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INTRODUCCION GENERAL.

1.- CANDIDIASIS SISTEMICAS.

Las infecciones fungicas a nivel sistémico cursan con una elevada morbi y
mortalidad, que origina un aumento de los tiempos de hospitalizacion de
pacientes asi como los costes de los tratamientos, hechos que hacen que sea
necesario investigar sobre posibles mejoras en su tratamiento (Masuoka, J.,
2004).

En el afio 2000, la mitad de estas infecciones estaban originadas por
Candida albicans aunque se observd un incremento en la frecuencia en las
infecciones originadas por otras especies de Candida como C. glabrata, C.

tropicalis y C. dubliniensis (Masuoka, J., 2004).

Calderone, R.A. y Braun, P.C., 1991, indican que C. albicans, un organismo
comensal presente en las mucosas, adquiere caracteristicas invasivas cuando
algun aspecto de la inmunidad del huésped se encuentra alterada. De esta
manera, el tipo de infeccion por C. albicans depende de los defectos
especificos del huésped. Las infecciones sistémicas aparecen cuando existe
una disminucién en el recuento de los neutréfilos mientras que las patologias

cutaneas y mucocutaneas dependen de la inmunidad mediada por células.

Candida spp. presenta, al menos, tres formas de crecimiento, los
blastoconidios, normalmente responsables de la colonizacion de la piel y de las
mucosas oral, vaginal y del tracto gastrointestinal, estructuras filamentosas,
originadas tras la germinacion de los blastoconidios, y como pseudohifas,
estructuras que aparecen en los procesos de elongacién de los blastoconidios
(Calderone