulaciones comercializadas admadas por via
intravenosa, presentan diferentes estados de agredaonomérico, dimérico
y poliagregado) y diferentes tamafios de partidalgue influirda en sus perfiles
farmacocinéticos y su distribucién en diferentegados (Risovic y col., 2007;

Serrano y col., 2013).
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3.6. Terapia inhalatoria de anfotericina B

Una estrategia para minimizar el potencial de destes adversos es
desarrollar sistemas que permitan un contactotdiide la anfotericina B con
las zonas del cuerpo que se ven mas afectadas puetcion fungica, como
puede ser la administracion de anfotericina B erm#&o de aerosol. La

anfotericina B nebulizada ha sido usada en humdesse 1959.

Sin embargo, su uso no esta del todo establechidale varias razones. i)
Poco se conoce sobre la dosis 6ptima, frecuencaaligénistracion y duracion
del tratamiento, asi como la farmacocinética danfatericina B inhalada en
humanos (Kuiper y col., 2009). ii) La administratipulmonar del farmaco
muestra una elevada variabilidad inter-pacienteiddela que la fraccion
inhalada depende del estado clinico del pacieste gapacidad inhalatoria, el
tipo de inhalador y las propiedades del flujo diotanulacion y ademas menos
del 25% de la dosis teorica administrada alcantagar de absorcion (Kaialy
y col., 2012). iii) La anfotericina B libre deber sncapsulada para prevenir la
toxicidad en los macréfagos de las células alvesléChuealee y col., 2011).
iv) Los liposomas de anfotericina B asi como lasfdaciones de fosfolipidos
pueden ser inestables durante el proceso de natigliz(Nasr y col., 2012). v)
Se han observado efectos adversos tras la adragi@str de anfotericina B
nebulizada en forma dimérica y liposomal (Lowry gl.c2007; Monforte y
col.,, 2010). vi) Existe una elevada incidencia dmtaminacion en los
nebulizadores cuando se utilizan para administnéotericina B en pacientes

trasplantados de pulmén (Monforte y col., 2005).
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Todas estas desventajas hacen necesaria la eldborde nuevas
formulaciones intravenosas de anfotericina B quempien aumentar las
concentraciones obtenidas en pulmén para el tratamide diferentes

infecciones fungicas, como es el caso de la adpsigi

3.7. Nuevas formulaciones

Los elevados costes de las formulaciones lipidocaserciales limitan su
utilizacién. Por otro lado, la formulacion dimériceomercializada de
anfotericina B y desoxicolato sodico presenta metmstes, pero también
menor eficacia y causa mayor nefrotoxicidad (Ishydeol., 2017). Por lo
tanto, estan siendo desarrolladas diversas forionkes de anfotericina B
como emulsiones, liposomas y microesferas, comeld aumentar la eficacia

y disminuir los efectos adversos (Mariné y colQ20

Una posible alternativa que supone menos costesngmntoxicidad renal es
la forma poliagregada de anfotericina B (Leon y,c&005). Concretamente, se
ha observado que sistemas poliagregados de anioteB con desoxicolato
sbédico son una forma mas segura y menos toxicdagfmma dimérica de
anfotericina B, cuando se administra por via irdrebsa con la misma
proporcion de desoxicolato sodico (Moreno-Rodrigyenl., 2015; Serrano y

col., 2013).
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La solubilizacion de farmacos poco solubles ha sido pardmetro
importante a tener en cuenta a la hora de desarralevas formulaciones. Asi,
se busca la combinacién con otras técnicas deibohibn, como es el caso
del uso de surfactantes, especialmente en preganagctables (Kawakami y

col., 2006).

El estado de agregacion, el tamafio de particulasyptopiedades de la
superficie pueden ser modificados mediante el @ssutfactantes en sistemas
micelares para mejorar las propiedades de manerapgadan alcanzar su
objetivo en el tratamiento de infecciones fungikaslizadas (Espada y col.,

2008; Serrano y col., 2013).

Tras la administracién parenteral de diferentemidaciones liposomales
de anfotericina B, las mayores concentracionesaparen 6rganos del sistema
reticulo-endotelial, mientras que las menores aanaeiones se alcanzan en
organos como corazon, pulmones y rifiones (Zhao ly 2014). De esta
manera, Lewis y col., 2010, obtuvo concentracign#sonares de anfotericina
B de 1,44 ug/g 24 horas después de la administraedosis de 5 mg/kg de la

formulacién comercial Ambisorfie
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Estas bajas concentraciones pulmonares hacen riackEsdusqueda de
nuevas formulaciones de anfotericina B que garmamticna mayor eficacia
frente a patdégenos pulmonares colspergillus que dan lugar a enfermedades

fungicas severas con una elevada mortalidad.

El objetivo de este proyecto es desarrollar sisternaicelares de

anfotericina B que liberen selectivamente el fanae el pulmdn con una baja

nefrotoxicidad y una elevada distribucién pulmonar.
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OBJETIVO Y PLANTEAMIENTO

1. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es desarrollar una @iteidn micelar
poliagregada que pueda ser una alternativa paratamiento de infecciones
fungicas invasivas, estudiando la influencia de itecorporacion de
proporciones crecientes de tensiactivo (desoxicoladdico) en las
caracteristicas farmacotécnicas, farmacocinéticasdey eficacia de la

anfotericina B, cuya solubilidad es muy baja.

2. PLANTEAMIENTO

1. Elaboracion de formulaciones de anfotericina B distintas proporciones
de tensioactivo.

2. Estudio del estado de agregacién y del tamafio ddcyla de las
formulaciones en funcion de la concentracién detarntina B y de las
proporciones de tensioactivo.

3. Estudio de la estabilidad de las formulacionesbbde 7 dias.

4. Evaluacion de la influencia de las distintas projmres de tensioactivo en
la concentracién del farmaco alcanzada en distibftganos tras una Unica
dosis de antifungico.

5. Estudio de la toxicidad renal de las distintas fdeniones.

6. Seleccion de la formulacion y de la dosis con mejefacion
beneficio/riesgo mediante estudios de biodistricy eficacia a dosis

multiple.

[53]






CAPITULO I
ESTUDIO
FARMACOTECNICO

[55]






A. ESTADO DE
AGREGACION

[57]






CAPITULO I: ESTUDIO FARMACOTECNICO

1. INTRODUCCION

Uno de los estudios de caracterizacion que es age®alizar con las
nuevas formulaciones de los antibacterianos deadtepeso molecular y baja
solubilidad es analizar el estado de agregacida defotericina B presente en
cada formulacion. El estado de agregacion pueds eslacionado con la
toxicidad que presenta la anfotericina B en el miggao. Asi, la forma
dimérica se caracteriza por presentar mayoresosfaclversos, mientras que la
forma poliagregada presenta una menor toxicidashiiendo mayores dosis y
una mayor eficacia. Para llevar a cabo el andlisisestado de agregacién se
realiza un barrido espectrofotométrico de cadadenias formulaciones, ya que

estos presentan distintos valores de absorcidieedies longitudes de onda.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

En este estudio se utilizan los siguientes produgt@activos:

- La anfotericina B (AmB) y la férmula comercial Fizmna® (constituida
por anfotericina B y desoxicolato) fueron sumirsidxs por Bristol Myers
Squibb (Barcelona, Espafia).

- El desoxicolato de sodio (DCH) fue suministrado Blotka Chemierl A.G.
(Buchs, Suiza).

- La férmula comercial Ambisorfie (constituida por anfotericina B,
colesterol fosfatidilcolina y diestearoilfosfatiglicerol) fué suministrada

por UCB-Pharma (Bruselas, Bélgica).
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CAPITULO I: ESTUDIO FARMACOTECNICO

- El metanol se obtuvo de Labscan (Dublin, Irlanda).
- El agua purificada fue obtenida mediante un sistbhiQ (Millipore,

Estados Unidos).

2.1.1.Formulaciones

Las nuevas formulaciones que van a ser estudialdalai@o de este trabajo
presentan en su composicion anfotericina B y destato de sodio. Mientras
gque se mantiene constante la proporcion de ardwtarB, la proporcion de
desoxicolato sodico es variable, oscilando entyetqp/p) (Moreno-Rodriguez
y col., 2015). De tal forma, las formulaciones elalas presentan unas
proporciones de anfotericina B y desoxicolato ddicsde 1:0; 1:0,8; 1:15y

1:4 (p/p) a una concentracion de 500 pg/ml.

% Formulaciones

- Formulacion AmB:DCH 1:0: se pesaron 10 mg de anfote B y se
suspendieron en 20 ml de agua Mili Q.

- Formulaciéon AmB:DCH 1:0,8: se pesaron 10 mg detenfona B y 8 mg
de desoxicolato sédico y se suspendieron en 2ieragua Mili Q.

- Formulacion AmB:DCH 1:1,5: se pesaron 10 mg de tenfona B y 15
mg de desoxicolato sodico y se suspendieron eml 2@ agua Mili Q.

- Formulacion AmB:DCH 1:4: se pesaron 10 mg de anfota B y 40 mg

de desoxicolato sodico y se suspendieron en 2zragua Mili Q.
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CAPITULO I: ESTUDIO FARMACOTECNICO

Como formulaciones de referencia se utilizan lagmidaciones

comercializadas Fungizofig Ambisomé.

2.1.2. Equipos

Para la preparacion de las formulaciones, seaitilizagitador tipo Vortéx
Para llevar a cabo el estudio del estado de agtpas necesario suspender
las formulaciones en agua purificada y realizarpesterior andlisis en un
espectrofotometro ShimadZzwV-1700 (USA) en un rango de longitudes de

onda de 300 a 450 nm (Espada y col., 2008; Faugtind, 2015).

2.2. Métodos

2.2.1.Elaboracion de las formulaciones

El método de preparacion seguido fue la disoludiéresoxicolato sodico
en agua purificada y la posterior adicion de latidad correspondiente de
anfotericina B. Se mantiene bajo agitacion durd@nteinutos en un agitador
tipo VorteX’ a una velocidad de 2400 rpm. Los preparados sgepean en

estufa a 25°C y protegidos de la luz hasta szatidn.

2.2.2. Puesta a punto del método analitico

La capacidad que tiene la anfotericina B para agtegarse hace
imprescindible el uso de agentes estabilizantea@irdesoxicolato sédico que
permitan una desagregacion de las particulas jsrandir la toxicidad de las

formulaciones.
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CAPITULO I: ESTUDIO FARMACOTECNICO

La actividad y toxicidad de la anfotericina B vastar determinada por el
estado de agregacion que presente el farmaco distetas formulaciones con
distintas proporciones de tensioactivo, asi comolasndos formulaciones

comercializadas Fungizohg Ambisomé&.

Para estudiar el estado de agregacion de la aofoteB presente en cada
formulacion, se tienen en cuenta los siguientedmeitros:
- Rango de longitud de onda: 300 — 450 nm.
- Numero de medidas por muestra: 1.

- Velocidad de lectura: media.

La técnica de medida requiere un rango de conaioies determinado
para ser detectado por el equipo, lo que implicarageso de diluciones hasta
obtener la concentracion adecuada, no sélo pamukags formulaciones con
desoxicolato (AmB:DCH), sino también para las folawiones

comercializadas Ambisorfigy Fungizon8.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, el estalcagiegacion se
determina, en un primer momento, en las formulasocomercializadas
Fungizon& y Ambisomé&. Cuando se analiza el estado de agregacién de esta
formulaciones, cuya concentracion de anfotericinai@ial es de 5 mg/ml, se
realizan dos diluciones iniciales en agua. En tasfdrmulaciones, se obtienen
valores de absorbancia muy elevados imposibilitdadectura de los picos de

manera clara y precisa.
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CAPITULO I: ESTUDIO FARMACOTECNICO

Al realizar otra dilucion, los valores de absorbarabtenidos son inferiores
a 1, lo que permiten observar los distintos picesacteristicos de cada
formulacion, tal y como aparecen recogidos enbéata. Por tanto, es posible

determinar el estado de agregacion que preseatddtericina B en cada caso.

Formulacion Concentracién Méaximos (nm)
5 mg/ml -
Fungizond®
7,41pg/ml 329, 386, 409
o 5 mg/ml -
Ambi
mbisome 0,56 pg/ml 323, 388. 416

Tabla 1. Comparativa de los maximos observados segun la
concentracion de anfotericina B en las formulacone

comercializadas Fungizohg Ambisomé&.

En cuanto a las formulaciones de anfotericina Bjesermina el estado de
agregacion de la formulacion con mayor proporciéa desoxicolato

(AmB:DCH 1:4) y como referencia, se utiliza la far@cion AmB:DCH 1:0.

Al realizar dos diluciones en medio acuoso, looned de absorbancia
obtenidos en la formulacion AmB:DCH 1:0 siguen d@mmuy elevados
(superiores a 2), lo que no permite la lectura emtar de los picos de

absorbancia, al encontrarse la muestra muy corcntr
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CAPITULO I: ESTUDIO FARMACOTECNICO

Sin embargo, en la formulacion con mayor proporcitn tensioactivo
(AmB:DCH 1:4) se obtienen valores de absorbance ggrmiten determinar
los maximos de anfotericina B en esta formulacincontrario de lo que
ocurre con la formulacion de referencia sin desgaio (AmB:DCH 1:0), en la
que son necesarias otras dos diluciones en agaggpder determinar el estado
de agregacion de la anfotericina B en esta formulad.os datos obtenidos

correspondientes a estas dos muestras aparecerdoecen la tabla 2.

Formulacion Concentracién Maximos (nm)
6 mg/ml -
AmB:DCH
1:0 107 pg/ml -
3,8 pg/ml 338, 362, 384, 409
AmB:DCH 6 mg/ml i
14 107 pg/ml 336, 361, 385, 408

Tabla 2. Comparativa de los maximos observados segun la
concentracion de anfotericina B en las formulacofmB:DCH
1.0y AmB:DCH 1:4.
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CAPITULO I: ESTUDIO FARMACOTECNICO

3. RESULTADOS

Se determina, el estado de agregacion de las dasulfriones
comercializadas Fungizohay Ambisomé&, asi como de las distintas
formulaciones con proporciones crecientes de tansim (AmB:DCH 1:0,

AmB:DCH 1:0,8: AmB:DCH 1:1,5 y AmB:DCH 1:4).

Las dos formulaciones comerciales FungiZop@Ambisomé, asi como las
formulaciones con distintas proporciones de tew$ila presentaron un

aspecto de suspension de color amarillo opaco.

Los resultados correspondientes a los barridosbdereion de todas las

formulaciones aparecen recogidos en la figura 2.

——Fungizona &
——Ambizome®
——AmB:DCH1:0
——AmB:DCH1:0.8
——AmB:DCH1:13
——AmB:DCH1:4

Absorbancia

300 350 400 450
Longitud de onda (nm)

Figura 2. Espectros de absorcion de las dos formulaciomeeicializadas

Fungizon& y Ambisomé& y de las distintas formulaciones AmB:DCH.
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CAPITULO I: ESTUDIO FARMACOTECNICO

En el caso de la Fungizdhaal y como se indica en la figura 3, se observa
un pico de absorbancia a 329 nm, correspondientstaldo de agregacion
mayoritario de la anfotericina B en esta formulacigue indica que el farmaco

se encuentra en estado dimérico (Espada y col8)200

Fungizona®

—— Ambisome®

Ahbsorban

300 350 400 450
Longitud de onda {(nm)

Figura 3. Espectros de absorcién de las formulaciones Eandi y

Ambisomé.

A su vez, el espectro de absorcion del Ambiso(figura 3), muestra picos
correspondientes a los 3 estados de agregaciguic&la 416 nm indica una
elevada presencia de poliagregados. Al igual querieccon la Fungizofa
aparece también un pico a 323, lo que indica poisede dimeros de
anfotericina B. El pico observado a 388 nm, comwese a la forma
monomeérica. Estos resultados confirman la existedei distintos estados de

agregacion de la anfotericina B en esta formulacion
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CAPITULO I: ESTUDIO FARMACOTECNICO

Las formulaciones de anfotericina B obtenidas eomaagon distintas
proporciones de tensioactivo, mostraron un espetdrabsorcion claramente
diferente al obtenido con la forma dimérica de Fzong’, asi como las formas
monomérica, dimérica y poliagregada de la formdkaciomercial Ambisonfe

(Moreno-Rodriguez y col., 2015).

Los espectros correspondientes a las nuevas farionés de anfotericina B

con desoxicolato aparecen recogidos en la figura 4.

0.8

——AmB:DCH 1:0

0.6 ——AmB:DCH 1:0.8

—AmB:DCH 1:1,5

Absorbancia

04 383 nm 406 nm

——AmB:DCH 1:4
S S -
R —

300 350 400 450
Longitud de onda (nm)

Figura 4. Espectros de absorcion de las formulaciones greligdas con
distintas proporciones de tensioactivo AmB:DCH 1AmB:DCH 1:0,8,
AmB:DCH 1:1,5y AmB:DCH 1:4.
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La formulacion de referencia AmB:DCH 1:0 presentaa umeseta a
longitudes de onda en torno a 330 — 350 nm y 2sgoeo pronunciados a 383
y 406 nm, lo que se corresponde con formas peliggtas de anfotericina B

(Serrano y col., 2013).

El resto de formulaciones con proporciones creegede DCH (AmB:DCH
1:0,8, AmB:DCH 1:1,5 y AmB:DCH 1:4) presentan taémbiuna meseta en
torno a 330 — 350 nm y 4 picos de absorbancia m@supciados a 370, 393,
407 y 424 nm, correspondientes a agregados deeanfod B (Moreno-

Rodriguez y col., 2015).
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4. DISCUSION

El analisis UV-Visible permite determinar el estadie agregacion
mayoritario presente en cada una de las formulasiohos espectros de
absorcion de las formulaciones poliagregadas ceaxifslato son claramente
diferentes a los observados con las formulaciongsrializadas Ambisorfie
y Fungizon&. No presentan el pico caracteristico de la forimédca de
anfotericina B presente en la FungizbrfEspada y col., 2008) y si los picos
caracteristicos del estado poliagregado de andotariB, presentes en la
formulacion comercial Ambisorfie ya que dicha formulacién presenta una

combinacion de distintos estados de agregaciomfdéeaicina B.

Estas formas poliagregadas son menos téxicas gliméaica (Ishida y col.,
2017), lo que supone una ventaja de las formulasioaxperimentales
desarrolladas en este trabajo. La formulacién gaigada sin desoxicolato
(AmB:DCH 1:0) presenta valores de absorbancia muciemores que los
observados con las distintas formulaciones polgagtas, debido a la presencia
de desoxicolato, que impide la agregacion de lascpéas de anfotericina B
formando sistemas micelares de menor tamafio (Raugticol., 2015; Zu vy

col., 2014), lo que podra influir también en el &fim de particula.
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CAPITULO I: ESTUDIO FARMACOTECNICO

1. INTRODUCCION

Conocer el tamafio de particula de la anfotericies Bindamental debido a
su administracién principalmente intravenosa y iflmencia del tamafio de
particula en la distribucion a los distintos oOrgand’ara este tipo de

formulaciones, el tamafio de particula debe serianfa 1 um.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Materiales

En este estudio se utilizan los siguientes produgt@activos:

- La anfotericina B (AmB) y la férmula comercial Fizmna (constituida
por anfotericina B y desoxicolato) fueron sumirsidas por Bristol Myers
Squibb (Barcelona, Espafa).

- El desoxicolato de sodio (DCH) fue suministrado lotka Chemierl A.G.
(Buchs, Suiza).

- La férmula comercial Ambisorfie (constituida por anfotericina B,
colesterol fosfatidilcolina y diestearoilfosfatiglicerol) fue suministrada
por UCB-Pharma (Bruselas, Bélgica).

- El metanol se obtuvo de Labscan (Dublin, Irlanda).

- El agua purificada fue obtenida mediante un sistdfitixQ (Millipore,

Estados Unidos).
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CAPITULO I: ESTUDIO FARMACOTECNICO

2.1.1.Formulaciones

Para la caracterizacion del tamafio de particuldadenfotericina B, las
formulaciones que van a ser estudiadas son lasasigoe las utilizadas en el
apartado del estado de agregacién. Por tanto,olasufaciones elaboradas
presentan una proporcion de anfotericina B y destaio de sodio de 1:0;

1:0,8; 1:1,5y 1:4 (p/p) a una concentracion de bgionl.

<+ Formulaciones;

- Formulacion AmB:DCH 1:0: se pesaron 10 mg de arifitea B y se
suspendieron en 20 ml de agua Mili Q.

- Formulacion AmB:DCH 1:0,8: se pesaron 10 mg detenfina By 8 mg
de desoxicolato sodico y se suspendieron en 2zragua Mili Q.

- Formulacion AmB:DCH 1:1,5: se pesaron 10 mg de ternifina B y 15
mg de desoxicolato sodico y se suspendieron eml 2@ agua Mili Q.

- Formulacion AmB:DCH 1:4: se pesaron 10 mg de anfite B y 40 mg

de desoxicolato sédico y se suspendieron en 2ieragua Mili Q.

Como formulaciones de referencia se utilizan tambas formulaciones

comercializadas Fungizohg Ambisomé&.
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2.1.2.Equipos

Para la preparacion de las formulaciones, se aiiliz agitador tipo Vortéx
y para realizar la medicién del tamafio de parti@dautilizé un equipo de
espectrofotometria de difraccion de luz laser (Dyialight Scaterring)
denominado MicrotrdtS-3500 (USA), tras la suspension de las formuteasio
en agua purificada. Sus dimensiones se expresan ebrdiametro medio
basado en una distribucion en numero, cuyo rang®,@86 — 1408 pm

(Rodrigues y col., 2015; Serrano y col., 2013).

A la hora de obtener unos resultados de acuerdelaninjetivo perseguido,
es imprescindible conocer bien la técnica queesala cabo con el analizador
de particulas Microtr&c S-3500. Para que la medida sea buena, se agita la
muestra a analizar y se aflade Unicamente unalgataestra disolucion en la
celda, ya que se diluird en el agua y la cantidagalticulas reconocidas sera
mas exacta. En caso de que el programa no recorlazexistencia de

particulas en la celda, se ir4 afiadiendo la digbiugota a gota.

2.2.Métodos

2.2.1. Elaboracion de las formulaciones

El método de preparacion seguido fue la disoludiéresoxicolato sodico
en agua purificada y la posterior adicion de latidad correspondiente de
anfotericina B. Se mantiene bajo agitacion durdnteinutos en un agitador
tipo VérteX’ a una velocidad de 2400 rpm. Los preparados ssepan en

estufa a 25°C y protegidos de la luz hasta szatidn.
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CAPITULO I: ESTUDIO FARMACOTECNICO

Las formulaciones comercializadas FungiZogyaAmbisomé& se elaboran

de acuerdo a las concentraciones necesarias parglsis.

2.2.2.Puesta a punto del método analitico

A la hora de elaborar formulaciones parenteralesmg®rtante tener en
cuenta el tamafio de particula de las formulacidPestanto, la determinacion
del tamafio de particula requiere gran precisioniapilidad del equipo

utilizado.

El analizador de particulas utilizado para las fdaniones poliagregadas
AmB:DCH (Microtra® S-3500) permite realizar cada medida por triplicad

mostrando la media de los 3 resultados.

Para estudiar el tamafio de particula de las miciigsnidas, se tienen en
cuenta los siguientes parametros:
- Tiempo: 30-60 segundos.
- Numero de medidas por muestra: 3.
- Rango de tamafo: 0,086n — 1408um.

- Distribuciéon de la muestra: en nUmero.

Es importante seguir un mismo procedimiento de me@agee cada muestra
analizada esté en las mismas condiciones, propamid un resultado fiable y

repetible.
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CAPITULO I: ESTUDIO FARMACOTECNICO

Lo primero es mantener la celda del equipo conitana cantidad de agua
en todos los casos. Es necesario asegurar queynoe$ims de la muestra
anterior en el circuito. A continuacion, se aflada gota de nuestra muestra
(previamente agitada en agitador tipo Voftelrante 1 minuto a 2400 rpm) y
se procede a realizar la lectura. En muchos casda, muestra esta diluida
previamente, una gota de muestra no es suficiemgeque sea detectada por el
equipo. En estos casos, se afiadirdn un total déad.dsi el quipo continda sin
detectar suficiente cantidad de muestra, se irdiafido poco a poco la

preparacion.

La técnica de medida requiere un rango de conaeomies determinado
para ser detectado por el equipo, lo que implicarageso de diluciones hasta

obtener la concentracion adecuada.

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, el tamagioparticula se
determina, en un primer momento, en las formulasocomercializadas
Ambisomé y Fungizond. Cuando se analiza el tamafio de particula de estas
formulaciones, cuya concentracidbn de anfotericinee8 de 5 mg/ml, se
obtienen valores superiores a 5000 nm, lo que nmifgeuna lectura correcta
de los datos, debido a que la concentracion adalizatura el sistema de

lectura del analizador.
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En el caso del Ambisorietras la realizacion de dos diluciones, se observa

un tamano de particula con valores inferior a 20Qtabla 3).

Concentracion Tamafio de particula = desviacion estandar
(Hg/ml) (nm)

133 112,0 £ 0,012

Tabla 3. Tamafios de particula de anfotericina B observadoda

formulacion comercializada Ambisofhe

En el caso de la Fungizohgresenta didmetros medios superiores a 1000
nm al realizar el mismo numero de diluciones queletaso del Ambisome
lo que hace necesaria una tercera dilucion de maner se obtengan tamafos
de particula similares a los encontrados en bitdfog (Jung y col., 2009).
Estos tamafios estan relacionados con el estadogmdgaaion dimérico,
mayoritario en la formulacién FungizdhaCuando se realiza una tercera

dilucioén, se obtienen valores inferiores a 100 mostrados en la tabla 4.

Concentracion Tamafio de particula = desviacion estandar
(Hg/ml) (nm)
66,67 3063,3 £ 0,277
6,667 94,0

Tabla 4. Comparativa de los tamafios de particula obsesvaelgin la
concentracion de anfotericina B en la formulaci@@mercializada

Fungizon&.
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En el caso de las formulaciones poliagregadasnakzan los tamafios de
particula de las formulaciones con menor y mayop@rcion de tensiactivo
(AmB:DCH 1:0,8 y AmB:DCH 1:4 p/p), de manera queobéenga el rango de
concentraciones que permita determinar los distitamarnios de particula de

las micelas obtenidas en cada una de las formulkeside estudio.

Los datos del tamafio de particula de las distidilasiones realizadas en

cada una de las formulaciones aparecen recogidestanla 5.

Formulacion | Concentracion Ta”?aﬁ.‘,’ de pi,irtI'CU|a +
desviacion estandar (nm)
6 mg/mi 31525,3 £ 0,035
Amﬁgg H 666,67 pg/mi 26110,0 + 3,092
66,67 pg/ml 459,0 + 0,001
6 mg/mi 13063,3 + 2,050
AmBl:_ZCH 666,67 pg/ml 28156,7 + 3,309
66,67 pg/mi 128,3 + 0,002

Tabla 5. Comparativa de los tamafios de particula obsesvaeigin la
concentracién de anfotericina B en las formulacsoAeB:DCH 1:0.8
y AmB:DCH 1:4.

Las formulaciones sin diluir, cuya concentracion atgotericina B (6
mg/ml) es similar a la que presentaban las fornumas de Ambisonfey

Fungizon& (5 mg/ml), presentan diametros medios muy elevados
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Esto supone la presencia de poliagregados condestrgue se aprecian en
una gota de la formulacion afiadida a la celda delizador y por tanto,

provoca una saturacion el sistema de lectura depeq

Al realizar una primera dilucion de las formula@erpoliagregadas citadas
anteriormente (AmB:DCH 1:0,8 y AmB:DCH 1:4) hay goncentrado de
micelas, obteniéndose valores de tamafio de partioddvia muy elevados. No
se realiza una dispersion de las particulas quaitgerealizar una lectura del

tamafio medio de particula de dichas formulaciones.

Al realizar una segunda dilucion en las formulaeenAmB:DCH
anteriormente citadas y teniendo la misma conceintiade anfotericina B en
todos los casos, se procede a la lectura del tasefi@rticula de manera que
las micelas obtenidas se encuentran en un rangana&ios de 100-500 nm,
con resultados similares a los observados en piblia (Moreno-Rodriguez y

col., 2015).

3. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados correspondientes al tamafio de plart®on expresados
como valor medio + desviacion estandar (nm) de 3dlidas y analizados
estadisticamente mediante el test de la T de Studenvalor de P menor a

0,05 es considerado como diferencia significativa.
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4. RESULTADOS

Una vez realizada la puesta a punto del método geteaminar el tamafo
de particula, se lleva a cabo en un primer momehtanalisis de las dos
formulaciones comercializadas Ambisding Fungizon&. A continuacién, se
realiza el andlisis de todas las formulaciones @eBADCH con distintas
proporciones de tensioactivo (AmB:DCH 1:0, AmB:DQD,8, AmB:DCH

1:1,5y AmB:DCH 1:4).

El ensayo se lleva a cabo realizando el analisisndelnica muestra por
formulacion, teniendo en cuenta que el analizadopatticulas MicrotrdcS-
3500 realiza por cada muestra 3 medidas. La medestbs resultados aparece
recogida en la tabla 6. En todos los casos, eténdle polidispersabilidad (PDI)

fue inferior a 0,6.

Formulaciones Diametro medio * desviacion estandar
(nm)
Fungizona® 94,0 + 0,001
Ambisome” 112,0 £ 0,012
Am?.:'ISCH 550,7 + 0,008
AmE:ODélH 459,0 + 0,001
AmﬁrlDélH 403,3 + 0,002
Aml?l:_IZCH 128,3 + 0,002

Tabla 6. Tamafio medio de particula de las distintas fomgiahes
AmB:DCH vy las dos formulaciones comercializadas dizond y
Ambisomé.
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Tal y como se muestra en la tabla 6, los valorésadeafio de particula de
la formulacién comercial Fungizohason muy pequefios, de acuerdo a lo

observado por diferentes autores (Espada y cdg)20

Sin embargo, en esta formulacion, el estado degagi@n de la anfotericina
B es dimérico, lo que supone una elevada toxicidadl y por tanto, aunque
presenta tamafios pequefos, es necesario buscaatales a esta formulacion

para el tratamiento de infecciones fangicas.
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Figura 5. Gréfica del Microtrat S-3500, correspondiente a la media del

tamafio de particula de la formulacion comercialgizong’.

Por otro lado, en la férmula comercial de AmbisBraktamafio de particula
es de 112 + 0,012 nm, adecuado para acceder @r¢@sos que son
principalmente afectados por las infecciones flagyiseveras y constituye el
gold standard en cuanto a tratamiento antifungmo una elevada eficacia y

menor toxicidad que la Fungizdha
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En cuanto a las formulaciones poliagregadas AmB:P&Hnedida que
aumentamos la cantidad de desoxicolato sédico femrtaulacion, disminuye el
tamafio de particula y por tanto, mejora las canatisas de nuestra
formulaciéon parenteral, tal y como se explicabae@mtmente, debido a la
importancia de tamafos de particula pequefios emufaciones para esta via

de administracion.
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Figura 6. Gréafica del Microtrat S-3500, correspondiente a la medida del

tamafio de particula de la formulacion comercial o€,

La incorporacion de desoxicolato sédico en las @baciones de
anfotericina B induce la formacién de estructuraiagregadas de menor
tamafo debido al efecto que tienen los tensioativmpidiendo la
aglomeracion de las particulas (Faustino y coll52Qu y col., 2014). EI
tamafio medio de particula en estas formulacionenseentra en torno a los
400 — 500 nm, exceptuando la formulacibn AmB:DCH, lque presenta

tamafios menores.
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Figura 7. Comparativa de las gréficas del Microft& 3500, correspondientes
a las medias de los tamafios de particula de lasufaciones con distintas
proporciones de tensioactivo AmB:DCH 1:0, AmB:DCH),8 y AmB:DCH
1:1,5.

La formulacion con mayor proporciéon de desoxicokdico (AmB:DCH
1:4) es la que presenta tamafios de particula n@s 28,3 + 0,002), siendo
estos valores muy similares al obtenido en la deedle la formulacién

comercial Ambisom&(112,0 + 0,012m).
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Figura 8. Gréfica del Microtra® S-3500, correspondiente a la media del

tamano de particula de la formulacion AmB:DCH 1:4.
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Los tamafios de particula que se buscan en estddifarmulaciones para
administracion parenteral son tamafios inferiored am. A medida que
aumentamos la cantidad de desoxicolato sédico femrfaulacion, disminuye el
tamafio de particula y por tanto, mejora las canatitas fisicas de nuestra
formulacién de manera que hace posible la admagigin intravenosa de las

mismas en los animales de experimentacion.
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5. DISCUSION

Los tamafios de particula observados con las fooiomes comercializadas
son similares a los obtenidos por otros autoresestudios previos de

formulaciones de anfotericina B (Espada y col.,.8200ing y col., 2009).

El tamafio de particula de la anfotericina B obs#wen las formulaciones
demuestra la influencia que tiene la presenciateledioactivo en el estado
poliagregado de la anfotericina B. En estudiosvipee con sistemas de
anfotericina B similares (Moreno-Rodriguez y cd@Q15), la formulacién
poliagregada AMB:DCH 1:0 presentdé tamafios de pdatienuy elevados
(1280 + 216,0 nm) con tiempos de agitacion coramifiutos) en comparacion
con los obtenidos en este trabajo (550 + 0,008ron)tempos de agitacion
mayores (4 minutos). Esto demuestra la importadeidas condiciones de
agitacion a la hora de obtener sistemas micelagepeduefio tamafio, tal y

como han expuesto otros autores (Zu y col., 2014).

A medida que la proporcion de tensioactivo aumetitaninuye el tamafio
de particula. Ademas, los bajos valores de de@ria@standar de las
formulaciones poliagregadas con desoxicolato sogiseden atribuirse al
efecto estabilizante que ejerce el desoxicolatacedmhediante interacciones

iGnicas con la anfotericina B (Wang y col., 2016).
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De esta manera, el desoxicolato sédico actla camegante estabilizante
de estas formulaciones poliagregadas inhibiendocrecimiento de las
particulas, siendo un factor fundamental a la hdea elaborar sistemas
nanoparticulares (Faustino y col., 2015; Zu y c?Q14). Diferentes autores
han demostrado el uso de surfactantes como agesttslizantes de distintas

formulaciones (Moreno-Rodriguez y col., 2015; Taiol, 2010).
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CAPITULO II: ESTUDIO DE ESTABILIDAD

1. INTRODUCCION

Se realiza un estudio de estabilidad de las forciarias de anfotericina B y

desoxicolato sédico que seran utilizadas en elyerisavivode dosis Unica.

Para llevar a cabo el estudio de la estabilidadlage formulaciones
reconstituidas de anfotericina B con distintas projpnes de desoxicolato
sédico han sido estudiadas sus caracteristicagdatgcnicas a lo largo de 7
dias, mediante 3 analisis: un analisis espectnofétiico para determinar el
estado de agregacion, la caracterizacion del tardafmarticula, mediante dos
analizadores de particula y un analisis cromatagrgpara determinar la

existencia o no de posibles productos de degraalacié

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Materiales

En todos los ensayos llevados a cabo durante esidi® se utilizan los
siguientes productos y reactivos:
- La anfotericina B (AmB) fue suministrada por Bristdyers Squibb
(Barcelona, Espania).
- El desoxicolato de sodio (DCH) fue suministrado lotka Chemierl A.G.
(Buchs, Suiza).
- El &cido acético glacial se obtuvo de Panreac B#rcelona, Espafia).
- El acetonitrilo y el metanol para HPLC se obtuviede Labscan (Dublin,

Irlanda).

[95]



CAPITULO II: ESTUDIO DE ESTABILIDAD

- El agua purificada fue obtenida mediante un sistdfitixQ (Millipore,

Estados Unidos).

2.1.1.Formulaciones

Las formulaciones cuya estabilidad va a ser esfadjresentan en su
composicién anfotericina B y desoxicolato de saio2 proporciones 1:0,8 y
1:1,5 (p/p) a una concentracion de 500 pg/ml. 8edesla estabilidad de estas
formulaciones dado que son las que seran admitéstrdurante el ensayo
vivo para conocer las concentraciones de farmaco aktamzan distintos
organos. El tiempo de muestreo para cada formulagsdéa tiempo 0, 24 horas

y 7 dias.

Como formulaciones de referencia se utilizan lanfdacion de anfotericina

B y desoxicolato en proporcion 1:0 (sin la presarbé tensiactivo) y una

formulacién patron de anfotericina B en metanolAMB).

«» Formulaciones:

- Formulacion AmB:DCH 1:0: se pesaron 10 mg de arifitea B y se
suspendieron en 20 ml de agua Mili Q.

- Formulaciéon AmB:DCH 1:0,8: se pesaron 10 mg detenfona B y 8 mg
de desoxicolato sédico y se suspendieron en 2ieragua Mili Q.

- Formulacion AmB:DCH 1:1,5: se pesaron 10 mg de tenfona B y 15

mg de desoxicolato sddico y se suspendieron eml 2@ agua Mili Q.
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- Formulacion patron de anfotericina B: se pesarom@@le anfotericina B
y se suspendieron en 50 ml de metanol, para susiandél estado de
agregacion y el tamafio de particula. Para su and&is el equipo de
HPLC, se pesaron 10 mg de anfotericina B y se sasg®n en 500 ml de

metanol.

2.1.2.Equipos

Para la preparacion de las formulaciones, se aiiiizagitador tipo Vortéx
y para llevar a cabo el estudio del estado de agi@g de la anfotericina B, se
utiliza el espectrofotémetro ShimadzwV-1700 (USA), en un rango de
longitudes de onda de 300 a 450 nm, al igual queriacen el Capitulo | para

la caracterizacion del estado de agregacion.

El tamafio de particula fue analizado mediante digpe de luz laser
(dispersion dindmica de luz o DLS), expresanda&hdtro medio de particula
en nm, basado en una distribucion en nimero. Encasio, se utilizaron dos
analizadores de particula: el MicrotfacS-3500 para las formulaciones
poliagregadas en agua (al igual que ocurria dumrnéstudio del tamafio de
particula en el Capitulo I) y el ZetatPat/ltra (USA) para la formulacion
patron de anfotericina B en metanol. Esto es debidoe la anfotericina B en
metanol es méas soluble que en medio acuoso y ebivh¢® S-3500 se emplea

en suspensiones en las que no todo el farmacdisggito.
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La anfotericina B presente en las distintas foreiolzes de estudio fue
cuantificada usando el método de cromatografidoqiedios de alta resolucion
(HPLC), utilizando un sistema modular Jd¢dapon), que consta de los
siguientes médulos:

- Un inyector automatico A5-2050.

- Una bomba PU-1580.

- Un detector UV-1575.

- Un estabilizador de tension Sali€ru

- Unidad de gradiente ternaria LG-2080-02, trabajardoeste caso de
manera isocratica, con una unica fase movil.

- Columna: BDS @5 pm de diametro interno y 250 x 4,6 nm.

- Ordenador, interfase y programa de integracionatesdmodelo Borwin

1.5 (JMBS DevelopmeritsFrancia).

Para filtrar la fase movil y la fase de lavado esaghs en el equipo de

HPLC se utiliza un filtro Millipore de 0,45 pm cartado a bomba de vacio y

para desgasificar dichas fases, se utiliza un désgalor de ultrasonidos.
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2.2.Métodos

2.2.1. Elaboracion de las formulaciones

El método de preparacion seguido fue la disolud@énlesoxicolato en agua
purificada y la posterior adicion de la cantidadrespondiente de anfotericina
B. Se mantiene bajo agitacion durante 4 minutosreagitador tipo Vortéka
una velocidad de 2400 rpm. Los preparados se o@rs@n estufa a 25°C y

protegidos de la luz hasta su utilizacion.

2.2.2.Estado de agregacion

El método seguido para la determinacion del esti@gregacion de la
anfotericina B en las distintas formulaciones dtgagi estudio de estabilidad
es el mismo que el descrito en el Capitulo |. Ha easo, se han realizado una
serie de modificaciones en las concentracioneszadals, asi como el medio
de disolucion y se ha afiadido una nueva formulacion
- Se parte de una concentracion inicial de anfotexi&i de 0,5 mg/ml en las
distintas formulaciones AmB:DCH y se realiza unacandilucion en
metanol, obteniendo una concentracion de 50 pg/mbalores de
absorbancia inferiores a 1.

- Se cambia el medio de disolucibn de manera que esstlas mismas
condiciones que las formulaciones utilizadas deraaet estudio de

concentracion en érganos.

[99]



CAPITULO II: ESTUDIO DE ESTABILIDAD

- En el caso de la formulacion patron de anfoteri@ren metanol, se parte
de una concentracion inicial de anfotericina B @2 0ng/ml. Al ser una
concentracién muy pequefia, se elabora una nuevalpatron, con una
concentracion de 0,2 mg/ml, de manera que se datenglores fiables

dentro del rango de deteccion del equipo.

Estas modificaciones en las condiciones del ensayealizan de manera
que las formulaciones estudiadas estén en las mismdiciones que las

formulaciones empleadas en el estudigivo.

2.2.3. Tamafio de particula

El método seguido para la determinacion del tandéigarticula de la
anfotericina B en las distintas formulaciones dtgael estudio de estabilidad
es el mismo que el descrito en el Capitulo |. Ha easo, se han realizado una
serie de modificaciones en las concentracioneszadalks, asi como el medio
de disolucién y se ha afiadido una nueva formulacién

- Cada muestra se analiza por triplicado y se cakelulealor medio de los
resultados obtenidos. En este caso, se realizeethande las 9 medidas
realizadas por el analizador de particulas.

- En el caso de la formulacion patron utilizada caeferente para evaluar
la estabilidad de la anfotericina B en medio acumsoy sin tensioactivo,
se utiliza como analizador de particulas el Zet&itdtra. Esto es debido a

que la anfotericina B en metanol es mas solubleegumedio acuoso y el
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Microtrac® S-3500 se emplea en suspensiones en las que noetodo
farmaco esté disuelto.

- La anfotericina B en la formulacion patrén con metaesta muy diluida,
con una concentracion inicial de 0,02 mg/ml. Al sea concentracion
muy pequefia, se elabora una nueva férmula patdnjia concentracion
de 0,2 mg/ml, de manera que se obtengan valotgediaentro del rango

de deteccién del equipo.

Al igual que ocurre con la estabilidad del estado agjregacion, estas
modificaciones en las condiciones del ensayo siz@aeade manera que las
formulaciones estudiadas estén en las mismas dond&c que las

formulaciones empleadas en el estudigivo.

2.2.4.Cuantificacion de anfotericina B por HPLC

El método seguido para la cuantificacion de aniwtexr B en las distintas
formulaciones durante el estudio de estabilidadresdiza utilizando una
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPU4€)manera que se conozca
la cantidad de anfotericina B presente en cadaulacion y se observen los
posibles productos de degradacion, asi como laid@émde anfotericina B

durante los dias del estudio.
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Durante este ensayo, se tienen en cuenta los isigsiparametros:

Cada muestra se analiza por triplicado y se cakelulalor medio de los

resultados obtenidos.

- Para la cuantificacion de anfotericina B, cada rmaese mide a una
concentracién de 20 ug/ml para la formulacién pagrd25 pg/ml para
las formulaciones AmB:DCH, durante 20 minutos eecglipo de HPLC.

- Entre una medida y otra se lava con agua, pararegsible acumulacion
de farmaco en la columna que pueda dificultar ¢auka correcta de las
concentraciones de anfotericina B.

- Los valores obtenidos a tiempo 0O se expresaron cd®@% de
anfotericina B inicial.

- Las siguientes concentraciones de anfotericinatBnidas son expresadas

como porcentajes de la concentracion inicial den&@o, asi como los

posibles productos de degradacidon que se expresaa picos relativos

de anfotericina B.

De acuerdo a lo observado en bibliografia (Groesghtol., 2006; Moreno-
Rodriguez y col.,, 2015; Zhao y col.,, 2014), se izaal una serie de
modificaciones del método para adecuar las conmtBsiccromatograficas al
objetivo de dicho estudio. En este caso, las poipoes de los distintos
componentes de la fase moévil, permiten que el tere retencion de la
anfotericina B sea de 14 minutos, de manera queagmu@bservarse los
posibles productos de degradacion que tengan tempaetencidén diferentes

al del farmaco de estudio:
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- Columna BDS G5 um de diametro interno y 250 x 4,6 nm.

- Fase movil: acetonitrilo: &cido acético glacialuag40:4,3:55,7) (v/v/v).
- Temperatura de la columna: 25°C

- Flujo de la fase movil: 1 ml/min.

- Volumen de inyeccion: 100 pl.

- Longitud de onda empleada en el detector: 406 nm.

- Tiempo de andlisis: 20 minutos.

- Fase de lavado: acetonitrilo: agua (50:50) (v/v).

3. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados correspondientes al tamafio de plartyca la cuantificacion
de anfotericina B por HPLC se expresan como valedia+ desviacion
estandar de 3 medidas y son analizados estadistitammediante el test de la
T de Student. Un valor de P menor a 0,05 es camgldecomo diferencia

significativa.
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4. RESULTADOS

4.1.Estado de agregacion

En el estudio de estabilidad, se utilizaron 2 fdeoiwnes de anfotericina B
como referencia: una formulacién patrén utilizantietanol como solvente (M-
AmB) y una formulacién con anfotericina B sin tem$ivo usando agua como
solvente (AmB:DCH 1:0). Ambos preparados fueron garados con las dos
formulaciones con distintas proporciones de tewtiva (AmB:DCH 1:0,8 y
AmB:DCH 1:1,5), seleccionadas para los ensayosivo que se veran en
capitulos posteriores. Los ensayos espectrofotamogtfueron realizados a
tiempo 0, 24 horas y 7 dias, almacenando las fawranes en estufa a 25° Cy

en ausencia de luz.

Al contrario del aspecto de suspensién observaddagrformulaciones
poliagregadas, la formulacién patrén de anfotesidhen metanol (M-AmB)
present6 el aspecto de solucién clara de coloribondacilmente dispersable
en metanol, a una concentracion de 0,2 mg/ml. lbeextracion inicial de las
formulaciones con distintas proporciones de tetis@mc(AmB:DCH 1:0,

AmB:DCH 1:0,8 y AmB:DCH 1:1,5) fue de 0,5 mg/ml.

La figura 9 muestra el espectro de absorcion dé&ddmula patrén de

anfotericina B en metanol (M-AmB).
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Formulacion M-AmB
1.2
414nm
1 390nm
508
£
206 372nm ——Patrén Oh
=
=
<04 - _
353am
0.2
320 340 360 380 400 420 440
Longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectros de absorcion de la formulacion M-Antiipo O.

Esta formulacion utilizada como referencia presetres picos muy
pronunciados a 372, 390 y 414 nm, y uno menos pado a 353 nm.
Dichos picos son caracteristicos de la forma momicméle anfotericina B

(Espada y col., 2008; Faustino y col., 2015, Ragrigy col., 2015).

Como se observa en la figura 10, pasadas 24 hsesproduce un
desplazamiento de los picos caracteristicos dertaaf monomérica a menores
longitudes de onda (344, 363, 382 y 406 nm). Esansbios en el espectro de
la anfotericina B monomérica pueden estar relados&on un cambio fisico o
quimico del farmaco. Los valores de absorbanciaadb de 7 dias fueron
similares a los obtenidos a las 24 horas trasalzoehcion de las formulaciones,

con cuatro maximos a 345, 363, 373 y 405 nm.
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Formulacion M-AmB

[
ta

—

=1
-]

——Patron Oh
——Pawron 24h

——Patron 7 dias

Absorbancia
L=
o

320 340 360 380 400 420 440
Longitud de onda (nm)

Figura 10. Espectros de absorcion de la formulacién M-Amnti2iapo O,

24 horas y 7 dias.

Los espectros de absorcion de las formulacionedistimtas proporciones
de desoxicolato (AmB:DCH 1:0, AmB:DCH 1:0,8 y AmEZBI 1:1,5) a

tiempo 0, 24 horas y 7 dias, aparecen recogidésfegura 11.

Formulaciones AmB:DCH

=
%3

——AmB:DCH 1:0 {t=0)
——AmB:DCH 1:0 {+=24h)
— —— AmB:DCH 1:0 {=Tdias)
——AmB:DCH1:0.8 (t=0)
——AmB:DCH 1:0.8 (t=24h)

=
=3

Q

—— AmB:DCH1:08 (t=7dias)

——AmB:DCH1:13 (=0}

——AmB:DCH1:15 (t=24h)
AmB:DCH1:13 (t=7dias)

Absorbancias

320 340 360 380 400 420 440
Longitud de onda (nm)

Figura 11. Espectros de absorcion de las formulaciones grelimdas
AmB:DCH 1:0, AmB:DCH 1:0,8 y AmB:DCH 1:1,5, a tiemf®, 24 horas y 7

dias.
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Como se determiné en la caracterizacion del esledagregacion de estas
formulaciones, a tiempo O estos espectros son teaistcos de las formas
poliagregadas de anfotericina B, tal y como se rebsen la figura 11, con
espectros de absorcion similares a los obtenides €apitulo |, siendo en este
caso las longitudes de onda ligeramente menoreslaguebservadas en la
caracterizacion inicial de dichas formulacioneEn.este caso, los valores de
absorbancia son inferiores a 1, lo que permiterebsesi se producen cambios

en el estado de agregacion durante los 7 diagulfies

La figura 12 muestra el espectro de absorcion aefdrmulacion

poliagregada AmB:DCH 1:0 a tiempo 0, 24 horas yaéd

Formulacion AmB:DCH 1:0

g
o

—— AmB:DCH 1:0 (t=0)

g
i

— AmB:DCH1:0 (=24h)
355
" gm 380Am 3g0ny

"R,
M

Absorbancias
(=1
F

=
"

AmB:DCH 1:0 (t=Tdias)

02

01 -
320 340 360 380 400 420 440

Longitud de onda (nm)

Figura 12. Espectros de absorcion de la formulacién poligapa AmB:DCH

1:0 atiempo 0, 24 horas y 7 dias.
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Al cabo de 24 horas, se observa un ligero despi@réo en los valores de
absorbancia de dos de los picos caracteristicosesta formulacion
poliagregada (370 y 390 nm) hacia menores longitadeonda (355 y 380 nm,

respectivamente). Estos cambios se mantienen éden? dias de estudio.

Los espectros de absorcién de la formulacion pa@agda con menor

proporcién de tensioactivo (AmB:DCH 1:0,8) a tiempo24 horas y 7 dias

aparecen en la figura 13.

Formulacion AmB:DCH 1:0,8

0,7

——AmB:DCH1:0.8 (t=0)

=
("

——AmB:DCH 1:0.8 (t=24h)

Absorbancias
(=]
.

= AmB:DCH 1:0,8 (t=7dias)

320 340 360 380 400 420 440
Longitud deonda (nm)

Figura 13. Espectros de absorcion de la formulacion polgaga AmB:DCH
1:0.8 atiempo 0, 24 horas y 7 dias.

Esta formulacién presenté mayor inestabilidad debidbs menores valores
de absorbancia que se observan a tiempo O cuarmrg®ra con los valores

obtenidos al cabo de 24 horas, en particular atlaes de onda por debajo de

375 nm.
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En este corto intervalo de tiempo (24 horas), péeso muestra picos poco
claros en comparacion con los observados a tiemgm® desplazamientos
producidos al cabo de 24 horas en el espectro slr@bn de la formulacién
AmB:DCH 1:0,8, se mantienen durante todo el estddi@stabilidad, al igual

que ocurria en la formulacion poliagregada de eefgia AmB:DCH 1:0

La figura 14 muestra el espectro de absorcion defolmulacion

poliagregada AmB:DCH 1:1.5 a tiempo 0, 24 horasdyas.

Formulacion AmB:DCH 1:1,5

392nm 5
15nm
3820m 405nm ’

0,6
v ¥ —— AmB:DCH1:15 (1=0)
c - /
i 7
// — AmB:DCH1:1,5 (t=24h)

AmB:DCH1:1,5 (t=7dias)

Absorbancias
f=]
-

0.1
320 340 360 380 400 420 440

Longitud deonda (nm)

Figura 14. Espectro de absorcion de la formulacién poliagteg

AmB:DCH 1:1.5 a tiempo 0, 24 horas y 7 dias.

La formulacibn AmB:DCH 1:1,5 mostr6 mayores valodss absorbancia
durante todo el ensayo de estabilidad, comparado eloresto de las
formulaciones AmB:DCH. Estos mayores valores dewdasicia podrian estar
relacionados con un proceso de desagregacion dwlymdr la accion del

surfactante (Faustino y col., 2015; Selvan y @8lQ9; Zu y col., 2014).
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Los desplazamientos observados en esta formuldaldgual que ocurria
con la formula patrén de anfotericina B en metarsah mas apreciables
comparado con el resto de formulaciones poliag@gjathdo que los picos son

mas marcados que en el resto de formulaciones.

En esta formulacidn, el pico a 415 nm a tiempo Gesplaza a 405 nm a las
24 horas, el pico a 392 nm a tiempo O se desplaasees de longitud de onda
de 382 nm a las 24 horas y lo mismo ocurre coricel @ 374 nm a tiempo 0
gue se desplaza a 355 nm a las 24 horas (figuraAidigue se mantiene el
desplazamiento durante todo el estudio de estadilidos valores de

absorbancia observados a los 7 dias son mas bajos.

Estos cambios en los espectros de las formasggpedjadas de anfotericina
B podrian estar relacionados con un cambio fisiqoimico del farmaco, que
se va a ver modificado por la presencia 0 no dexiesato sddico, debido a

su accién desagregante, tal y como se ha expleatdoiormente.

Debido a estos resultados, es necesario realizastudio del tamafio de
particula y de la cuantificacion de anfotericinad@j como de los posibles
productos de degradacion, de manera que se puefiar@y la existencia o0 no
de un cambio fisico o quimico de la anfotericinaem estas formulaciones

poliagregadas.
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4.2.Tamafio de particula

Debido a la variabilidad observada durante el éstutkl tamafio de
particula de las formulaciones en el Capitulo leste ensayo del estudio de
estabilidad, las medidas del tamafio de particutaaizaron por triplicado, de
manera que los resultados se expresan como la ohedianedidas, a tiempo 0,

alas 24 horasy a los 7 dias.

En este caso, se analiza el tamafio de particulasdd formulaciones
empleadas en el estudio del estado de agregaaddrespondiente a este
ensayo de estabilidad.

- La formulacién patron de anfotericina B en metafMtAmB), que se
utilizara en los ensayas vivo.

- La formulaciones AmB:DCH 1.0, que se utilizara coraferencia.

- Laformulacién AmB:DCH 1:0,8, que se utilizar4 es Ensayos vivo.

- Laformulacién AmB:DCH 1:1,5, que se utilizar4 es Ensayos vivo.
La tabla 7 retne los tamafios medios de las difeseformulaciones de

anfotericina B analizadas. En todos los casosydité de polidispersibilidad

(PDI) fue inferior a 0,6.
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» Diametro medio + desviacidén estandar (nm)
Formulacion .
0 horas 24 horas 7 dias
295,6 £91,9 229,2+125,7 217,1 £ 66,3
(95,8%) (44,4%) (62,3%)
651,3+£89,0 660,8 + 164,5
- 0 * 1 ) 1 1
M-AmB 553,0 (2,7%) (25,5%) (15,5%)
1205,0 + 67,9 1708,8 £+ 545,5 | 1566,4 + 546,8
(1,5%) (27,1%) (22,2%)
AmB:DCH 514,8 £ 35,5 481,0 £ 32,0 480,0 £ 31,3
1.0 (100%) (100%) (100%)
AmB:DCH 456,3 2,7 459,8 +4,5 453,6 £2,2
1:0,8 (100%) (100%) (100%)
AmB:DCH 4049 +1,7 406,4+29 405,7 £ 5,7
1:1,5 (100%) (100%) (100%)

Tabla 7. Tamafio medio de particula de la formulacion paté AmB y
formulaciones AmB:DCH (1:0), (1:0,8) y (1:1,5) artipo O, 24 horas 'y 7

dias. *Esta poblacion corresponde a una Unica mauest

Los valores obtenidos son similares a los obsessato el Capitulo |,

correspondiente al estudio del tamafio de particdéa las distintas
formulaciones experimentales de anfotericina B godiolato sodico. En este
caso, el niumero de valores que se emplean es @gliflas, mientras que en el
caso anteriormente comentado se utilizaba un td&al3 medidas por

formulacion.

En relacién a la formula patrén de anfotericinarBmetanol (M-AmB), se
establecen 3 poblaciones que aparecen recogidées tabla 8. Una primera
poblacién con tamafios de particula inferiores arBfifotra segunda poblacién
con tamafos de particula intermedios (500-1000 ywoma tercera poblacion

con tamafios de particula por encima de 1000 nm.
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Diametro medio + desviacion estandar (nm)
Formulacion
0 horas 24 horas 7 dias
295,6 +91,9 | 229,2+125,7| 217,1+66,3
(95,8%) (44,4%) (62,3%)
651,3+89,0 | 660,8+164,5
_ 0, * 3 ) 3 ’
M-AmB 553,0 (2,7%) (25,5%) (15.5%)
1205,0 £ 67,9 | 1708,8 + 545,5 1566,4 + 546,8
(1,5%) (27,1%) (22,2%)

Tabla 8. Tamafio medio de particula de la formulacion patde
anfotericina B a tiempo 0, 24 horas y 7 dias. *pstalacion corresponde a

una unica muestra

A tiempo O, las poblaciones que se observan sondaespondientes a los
tamafios mas pequefios y mas grandes. La proporeiémedores tamafios de
particula es muy superior (95,8%), mientras qu@dhlacidn con mayores
tamarfos de particula se encuentra en un porcentgjeajo (1,5%). Ademas,
Unicamente, uno de los valores correspondientesiaade las 9 medidas
corresponde a la poblacién intermedia con un tardafjoarticula de 553,0 nm

(2,7%).

En la figura 15, se observan las gréficas del fimm@de particula de la

formula patron de anfotericina B a tiempo O.
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Figura 15. Graficas del Zetatrac® Ultra, correspondientes a los tamafios de particula de la formulacion M-AmB a tiempo 0
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En las figuras 16 y 17 se muestran las graficasegpondientes a los

valores de las poblaciones obtenidas a las 24 horas
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Figura 16. Gréficas del Zetatr&dUltra, correspondientes a la poblacién con
tamafos de particula inferiores a 1000 nm de ladtcion M-AmB a las
24 horas.
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Figura 17. Gréficas del Zetatr&dUltra, de las poblaciones con tamafios de

particula superiores a 1000 nm de la formulaci6AmB a las 24 horas.
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Tras 24 horas de almacenamiento y agitacion eteXfoantes del anélisis,
se observa un aumento en la dispersion del tamafadicula. La poblacion
con menores tamafos de particula disminuyé hastd,ébo (229,2 + 125,7
nm) y el porcentaje de la poblacién mas grande§B7H 545,5 nm) mostr6 un
acusado incremento (27,1%). Ademas, en este auitovalo de tiempo (24
horas desde la elaboracion de las formulacioneg)bserva la aparicion de una
nueva poblacién con un tamafio de particula inteion@bl1,3 £ 89,0 nm) en

un porcentaje considerable (25,5%).

Al cabo de 7 dias, se observa un cambio en ladigm de los tamafos de
particula de la formulacion M-AmB, con respectooa Valores obtenidos a

tiempo 0, tal y como aparece recogido la tableei {a figura 18.

Otros autores, como Zu y col., 2014, han obtesidulares resultados en
estudios con anfotericina B. Estos datos indicasrachente una mayor
inestabilidad fisica de la anfotericina B en metadebido a los cambios en el
tamafo de particula de la forma monomérica dudast@rimeras 24 horas de

almacenamiento.

Estos cambios en un periodo de tiempo tan corberien ser tenidos en
cuenta y evaluados a la hora de elaborar nuevasifaciones de anfotericina
B debido al hecho de que el aumento del tamafioadécpla del farmaco

produce cambios en la distribucion a distintos boga
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Figura 18 Grificas del Zetatrac® Ultra, correspondientes a los tamafios de particula de la formulacién M-AmB a los 7 dias.
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En relacién a las formulaciones poliagregadas AniB4Dse establece una
sola poblacion con tamafios de particula entre @0043m, cuyos datos

aparecen recogidos en la tabla 9.

. Diametro medio + desviacion estandar (nm)
Formulacion
0 horas 24 horas 7 dias
AmBl:_gCH 514,8 + 35,5 481,0 + 32,0 480,0 31,3
AMBOSH | as63:27 459,8 + 4,5 4536 +2,2
AmiDgH 404,9+17 406,4 £ 2,9 405,757

Tabla 9. Tamafio medio de particula de las formulaciones
poliagregadas AmB:DCH 1:0, AmB:DCH 1:0.8 y AmB:DCHL.5 a
tiempo 0, 24 horas y 7 dias.

Como se ha expuesto anteriormente y tal y conaoserva en la tabla 9, la
formulacion de referencia sin desoxicolato AmB:DCi8 presenta un tamafio
de particula proximo a 500 nm a tiempo O, lo quimaide con los datos
obtenidos en el Capitulo I, durante el estudio ds Caracteristicas
farmacotécnicas de las formulaciones. Otros autemao Moreno-Rodriguez
y col., 2015, utilizando formulaciones de referanaimilares obtuvieron
tamarnos de particula muy superiores (1800 nm fres®4,8 nm) con tiempos
de agitacibn mas cortos (2 minutos frente a 4 rog)uy menor velocidad de
agitacion (2200 rpm frente a 2400 rpm). Esto indécemportancia del método

seguido a la hora de elaborar las formulaciones@mb los distintos analisis.
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Ha sido demostrado que las condiciones de agitasné una herramienta
fundamental a la hora de obtener sistemas poliagoegde anfotericina B de
pequefio tamafo, tal y como exponen otros autorey €ol., 2014). Tamafios
de particula superiores a 1 pm no son considersidgtesnas nanoparticulares.
Por lo tanto, como se ha indicado anteriormenti&relfio de particula que se

busca en este tipo de formulaciones parenterales sgperando los 1000 nm.

Como se observa en la figura 19, las graficasespondientes a los
resultados del tamafio de particula obtenidos @rriaulacion AmB:DCH 1.0,
con las 3 medias que realiza el equipo por cadatnrauanalizada, confirman la
fiabilidad y repetibilidad del método seguido paeterminar el tamafio de

particula de la formulacién, dado que las 3 medifisjan resultados similares.

= Chamne
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Figura 19. Graficas del Microtrat S-3500, correspondientes a las 3 medias de
las medidas realizadas del tamafio de particula éerulacion poliagregada
AmB:DCH 1:0 a tiempo 0.

Al cabo de 24 horas, se observa un descensoisanid (P<0,05) en el
tamafio de particular de la formulacion sin desdaico (AmB:DCH 1:0)

obteniéndose un valor de 481,1 + 32,0 nm.
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Sin embargo, se obtuvieron desviaciones estandgr etevadas lo que
supone una cierta inestabilidad tras 24 horas deacanamiento de la

anfotericina B en medio acuoso.
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Figura 20. Gréficas del Microtrdt S-3500, correspondientes a las 3 medias de
las medidas realizadas del tamafio de particula éerulacion poliagregada
AmB:DCH 1.0 a las 24 horas.

A los 7 dias, se mantuvo el descenso en el tamefipadicula de la
formulacién de referencia (tabla 8), asi como Ursagla desviacion estandar.
En este caso, pasados los 7 dias, el porcentgjartieulas de ese tamafio que

pasan a través del filtro del equipo es muy peq(2tido).
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Figura 21. Gréficas del Microtrdt S-3500, correspondientes a las 3 medias de
las medidas realizadas del tamafio de particula é&rulacion poliagregada

AmB:DCH 1:0 a los 7 dias.
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Como se observa en la figura 22, en la que se aamel tamafo de
particula de la formulacion AmB:DCH 1:0 a tiempo2d, horas y 7 dias, se
produce un descenso en el tamafio de particula 24lasras que permanece
constante a los 7 dias. Sin embargo, cabe desjaeadisminuye de manera
drastica el porcentaje de particulas de tamafoanadiximo a 500 nm que

pasan por el canal del equipo al cabo de 7 digifinal 20%).
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Figura 22. Comparativa de las gréficas del Microftacs-3500,
correspondientes a las medias de los tamafos tieyteide la formulacion
AmB:DCH 1:0 a tiempo 0, 24 horas y 7 dias.

En relacion a las formulaciones poliagregadas AdBi 1:0,8 y
AmB:DCH 1:1,5, tal y como se exponia al inicio dgeeapartado, a tiempo 0
observamos que el tamafio de particula se va deando por la presencia de
desoxicolato sodico, confirmando lo que observalsammo el estudio de las

caracteristicas farmacotécnicas de estas formulkesio
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Si comparamos el tamafio de particula de estafoduslaciones (456,3
2,7 nm, para AmB:DCH 1:0,8 y 404,9 = 1,7 nm, paraBADCH 1:1,5) con el
tamafo de particula de la formulacion de refereAci®8:DCH 1:0 (514,8 +
34,2 nm), se observa que la presencia de desaxicetaico disminuye el
tamafo de manera significativa (P<0,05 y P<0,08dpectivamente). A su vez,
existen también diferencias significativas (P<0)OGdntre los tamafios
obtenidos con las dos formulaciones poliagregadasdistinta proporcion de

desoxicolato AmB:DCH 1:0,8 and AmB:DCH 1:1,5.
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Figura 23. Gréficas del Microtrdt S-3500, correspondientes a las 3 medias de
las medidas realizadas del tamafio de particula éerulacion poliagregada
AmB:DCH 1:0,8 a tiempo 0.
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Figura 24. Gréficas del Microtrdt S-3500, correspondientes a las 3 medias de
las medidas realizadas del tamafio de particula éerulacion poliagregada
AmB:DCH 1:1,5 a tiempo 0.
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Al cabo de 24 horas y durante todo el estudio dlabdidad (7 dias), el
tamafio de particula permanece estable sin camlgo#icativos (P>0,05),
tanto en el tamafio como en los valores de desviastandar . Las figuras 25
y 26 muestran las gréficas correspondientes aahoafios de particula de cada

una de las formulaciones a tiempo 0, 24 horasiag. d
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Figura 25. Comparativa de las graficas del MicroftacS-3500,
correspondientes a las medias de los tamarfios tieytarde la formulacién
AmB:DCH 1:0,8 a tiempo 0, 24 horas y 7 dias.
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Figura 26. Comparativa de las graficas del MicroftacS-3500,
correspondientes a las medias de los tamafios tieutarde la formulacion
AmB:DCH 1:1,5 a tiempo 0, 24 horas y 7 dias.
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Es importante remarcar que estas formulacioneseptan no sélo tamafios
de particula pequefios, sino que también tienemeslde desviacién estandar
muy bajos. Esta baja variabilidad se atribuye adctef estabilizante del
desoxicolato so6dico mediante interacciones iénicesla anfotericina B, tal y
como exponen distintos autores (Wang y col., 20déhdo lugar a sistemas
micelares mas homogéneos. En estas formulacioneanfigericina B, el
desoxicolato sodico actua inhibiendo la agregad#ias particulas, por lo que
el efecto del surfactante sera un factor crucidbsrsistemas nanoparticulares

de anfotericina B (Faustino y col., 2015; Zu y c#014).

El uso de surfactantes como agentes estabilizar@esido previamente
expuesto por diferentes autores (Khannanov y 2016; Moreno-Rodriguez y
col., 2015). Al igual que la variacion en la prapon de desoxicolato sodico
varia el tamafio de particula obtenido en los setemicelares poliagregados
de anfotericina B, otros autores, como Tan y @9110, han observado como la
inclusion de surfactantes tanto i6nicos como noica® en diferentes
proporciones modificaba el tamafio de particula dmosistemas de

anfotericina B.

Por dltimo, cabe destacar que los distintos tamai@oparticula observados
en las formulaciones poliagregadas de anfoteri@n€400-500 nm) y la
formulacion comercial Ambisorfie(100 nm) influirdn en la distribucién del

farmaco en los distintos 6rganos que se estudar&apitulos posteriores.
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4.3.Cuantificacion de anfotericina B por HPLC

En este ensayo, se utilizan las mismas formulasidieereferencia que en
los otros dos estudios correspondientes al ensaygstdbilidad: la formulacién
patron utilizando metanol como solvente (M-AmB) & formulacion con
anfotericina B sin tensioactivo, usando agua coaleeste (AmB:DCH 1.:0).
Ambos preparados fueron comparados con las dosifaciones con distintas

proporciones de tensioactivo (AmB:DCH 1:0,8 y AmBi®1:1,5).

La cuantificacion de anfotericina B de cada formidla citada
anteriormente se realizé mediante una cromatogligfieda de alta resolucion
(HPLC), previamente publicado por otros autoreéSchke y col., 2006) en
el estudio de la estabilidad de formulaciones tigsi de anfotericina B
utilizadas en enjuagues bucales. Este método dm ailaptado para el
proposito de este trabajo, de manera que permitaceo la estabilidad de las

formulaciones poliagregadas de estudio.

Para determinar la degradacion de anfotericina IB gparicion o no de
posibles productos de degradacién, se consideraocd®0% a las
concentraciones iniciales de anfotericina B a tiefpLas concentraciones de
anfotericina B obtenidas a las 24 horas y a lodag don expresadas como
porcentajes de la concentracion inicial de farmawticandose los porcentajes
de los posibles productos de degradacion que seesatp referidos como

porcentaje de anfotericina B.
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La tabla 10 muestra los porcentajes correspondientas concentraciones
de anfotericina B + desviacién estandar (SD), ddeendurante el estudio de
estabilidad (a tiempo 0, 24 horas y 7 dias) de cedade las formulaciones

estudiadas.

0 horas 24 horas 7 dias

Formulacion | tp | o | TR |%AmMB | TR |%AmB
(min) | AmB | (min) +SD (min) +SD

98,56 91,15

M-AmB 16,14 100 16,80 +1.05 16,27 +125
AmB:DCH 89,31 81,01
1:0 15,81 100 15,73 +237 15,94 +156
AmB:DCH 98,77 96,14
1:0.8 16,68 100 15,59 +269 15,97 15925
AmB:DCH 101,41 95,85
115 15,82 100 15,51 11,25 15,85 +4.47

Tabla 10. Tiempos de retencidon (TR) y porcentajes de ariéina B
(AmB) a tiempo 0, 24 horas y 7 dias en las formiafses estudiadas.

A tiempo 0, ninguna de las formulaciones prespitas de degradacion, tal
y como se observa en la tabla 10. Esto es debidorad intervalo de tiempo
que pasa entre la elaboracion de la formulaciéa kedtura inmediata en el

cromatografo.
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Figura 29. Pico de anfotericina B en la AmB:DCH 1:0,8 a toen®.
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Figura 30. Pico de anfotericina B en la AmB:DCH 1:1,5 a fen®.

La tabla 11 recoge los resultados obtenidos quoreientes a los posibles
productos de degradacién de la anfotericina B derehestudio de estabilidad

(a tiempo 0, 24 horas y 7 dias) de cada una derasilaciones estudiadas.

0 horas 24 horas 7 dias
Formulacion % % %
TR producto TR producto TR producto
(min) +SD (min) +SD (min) +SD
i i i i 6.81 0,38
M-AMB + 0,03
i i 875 1,77 877 12,21
’ +0,02 ’ +0,41
AmB:DCH 0,12 0,15
1:0 - - 822 o001 | 8% 1001
AmB:DCH 0,10 0,13
1:0,8 - - 816 Lo001 | 822| so001
AmB:DCH 0,08 0,09
11,5 - - 8191 Lo01 | 822 +001

Tabla 11 Tiempos de retencion (TR) y porcentajes de produde
degradacion de anfotericina B a tiempo 0, 24 hora§ dias en las

formulaciones estudiadas
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Al cabo de 24 h, el porcentaje de anfotericinaeBadformulacion patron en
metanol (M-AmB) sufre un ligero descenso (98,56 ,85%). Es necesario
recordar que en el espectro de esta formulacion, osservaba un
desplazamiento de los picos caracteristicos de festaa monomérica de
anfotericina B. Por lo tanto, en este caso, ahaloer grandes cambios en el
porcentaje de anfotericina B, los cambios previgmebservados en la figura

10, se atribuyen principalmente a cambios fisicoslestado de agregacién.

Sin embargo, transcurrido este intervalo de tie(2dohoras), se observa un
pico con un tiempo de retencién menor al corresigoiel de la anfotericina B
para esta fase movil, lo que indica un posible yctwl de degradacion del
farmaco, que puede estar relacionado con las disepoblaciones que
encontrdbamos en el tamafio de particula, recogiulds tabla 7. En este caso,
se observaba como la poblacion de menor tamafioirdiEna la vez que

aumentaba la poblacion con mayores tamafos deydarti

Al cabo de 7 dias, esta formulacibn mostré6 un elest significativo
(P<0,001) en el porcentaje de anfotericina B pitesen la formulacion (91,15
+ 1,25%), tal y como se observa en la tabla 9. #ez) el pico correspondiente
a un posible producto de degradacién observads @24ahoras (tabla 10),
aumenta hasta un porcentaje de anfotericina B 2112 0,41%, lo que

demuestra la especificidad del método.
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Transcurridos 7 dias, aparece un nuevo pico cotieampo de retencion
mucho mas bajo, lo que concuerda con lo expuestd apartado del tamafio

de particula, relativo a la dispersion de las paslaciones (tabla 7).

Figura 31. Cromatograma de anfotericina B en la formulad6AmB

a tiempo 0, 24 horas y 7 dias.

La otra formulacion de referencia utilizada esctarespondiente a la
anfotericina B en agua sin presencia de tensiaa¢fmB:DCH 1:0). En este
caso, dicha formulacion sufre un importante descetsl porcentaje de

anfotericina B presente en la formulacién al cab@4l horas (P<0,001).

Esto puede ser debido a que la anfotericina Byjaa as menos estable, tal y
como exponen distintos autores (Gangadhar y cOl4R lo que dificulta la
redispersién y por tanto la homogeneidad de la ditaoidon a la hora de
cuantificar la cantidad de anfotericina B presedtegante el estudio de
estabilidad.
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Por otro lado, la ausencia de desoxicolato erotmidlacion favorece la

auto-agregacion de anfotericina B en medio acufsy (ol., 2014).

Durante este intervalo de tiempo, tal y como seepla en la tabla 9,
aparece un nuevo pico en el cromatograma con mpdiede retencion similar
al observado en la formulacion M-AmB, lo que indiz®a posible degradacion

de anfotericina B.

Al cabo de 7 dias, al contrario de lo que ocwda la formulacion patrén
de anfotericina B, cuyo pico iba aumentando, ea easo el pico permanece
estable. Sin embargo, el porcentaje de anfoteridhapresente en la
formulacién disminuye drasticamente hasta un 814011,56%, lo que
confirmaria un auto-agregacion de anfotericina Bagna, imposibilitando la

dispersion total de las particulas, tal y comoxgdieaba anteriormente.

Figura 32. Cromatogramas de anfotericina B en la formulacion
AmB:DCH 1:0 a tiempo 0, 24 horas y 7 dias.
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Las dos formulaciones con distintas proporciones tnsioactivo
(AmB:DCH 1:0,8 y AmB:DCH 1:1,5) presentan un croagghma muy
parecido, sin cambios significativos (P>0,05) caeaslores elevados de
anfotericina B al cabo de 24 horas y 7 dias (t&)laCabe destacar la
formulacion AmB:DCH 1:1,5, ya que a las 24 horagr@s se observa

degradacion de anfotericina B.

Cuando se analiz6 el tamafio de particula de &stasilaciones al cabo de
24 horas, no se producian cambios en el tamaficadi&a (tabla 8). Sin
embargo, en los espectros correspondientes (fidlas14), se observaba un
desplazamiento de los picos lo que podria atribpakigual que ocurria con la

formulacién patron, a cambios fisicos de la anfoitea B.

Al cabo de 7 dias, el porcentaje de anfotericirsagBe siendo muy elevado
(préximo al 95% en ambas formulaciones), lo quécadjue la presencia de
desoxicolato estabiliza la formulacion, impidientt auto-agregacion de
anfotericina B y facilitando la redispersién de l|&mulaciones con

tensioactivo (Wang y col., 2016).
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Figura 33. Cromatogramas de anfotericina B en la formulacién
AmB:DCH 1:0,8 a tiempo 0, 24 horas y 7 dias.

Figura 34. Cromatogramas de anfotericina B en la formulacion
AmB:DCH 1:1,5 a tiempo 0, 24 horas y 7 dias.
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Tal y como se observa en las figuras 33 y 34, arpds los elevados
porcentajes de anfotericina B en estas formulasiotaenbién aparece un pico
con un tiempo de retencion similar a los corresporids a las dos
formulaciones de referencia (patron y AmB:DCH H&0as 24 horas. Este pico,
como hemos indicado anteriormente, no se corregponwl la anfotericina B y
podria hacer referencia a un producto de degradasbfarmaco o algun tipo

de reaccion producida en la formulacién.

Al cabo de 7 dias, dichos picos permanecen estando en ambos casos
inferiores a los obtenidos en las dos formulaciaegeferencia (M-AmB y
AmB:DCH 1:0). Estos resultados confirmarian quedtabilidad del farmaco

va a depender del estado de agregacién (Gangadbar 2014).
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5. DISCUSION

Los cambios observados en los espectros de lamul@ciones
poliagregadas al cabo de 24 horas y 7 dias poadtar relacionados con
ligeros cambios en las interacciones molecularelssiéormas poliagregadas.
Otros autores, como Lincopan y col., 2003, han egfoupreviamente que los
cambios conformacionales de los polienos debiddfexethites interacciones
moleculares como la agregacion de las particuldsgafectar a los espectros
de absorcién, lo que confirmaria las variacionesenladas en todos los casos,

hacia menores longitudes de onda.

Tal y como se expuso en el Capitulo |, para oltamnosistemas
poliagregados de anfotericina B, es fundamentakenan unas condiciones de
agitacién que permitan obtener sistemas micelaésshomogéneos (Zu y col.,
2014), asi como el uso de surfactantes como agestabilizantes de la
formulacion inhibiendo la agregacion de las paltisDangi y col., 1998; Zu
y col., 2014). Al cabo de los 7 dias de estudimtserva como la presencia de
desoxicolato mejora las caracteristicas de las Umeiones manteniendo el

tamano de particula.

Otros autores, como Tan y col., 2010, han obsereado la inclusion de

surfactantes tanto idénicos como no id6nicos en elifi@s proporciones

modifican el tamafio de particula de nanosistemasfigericina B.
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La especificidad del método de HPLC para la ciieation de anfotericina
B durante el estudio de estabilidad, se observdecaparicion de nuevos picos
a los 6 y 8 minutos mientras que el pico de anfiter B aparece a los 16
minutos. De esta manera, los nuevos picos de |lastnas que aparecen al cabo

de 24 horas y 7 dias pueden ser atribuidos a psgiibbductos de degradacion.

Dado que las nuevas formulaciones no presentabigcarsignificativos en
el contenido de anfotericina B durante el estude ebtabilidad, podria
confirmarse que los cambios observados en los &epeade estas
formulaciones poliagregadas al cabo de 24 hordmern ser principalmente
atribuidos a un cambio fisico del estado de agiéga®demas, las nuevas
formulaciones poliagregadas son mas estables doettalacion monomérica,
mostrando menores porcentajes de degradacion. Estafados confirman
que la estabilidad de la anfotericina B dependeed&ido de agregacion del

farmaco (Gangadhar y col., 2014).
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CAPITULO Ill: ESTUDIO EN DOSIS UNICA

1. INTRODUCCION

En este ensayo, se busca conocer las concentracitien@nfotericina B
alcanzadas en distintos érganos 24 horas trasninitfacion de una dosis
Unica intravenosa de las formulaciones seleccienal#a anfotericina B en

animales inmunocompetentes.

En este caso, hay que tener en cuenta la difedesitducion a los distintos
tejidos que presenta la anfotericina B en funciéhtdmafio de particula asi

como las caracteristicas de cada formulacion (aiiceliposomal).

Debido a razones éticas, este primer estudio io sé/realiza en animales
inmunocompetentes de manera que se contribuyaaesiar de los animales

de experimentacion.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

En este estudio se utilizan los siguientes produgt@activos:
- La anfotericina B fue suministrada por Bristol Mye&quibb (Barcelona,
Espafa).
- El desoxicolato de sodio (DCH) fue suministrado Blotka Chemierl A.G.

(Buchs, Suiza).
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La formula comercial Ambisorfie (constituida por anfotericina B,
colesterol fosfatidilcolina y diestearoilfosfatiglicerol) fue suministrada
por UCB-Pharma (Bruselas, Bélgica).

El &cido acético glacial se obtuvo de Panreac Ba&rcelona, Espafia).

El acetonitrilo y el metanol se obtuvieron de Las(Dublin, Irlanda).

El agua purificada fue obtenida mediante un sistbfitixQ (Millipore,

Estados Unidos).

2.1.1.Formulaciones

Las formulaciones de anfotericina B con distintaopprciones de

tensiactivo seleccionadas para el ensayovivo son las que presentan

proporciones intermedias de desoxicolato sodico RAWCH 1:0,8 y

AmB:DCH 1:1,5), a las dosis de 3,5y 10 mg/kg.

Formulaciones:

Formulacion AmB:DCH 1:0,8: se pesaron 10 mg deternifina B y 8 mg
de desoxicolato sodico y se suspendieron en 2zragua Mili Q.
Formulacion AmB:DCH 1:1,5: se pesaron 10 mg de tenfona B y 15
mg de desoxicolato sodico y se suspendieron eml 2@ agua Mili Q.
Formulacion M-AmB: se pesaron 10 mg de anfotericBay se

suspendieron en 500 ml de metanol.

Como formulacién de referencia se utiliza la forawibn comercializada

Ambisomé a dosis de 5y 10 mg/kg.
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La formulacion patrén de anfotericina B en metadtAmB), a una
concentracion de 20 pg/ml, se utiliza para elabasarectas de calibracion del

método.

2.1.2.Animales de experimentacion

El estudio de las concentraciones alcanzadas emasdras dosis Unica se
llevé a cabo en ratones CD-1 (20 g), de 6 a 8 samda vida. Los animales
permanecieron, a temperatura y humedad controlatass| laboratorio de
experimentacién animal de la Facultad de Farma@alad Universidad
Complutense, de acuerdo con los principios de ped@ie de animales de la

directiva de la legislacion de la Unién Europed§86/CE,RD 53/2013).

2.1.3.Equipos

Para la preparacion de las formulaciones, se aiiliz agitador tipo Vortéx
y para el tratamiento de las muestras se utiliza eentrifuga Universal 32

(Hettich Zentrifugen).
Para el analisis de las concentraciones alcanzadas 24 horas tras la

administracion Unica de diferentes dosis de antwer B con las 3

formulaciones empleadas se siguio la técnica deGHPL
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El equipo HPLC utilizado fue el mismo sistema madulascd (Japon)
utilizado para el estudio de estabilidad, con difiées condiciones
cromatogréaficas, de manera que el método se adapdefinalidad de este
ensayan vivo
- Columna BDS G5 um de diametro interno y 250 x 4,6 nm.

- Fase mdvil: acetonitrilo: acido acético glacialuag48:4,3:47,7) (v/viv)
- Temperatura de la columna: 25°C

- Flujo de la fase movil: 1 ml/min.

- Volumen de inyeccion: 100 pl.

- Longitud de onda empleada en el detector: 406 nm.

- Tiempo de analisis: 20 minutos.

- Fase de lavado: acetonitrilo: agua (50:50) (v/v).

Para filtrar la fase movil y la fase de lavado exaphs en el equipo de
HPLC se utiliza un filtro Millipore de 0,45 um cartado a bomba de vacio y

para desgasificar dichas fases, se utiliza un désgalor de ultrasonidos.

2.2. Métodos

2.2.1.Elaboracion de las formulaciones

El método de preparacion seguido fue la disoludiéresoxicolato sodico
en agua purificada y la posterior adicion de latidad correspondiente de
anfotericina B. Se mantiene bajo agitacion durd@nteinutos en un agitador

tipo VortexX’ a una velocidad de 2400 rpm antes de su admiciistra
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2.2.2.Puesta a punto del modelo animal

A la hora de llevar a cabo un ensayovivo es necesario conocer las
caracteristicas fisicas de los animales y los pEssifectos adversos que pueda
presentar la formulacién a administrar tanto alrsisgémico como en el lugar

de la inyeccion.

La administracion intravenosa de dosis elevadasanfetericina B y
desoxicolato sédico da lugar a procesos de flepititdmbosis en el lugar de
administracion, siendo en este caso, las venasliedéede la cola del raton. Para
evitar que se produzca esta reaccion, se utilizenparas de calor durante el
proceso de administracion de manera que se dilegecapilares facilitando el

proceso de inyeccion de las dosis.

< Procedimiento:

1. Inmovilizacion del animal por medio de un cepo efffm, de manera que
se puede acceder a la cola para proceder a la igthaiion de la dosis
correspondiente.

2. Presionar levemente la zona superior de la coka pajorar la exposicion
de la vena. Como se ha mencionado anteriormestéaraparas de calor
favorecen la vasodilatacién de las venas evitanokibjes reacciones
adversas en la zona de administracion.

3. Cargar la jeringa con un volumen de 0,2 ml de lanidacion a
administrar. La aguja debe introducirse unos miliose dado que las

venas laterales de la cola suelen ser bastanteisigies.
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4. Una vez introducida la jeringa, se procede a laimidtracién de la
formulacion de manera continua y pausada parargutsibles trombos o
reacciones no deseadas en el lugar de administracié

5. Cuando se ha administrado todo el volumen cargad®a jeringa, debe ser

retirada haciendo una leve presion en la zonagadta sangrado.

Para estudios posteriores de dosis mdltiple, egsaeio desarrollar un
método de administracion que permita asegurar dizeeion de diferentes
inyecciones durante dias consecutivos sin queaiipcan cuadros de flebitis

0 necrosis de la zona de administracion.

2.2.3.Puesta a punto del método analitico por HPLC

De manera que se pueda conocer la concentracioanfigericina B
alcanzada en los distintos 6rganos a las 24 hosssuna Unica dosis de
farmaco, es necesario seleccionar la técnica mésuada utilizando una

cromatografia de liquidos de alta resolucién (HRLC)

<+ Preparacion de las muestras patron

Se pesan 10 mg de anfotericina B y se llevan aatreamaforado de 500 ml.
Se afiaden 250 ml de metanol y se lleva a agita&tiam agitador tipo Vort&x
durante 2 minutos a 2400 rpm. A continuacién, sesencon metanol hasta
alcanzar los 500 ml y se lleva de nuevo a agitaeionn agitador tipo Vort&x

durante 2 minutos a 2400 rpm, hasta su completéudién.
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De la solucion madre obtenida (20 pg/ml) se prepgranalizan distintas
diluciones en las siguientes concentraciones 0@035, 0,025, 0,05, 0,1, 0,5,
0,75, 0,95, 1,5, 2, 4,75, 7,5, 9,5, 12,5 pg/mlaPar analisis en HPLC, todas

las muestras se filtran con un filtro Millipore H?Lde 0,45 pum.

La figura 35 muestra el cromatograma representatévda anfotericina B
con la solucion madre (formulacién patrén). En ssteondiciones

cromatograficas, el tiempo de retencion de la aniftiba B es de 5 minutos.

Figura 35. Cromatograma de la anfotericina B en la formdiagatrén.
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La recta de calibrado cumple la ley de Lambert-Beer

Recta de calibrado

2500000

2000000 /
1300000 //

1000000 /

300000 /

0 2 4 6 8 10 12 14
Concentracion (ug/ml)

Area (mv*s)

Figura 36. Recta de calibrado de las muestras patron.

Dicha recta se ajusta a la siguiente ecuacion:
Area = 184456 x C — 3464 (ug/ml)
R = 0,9982
n=14
Rango = 0,005 — 12,5 pg/ml

A pesar de que el rango de concentraciones es mploa como se espera
una gran variabilidad en las concentraciones addaw en los distintos
organos, se elabora una recta de calibrado concdasentraciones mas
elevadas y otra recta de calibrado con las corawatres mas bajas,
obteniendo valores de’Rnuy similares al obtenido en la recta de calibrado

inicial.

[148]



CAPITULO Ill: ESTUDIO EN DOSIS UNICA
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Figura 37. Recta de calibrado de las muestras patron con

concentraciones altas.

La ecuacién correspondiente a la recta de calibcaddas concentraciones

mas altas es la siguiente:

R =0,9984
n=9

Area = 187382 x C 4Q28&3g/ml)

Rango =0,5-12,5 pg/ml

Recta valores pequefios

&

e

/
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Area (mv*s)
Lé;
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0
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Figura 38. Recta de calibrado de las muestras patron con

concentraciones altas
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La ecuacién correspondiente a la recta de calibcaddas concentraciones

mas bajas es la siguiente: Area = 494273 x C -298pig/ml)
R =0,9977
n=5

Rango = 0,005 - 0,1 pg/ml

2.2.4. Administracion de las formulaciones

Los ratones fueron divididos en 3 grupos de 6 aeisnaada uno. Cada
grupo de ratones recibi6 una Unica administraciatravenosa de las
formulaciones AmB:DCH 1:0,8 y AmB:DCH 1:1,5 a dodes 3, 5 y 10 mg/kg,
asi como de la formulacion de referencia Ambisomelosis de 5y 10 mg/kg

en un volumen de 0,2 ml.

2.2.5.Analisis de anfotericina B en muestras organicas

El tiempo de retencion de las muestras organicasdi 6-8 minutos,

expresando los resultados de concentracion deegicfaor B en pg/g.

«» Muestras cardiacas

Para analizar la concentracion de anfotericinacBredada en el corazon, los
ratones fueron sacrificados a las 24 horas trasifainistracion y se procede a
la extraccion del coraz6n de manera aséptica. Ganar fue pesado y
homogeneizado con 0,5 ml de agua Mili Q. Las masstardiacas fueron

almacenadas en tubos Pyrex a -20°C hasta su analisi
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Previo al analisis en el HPLC y una vez descongesldds muestras, se
afladen 800 pl de metanol a 400 pl de cada muestnadenizada. Dicho
preparado se lleva a agitacién en un agitador\ifmeex” durante 2 minutos a
2400 rpm. Posteriormente, las muestras fueroniftegadas durante 4 minutos
a 4000 rpm. El sobrenadante obtenido fue de nuiévadb usando un filtro
HVLP de 0,45 um. El nuevo sobrenadante obtenideobdd a centrifugar
durante 2 minutos a 4000 rpm y se filtr6 nuevamastado un filtro HVLP de

0,45 pum.

Figura 39. Cromatograma de anfotericina B en muestras aaslia

con la formulacién de referencia Ambisdine
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<+ Muestras cerebrales

Para analizar la concentracion de anfotericinacBradada en el cerebro, los
ratones fueron sacrificados a las 24 horas traglifainistracion y se procede a
la extraccion del cerebro de manera aséptica. Banar fue pesado y
homogeneizado con 0,5 ml de agua Mili Q. Las maesterebrales fueron

almacenadas en tubos Pyrex a -20°C hasta su analisi

Previo al analisis en el HPLC y una vez descongesldds muestras, se
afladen 800 pl de metanol a 400 pl de cada muestnadenizada. Dicho
preparado se lleva a agitacién en un agitador\ifmoex” durante 2 minutos a
2400 rpm. Posteriormente, las muestras fueroniftegadas durante 4 minutos
a 4000 rpm. El sobrenadante obtenido fue de nuévadbd usando un filtro
HVLP de 0,45 pum. El nuevo sobrenadante obtenideobdd a centrifugar
durante 2 minutos a 4000 rpm y se filtr6 nuevamastado un filtro HVLP de

0,45 um.

Figura 40. Cromatograma de anfotericiha B en muestras

cerebrales con las formulaciones AmB:DCH.
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% Muestras pulmonares

Para analizar la concentracion de anfotericinacBredada en los pulmones,
los ratones fueron sacrificados a las 24 horas lgaadministracion y se
procede a la extraccion de los pulmones de marsptiea. El 6rgano fue
pesado y homogeneizado con 0,5 ml de agua Milia3.rhuestras pulmonares

fueron almacenadas en tubos Pyrex a -20°C hastaadisis.

Previo al analisis en el HPLC y una vez descongesldds muestras, se
afladen 800 pl de metanol a 400 pl de cada muestnadenizada. Dicho
preparado se lleva a agitacién en un agitador\imoex” durante 2 minutos a
2400 rpm. Posteriormente, las muestras fueroniftegadas durante 4 minutos
a 4000 rpm. El sobrenadante obtenido fue de nuévadbd usando un filtro
HVLP de 0,45 pum. El nuevo sobrenadante obtenideobdd a centrifugar
durante 2 minutos a 4000 rpm y se filtr6 nuevamastado un filtro HVLP de

0,45 um.

Figura 41. Cromatograma de anfotericiha B en muestras

pulmonares con las formulaciones AmB:DCH.
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<+ Muestras renales

Para analizar la concentracion de anfotericinaddredada en los rifiones,
los ratones fueron sacrificados a las 24 horas lgaadministracion y se
procede a la extraccion de los riflones de manégiea. El 6rgano fue pesado
y homogeneizado con 0,5 ml de agua Mili Q. Las rmassrenales fueron

almacenadas en tubos Pyrex a -20°C hasta su analisi

Previo al analisis en el HPLC y una vez descongesldds muestras, se
afladen 800 pl de metanol a 400 pl de cada muestnadenizada. Dicho
preparado se lleva a agitacién en un agitador\ifmeex” durante 2 minutos a
2400 rpm. Posteriormente, las muestras fueroniftegadas durante 4 minutos
a 4000 rpm. El sobrenadante obtenido fue de nuévadbd usando un filtro
HVLP de 0,45 um. El nuevo sobrenadante obtenideobdd a centrifugar
durante 2 minutos a 4000 rpm y se filtr6 nuevamastado un filtro HVLP de

0,45 um.

Figura 42. Cromatograma de anfotericina B en muestras renale

con las formulaciones AmB:DCH.
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< Muestras hepaticas

Para analizar la concentracion de anfotericinacBredada en el higado, los
ratones fueron sacrificados a las 24 horas traglifainistracion y se procede a
la extraccion del higado de manera aséptica. Ebhnargfue pesado y
homogeneizado, en este caso, con 1 ml de agu®Milebido a la magnitud de
dicho érgano. Las muestras hepéticas fueron alradesnen tubos Pyrex a -

20°C hasta su andlisis.

Previo al andlisis en el HPLC y una vez descongsldds muestras, se
afiaden 800 pl de metanol a 400 ul de cada muestmddenizada. Dicho
preparado se lleva a agitacion en un agitador\imoex® durante 2 minutos a
2400 rpm. Posteriormente, las muestras fueroniftegadas durante 4 minutos
a 4000 rpm. El sobrenadante obtenido fue de nuidvadb usando un filtro
HVLP de 0,45 um. El nuevo sobrenadante obtenideobéd a centrifugar
durante 2 minutos a 4000 rpm y se filtré nuevamassmdo un filtro HVLP de

0,45 pum.

Figura 43. Cromatograma de anfotericina B en muestras logzati

con las formulaciones AmB:DCH.
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<+ Muestras esplénicas

Para analizar la concentraciéon de anfotericinaddralada en el bazo, los
ratones fueron sacrificados a las 24 horas traglifainistracion y se procede a
la extraccion del bazo de manera aséptica. El oOrghre pesado y
homogeneizado con 0,5 ml de agua Mili Q. Las masséisplénicas fueron

almacenadas en tubos Pyrex a -20°C hasta su analisi

Previo al analisis en el HPLC y una vez descongesldds muestras, se
afladen 800 pl de metanol a 400 pl de cada muestnadenizada. Dicho
preparado se lleva a agitacién en un agitador\ifmeex” durante 2 minutos a
2400 rpm. Posteriormente, las muestras fueroniftegadas durante 4 minutos
a 4000 rpm. El sobrenadante obtenido fue de nuévadbd usando un filtro
HVLP de 0,45 pum. El nuevo sobrenadante obtenideobdd a centrifugar
durante 2 minutos a 4000 rpm y se filtr6 nuevamastado un filtro HVLP de

0,45 um.

Figura 44. Cromatograma de anfotericihna B en muestras

esplénicas con las formulaciones AmB:DCH.
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3. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados han sido estadisticamente analizatilzsando el test de
Mann-Whitney y expresados como resultado medicodeantracion en pg/g +
desviacion estandar. Un valor de P inferior a ®85%ido considerado como

diferencia significativa.

4. RESULTADOS

Se analizan los resultados obtenidos de las fomaulas de anfotericina B
y desoxicolato en proporciones 1:0,8 y 1:1,5 agddsi 3, 5 y 10 mg/kg, asi
como de la formulacién comercial de referencia Asabi€ a dosis de 5y 10

mg/kg.

Los valores de concentracion de anfotericina Bralados en los distintos
Organos van a estar determinados por las cardittasi$armacotécnicas de las
formulaciones administradas. El estado de agregaeiGtamario de particula,
asi como el tipo de formulacién empleada (liposomasicelas) van a influir
en la distribucion del farmaco en el organismo, ytatomo recogen otros

autores (Risovic y col., 2007).

Todos los resultados correspondientes a las caacéntes de anfotericina
B obtenidas en los distintos 6rganos a las 24 hdeda administracion de una
Unica dosis de cada una de las formulaciones estasli(AmB:DCH 1:0,8,

AmB:DCH 1:1,5 y Ambisom®) aparecen recogidos en la tabla 12.
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CAPITULO Il

Dosis Concentracién de anfotericina B + desviacion estandar (ng/g)
Formulacién | administrada
(mg/'kg) Corazon Cerebro Pulmones Rifiones Higado Bazo
3 - - 03440082 | 00140004 | 0406=0.164 1,219 0,201
PEHW_..-”DWGH_H 3 - 0,016 = 0,003 1,723 0,371 0,032 £ 0,003 1,101 = 0,153 25860181
10 - 0,029 = 0,001 372322273 | 01260056 | 10,162=12874 11,413 =3,863
3 - - 03860246 | 0,015 0,006 0,522 +0,011 1,728 £ 0,158
PEW—ﬁmﬁm 3 - 0019=0,003 | 26320172 | 0,045 0,010 1,212+ 0,076 34730201
10 - 0,041 = 0,007 R4 0269 | 01580015 | 10258=22830 12,456 20,653
5 02190043 | 0,025=0,001 11140033 | 07510204 | 12,368 =0.283 39.635+16,239
Ambisome®
10 0,794 0038 | 00350006 | 34492440 | 15780072 | 31,293 =2008 | 136.440=356311

Tabla 12. Concentraciones de anfotericina B en los distintos organos obterudas a las 24 h tras la administracién de dosis Grica de las
formulaciones AmB:DCH 1:0,8, AmB:DCH 1:1,5 v Ambisome®.
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4.1. Muestras cardiacas

La formulacién comercial Ambsiofi@dministrada a dosis de 5y 10 mg/kg
mostrd bajas concentraciones de anfotericina B earazon (0,219 + 0,043 y
0,794 + 0,038 pg/g, respectivamente). Estas coramones de anfotericina B
serian demasiado pequefias para tratar distintsciohes fungicas dado que
concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de 0,f¢2ml son las requeridas

normalmente (Salas y col., 2012; Sandoval-Denisly 2014).

Las nuevas formulaciones poliagregadas AmB:DCH81y0,AmB:DCH
1:1,5 a dosis de 3, 5 y 10 mg/kg alcanzaron elzdorea concentraciones
demasiado bajas como para ser detectadas poripbddBLC. La distribucion
de anfotericina B a nivel cardiaco es mucho méaa gag¢ la que se produce en
otros drganos con cualquiera de las formulaciostsd@adas en las distintas

dosis administradas.

4.2. Muestras cerebrales

A nivel cerebral, los valores de concentracionetermtdos con Ila
formulacion AmB:DCH 1:1,5 son muy similares a lobteamidos con la
formulacién comercial de referencia Ambsidtneuando la dosis administrada
es de 10 mg/kg (0,041 + 0,007 y 0,038 + 0,006 pg#gpectivamente). La
formulacién poliagregada con menor proporcién deitactivo (AmB:DCH
1:0,8) mostré concentraciones de anfotericina Briafes a dosis de 10 mg/kg
(0,029 + 0,001 ug/g), lo que podria atribuirse anstyor tamarfio de particula,

en torno a los 450 nm.
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Cuando se administra una dosis mas baja (5 mgkg)btiene la mitad de
la concentracion (0,016 + 0,003 ug/g y 0,019 + 8,00g/g para las

formulaciones AmB:DCH 1:0,8 y AmB:DCH 1:1,5, respreamente).

Con la administracién de la dosis mas baja (3 mgles formulaciones
poliagregadas de anfotericina B y desoxicolato mstraron concentraciones
de anfotericina B en cerebro detectables por ghaqiiPLC, por lo que la
concentracion de anfotericina B en este caso delseri inferior a 0,01 pg/g

(limite de cuantificacion del método).

La figura 45 recoge los valores de concentracion adéotericina B
obtenidos en el cerebro tras la administracion deBMACH 1:0,8 y

AmB:DCH 1:1,5 a dosis de 3,5 y 10 mg/kg y la forawibn comercial

Ambsiomé, a dosis de 5y 10 mg/kg.

Muestras cerebrales

0,03 = © | BAmB:DCHI1:08
EAmMB-DCH1:13
0,02 TS ||
wAmbisome®
0.01 —— —
0

3Imgkg Imgkg 10mgkg
Dosis administrada

=
=
&

2=
=]
o

[=]
[=]
=

Concentracion de AmB {ng/g)

Figura 45. Concentraciones de anfotericina B en cerebrol&ras
administracion de una Uunica dosis de las formufeso
AmB:DCH 1:0,8, AmB:DCH 1:1,5 y Ambisorfie
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4.3. Muestras pulmonares

Cuando se administran las formulaciones AMB:DCH,8% AmB:DCH
1:1,5 en la dosis mas baja (3 mg/kg), se alcanzamcentraciones de
anfotericina B insuficientes en el pulmoén (<0,5g)g(Salas y col., 2012;
Sandoval-Denis 'y col.,, 2014). Sin embargo, ambasmutaciones
poliagregadas mostraron mayores concentracionesnopakes que la
formulacion de referencia Ambisofheuando se administran dosis mayores (5

y 10 mg/kg).

Las nuevas formulaciones poliagregadas (AmB:DCH8130 AmB:DCH
1:1,5) mostraron concentraciones de anfotericinpoB encima de 5 ugl/g
cuando se administra una dosis de 10 mg/kg. Adeaséss concentraciones si
resultarian adecuadas para tratar la aspergiloB$C=2 pg/ml) vy
mucormicosis (MIC=0,5-1 pg/ml), tal y como indicdistintos autores (Salas y

col., 2012; Sandoval-Denis y col., 2014).

La figura 46 muestra las concentraciones de amntotarB alcanzadas en el
pulmon tras la administracion de AmB:DCH 1:0,8 y B\mCH 1:1,5 a dosis
de 3,5y 10 mg/kg y la formulaciéon comercial AminséS, a dosis de 5y 10

mg/kg.
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Muestras pulmonares
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Figura 46. Concentraciones de anfotericina B en pulmoén laas
administracion de una Unica dosis de las formufeso
AmB:DCH 1:0,8, AmB:DCH 1:1,5 y Ambisorfie

A nivel pulmonar, cabe destacar que la formulacion mayor proporcion
de desoxicolato sodico (AmB:DCH 1:1,5) administradana dosis de 5 mg/kg
mostré 2,4 veces mAas concentracion a las 24 hownas la formulacion
comercial de referencia Ambisofhele manera significativa (P=0,005), siendo
esta Ultima considerada como el tratamiento “gééohdard” en infecciones

sistémicas severas.

Las diferencias observadas en el tamafio de partieotre estas dos
formulaciones podrian explicar las diferencias etremas en la distribucion de
anfotericina B en los distintos 6rganos (tabla #2do que un mayor tamafio
de particula permite una opsonizacion mas rapiddasieparticulas por los

macrofagos (Moreno-Rodriguez y col., 2015; Sersaool., 2013).
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Esto explicaria también las altas concentraciofenalas en el pulmon
con respecto a otros 6rganos como cerebro y rifiébjdo a la elevada

presencia de macréfagos en este érgano (Souza 2@bb).

4.4. Muestras renales

Las nuevas formulaciones micelares poliagregadasrdetericina B y
desoxicolato sodico elaboradas en este trabajoramost concentraciones
renales de anfotericina B menores a las obtenigasacformulacion liposomal
poliagregada de referencia Ambisdieabla 12) a dosis de 5y 10 mg/kg,

mostrando diferencias significativas (P<0,05).

Cuando se comparan las formulaciones con distiptaporciones de
desoxicolato, se obtiene un aumento significativo l& concentracion de
anfotericina B a nivel renal cuando se aumentard@gycion de tensioactivo
(P<0,05), lo que podria estar relacionado con flaéncia del desoxicolato
sadico (tensioactivo hidrofilico) en la distribugide las micelas. Sin embargo,

a dosis de 3 mg/kg no hay diferencias significati{=0,808).

Otros autores han llevado a cabo el estudio de lejosplipidicos de
anfotericina B observando similares concentracioapales a las obtenidas en
este trabajo con la formulacion de referencia Aot (Clark y col., 1991;

Wasan y col., 1994).
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Tanto las formulaciones poliagregadas de anfotericB como al
formulacion comercializada Ambisofhe mostraron concentraciones de

anfotericina B en el rifion por debajo de 1 pug/gunelo la dosis administrada es

de 5 mg/kg.

La figura 47 muestra las concentraciones de amtotarB alcanzadas en el
rifidn tras la administracion de AmB:DCH 1:0,8 y A/BH 1:1,5 a dosis de

3,5y 10 mg/kg y la formulaciéon comercial Ambsidime dosis de 5 y 10

mg/kg.
Mouestras renales
1.8
% 1.6 I
o o14 |
=
- 12 —
2 -
E 0s T mAmMB:DCH1:08
e n:s J EAmBDCH1:15
= Ambizome®
504 -
=
202 -
- 0 == _
imgkg imgkg 10mgkg
Dosis administrada

Figura 47. Concentraciones de anfotericina B en rifion teas |
administracion de una Unica dosis de las formuleso
AmB:DCH 1:0,8, AmB:DCH 1:1,5 y Ambisorfie
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4.5. Muestras hepaticas y esplénicas

En este estudio, el bazo mostré las concentracideemfotericina B mas
altas con valores por encima de MIC=0,5-2 pg/min¢®aal-Denis y col.,
2014), tanto para las formulaciones poliagregadasogoara la formulacion de
referencia Ambisonfe (tabla 12). Sin embargo, la formulacién Ambis8me
mostré concentraciones de anfotericina B mucho mi@évadas que las
obtenidas con las formulaciones poliagregadas Ar@Bt[1:0,8 y AmB:DCH

1:1,5, tanto en higado como en bazo.

La gran acumulacién de anfotericina B en Organdssis¢éema reticulo-
endotelial tras la administraciéon de AmbisSnpesiblemente esté relacionado
con el menor tamafio de particula de la anfoteri@inan esta formulacion
lipidica. Este tamafio de particula (préximo a 169 es lo suficientemente
grande para no ser filtrado por el rifion y a su eezlo suficientemente
pequefio para no ser rapidamente opsonizado popfoponentes plasmaticos

(Serrano y col., 2013).

Las figuras 48 y 49 muestran las concentracionesamfetericina B
alcanzadas en el higado y el bazo, respectivamiage|a administracion de
AmB:DCH 1:0,8 y AmB:DCH 1:1,5 a dosis de 35 yv 1y/ky y la

formulacion comercial Ambsiorfiea dosis de 5y 10 mg/kg.
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Figura 48. Concentraciones de anfotericina B en higadol&ras
administracion de una Unica dosis de las formufaso
AmB:DCH 1:0,8, AmB:DCH 1:1,5 y Ambisorfie
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Figura 49. Concentraciones de anfotericina B en bazo tras la
administracion de una Unica dosis de las formutaso
AmB:DCH 1:0,8, AmB:DCH 1:1,5 yAmbisorﬁe
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A nivel hepético, cuando se aumenté la proporciérddsoxicolato de la
formulacion AmB:DCH 1:0,8 a la formulacion AmB:DCH:1,5, no se
observaron diferencias significativas en las cotreeiones de anfotericina B

alcanzadas a dosis de 5y 10 mg/kg (P=0,124 y P30r8spectivamente).

A nivel esplénico ocurre lo mismo a dosis de 10 kggP>0,05). Sin
embargo, cuando la dosis administrada es de 3 @/kgmsi se obtuvieron
diferencias significativas entre las concentraciceleanzadas a nivel esplénico

con las dos formulaciones poliagregadas (P<0,05).

4.6. Modelo lineal

Hay que destacar que las nuevas formulaciones gpetjiadas de
anfotericina B estudiadas presentaron una buenzlacion lineal entre la
dosis administrada de anfotericina B a 3, 5 y 10kqg las diferentes
concentraciones de farmaco alcanzadas en distinganos (pulmon, rifidn,

higado y bazo).

Los resultados correspondientes al modelo lineatesen recogidos en la

tabla 13.
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Formulacion rzgizzigﬁ Rifiones| Pulmones| Higado | Bazo
Interseccion 0,0419 2,0503 4,9555 4,0217
AmEbDé:H Pendiente 0,0165 0,7745 1,4742 1,5157
’ 2§ 0,9830 0,9990 0,9536 0,975%5
Interseccion 0,0524 1,5423 4,830% 3,6144
AMBDOR | Pendiente| 00204 07477 14713 15833
’ R? 0,9935 0,9793 0,9534 0,98385

Tabla 13 Datos de regresion lineal de las concentraciodes
anfotericina B en los distintos érganos (ug/g) teem la dosis
administrada (3, 5 y 10 mg/kg).

A continuacion, aparecen recogidas las distintagasecorrespondientes a
cada una de las formulaciones poliagregadas edaslian pulmén, rifidn,

higado y bazo.

Pulmén AmB:DCH 1:0.8 Pulmén AmB:DCH 1:1,5

s P

o
o«

4 6 g
Dosis administrada (mg/kg)

Concentracion de AmB (ug/g)

L P T~ S
Coneentracion de AmB (ug/g)

*

=3

10 12 0 2 4 6 g

Dosis administrada (mgkg)

10 12

Figura 50. Concentracion de anfotericina B frente a dosisiatrada de las
formulaciones AmB:DCH 1:0,8 y AmB:DCH 1:1,5 en muias pulmonares.
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Riiién AmB:DCH 1:0,8 Riiién AmB:DCH 1:1,5

2

B

2 Zo16
/ Zon -

=1
s
@

d

5
=
2

racié

o
=
&

=3
£ 4
(=1

% S 0,02 o
4 6 8 10 12 0 2 4 6 g 10 12
Dosis administrada (mg/kg) Dosis administrada (mg/kg)

Concentracién de AmB {ngfg)
s
S
=

=
Concen
o

o
()

Figura 51. Concentracién de anfotericina B frente a dosisiaidtrada de las
formulaciones AmB:DCH 1:0,8 y AmB:DCH 1:1,5 en minas renales.
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Figura 52. Concentracién de anfotericina B frente a dosisiaidtrada de las
formulaciones AmB:DCH 1:0,8 y AmB:DCH 1:1,5 en mnas hepéticas.
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Figura 53. Concentracién de anfotericina B frente a dosisiaidtrada de las
formulaciones AmB:DCH 1:0,8 y AmB:DCH 1:1,5 en muias esplénicas.
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5. DISCUSION

La formulacion liposomal Ambisorfiealcanzé principalmente érganos del
reticulo-endotelial, como son el higado y el bamientras que las
formulaciones poliagregadas mostraron concentrasiomas elevadas en
organos ricos en macréfagos, como los pulmoneg,damo aparece recogido

en la bibliografia (Serrano y col., 2013).

A nivel cardiaco, similares concentraciones de tanitina B han sido
obtenidas por otros autores (lbrahim y col., 2@&o0 y col., 2014). Ademas,
el modelo farmacocinético para una dosis Unicaavweinosa disefiado por
Kagan y col., 2011, también predice que las comaeioines mas bajas se van a
encontrar en el corazén, comparado con otros Osgammo rifidn, pulmaon,

higado y bazo.

Los resultados obtenidos a nivel cerebral concwean lo que otros
autores han observado con formulaciones de ardoterB (Ibrahim y col.,
2013). Estas bajas concentraciones cerebralegagst@lacionadas con el

obstaculo que representa la barrera hematoeneefalic

A nivel pulmonar, la formulacibon AmB:DCH 1:1,5 pest6 los valores de
concentracion de anfotericina B mas homogéneosnuamores desviaciones
estandar tanto a dosis de 5 como 10 mg/kg (2,68222 ug/g y 5,804 + 0,269
Hg/g, respectivamente), obteniéndose a una dosis rdg/kg, 2,4 veces mas

concentracion que con la formulacién comercialederencia Ambisonfe
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A nivel renal, tanto la formulacion lipidica poliegada de anfotericina B
(Ambisomé&) como las forma dimérica de anfotericina B (Fuagi&) son
capaces de reducir la carga fungica en el rifidrmrémales infectados con
mayor o menor efecto nefrotoxico (Jung y col., 2088ndoval-Denis y col.,
2014). Debido a los bajos valores de concentrad@mnfotericina B renal,
cabe esperar que estas nuevas formulaciones pgjetas puedan reducir de
manera mas efectiva que la formulacion comercial adéotericina B la

toxicidad renal del farmaco (Jung y col., 2009).

Higado y bazo son considerados dérganos reservariamdotericina B
debido a la elevada acumulacién de farmaco en oOsgdal sistema reticulo-
endotelial (Kagan y col., 2011; Luengo-Alonso y.cd015; Zhao y col.,
2014). La formulacion liposomal Ambisofheresenté los mayores valores de
concentracion de anfotericina B en estos érganagjé se atribuye al diferente
tamano de particula con respecto a las formulasipokagregadas AmB:DCH

1:0,8 y AmB:DCH 1:1,5.

La buena correlacion entre Dosis/Concentraciornrgands obtenida con las
dos formulaciones poliagregadas podria ser paaticdnte importante en
cuanto a la elevada toxicidad que presenta la emdota B a la hora de
predecir la distribucion del farmaco en los distinérganos con otras dosis del
farmaco, asi como para optimizar las concentrasiai@eanfotericina B en un

organo especifico a la vez que se reducen lososfadiversos y su toxicidad.
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1. INTRODUCCION

Uno de los problemas mas importante que preserdaftdericina B es su
nefrotoxicidad. Por lo tanto, es importante estudite aspecto en las nuevas
formulaciones con desoxicolato sédico, comparawdorésultados obtenidos

con las formulaciones actualmente comercializadandbtericina B.

Debido a razones éticas, este segundo estudidrpeedh vivo se realiza en
animales inmunocompetentes para contribuir al Bi@anede los animales de

experimentacion.

En este ensayo, se estudiaran diversos paramépsgricos, como son la
creatinina sérica y el nitrégeno ureico (BUN), y mmlizar4d un estudio
histopatologico del tejido renal, de manera qu@usdan observar los dafios
nefrotoxicos producidos por las distintas formuaeis poliagregadas de

anfotericina B con distintas proporciones de teatgivo.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

En este estudio se utilizan los siguientes produgt@activos:
- La anfotericina B fue suministrada por Bristol Mye3quibb (Barcelona,
Espaiia).
- El desoxicolato de sodio (DCH) fue suministrado Blotka Chemierl A.G.

(Buchs, Suiza).
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La formula comercial Ambisorfie (constituida por anfotericina B,
colesterol fosfatidilcolina y diestearoilfosfatiglicerol) fue suministrada
por UCB-Pharma (Bruselas, Bélgica).

El agua purificada fue obtenida mediante un sistbhtQ (Millipore,
Estados Unidos).

Colorantes hematoxilina y eosina (H&E, Sigma-Altdri&t. Louis, MO),

utilizados en la tincién de las muestras histojdgfiobs.

2.1.1.Formulaciones

La formulacion poliagregada de anfotericina B sgt@tada para el estudio

de toxicidad es AmB:DCH 1:1,5, al ser la formulacipoliagregada que

presenta los mejores resultados de concentraciémopar de anfotericina B a

dosis unica.

En este caso, se administran dos dosis: una dmsigéutica media de 5

mg/kg y una dosis toxica de 20 mg/kg, comparandaselores bioguimicos y

sus estudios histopatoldgicos frente a una forninade Ambisomg a las

mismas dosis (5 y 20 mg/kg).

Formulaciones;

Formulacion AmB:DCH 1:0: se pesaron 10 mg de anfitea B y se
suspendieron en 20 ml de agua Mili Q.
Formulacion AmB:DCH 1:1,5: se pesaron 10 mg de tenfina B y 15

mg de desoxicolato sodico y se suspendieron enl 2@ egua Mili Q.
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Como referencia se utilizan 3 formulaciones: larfalacion comercializada
Ambisomé&, la formulacién poliagregada sin tensiactivo (ABBH 1:0) a
dosis de 5 y 20 mg/kg, y una formulacion placebaleetrosa al 5%, como

grupo control.

2.1.2.Animales de experimentacion

El estudio de toxicidad se llevé a cabo en rat@i@sl machos (20 g), de 6
a 8 semanas de vida. Los animales permanecierameratura y humedad
controladas, en el laboratorio de experimentacidimal de la Universidad
Complutense de acuerdo con los principios de peaiecde animales de la

directiva de la legislacion de la Union Europed§86/CE,RD 53/2013).

2.1.3.Equipos

Para la preparacion de las formulaciones, seaitilizagitador tipo Vortéx
Para el andlisis de los niveles de creatinina &éricitrogeno ureico (BUN)
se utiliz6 el analizador modular AutoAnalyzer Cobakl (Roche, Basel,

Switzerland).

Para el estudio de las muestras histopatoldgieastilizd un microscopio

invertido Olympus 1X70 (Hamburg, Alemania).
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2.2. Métodos

2.2.1. Elaboracion de las formulaciones

El método de preparacion seguido fue la disoludérdesoxicolato sodico
en agua purificada y la posterior adicion de latidad correspondiente de
anfotericina B. Se mantiene bajo agitacion durdnteinutos en un agitador

tipo VorteX’ a una velocidad de 2400 rpm.

2.2.2.Administracion de las formulaciones

Los ratones sanos fueron divididos en 7 grupos daifales cada uno.
Cada grupo de ratones recibi6 una administracidmavienosa de la
formulacion AmB:DCH 1:1,5, asi como de las formidaes de referencia
AmB:DCH 1:0 y Ambisom@ a dosis de 5 y 20 mg/kg, y del placebo como

grupo control, en un volumen de 0,2 ml.

Se realizaron un total de 6 administraciones ena ddmsecutivos de cada

formulacion con el fin de observar el efecto acuativub de anfotericina B con

cada una de las formulaciones estudiadas.
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2.2.3.Analisis de parametros bioquimicos y estudio
histopatoldgico

Las muestras sanguineas fueron obtenidas por pucei@liaca 24 horas

después del sexto dia de tratamiento.

Para realizar los estudios histopatologicos, ltenes fueron sacrificados a
las 24 horas tras la administracion de la uUltimaigiy se procede a la
extraccion del rifion de manera aséptica. Los tgjgim homogeneizados con
parafina y paraformaldehido al 4%. Se realizarontesodel tejido con
secciones de mum y se colocaron en un porta, rehidratando y tiéeled
muestra para su posterior analisis. A continuas®iprocedié a su examen al

microscopio y a la toma de microfotografias (aume20).

3. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados han sido estadisticamente analizatlosando el test de
Mann-Whitney y expresados como resultado mediootkeentracion en mg/dl
+ desviacion estandar. Un valor de P inferior &Ma sido considerado como

diferencia significativa.
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4. RESULTADOS

Los pardmetros bioquimicos séricos de creatiningrggeno ureico (BUN)
fueron evaluados después de la sexta dosis digiecadla tratamiento
(AmB:DCH 1:1,5, AmB:DCH 1:0, Ambisonf® a dosis terapéutica (5
mg/kg/dia) o dosis toxica (20 mg/kg/dia) y del pla@ (grupo control). En la

tabla 13 se muestran los resultados de los nideleseatinina y BUN.

, X Creatinina X BUN
., Dosis .., ..

Formulacién (mg/kg) + desviacion + desviacion
estandar (mg/dl) estandar (mg/dl)
Placebo - 0,18 + 0,008 18,29 + 0,609
20 0,23 +0,034 18,16 + 0,963

Ambisome®

5 0,24 + 0,018 18,29 + 0,609
AmB:DCH 20 0,22 +0,028 17,27 £ 0,875
1.0 5 0,23 + 0,005 17,73 + 1,276
AmMB:DCH 20 0,20 +0,011 18,20 + 0,748
1:1,5 5 0,21 + 0,005 19,88 + 0,762

Tabla 13 Concentraciones de creatinina y BUN (mg/dL) emimafes no
infectados 24 horas después de la sexta admindstrale las distintas

formulaciones estudiadas a dosis de 5 y 20 mg/kg,cemo del grupo
control.

Todas las concentraciones de creatinina obtenidaslas formulaciones
experimentales y la formulacién comercial Ambis8nfaeron ligeramente

superiores a las obtenidas con el grupo contratétio).
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Los valores de creatinina obtenidos son similatesdo se administra una
dosis terapéutica (5 mg/kg) o una dosis mas ele{@@ag/kg). Sin embargo,
las concentraciones de creatinina alcanzadas domalacién de Ambisonfe

son las mas elevadas.

En cuanto al andlisis estadistico de los resultai@dosreatinina obtenidos,
cabe destacar que la formulacién experimental AMB1 1:1,5 no mostrd
valores de creatinina patolégicos ni diferencigmificativas con el grupo
control a ninguna dosis estudiada (P>0,05), misrgtee las dos formulaciones
de referencia AmB:DCH 1:0 y Ambisofesi mostraron diferencias
significativas con el grupo control a las dos desisidiadas (P<0,03). Ademas,
se encontraron diferencias significativas entre l@dores de creatinina
obtenidos tras la administracién de Ambis@nyeAmB:DCH 1:1,5 a las dos

dosis estudiadas (P<0,01).

Los parametros bioquimicos nefrotoxicos estudiadostraron valores de
BUN similares entre todas las formulaciones congasa@on el grupo control a
ambas dosis estudiadas (5 y 20 mg/kg) y no se &acon diferencias
significativas entre las distintas formulacionetudisdas y el grupo control

(P>0,05).
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Los estudios histopatoldgicos del tejido renal ke ratones tratados con 6
dosis de 5 mg/kg/dia de AmB:DCH 1:1,5 mostrarorerattiones de la
morfologia glomerular comparado con el grupo cdntjoe mantuvo la

morfologia tubular normal, tal y como se observéadigura 54.

Figura 54. Histopatologia de los rifiones de animales
inmunocompetentes 24 horas después de la administrde 6 dosis de

5 mg/kg/dia. (A) Apariencia del tejido renal samb grupo control. (B)
Tejido renal de animales tratados con AmB:DCH 1:1(5 Tejido
renal de animales tratados con AmB:DCH 1:0. (D)idtejrenal de
animales tratados con AmbisofneFlecha: Células inflamatorias.
Cabeza de flecha: Dafio del epitelio tubular. Asteri Factor proteico

intraluminal. Barra, 100 um.
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Estos cambios del tejido renal incluyen areas o@lnlas inflamatorias
(rodeando el glomérulo y los tubulos), glomeruloitisf proliferativa extra-
capilar y dafio agudo del epitelio tubular con pmeie de necrosis tubular,

desprendimiento de restos tubulares, inflamaciditeyacion tubular.

La muestra renal de los ratones a los que se atndinAmbisom&

mostraron ademéas de los dafios renales anteriornumderitos, factores

proteicos en los tubulos renales.

Los estudios histopatologicos del tejido renalaterhtones tratados con 6
dosis de 20 mg/kg/dia mostraron alteraciones dedé&fologia glomerular
comparado con el grupo control que mantuvo la nhmgfa tubular normal, tal

y como se observa en la figura 55.
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Figura 55. Histopatologia de los rifiones de animales inmompetentes 24
horas después de la administracion de 6 dosis deg/dia. (A) Apariencia
del tejido renal sano del grupo control. (B) Teji@dmal de animales tratados

con AmB:DCH 1:0. (C) Tejido renal de animales taiscon Ambisonfe
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Los cambios del tejido renal observados cuandade@nsstra una dosis
téxica (20 mg/kg) de la formulacion AmB:DCH 1:0 limgen principalmente
areas con células inflamatorias (rodeando el glolnéy los tubulos) y dafio

agudo del epitelio tubular con presencia de nestobular.

La muestra renal de los ratones a los que se astndifAmbisom@ a la

misma dosis mostré ademas glomerulonefritis pnaitfea extra-capilar

desprendimiento de restos tubulares y factoregipast en los tabulos renales.
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5. DISCUSION

Los estudios de los parametros bioquimicos mostratgmentos en los
niveles de creatinina similares a los que han slikervados por otros autores
con formulaciones poliagregadas de anfotericinad®sas de 15 mg/kg (Zia y
col., 2015). Los elevados valores de creatininarelados con la formulacion
de referencia Ambisorfigpueden estar relacionados con la mayor distrilbucio
renal de la anfotericina B cuando se administraadformulacion (Fernandez-
Garcia y col., 2017; Olson y col., 2006,), tal yntose muestra también en el

Capitulo Il en el estudio de distribucion tras uméca dosis.

Los parametros bioquimicos nefrotoxicos estudiashmstraron también
valores de BUN similares entre todas las formulaesoy el grupo control y a
los obtenidos por otros autores en diferentes niiatstos con Ambisonfie
(Olson y col., 2006). Ademas, las altas concendras renales obtenidas con
Ambisomé no se tradujeron en valores de BUN patoldgicdsy teomo se

observa en el estudio histopatologico del tejidmtéfiguras 54 y 55).

Por otro lado, la presencia de desoxicolato sodinola formulacién
AmB:DCH 1:1,5 no aumenta la nefrotoxicidad traadianinistracion de 6 dosis
de 5 o 20 mg/kg/dia, dado que los dafios renalesn@mos en el estudio
histopatolégico no muestran un dafio renal mayondwae administra dicha
formulacién en comparacién con la formulacion derencia sin desoxicolato

(AmB:DCH 1:0).
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La existencia de similares valores elevados deotmdicidad observados
con la formulacion AmB:DCH 1:1,5 tras 6 dias detamsiento a dosis
terapéuticas (5 mg/kg) y a dosis elevadas (20 nhg/kglicaria que la
nefrotoxicidad en estas formulaciones poliagregaaaria mas relacionados
con la existencia de particulas de elevado tamedseptes en ambas dosis que

con sus diferentes concentraciones renales.

Estos resultados serian consistentes con los salbee nefrotoxicidad
obtenidos por otros autores, después de tratarsieptolongados con
formulaciones de anfotericina B con tamafios deiqudat grandes (Adler-

Moore y col., 2008).

Por otro lado, los valores de nefrotoxicidad obseog con la formulacién
Ambisomé al no presentar particulas de elevado tamafio, i@stanas
relacionados con altas concentraciones renalegjusuasta nefrotoxicidad no
muestra una relacion concentracion dependientgqugaaunque la formulacion
Ambisomé& presenté concentraciones 15 veces mayores qudbtiasidas con
la formulacion AmB:DCH 1:1,5 a dosis de 5 mg/kg, s® observan dafos

renales 15 veces mayores.

Por lo tanto, todos los estudios preclinicos corrmédaciones
experimentales de anfotericina B deberian inclsiudios histopatologicos,
debido a que los pardmetros séricos creatinina tgogeno ureico son

insuficientes para confirmar un dafio renal agudo.
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1. INTRODUCCION

En este estudio evaluamos la diferente distribuaidiiferentes 6rganos que
presenta la anfotericina B tras la administraciéndisis multiples de las

distintas formulaciones (micelar o liposomal) emates inmunodeprimidos.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

En este estudio se utilizan los siguientes produgt@activos:

- La anfotericina B fue suministrada por Bristol Mye3quibb (Barcelona,
Espaiia).

- El desoxicolato de sodio (DCH) fue suministrado lotka Chemierl A.G.
(Buchs, Suiza).

- La férmula comercial Ambisorfie (constituida por anfotericina B,
colesterol fosfatidilcolina y diestearoilfosfatiglicerol) fue suministrada
por UCB-Pharma (Bruselas, Bélgica).

- El acido acético glacial se obtuvo de Panreac @&icelona, Espafna).

- El acetonitrilo y el metanol se obtuvieron de Lavs(Dublin, Irlanda).

- El agua purificada fue obtenida mediante un sistbhiQ (Millipore,

Estados Unidos).
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2.1.1.Formulaciones

La formulacién de anfotericina B seleccionada eta ensaym vivoes la
que presenta mayor proporcion de desoxicolato s6@enB:DCH 1:1,5), a
una dosis de 5 mg/kg, debido a los resultados mluteren el ensayo de dosis

Unica.

«» Formulaciones:

- Formulacion AmB:DCH 1:1,5: se pesaron 10 mg de tenifina B y 15
mg de desoxicolato sodico y se suspendieron eml 2@ agua Mili Q.
- Formulacion M-AmB: se pesaron 10 mg de anfotericlBay se

suspendieron en 500 ml de metanol.

Como formulaciéon de referencia se utiliza la forawibn comercializada

Ambisomé a dosis de 5 mg/kg.

2.1.2.Animales de experimentacion

El estudio de las concentraciones alcanzadas emasgras dosis multiple
se llevé a cabo en ratones CD-1 (30-35 g). Los aleisnpermanecieron, a
temperatura y humedad controladas, en el labooatei experimentacion
animal de la Facultad de Medicina de la UniversidRalira i Virgili de
acuerdo con los principios de proteccion de anisnale la directiva de la

legislacion de la Union Europea (86/609/@&R) 53/2013).
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Los distintos grupos de animales consisten en:

- Grupo tratado con AmB:DCH 1:1,5 (5 mg/kg/dia): @eahimales, 6 seran
utilizados para estudiar la acumulacion del farmatdoras después de la
primera dosis y otros 6 animales 24 horas desprié&sskxta dosis.

- Grupo tratado con Ambisofig5 mg/kg/dia): de 12 animales, 6 seran
utilizados para estudiar la acumulacion del farncboras después de la

primera dosis y otros 6 animales 24 horas despaiéssexta dosis.

2.1.3.Equipos

Para la preparacion de las formulaciones, se aiiliz agitador tipo Vortéx
y para el tratamiento de las muestras se utiliza eentrifuga Universal 32

(Hettich Zentrifugen).

Para el andlisis de las concentraciones alcanzaties24 horas y a tras la
administracion de 6 dosis de anfotericina B comfolanulacion empleada se
siguid la técnica descrita en el Capitulo lll. Gugwo HPLC utilizado fue el
mismo sistema modular JaSco(Jap6n), con diferentes condiciones
cromatogréaficas, de manera que el método se adapdefinalidad de este
ensayan vivo
- Columna BDS @5 pm de diametro interno y 250 x 4,6 nm.

- Fase mdvil: acetonitrilo: acido acético glacialuag40:4,3:55,7) (v/viv)
- Temperatura de la columna: 25°C
- Flujo de la fase movil: 1 ml/min.

- Volumen de inyeccion: 100 pl.
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- Longitud de onda empleada en el detector: 406 nm.
- Tiempo de andlisis: 20 minutos.

- Fase de lavado: acetonitrilo: agua (50:50) (v/v).

2.2. Métodos

2.2.1.Elaboracion de las formulaciones

El método de preparacion seguido fue la disolud@énlesoxicolato en agua
purificada y la posterior adicion de la cantidadrespondiente de anfotericina
B. Se mantiene bajo agitacién durante 4 minutosreagitador tipo Vértéka

una velocidad de 2400 rpm antes de su administracio

2.2.2.Puesta a punto del modelo de administracion de

dosis multiple

Como se indico en el Capitulo Ill, es necesaricadeiar un método de
administracion que permita asegurar la realizadérdiferentes inyecciones
durante dias consecutivos sin que se produzcamasudd flebitis o necrosis de

la zona de administracion.

Con el fin de elaborar la técnica més adecuadaaiseealizado tres ensayos
con grupos de 5 ratones CD-1 (20-30 g), empleaisdimtés formulaciones, de
manera que se puedan encontrar las posibles cdedasaparicion de estos

procesos de flebitis en los animales.
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De esta manera, aseguramos un correcto procedarienadministracion
intravenosa y podemos atribuir a la anfotericinasd® la causa de estas

reacciones adversas en el lugar de administracion.

A la hora de elegir la vena lateral para la adriaisén de cada dosis, se
inicia la administracion en la zona inferior dectda y se va alternando el lado

para evitar posibles alteraciones en dichas venas.

El primer ensayo se realiza con agua para inyecdidrante 10 dias
consecutivos. De esta manera, descartamos quensilslgs efectos adversos
como la tromboflebitis se produzca debido a la malacion de los animales
asi como al procedimiento de administracion dediessentes dosis que se ha
seguido durante el ensayo. La administracion deddls no supone ninguna
alteracion en los animales, lo que indica una ctarmetodologia utilizada a la
hora de realizar las diversas administraciones Iy tanto se confirma la
relacion que guarda la formulacion de estudio ¢eniftina B y desoxicolato

sbdico) con los procesos adversos de trombosebitifl.

Un segundo ensayo se realiza con la administradidicamente del
tensioactivo (desoxicolato sédico) disuelto en aguda misma proporcién que
se administra con las formulaciones selecciondflaseste caso, se utiliza la
formulacion AmB:DCH 0:1,5, con mayor proporcion tensioactivo, de
manera que podamos determinar si las reaccionesrsadv se deben a la

anfotericina B o al tensiactivo utilizado.
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En este caso, al igual que ocurria con el primsaym la administracion de
10 dosis no supone ninguna alteracién en los aesndb que indica una
correcta metodologia utiizada a la hora de realidas diversas
administraciones y por tanto se confirma la relacjge guarda la formulacion
de estudio (anfotericina B y desoxicolato sodiam) tbs procesos adversos de

trombosis vy flebitis.

El tercer ensayo se realiza con la formulaciénagoégada de anfotericina
B y desoxicolato sédico en una proporcion AmB:DCH?A. Es la formulacién
con mayor proporcion de tensioactivo empleada derah estudio de las
concentraciones de anfotericina B alcanzadas ean0sg24 horas después de
la administracion de una dosis Unica. En este c#$o se han podido realizar 4
administraciones debido al inicio de necrosis emoiaa de administracion de
algunos ratones y al producirse callo en las vdatmales de las colas

imposibilitando la administracion de la totalidagllds dosis.

Estos resultados confirman la tromboflebitis asteia la anfotericina B
que habra que tener en cuenta a la hora de reafimmensayo de dosis multiple
con formulaciones poliagregadas de anfotericina @egoxicolato sédico en

distintas proporciones.
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2.2.3.Puesta a punto del método analitico por HPLC

Se utiliza el método analitico de cromatografidigiddos de alta resolucion

(HPLC) utilizado para el analisis de las concentracioresafotericina B a

dosis Unica.

/

<+ Preparacion de las muestras patron

Se pesan 10 mg de anfotericina B y se llevan aatremaforado de 500 ml.
Se afiaden 250 ml de metanol y se lleva a agita&tiam agitador tipo Vort&x
durante 2 minutos a 2400 rpm. A continuacion sesnicon metanol hasta
alcanzar los 500 ml y se lleva de nuevo a agitaeionn agitador tipo Vort&x

durante 2 minutos a 2400 rpm, hasta su completéudisn.

De la solucion madre obtenida (20 pg/ml) se prepgranalizan distintas
diluciones para los pulmones y los rifiones. Enaslocde los pulmones se
obtienen las siguientes concentraciones 1,41, 222 y 8,48 ug/ml. En el
caso de los rifiones las concentraciones obtenaeaen a continuacion 0,1,
0,4y 1 pg/ml. Para su analisis en HPLC, todasnasstras se filtran con un

filtro Millipore HVLP de 0,45 um.

En estas condiciones cromatograficas, el tiemporetencion de la

anfotericina B en la formulacion patrén es de 14¥li8utos.
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Reca de calibrado
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Figura 56. Recta de calibrado para las muestras pulmonares.

La recta de calibrado correspondiente a las mugeptrimonares cumple la

ley de Lambert-Beer y se ajusta a la siguientecéna

Area = 514534 x C — 112706 (pg/ml)
R = 0,9986

n=4

Rango = 1,41 - 8,48 pg/ml

Recta de calibrado
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Figura 57. Recta de calibrado para las muestras renales.
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La recta de calibrado correspondiente a las mestraales cumple la ley
de Lambert-Beer y se ajusta a la siguiente ecuacion
Area = 489557 x C — 21985 (ug/ml)

R = 0,999
n=3
Rango =0,1-2,0 pg/ml

2.2.4. Administracion de las formulaciones

Los ratones fueron divididos en 4 grupos de 6 aeisneada uno. Fueron
inmunodeprimidos con acetato de cortisona por ukx@anea (125 mg/kg)
cada 3 dias (Dixon y col., 1989). Cinco dias desjg@ééla inmunosupresion, los
animales recibieron una dosis unica de 5 mg/kg @eBACH 1:1,5 o
Ambisomé&, o dosis mdltiples de 5 mg/kg durante 6 dias seuipor via

intravenosa.

2.2.5.Analisis de anfotericina B en muestras organicas

/7

+ Muestras pulmonares

Para analizar la concentracion de anfotericinacBredada en los pulmones,
dos grupos de 6 ratones (tratados con AmB:DCHs i Ambisomé&) fueron
sacrificados a las 24 horas tras la primera dos@rgs dos grupos de 6
animales (tratados con AmB:DCH 1:1,5 y AmbisSjrieieron sacrificados tras
la administracion de la sexta dosis. Posteriormeatprocede a la extraccion

de los pulmones de manera aséptica. El érganodsadp y homogeneizado
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con 0,5 ml de agua Mili Q y las muestras pulmon#&weson almacenadas en

tubos Pyrex a -20°C hasta su andlisis.

Previo al andlisis en el HPLC y una vez descongsldds muestras, se
afiaden 800 pl de metanol a 400 ul de cada muestmadenizada. Dicho
preparado se lleva a agitacion en un agitador\imoex® durante 2 minutos a
2400 rpm. Posteriormente, las muestras fueronifiegadas durante 4 minutos
a 4000 rpm. El sobrenadante obtenido fue de nuévadd usando un filtro
HVLP de 0,45 um. El nuevo sobrenadante obtenideobad a centrifugar
durante 2 minutos a 4000 rpm y se filtré nuevamasssndo un filtro HVLP de

0,45 pum.

El tiempo de retencion de las muestras pulmonaresié 14-16 minutos,

expresando los resultados de concentracion deegicio B en pg/g.

Figura 58. Cromatograma de anfotericina B en muestras
pulmonares tras la administracion de dosis mukipte la
formulacion AmB:DCH 1:1,5.
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«» Muestras renales

Para analizar la concentracion de anfotericinaddrelada en los rifiones,
dos grupos de 6 ratones (tratados con AmB:DCH 1 1ABnbisomé&) fueron
sacrificados a las 24 horas tras la primera dosirgs dos grupos de 6
animales (tratados con AmB:DCH 1:1,5 y Ambis8nefueron sacrificados
tras la administracion de la sexta dosis. Postegate se procede a la
extraccidbn de los rifiones de manera aséptica. Bahndr fue pesado y
homogeneizado con 0,5 ml de agua Mili Q y las nmasstenales fueron

almacenadas en tubos Pyrex a -20°C hasta su analisi

Previo al andlisis en el HPLC y una vez descongsldds muestras, se
afiaden 800 pl de metanol a 400 ul de cada muestmadenizada. Dicho
preparado se lleva a agitacién en un agitador\ifmeex® durante 2 minutos a

2400 rpm.

Posteriormente, las muestras fueron centrifugadesnte 4 minutos a 4000
rpm. El sobrenadante obtenido fue de nuevo filtnasindo un filtro HVLP de
0,45 pum. El nuevo sobrenadante obtenido se volve@rdrifugar durante 2

minutos a 4000 rpm y se filtré nuevamente usandiitom HVLP de 0,45 um.

El tiempo de retencion de las muestras renalesdfiel6-18 minutos,

expresando los resultados de concentracion deegicfal B en pg/g.
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Figura 59. Cromatograma de anfotericina B en muestras renale
tras la administracion de dosis mudltiples de lamigdacion
AmB:DCH 1:1,5.

3. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados han sido estadisticamente analizatlosando el test de
Mann-Whitney y expresados como resultado medicodeentracion en pg/g £
desviacion estandar. Un valor de P inferior a Gy85%ido considerado como

diferencia significativa.
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4. RESULTADOS

Se analizan los resultados obtenidos de la forntulage anfotericina B y
desoxicolato AmB:DCH 1:1,5, asi como de la formidlaccomercial de

referencia Ambisonfea dosis de 5 mg/kg.

Los valores de concentracion de anfotericina Bralados en los distintos
organos van a estar determinados por las caraicasifarmacotécnicas de las
formulaciones administradas. El estado de agregaeiétamafio de particula
asi como el tipo de formulacién empleada (liposomasicelas) van a influir

en la distribucién del farmaco en el organismo.

En este caso, se va a comparar la acumulacion foeeacina B en el
organo al cabo de 7 dias con la alcanzada al eaBd tioras de manera que se
pueda mantener un tratamiento prolongado en lasdidnes fungicas severas
producidas a nivel pulmonar y que a su vez no smlyazcan efectos

nefrotéxicos.

Todos los resultados correspondientes a las caac@nies de anfotericina
B obtenidas en los distintos 6rganos a las 24 hyraslos 7 dias tras la
administracion de una Unica dosis y de 6 dosissiédrmulaciones estudiadas

(AmB:DCH 1:1.5 y Ambisom®), aparecen recogidos en la tabla 14.
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Namero de Concentracion de AmB +
Formulacién dosis desviacion estandar (ug/g)
(5 mg/kg) Pulmén Rifion
AMB-DCH 1 9,173 +0,498 0,119 + 0,032
1:1,5 6 18,125 + 3,985 0,391 + 0,167
1 2,527 £ 0,386 1,797 + 0,556
Ambisome®
6 6,567 + 1,536 5,374 + 1,157

Tabla 14. Concentraciones de anfotericina B en los distinboganos
obtenidas a las 24 h (1 dnica dosis) y a los 7 @@aslosis) tras la
administracion de las formulaciones AmB:DCH 1:1 Argbisomé.

4.1. Muestras pulmonares

La figura 60 muestra las concentraciones de aidotarB alcanzadas en el
pulmon tras la administracion de AmB:DCH 1:1,5 yfdanulacion comercial
Ambsiomé& a dosis de 5 mg/kg, a las 24 horas y a los 7 s la

administracion de dosis mdltiple.

Si se comparan estos resultados con los obtenit@t primer ensayn
vivo con animales sanos, estas concentraciones soantigate mas elevados,
debido a la inmunosupresién de los animales, parardgn la misma
proporcion al comparar la formulacién poliagreg#daB;DCH 1:1,5 con la

formulacion de referencia Ambisofhe
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Muestras pulmonares

EAmMB:DCH1:15
B Ambizome®

Coneentracion de AmB (ngfg)

24h Tdias
Dosis administradas (3mg/kg)

Figura 60. Concentraciones de anfotericina B en pulmén teas
administracion de una uUnica dosis de las formuteesoAmB:DCH
1:1.5 y Ambisom@ (24 horas) y tras la administracion de 6 dosikde
formulaciones AmB:DCH 1:1.5 y Ambisoff¢7 dias).

Cuando se administran la formulacion AmB:DCH 1:k& alcanzan
concentraciones 3 veces mas elevadas que las addseodn la formulacion

comercializada Ambisorfiea las 24 horas y al cabo de 7 dias (P<0.01).

Ademas, las concentraciones pulmonares de ardio@rB mostraron un
efecto acumulativo con las dos formulaciones adstriarlas (AmB:DCH 1:1,5
y Ambisomé), tal y como se representa en la figura 60. Sibago, la
concentracion alcanzada con la formulacion polgaplea de desoxicolato fue
mucho mayor que la alcanzada con la formulacioid‘gandard” Ambisonfe
(18,125 + 3,985 pg/g frente a 6,567 + 1,536 pggesentando un mayor

efecto acumulativo (Adler-Moore y col., 2008).
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Las concentraciones pulmonares obtenidas con AmeSidras dosis
multiple fueron similares a las obtenidas por oteagores con diferentes

formulaciones de anfotericina B (Lewis y col., 200@kemoto y col., 2006).

4.2. Muestras renales

La figura 61 muestra las concentraciones de aigotarB alcanzadas en el
rifidon tras la administracion de AmB:DCH 1:1,5 yftamulacién comercial
Ambsiomé& a dosis de 5 mg/kg, a las 24 horas y a los 7 s la

administracion de dosis multiple.

Muestras renales

L]

(=21

mAmMB:DCH1:1.5
HAmbizome®

.

Concentracion de AmB (ng/g)
ba

=

24h Tdias
Dosis administradas (5 mg/kg)

Figura 61. Concentraciones de anfotericina B en rifidn tras |
administracion de una uUnica dosis de las formutesoAmB:DCH
1:1.5 y Ambisom@ (24 horas) y tras la administracion de 6 dositde
formulaciones AmB:DCH 1:1.5 y AmbisoM¢7 dias).
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A nivel renal, tanto la formulacién lipidica de atericina B (Ambisomig)
como la formulaciéon micelar AmB:DCH 1:1,5 presentamcentraciones mas
bajas que las obtenidas en el pulmédn, al igualogueria durante el estudio de
dosis Unica (Capitulo 1lI). A su vez, la formulatiéxperimental AmB:DCH
1:1,5 mostr6 menores concentraciones de anfotariBimue el Ambisonfe

tanto a dosis Unica como a dosis mdltiple.

Al contrario de lo que ocurria con el pulmon, téadias de tratamiento, el
efecto acumulativo en este caso es mayor con haulacion de referencia
Ambisomé&, siendo la concentracién renal de anfotericinaoB Ambisom&
15 veces mayor que la obtenida con la formulacidimgregada AmB:DCH

1:1,5 (P<0.01).
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5. DISCUSION

Cuando se administra la formulacion AmB:DCH 1:1r&spntan una mayor
distribucion a los pulmones, apreciandose una alaaidum tras dosis repetidas
tanto en la formulacion poliagregada como en lantdacion de referencia
Ambsiomé&. La formulacion poliagregada alcanza concentrasigulmonares
3 veces superiores cuando se compara con la faridnlade referencia

Ambsiomé&.

Esta acumulacion pulmonar permite alcanzar coraeinties superiores a 4
ug/g, que es la concentracion pulmonar requerida patener una eficacia
terapéutica en el tratamiento de aspergilosis afetos animales (Lewis y col.,
2007). Por lo tanto, estas concentraciones sedacuadas para el tratamiento
de distintas infecciones fungicas severas, tale®a@spergilosis, superando las
MIC més elevadas necesarias para la mayoria deatasnientos (MIC=0,5-8

pg/ml) (Lass-Florl y col., 2009).

Las menores concentraciones renales de la forndulasmB:DCH 1:1,5
comparada con la formulacién Ambsidiméanto a las 24 como a los 6 dias de
tratamiento, parecen estar por debajo de las ctac@nes necesarias para
tratar infecciones sistémicas de aspergilosis ofat¢iones renales (Lass-Florl

y col., 2009).

[210]



CAPITULO IV: ESTUDIOS EN DOSIS MULTIPLE

Sin embargo, si se logran evitar las fraccionesnuag/or tamafio de
particula, es posible que estas bajas concentexi@males puedan disminuir
la toxicidad renal si se compara con la formuladérmreferencia Ambsiorfiey
muchas de las formulaciones de anfotericina B daltsdas (Adler-Moore y
col., 2008; Andrew 2018; Clemons y col., 2012; Mmrdkodriguez y col.,
2015; Olson y col., 2008; Tuon y col., 2018; Wangoy,, 2016), responsables
de la supresién del tratamiento o del fracaso & en muchos

tratamientos.

Los datos pulmonares y renales obtenidos a lasa2dshconfirman lo
obtenido durante el estudio de dosis Unica y lt@rea acumulativos al cabo de
7 dias muestran una ventaja de la nueva formulgmifiagregada frente a la
comercializada, ya que ejerceria un efecto posgivanfecciones pulmonares
fungicas severas, y si se elimina la fraccion dwalo tamafio mediante un
sencillo proceso de filtracién antes de su inyatgi@siblemente disminuya su
efecto nefrotoxico permitiendo tratamiento méas gmghdos, especialmente

importante en infecciones como la aspergilosis pnbmn.
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1. INTRODUCCION

Se realiza un estudio de eficacia de la formulapidiiagregada AmB:DCH
1:1,5 en un modelo animal de aspergilosis con dagriamunodeprimidos, en
el que se observa la supervivencia de los animalss determina la carga

fungica presente en las distintas muestras regigdabnonares.

El modelo de inmunosupresion utilizado asi coma@éaacteristicas de cada
formulacion influirdn en la carga flngica preseetecada muestra organica
analizada. En este caso, los animales estan idtestéo que influye también

en la distribucién de anfotericina B segun la fdanidn administrada.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales

En este estudio se utilizan los siguientes produgt@activos:

- La anfotericina B fue suministrada por Bristol Mye&quibb (Barcelona,
Espafa).

- El desoxicolato de sodio (DCH) fue suministrado Blotka Chemierl A.G.
(Buchs, Suiza).

- La férmula comercial Ambisorfie (constituida por anfotericina B,
colesterol fosfatidilcolina y diestearoilfosfatiglicerol) fue suministrada
por UCB-Pharma (Bruselas, Bélgica).

- El agua purificada fue obtenida mediante un sistdfitixQ (Millipore,

Estados Unidos).
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2.1.1.Formulaciones

La formulacién de anfotericina B seleccionada gasta ensaym vivoes la
que presenta mayor proporcion de desoxicolato s¢éimB:DCH 1:1,5), a
una dosis de 5 mg/kg, debido a los resultados materen el ensayo de dosis

Unica.

«» Formulaciones:

- Formulacion AmB:DCH 1:1,5: se pesaron 10 mg de ternifina B y 15

mg de desoxicolato sodico y se suspendieron eml 2@ agua Mili Q.

Como formulacién de referencia se utiliza la forawibn comercializada

Ambisomé a dosis de 5 mg/kg.

2.1.2.Animales de experimentacion y material bioldgico

El estudio de eficacia de las formulaciones emplsah el ensaym vivo
para estudiar la distribucion del farmaco se llavéabo en ratones CD-1 (30-
35 g). Los animales permanecieron, a temperatbhtanedad controladas, en el
laboratorio de experimentacion animal de la Faduld® Medicina de la
Universidad Rovira i Virgili de acuerdo con los rmipios de proteccion de
animales de la directiva de la legislacion de l@brEuropea (86/609/CIRD
53/2013).

La cepa A1160 deAspergillus fumigatugue la empleada paiafectar a

los animales de experimentacion.
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2.2. Métodos

2.2.1.Elaboraciéon de las formulaciones

El método de preparacion seguido fue la disolud@énlesoxicolato en agua
purificada y la posterior adicion de la cantidadrespondiente de anfotericina
B. Se mantiene bajo agitacion durante 4 minutosreagitador tipo Vortéka

una velocidad de 2400 rpm antes de su administracié

2.2.2.Modelo animal de aspergilosis pulmonar

Para estudiar la eficacia de la administracion aignosa de las
formulaciones AmB:DCH 1:1,5y Ambisoffiese desarrolla un modelo animal
de aspergilosis pulmonar en animales inmunodeposnithfectados con la
cepa A1160 deéAspergillus fumigatusDicha cepa fue cultivada en PDA e
incubada a 37°C durante 5 dias. La concentracidnindeulo se ajusta

mediante diluciones seriadas.

Los distintos grupos de animales consisten en:

- Grupo control: de 16 animales infectados, 8 seréilizados para
determinar la carga fangica 8 dias después defdaciton y 8 animales
seran utilizados para el estudio de supervivencia.

- Grupo tratado con AmB:DCH 1:1,5 (5 mg/kg/dia): @eahimales, 8 seran
utilizados para determinar las unidades formaddeasolonias (CFU) 8
dias después de la infeccion y 8 animales serépads para el estudio

de supervivencia 12 dias después de la infeccion.
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- Grupo tratado con Ambisorfig5 mg/kg/dia): de 16 animales, 8 seran
utilizados para determinar las unidades formaddeasolonias (CFU) 8
dias después de la infeccion y 8 animales serépadis para el estudio

de supervivencia 12 dias después de la infeccion.

2.2.3.Administracion de las formulaciones

Los ratones fueron inmunodeprimidos con acetatccaitisona por via
subcutanea (125 mg/kg) cada 3 dias (Dixon y c®B9). Cinco dias después
de la inmunosupresion, los animales recibieronsdasiltiples de 5 mg/kg de
AmB:DCH 1:1,5 o Ambisonfe durante 6 dias seguidos, por via intravenosa.

El grupo control recibi6 solucién de dextrosa al @lacebo).

2.2.4.Analisis de CFUs

La infeccion se realizé por via intranasal admiaistio 5x16 CFUs/raton

en 20 puL, previa anestesia con sevoflurano inhalado

Ocho animales por grupo se utilizaron para deteaamias unidades

formadoras de colonias a los 8 dias tras la infecgilos otros ocho animales

restantes para el estudio de supervivencia duiantiéas.
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Doce dias después de la infeccion y 24 horas desfuta Ultima dosis, los
animales del grupo destinado al analisis de CFUs gpbreviven, fueron
sacrificados y los pulmones vy rifiones fueron edtreide manera aséptica y
homogeneizados con suero salino 0,9%. Se realizddilnocion 1/10 y se
colocaron en placas de agar para la determinaadiClEUs expresado en

CFU/g de tejido.

3. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de carga fungica han sido estaglistiote analizados
utilizando el test de Mann-Whitney y expresados @amsultado medio de
concentracién en logl0 CFU/g de tejido. Las cudassupervivencia fueron
comparadas utilizando el test de rango logaritmit@s diferencias
significativas se realizaron utilizando la tabla @A y la comparacién de
grupos pareados se realizé mediante el test deyTukevalor de P inferior a

0,05 es considerado como diferencia significativa.
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4. RESULTADOS

4.1. Curvas de supervivencia y cambio de peso

La figura 62 muestra los datos de supervivencilbbsleatones tratados con

5 mg/kg de AmB:DCH 1:1,5 y Ambisorfiecomparado con el grupo control.
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Figura 62. Supervivencia de los ratones (n=8 ratones/grugegtados
con A. fumigatusy tratados con 5 mg/kg de AmbisoineAmB:DCH
1:1,5 y dextrosa (grupo control) durante 6 dias.

Todos los animales del grupo control murieron a8adias después de la
infeccion mientras que ambos tratamientos (AmB:DCH5 y Ambisom@&)
aumentaron significativamente la supervivenciacdealnimales en porcentajes
de supervivencia de 42,8% y 50% comparado conuglogcontrol (P=0,077).
Sin embargo, no se encontraron diferencias sigiwias entre los dos grupos

tratados (P>0,05).
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La figura 63 muestra los datos de pérdida de peslogiratones tratados
con 5 mg/kg de AmB:DCH 1:1,5 y Ambisofyecomparado con el grupo

control.
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Figura 63. Porcentajes de pérdida de peso de los ratone8 (n=
ratones/grupo) infectados cax fumigatusy tratados con 5 mg/kg de

Ambisomé, AmB:DCH 1:1,5 y dextrosa (grupo control) durateias.

Los datos correspondientes al peso de los animadssraron una bajada
muy marcada de peso en todos los animales. El graptrol presenta una
bajada de peso de los animales hasta el dia 8, mome su fallecimiento. Los
dos grupos de tratamiento, mostraron una bajadpede inicial, similar al
grupo control, pero pasado un nimero de dias pasttiento, se observa un
cambio de tendencia, produciéndose un aumento qwiogrde peso, a los 6

dias en el grupo de Ambisofhg a los 8 dias en el grupo AmB:DCH 1:1,5.
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Ambos tratamientos (AmB:DCH 1:1,5 y Ambisoithe mostraron
porcentajes similares de pérdida de peso asi cenuperacion de pesos. Una
relacién similar entre la supervivencia y la péaditk peso ha sido previamente
observada con diferentes tratamientos de aspasgdos anfotericina B (Olson

y col., 2015; Olson y col., 2008).

4.2. Determinacion de la carga fangica

La figura 64 muestra la carga fungica en riflongguimones 24 horas

después de la ultima dosis (+8 dias).
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Figura 64. Carga fungica en rifidn y pulmon 24 horas despeds
Gltima dosis (+8 dias) de 5 mg/kg de Ambis8m&mB:DCH 1:1,5

y dextrosa (grupo control), previa infeccién darfumigatus
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La infeccion mostré elementos fangicos viables anmlayoria de los
pulmones del grupo control y de los animales ti@asdin encontrar diferencias
significativas entre los grupos (P>0,05). Esta acise de diferencias
significativas, posiblemente esté relacionada ddmap numero de animales

existente en el grupo control.

La carga fungica en el grupo tratado con la foregidla poliagregada
AmB:DCH 1:1,5 mostro los valores mas bajos {§o8,58 + 2,129 CFU/g
pulman), con un 40% de los ratones que presentaFdss/g no detectables en
el tejido. Sin embargo, contario a lo que cabizesptodos los ratones que
recibieron la formulacion de referencia AmbisSntevieron elevados valores

de CFUs/g (log, 4,45 + 0,402 CFU/q).

Por otro lado, la infeccién mostré baja disemina@brifion en los animales
del grupo control, mientras que un elevado aclagatnide la carga fungica fue
observado en los animales tratados, con CFUs/getext@bles en el 80% de
los ratones que recibieron AmB:DCH 1:1,5 y en e0%0 de los ratones

tratados con Ambisorfie

Un r4pido aclaramiento en el tejido pulmonar de ftamulacién
poliagregada podria explicar el descenso en eleptaje de supervivencia de
los ratones tratados con AmB:DCH 1:1,5. Sin emhargando se administraba
Ambisomé&, se obtenian menores concentraciones pulmona®sita Gnica

dosis en animales no infectados (2,527 + 0,886 a las 24 horas).
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Esta baja concentracion inicial podria estar refeila con un aumento en
la carga fungica en los ratones tratados con estaufacion durante el primer
estadio de la infeccién (Lewis y col., 2007). Segfnos autores, dosis de 10
mg/kg serian necesarias para obtener una reducighnificativa de A.
fumigatusdurante el primer estadio de la infeccion (Clemgnsol., 2005;

Lewis y col., 2007).

La figura 65 muestra la carga fungica en rifiongsilynones de los ratones
que han sobrevivido durante 12 dias. No se obwwvieesultados del grupo

control ya que todos los animales murieron debitdoiafeccion.
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Figura 65. Carga fungica en rifion y pulmén de los ratones qu
han sobrevivido durante 12 dias tras la adminigtnade 6 dosis
de 5 mg/kg de Ambisorfie AmB:DCH 1:1,5, previa infeccién

conA. fumigatus
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A los 12 dias después de la infeccién, no se eraront CFUs en el rifién al
contrario de lo que se observé en los pulmonesdalaigunos animales,
tratados con AmB:DCH 1:1,5 y Ambisofhemostraron niveles de carga
fungica sin encontrarse diferencias significativagtre ambos grupos
(P=0,371). Los resultados de carga fungica obtsnédtos 12 dias confirman
lo observado al cabo de 8 dias, con una baja diseidn en el rifidn de la cepa

deA. fumigatuaitilizada (Gavalda y col., 2005).

Si comparamos los resultados obtenidos entre e8 dicel dia 12 tras la
infeccidn observamos importantes cambios en losgptajes de erradicacion
de cada grupo. Mientras que el grupo que recibiisdde 5 mg/kg de
AmB:DCH 1:1,5 presentd resultados similares, apgrque recibié dosis de 5
mg/kg de Ambisonig mostré un aumento importante en los porcentages d

erradicacion, tal y como se observa en las figadag 65.

Las diferencias en los valores de CFUs del tejmdmonar entre
AmB:DCH 1:1,5 y Ambisom®& podrian estar relacionados con las distintas
concentraciones de anfotericina B alcanzadas debids distintos tamafios de
particula entre las dos formulaciones (Espadaly 2008; Serrano y col.,

2013).
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El descenso en las CFUs observado al final detiesstton la formulacién
comercial Ambisonig estaria relacionado con el menor tamafio de plrtjcu
las caracteristicas morfolégicas de los liposonmardotericina B, tal y como
indican otros autores (Adler-Moore 2016; Olson {,c2015) o debido a que
las pequefias esferas de la formulacion comercial adfotericina B
(Ambisomé€) permanecen en el pulmén 12-48 horas después de

administracion (Olson y col., 2008; Takemoto y c2006).
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5. DISCUSION

Los tratamientos de AmB:DCH 1:15 y Ambisdmmostraron eficacia
similar en términos de supervivencia y reduccionlalearga fangica. Sin
embargo, un descenso comparable en el peso dattoes fue observado en

los diferentes grupos.

El modelo de aspergilosis pulmonar utilizado ha alnado una elevada
infeccidon pulmonar con elementos flngicos viabledi@s después de la
infeccion y con una baja infeccion renal. Estoslltados sugieren que la cepa
A1160 deA. fumigatusse disemina poco a otros 6rganos 8 dias después de

infeccidn, tal y como reflejan otros autores (Bashy col., 2016).

Los resultados obtenidos durante el ensayo decefisan consistentes con
lo observado en las concentraciones pulmonares| emsayoin vivo con
animales inmunosuprimidos, pero no infectados. &blgmente, el mayor
tamafo de particula de la formulacion AmB:DCH 1:4¢6 su mayor tamafio
de particula y la presencia en su morfologia dewfactante anionico, produce
una rapida biodistribucion al tejido pulmonar (1% 0,498ug/g a las 24
horas) y un mayor aclaramiento de la carga fanigicéal (Groll y col., 2006).
Sin embargo, la formulacion Ambisofhepor su menor tamafio de particula y
la morfologia de los liposomas, posiblemente pitesaima eliminacion
pulmonar mas lenta mejorando la eficacia en los pldsteriores al tratamiento

(2 dias después de la ultima dosis).
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Estos resultados nos permiten suponer el efectefiomso de nuestras
formulaciones frente a aspergilosis pulmonaresasgas mas resistentes a la
anfotericina B. Ademas, seria interesante comb@strs nuevos tratamientos
con el tratamiento de referencia (Ambis@nrente a infecciones fungicas

sistémicas que produzcan una distribucién tanieed pulmonar como renal.
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CONCLUSIONES

1. Los espectros de absorcidén de las nuevas formuakesioon desoxicolato
sédico corresponden a la forma poliagregada deftaegicina B, en las que
se forman sistemas micelares de tamafio nanoméluido a la presencia

de desoxicolato.

2. El desoxicolato sddico produce un efecto estalitezaen las formas
poliagregadas de anfotericina B. Asi, las formalaes poliagregadas de
anfotericina B y desoxicolato AmB:DCH [1:0,8] y I15], una vez
reconstituidas, no presentan cambios en el tama&i@adticula, y son
estables quimicamente durante 7 dias de almacemamia 25°C y

protegidos de la luz.

3. Tras la administracibn de una dosis Unica de lasndtaciones
poliagregadas y de la formulacién AmbisSimias nuevas formulaciones
muestran concentraciones mas elevadas a nivel palmmientras que la
formulacion Ambisom® alcanza mayores concentraciones en 6rganos del

sistema reticulo endotelial, como higado y bazo.

4. Tras la administracion de dosis multiples en arém@amunodeprimidos, se
confirma que la formulacion poliagregada AmB:DCHL1,%: presenta
concentraciones pulmonares tres veces superioresgugnulaciones en
tejido renal cuatro veces menores que la formutacie referencia
Ambisomé. La nueva formulacion presenta una leve mejorm®rfectos

nefrotéxicos comparada con la formulacién de reifeiee
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5. Los estudios de eficacia en animales inmunodepoisntcas infeccion con
Aspergillus fumigatusnuestran un mayor descenso de la infeccion atoteji
pulmonar durante la administracion de la formulacipoliagregada
AmB:DCH 1:1,5 en los primeros dias de tratamiectmnparada con el

tratamiento de referencia.

6. Los estudios de eficacia en animales inmunodepaosntcas infeccion con
Aspergillus fumigatus,muestran una eficacia similar en términos de
supervivencia y reduccién de carga fungica al fidal tratamiento, al
comparar la formulacion poliagregada y la formuwacde referencia. Este
resultado posiblemente esté relacionado con umanglcion mas lenta de la
formulacion de liposomas en relacion con la formidia micelar

poliagregada.
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ABSTRACT

An experimental micellar formulation of amphotenidd (AMB) with sodium
deoxycholate (DCH), AMB:DCH 1:1.5, was obtained aifracterized to determine
its aggregation state and particle size. Biodistidn, nephrotoxicity and efficacy
against pulmonary aspergillosis in a murine modetenstudied and compared to the
liposomal commercial amphotericin B after intraveso administration. The
administration of 5 mg/kg AMB:DCH 1:1.5 presented8-fold higher lung
concentrations (18.125 + 3.985 ug/g, after 6 dddges) and lower kidney exposure
(0.391 + 0.167 pg/g) compared to liposomal comnaéramphotericin B (6.567 +
1.536 and 5.374 = 1.157 pgl/g, in lungs and kidnegspectively). The different
biodistribution of AMB:DCH micelle systems compar¢a liposomal commercial
amphotericin B was attributed to their different rplwology and particle size. The
efficacy study has shown that both drugs admiresteat 5 mg/kg produced similar
survival percentages and reduction of fungal burdeslightly lower nephrotoxicity,
associated to amphotericin B, was observed with AMBA 1:1.5 than the one
induced by the liposomal commercial formulationwéwer, AMB:DCH 1:1.5 reached
higher AMB concentrations in lungs that could reyar@s a therapeutic advantage over
liposomal commercial amphotericin B-based treatmehtpulmonary aspergillosis.
These results are encouraging to explore the AMBIOCL.5 usefulness against this

disease.

KEYWORDS: aspergillosis, Amphotericin B  deoxycholate, pulmon

concentrations, efficacy, nephrotoxicity.
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INTRODUCTION

The increase of immunosuppressive agents and thensixe usage of
corticosteroids in chronic obstructive pulmonargedise have also led to a rising
prevalence of invasive mycoses such as aspergillngiecent years (1, 2). The initial
site of most fungal infections as aspergillosishiimans is primarily the lungs, with
hematogenous dissemination to the spleen, kidreses, and brain as the disease
progresses. So, high initial pulmonary concentretiof antifungal drugs are needed to
avoid the dissemination of the pathogens that niagenfection even more difficult to
treat. Liposomal amphotericin B (LAMB) is the gdadthndard in aspergillosis therapy
(1, 3). Several studies have demonstrated thae lpegticle sizes of different AMB
formulations are related to high nephrotoxicity 74- Commercial dimeric
deoxycholate amphotericin B (D-AMB) shows a highrgeatage of small particles
(56.2 = 4.3 nm), and a small percentage of largéghes (around 4.0 um) (6) being the
latter related to nephrotoxicity (4-7) LAMB, thefeeence commercial formulation,
with a poly-aggregated AMB form, shows low partidze (around 100 nm) that
enhances antifungal efficacy and diminishes drugicity (8) while other lipid
complexes marketed as AbeltetABLC) presents poly-aggregated AMB with a
particle size of 1.6-11 um (7). This larger padisize of ABLC formulations favors a
greater pulmonary distribution but also increaseséphrotoxicity compared to LAMB
(4).

However, the high costs of commercial lipid formidas limit their use. On the
other hand, the less expensive commercial dimex@axycholate amphotericin B (D-
AMB) has lower antifungal efficacy and causes sevigide effects (9). Therefore,
various new amphotericin B formulations such as lIsions, liposomes and
microspheres have been developed to increase affaad decrease side effects (10).
In previous works, it has been observed that pglyegated systems of AMB with

sodium deoxycholate are a safer and less toxic fdvam D-AMB, with the same
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proportion of DCH, when administered intravenoy#ly11). The AMB distribution to
organs with high presence of macrophages and orgértke reticulo-endothelial
system like liver and spleen is related to formialatparameters such as the
aggregation state and particle size (11, 12). After parenteral administration of
LAMB, the highest concentrations appeared in orgahghe reticulo-endothelial
system, while lower drug concentrations appearedthier organs such as lungs (13).
So, a lung concentration of 1.44 ug/g was obtaftetiours after the administration of
a 5 mg/kg dose of LAMB (14). These probably instiffnt pulmonary concentrations
make necessary to search new AMB formulations dteoto guarantee higher efficacy
against dangerous pulmonary pathogen agent&\Bgergillusspp

The aim of this project is to develop a lung-sgeditlivery system of AMB with
a high pulmonary distribution and a low nephrotdyicA low renal dissemination
pulmonary aspergillosis model was selected in otdeorrelate nephrotoxicity results

with the new AMB formulation.

RESULTS

AMB formulations characteristics. The aggregation state of amphotericin B in
the experimental formulations was evaluated by m@&ag UV-visible absorbance. A
standard AMB formulation using methanol as solvévtAMB) and a formulation
with no surfactant in water for injection (AMB:DCH:0) were used as reference
formulations and compared with deoxycholate comtginformulation (AMB:DCH
1:1.5). The absorption spectrum of M-AMB showedrftigh pronounced peaks at
353, 372, 390 and 414 nm. The absorption spectiudMB:DCH 1:0 showed two
faint peaks at 386 y 403 nm.

Absorption spectrum of AMB:DCH 1:1.5 formulationivater showed a shoulder
around 330 nm and some faint peaks at higher wagtte (393, 407 and 424 nm). The

absorbance values at different wavelengths ofdé@xycholate containing formulation

[244]



was clearly different from the previously obsenatks in the spectrum of M-AMB.
Furthermore, AMB:DCH 1:1.5 showed 3-fold higher ati®nce values than
formulation with no DCH (AMB:DCH 1:0).

The particle size of experimental (AMB:DCH 1:1.5)dareference (AMB:DCH
1:0) formulations was performed and expressed amnrparticle size (nm) * standard
deviation (SD). Both formulations in water presenpmlydispersity indexes less than
0.6.

The presence of sodium deoxycholate in AMB:DCH 3 formulation decreased
significantly (P<0.001) the particle size (404.91% nm) regarding the formulation
without surfactant AMB:DCH 1:0 (514.8 + 34.2 nm).

AMB biodistribution to kidneys and lungs. The study of AMB biodistribution
consisted of the administration of a single andtiplel doses of AMB in uninfected
and immunosuppressed mice in order to evaluateéAMB concentration reached in
lungs and kidneys.

AMB concentrations in renal and lung tissues 24rbaifter a single dose of
AMB:DCH 1:1.5 or LAMB formulations administered atmg/kg dose are observed in
Fig. 1. LAMB formulation showed AMB concentrations kidneys 15 times greater
than AMB:DCH 1:1.5 (P<0.01). However, AMB concetitvas reached in lung tissues
with AMB:DCH 1:1.5 formulation at 24 hours were sificantly higher (P<0.01) than
the ones obtained with LAMB treatment (9.173 +984ug/g versus 2.527 + 0.386
nal/g, respectively). After 6 days of treatmentatesoncentrations of AMB showed an
important cumulative effect (Fig. 1A). However, lokidney levels of AMB were
reached with AMB:DCH 1:1.5 formulation after 6 dayktreatment (0.391 + 0.167
p1a/g). Thus, AMB renal concentration for LAMB wekB-fold higher than AMB:DCH
1:1.5 formulation (P<0.01). Also, lung concentragoof AMB showed a cumulative
effect with both AMB:DCH 1:1.5 and LAMB formulatien (Fig. 1B). A higher

concentration in lung tissue was observed with ADIBH 1:1.5 formulation at 5
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mg/kg dose (18.125 + 3.985 ug/g) compared with sedaf 5 mg/kg/day of LAMB
formulation (6.567 + 1.536 ug/g).

Drug nephrotoxicity. One of the most important problems of amphoteriRirs
its nephrotoxicity. Therefore, renal toxicity of &MB new experimental formulations
should be tested and compared with commercial ftatioms. In this first preclinical
study of toxicity, immunocompetent mice were used.

Serum nephrotoxicity biochemical parameters as ticiea and blood urea
nitrogen (BUN) were tested after six daily dosesath treatment at therapeutic or
elevated AMB doses (5 and 20 mg/kg/day). Tabledws the results of creatinine and
BUN serum levels. All creatinine concentrations aofséd with experimental and
commercial formulations were slightly higher thae bne obtained with control group.
These creatinine values were similar after the athtnation of therapeutic or high
doses of AMB. Commercial LAMB formulation presentdioe highest values of
creatinine concentrations.

Histopathological studies of renal tissue of atlated mice with 6 daily AMB 5
mg/kg/day doses showed tubular and glomerular n@bogiic abnormalities compared
to the control group that maintained the normalphotogy (Fig. 2). These changes in
renal tissue of mice treated with experimental aodhmercial AMB formulations
include extensive areas of inflammatory cells @unding tubules and glomeruli),
extra-capillary proliferative glomerulonephritis caracute tubular epithelial damage
with the presence of tubular necrosis, cell debdesachment, swelling and tubular
dilation. The renal sample of LAMB formulation alsbowed protein casts in renal
tubules. The photomicrographs of mice kidney sesticegarding higher AMB doses
(20 mg/kg/day) showed a small increase of renasliisilamages (data not shown) when
this dose was administered as compared with thee seinmulations given at 5

mg/kg/day.
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Drug efficacy. This study was performed in immunosuppressed afetted
animals. Fig. 3A shows survival rates of untreaatnals and of those treated with 5
mg/kg AMB:DCH 1:1.5 or LAMB. All animals from conti group succumbed within
8 days post-challenge. Both treatments, AMB:DCH.8.:4nd LAMB, significantly
increased the survival of the animals with survivales of 42.8% and 50.0% in
comparison to the control group (P=0.077). Howewer significant differences were
found between treated groups (P>0.05).

Body weights showed a drop in all animals (Fig. .3B)s pattern was followed
by a continuous drop in weight in control animafscontrast to a progressive rise in
weight of treated groups. Infected mice treatechwiMB:DCH 1:1.5 and LAMB
formulations at doses of 5 mg/kg showed similaceetages of weight loss as well as
weight recovery starting on the day 8 and day @ ipdsction, respectively.

Infection showed viable fungal elements in mosttaf lungs from control and
treated animals with no significant differencesamsn groups (P>0.05). Fungal burden
in the group treated with experimental AMB:DCH &:formulation showed the lowest
values (logy 2.58 * 2.130 CFU/g lung tissue), with 40% of midisplaying non-
detectable CFUs in this tissue. But, contrary to eépectations, all mice in the group
receiving LAMB had high CFUs/g values (lgg4.45 + 0.40 CFU/g lung tissue).
Infection showed low spread to kidneys in controinzals but high clearance was
observed in treated animals with undetectable CFU80% of animals receiving
AMB:DHC 1:1.5 and 100% of those receiving LAMB.

No CFUs were recovered from kidneys at the enth@k&eixperimental time i.e., 12
days after infection in treated animals in conttasthe results in lungs, where a few
treated animals with AMB:DHC 1:1.5 and LAMB showiedv fungal burden with no
significant differences between them (P=0.371)datt shown). Important changes on
eradication percentages for each treatment groupeea days +8 and +12 were

observed. Thus, the group that received 5 mg/keAMB:DCH 1:1.5 formulation
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presented similar eradication results in lung #sdi? days after infection to the
obtained on day 8. The group that received 5 mgéigbf LAMB formulation showed

an important increase in eradication percentagtedes day +8 and day +12 (3 igg

DISCUSSION

The aggregation state study of the reference M-AfdiBnulation showed peaks
corresponding to the monomeric form of AMB (15).vitwver, absorption spectrum of
AMB:DCH 1:1.5 formulation was clearly different fro the previously observed
spectrum of the monomeric form and did not showdharacteristic high peak of the
dimeric form (15). Therefore, this spectrum of expental AMB:DCH formulation
was indicative of the presence of amphotericin B/aggregated form, which usually
presents a lower nephrotoxicity than D-AMB (6, BMB:DCH 1:1.5 showed higher
absorbance values than the reference formulatish mé deoxycholate (AMB:DCH
1:0). These higher absorbance values of AMB:DCH5Lférmulation may be related
with a poly-aggregated AMB form into a small sizécetiar system, induced by the
surfactant action of the sodium deoxycholate (79, 1

Particle size measurements were performed in ¢df#i and represented by the
mean result (+ standard deviation). Polydispersitjexes were similar to the ones
presented by other authors in micellar formulati¢8)s In previous studies, the poly-
aggregated formulation AMB:DCH 1:0 showed a higparticle size (1280 + 216.0
nm) when using a shorter agitation time (2 minu{é}) Therefore, stirring conditions
has been proved to be a key issue in order to rolsiaall poly-aggregated AMB
systems as other authors have also reported (17).

AMB:DCH 1:1.5 poly-aggregated formulation presensesimall value of standard
deviation when its particle size was studied aslltw variability should be attributed
to the stabilizing effect of DCH by means of iomteractions with AMB (5). Thus, in

this AMB formulation, sodium deoxycholate acts asstabilizing agent inhibiting
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particle growth, so the surfactant effect is catim AMB nanopatrticle systems (16,
17). The use of surfactants as stabilizing ageasstieen previously reported by several
authors (6, 18).

Finally, it is noteworthy that particle size of AMB this poly-aggregated
preparation was very different from the one obsgérwgith commercial AMB
formulation (LAMB) that has been reported as abb®® nm by other authors and
therefore may be related to different organ digtidn (19).

AMB concentrations obtained in this work with thedied formulations showed
different AMB distribution to kidneys and lungs asher authors have previously
observed (13). Our results suggest that particke sind surface morphology of
colloidal and liposomal systems may influence tigridution of AMB to different
organs. Formulations with small particle size (LAMBesented high concentrations in
organs like kidney whilst the new poly-aggregatedBADCH formulation with higher
particle size led to a greater lung distribution.

At renal level, the new poly-aggregated formulatideveloped in this work
showed less AMB concentrations in kidneys thanahes observed with LAMB (20,
21) either after 1 or 6 days of treatment (5 mglkg). The increase in AMB renal
concentrations observed with the DCH formulatioryrba related to the influence of
the hydrophilic sodium deoxycholate surfactant aoetfes distribution. However, due
to the important renal effects of AMB formulatiorfd1), a toxicity study was
performed with the experimental DCH formulation,@oying LAMB and AMB:DCH
1:0 formulations as reference, to observe the ples#fluence of AMB and DCH in
the nephrotoxicity.

The serum nephrotoxicity biochemical parameterdysthowed that BUN values
for all the formulations were similar to the cortgooup at both doses studied (5 and

20 mg/kg) and similar to those obtained in différéreatments with LAMB (22).
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Therefore, the high AMB renal concentrations aft&MB treatment did not translate
into pathological BUN values.

All AMB formulations induced higher creatinine vakithan the control group.
Similar increases in creatinine levels were obskmvigh other poly-aggregated AMB
formulations at elevated doses (15 mg/kg) (23)., Batincrease in creatinine values
was observed in LAMB group compared to AMB:DCH 5: &t both doses studied (5
and 20 mg/kg). These high creatinine values werssipty related to high AMB
redistribution into the kidneys observed with LAMR2, 24). It is particularly
noteworthy that the experimental AMB:DCH 1:1.5 fadation did not show
pathological creatinine values and no significaiffiecence (P>0.05) with the control
group was observed. But there were significantediffices between creatinine values
after administration of LAMB and AMB:DCH 1:1.5 foutations at therapeutic and
elevated AMB doses (5 and 20 mg/kg/day) (P<0.0@LR«0.01, respectively).

Nevertheless, all renal tissue samples of micetedeavith all the formulations
after 6 daily doses of 5 or 20 mg/kg/day presentdihmmatory cells and tubular
epithelial damage, whilst protein cast were onlgarkied in renal tissue of mice treated
with LAMB. So, all preclinical nephrotoxic studiesvith experimental AMB
formulations should include histopathological sasli due to the fact that serum
nephrotoxicity biochemical parameters (creatinined aBUN values) would be
insufficient to confirm a prompt renal damage.

Furthermore, the renal histopathological study $taswn the existence of renal
damage (see Fig. 2) when AMB renal concentratioasqual to or greater than 0.372
pa/g, since this was the AMB renal concentratiomafe treated i.v. with 5 mg/kg/day
of AMB:DCH 1:1.5 for six days (see Fig. 1). On tbther hand, when renal damage
was compared between DCH formulations (AMB:DCH ar@ AMB:DCH 1:1.5), it
was observed that the presence of DCH in AMB foatiohs did not increase the

nephrotoxicity after 6 daily doses of 5 and 20 mg¢dley (see Table 1 and Fig. 2).
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Nephrotoxicity values described in AMB:DCH 1:1.5rfaulation for 6 days at
high doses (20 mg/kg) were more related to thegmess of large particles at this dose
than with its high renal AMB concentration. Thessults are consistent with the
nephrotoxicity values after prolonged treatmentseobed in AMB formulations with
high particle size (25). However, nephrotoxicitylues described with LAMB
formulation are more related to a high AMB renah@entration. However, it must be
emphasized that while LAMB formulation presented-fall higher AMB renal
concentrations than DCH formulations, a 15-fold ajge nephrotoxicity was not
observed.

Lung AMB concentrations reached with experimentaMBADCH 1:1.5
formulation at 5 mg/kg dose were higher than thesombtained with LAMB.
Differences in the particle size between AMB:DCH.5:and LAMB formulations may
explain the differences observed in the distributaf AMB to the lungs because a
higher particle size will allow a faster opsonipatiby macrophages (11). This may
also explain the high AMB concentrations reachedhwioth experimental AMB
formulations in organs rich in macrophages like thegs (14). These lung
concentrations would be adequate to treat aspastll(MIC 0.5 - 8 pg/ml) (26).
Furthermore, when experimental AMB:DCH 1:1.5 foratidn was administered, the
threshold pulmonary concentration (x&y/g) required for therapeutic efficacy of
LAMB treatment in a murine model of pulmonary agpiasis (27), was exceeded.
Pulmonary AMB concentrations obtained with LAMB aftmultiple doses were
similar to the ones obtained with different AMB ifimulations by other authors (27, 28).
AMB:DCH 1:1.5 formulation had the greatest cumuwlatieffect on lung tissue
compared to LAMB formulation (25).

Treatments consisting on AMB:DCH 1:1.5 and the gsfdndard formulation
(LAMB) have shown equivalent efficacy in terms afm@val and reduction of tissue

burden despite AMB levels were higher in lungs mifraals receiving AMB:DCH than
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in those treated with LAMB. This may be due to tmmunomodulatory effect of the
drug carrier since it has been demonstrated thptyeliposomes show efficacy against
IPA modelled in corticosteroid-immunosuppressedemiche role of empty liposomes,
as well as DCH, into the progression and outcoméhefinfection deserves to be
further explored (29). In addition, a comparablerdase of the percentage of weight
loss in the different groups was observed. A simiéation between survival times and
weight losses results has been previously obseivedifferent AMB aspergillosis
treatments (7, 30).

Our pulmonary model has demonstrated high pulmoa#figctation with viable
fungal elements at day 8 post infection with lomakeaffectation suggesting that the
A1160 strain has poorly disseminated to other asgi@rdays post-challenge (31). The
absence of nephrotoxicity after treatment allowtosconsider that nephrotoxicity
results in uninfected mice could be adequate topegsenAMB:DCH 1:1.5 and LAMB
at doses of 5 mg/kg. Previous studies showed simIAN values between infected and
uninfected mice in LAMB and ABLC treatments (22).

The high mortality displayed by the infected cohtyroup was due to the fungal
burden (32, 33). In addition, tissue burden studyfggmed 8 days post infection
showed great fungal clearance in lungs of thosemalsi receiving 5 mg/kg of
AMB:DCH 1:1.5 while all mice receiving with 5 mg/kgf LAMB showed slightly
higher levels of CFUs. These results were condistéth the lung concentration data
obtained in uninfected mice. Probably, the highesticle size of AMB:DCH 1:1.5
formulation produced a faster biodistribution taduissue (9.173 + 0.498)/g at 24 h)
and a greater fungal burden clearance (34). Thg fhst clearance of lung tissue for
AMB:DCH 1:1.5 formulation might explain the decreds survival rate (+8 day) (see
Fig 3). Nevertheless, LAMB at doses of 5 mg/kg lad lung concentration values
after the initial dose in uninfected mice (2.52D.886ug/g at 24 h). This low initial

biodistribution could be related to an increaséuimgal burden during the first stage of
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the infection in this group (27). Doses of 10 mgfgLAMB formulation would be
required in order to obtain a significant reductionA. fumigatusgrowth, during the
first stage of the infection (27, 35).

The fungal burden results obtained on day +12 oonthat thisA. fumigatus
infection model by pulmonary inhalation poorly dissinated to kidneys (33).
Differences in lung tissue CFUs values for AMB:DQH.5 and LAMB treatment may
be related to the AMB concentrations due to théediht particle size between both
formulations (11, 15). A decrease in CFUs for LAM&mulation at the end of the
study (+12 day) was related to a smaller partidde and morphological characteristic
of liposome form of AMB (30, 36). Thus, small spberof commercial AMB
formulation (LAMB) remain in the lungs 12-48 houadter administration (7, 28).
These results from different formulations suggésit their morphology and particle
size could affect the pharmacokinetic/pharmacodyoaimaracteristics of the different
AMB formulations.

Nevertheless, a limitation of this study, perforgirthe pharmacokinetic
comparisons between uninfected mice and infecteck ns the fact that the AMB
concentrations that would be reached in infectedermould be higher than the ones
obtained in this study in uninfected mice (22, 239, the similar efficacy observed
with AMB:DCH 1:1.5 and LAMB would be related to amntrations higher than 4
pa/g in infected animals (AMB concentration assteeiawith a significant reduction of
lung fungal burden) with both formulations and ooty the concentrations observed
with uninfected animals (see Fig. 1) in the firdti®urs (27).

In conclusion, micellar poly-aggregated AMB:DCH & 1formulation showed
2.8-fold higher AMB concentration in lungs than aoercial LAMB formulation after
6 doses of 5 mg/kg and a slightly lower nephrotibkicdue to the formulation
characteristics. The improved pulmonary efficacyitiity ratio allows the micellar

AMB:DCH 1:1.5 formulation to be considered a godigraative to LAMB liposomes
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for the treatment of pulmonary aspergillosis. Fatstudies with infected mice will be
performed to evaluate the pharmacokinetic/pharmataiic efficacy of treatments
with experimental AMB:DCH 1:1.5 and commercial LAMBrmulations on its own

compared to treatments combining different dosebexe formulations.

MATERIALS AND METHODS

Drugs. Amphotericin B (AMB) (PubChem CID: 5280965) was pligd supply
by Bristol Myers Squibb (Barcelona, Spain) and LANf#mbisomé&) was supplied by
UCB-Pharma (Brussels, Belgium).

Preparation of formulations. Experimental micellar formulation was prepared
with AMB and DCH at a ratio of 1:1.5 w/w of drug twarrier proportions. The
preparation method was as follows. 18.75 mg of D@dbChem CID: 23668196)
purchased from Fluka-Biochemika (Bucks, SwitzerjJangre dissolved in 50 ml of
water for injection and then 12.5 mg of AMB was eddnd vortexed during 4 minutes
at 2400 rpm. These suspensions were diluted in &#ase solution, as necessary, and
vortexed during 4 minutes at 2400 rpm and storeddarkness at 25°C. For the
characterization of the aggregation state of thefdations, an AMB standard solution
(M-AMB) was required. This formulation was preparas follows. 10.0 mg of AMB
were dissolved in 500 ml of methanol and vortexedrd) 4 minutes at 2400 rpm. M-
AMB formulation was diluted in 5% dextrose soluti@s necessary.

AMB formulations characterization. Different AMB:DCH formulations in
water (AMB:DCH 1:0 and AMB:DCH 1:1.5) and M-AMB fowlation in methanol
were spectrophotometrically analyzed by UV absorpto determine the aggregation
state of AMB. A scanning spectrum of each formolativas recorded by Shimadzu
UV-1700 spectrophotometer (Kyoto, Japan) betweed+48D nm. Each sample was

analyzed in triplicate.
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The particle size of AMB:DCH formulations in wateas analyzed by Microtréc
S-3500, (Microtrac Inc, Montgomeryville, USA). Meaize (hm) was determined
based on size distribution in number. Each sampke analyzed in triplicate.

Animals. Four weeks-old OF-1 male mice weighting betweei8279 were used
(Criffa S.A., Barcelona, Spain) in all experimen#dl animals were housed under
standard conditions with water and foad libitum All animal care procedures were
supervised and approved by the Complutense Untyefsiimal Welfare and Ethics
Committee as well as the Universitat Rovira i Mirghnimal Welfare and Ethics
Committee.

AMB biodistribution to kidneys and lungs. This study was performed in
immunosuppressed uninfected mice in order to etaltttee AMB concentrations in
kidneys and lungs after single dose or 6 daily daseAMB (5mg/kg/day).

Four groups of 6 animals each, were immunosuppiedse subcutaneous
injection of cortisone acetate (125 mg/kg) everyd8ys (37). Five days after
immunosuppression began, animals received a sidgée of AMB:DCH 1:1.5 or
LAMB both administered intravenously (i.v.) at desef 5 mg/kg or multiple doses
administered once daily (QD) at doses of 5 mg/kgsio days.

To determine the concentrations of AMB in kidneylduang tissues, mice were
euthanized 24 hours after the last administrat@ngans were aseptically removed and
frozen until used. Then, organs were homogenizedl5mml of water for injection and
determination of total AMB concentration in tissweas performed by the High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) methodngisia modification of
previously published assays (38). Briefly, all HPB€says were performed using the
modular system Jast¢Tokyo, Japan) that consisted of an automatic sarnmpction
(A5-2050), a high pressure pump (PU-1580) and anddiéctor (1575), operating at
406 nm. Analyses were performed on a Hypersil BE38 column (5 pm, 250 mm x

4.6 mm). The column was isocratically eluted atl@vfrate of 1 ml/min with
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40:4.3:55.7 viviv acetonitrile/acetic acid/waterbitb® phase. The injection volume was
100 ul. Each sample was analyzed in triplicate.

Homogenized tissue samples were spiked with medoxi¢€10ul at 200ug/ml).
Two extractions of the homogenate aqueous tissue garied out with methanol (400
ul x 2). After every extraction, the mixture was texed (2500 rpm, 2 min) and then
centrifuged (4000 rpm, 4 min). The supernatant fiteered using a filter HVLP of
0.45 um. Previous to the homogenization and aralggi HPLC, each organ was
weighed weight and the results were expressed &g qfgeach organ. Under these
conditions, the relative retention times of AMB athe internal standard were 8.5 and
6.1 min, respectively. Tissue AMB concentrationsravecalculated from linear
regression calibration curves of the AMB/interralnglard peak height ratio. The linear
range in plasma was 0.01 to 10 pg/ml (y=0.21910860 R=0.9986).

Drug nephrotoxicity. This study was performed in immunocompetent unteféc
mice. Thirty five mice were divided in seven groyps= 5) and treated i.v. with 5 or
20 mg/kg/day of LAMB, AMB:DCH 1:0, AMB:DCH 1:1.5 oplacebo (5% dextrose)
for six days. Blood samples were collected by @rdiuncture 24 h after the sixth
treatment. Creatinine and blood urea nitrogen (BWig)e analysed in serum using a
modular AutoAnalyzer Cobas 711 (Roche, Basel, Sn#ind).

Histopathological evaluations were also performedtite renal tissues in these
seven groups of mice. Kidneys were collected 24ftbr ¢he last drug treatment.
Tissues were fixed in 4% paraformaldehyde (24 ) paraffin-embedded. Cut tissue
sections of Jum were mounted on glass slides, rehydrated in watet stained with
haematoxylin and eosin (H&E, Sigma-Aldrich, St. iuMO). All tissues were
examined and microphotographs of sections with x@@nification were taken from
the stained samples using an inverted IX70 micnesc@Olympus, Hamburg,

Germany).
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Murine model of pulmonary aspergillosis. A. fumigatusstrain A1160 was
cultured on PDA and incubated at 37°C for 5 daysoAidial suspension was obtained
by flooding the culture plate with 5 ml of salingthv0.05% Tween 20, scraping the
fungal growth with a culture loop and drawing upe tresultant suspension with a
Pasteur pipette. The suspension was then filteva@rhove clumps of hypha or agar
and inoculum adjusted by hemocytometer count amilsdilution to the desired
concentration. Animals were immunosuppressed bgugaheous injection of cortisone
acetate (125 mg/kg) starting 4 days prior infectord then every 3 days (37). Infection
was performed by nasal instillation of 5XXOFUs/mouse in 20ul prior anesthesia with
inhaled sevoflurane.

Efficacy study. Infection was performed by nasal instillation o«k18*
CFUs/mouse in 20 pL prior anaesthesia with inhaadflurane.

Groups of 16 animals each, received LAMB or AMB:DCH1.5. Both
formulations were administered i.v. at a dose aigdkg QD for 7 days. Control group
received placebo (5% dextrose). Eight animals pmupm were used to CFU
determination (+8 days) and the rest 8 animalsiteigal follow up for 12 days.

Twelve days post-infection, surviving animals fr@RUs groups were euthanized
by CQ, inhalation followed by cervical dislocation. Kidygeand lungs were aseptically
removed, homogenized in 0.9% saline, 10-fold dduaed placed on PDA plates for
CFU/g determination (+12 days).

Statistical analysis. Results related to particle size studies were esgad as
mean values * standard deviation of three measamdstested by the independent-
samplet test. Results related to AMB concentrations wegedd by Mann-Whitney
test. Fungal burden data was analyzed by Mann-Witest and survival curves were
compared using the log rank test. Statistical cbffices were performed via one-way

ANOVA test using Minitab 15 (Minitab Ltd., CoveniriJ.K.). Tukey's test was used

[257]



for paired-group comparisons. RAvalue of less than 0.05 was considered to indicate

statistical significance.
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Figure 1 Mean and standard deviation of AMB
concentrations (ug/g) in (A) kidneys and (B) lungfs
immunosuppressed mice (n=6 mice/group) intraveryousl
treated with 1 or 6 daily doses of 5 mg/kg of AME.B
1:1.5 or LAMB. * LAMB treatments with 1 or 6 daily
doses were significantly different from AMB:DCH 151

(P<0.01).
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FIGURE 2

Figure 2 Histopathology of kidneys from no-immunosuppressed
uninfected mice following intravenous treatment hwitMB
formulations at a 6 daily therapeutic dose of 5kygglay. (A)
Appearance of normal renal tissue in a kidney froomtrol
group. (B) Tissue from mice treated with AMB:DCHLE. (C)
Tissue from mice treated with AMB:DCH 1:0. (D) Tussfrom
mice treated with commercial formulation (LAMB). wmw:
inflammatory cells. Arrow head: tubular epithelidamage.
Asterisk: intraluminal protein casts. Bar, 100 um.
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FIGURE 3
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Figure 3 (A) Survival of mice (n= 8 mice/group) challenged
intranasally with 20 pl of\. fumigatus(5 x 10 conidia/ml)
and then intravenously treated with 5 mg/kg foraydwith
placebo (5% dextrose), 5 mg/kg LAMB, and 5 mg/kg
AMB:DCH 1:1.5. (B) Mean percent weight change in
uninfected immunosuppressed (n= 8/group): 5 mg/kly'B
and 5 mg/kg AMB:DCH 1:1.5; and in infected mice (n=
8/group): 5 mg/kg LAMB, and 5 mg/kg AMB:DCH 1:1.5.

P<0.05 in comparison to control group.
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TABLE 1

Table 1 Creatinine and BUN concentrations (mg/dl) in uagiéd mice
24 h after a 6 daily dose of the indicated ampligterB formulation
group: Control; LAMB (20 mg/kg), LAMB (5 mg/kg), AR:DCH 1:0
(20 mg/kg), AMB:DCH 1:0 (5 mg/kg), AMB:DCH 1:1.5 @2mg/kg),
AMB:DCH 1:1.5 (5 mg/kg).

Doses Creatinine BUN
Formulation (mg/kg) X +SD(mg/dl) X+ SD (mg/dl)
Control 0.18 + 0.008 18.29 + 0.609
20 0.23+0.034*  18.160 + 0.963*
LAMB
5 0.24+0.018%  18.29 + 0.609*
* *
AMEB-DCH 20 0.22 + 0.028 17.27 + 0.875
10 5 0.23+0.005%  17.73 +1.276*
AMB:DCH 20 0.20+0.011*  18.20 + 0.748*
115 5 0.21+0.005*  19.88 + 0.762*

* LAMB treatments at 20 and 5 mg/kg doses were S§icanitly different from
control group (P<0.01 and P<0.001, respectively).

AMB:DCH 1:0 treatments at 20 and 5 mg/kg doses wigrgficantly different from
control group (P=0.035 and P<0.01, respectively).

AMB:DCH 1:1.5 treatments at 20 and 5 mg/kg doses wetesignificantly different
from control group (P=0.055 and P=0.057, respelgiive

LAMB treatments at 20 and 5 mg/kg doses were sicanifily different from
AMB:DCH 1:1.5 (P=0.005 and P=0.007, respectively).

All treatments related to BUN levels were not sigaifitly different from control
group (P>0.05).
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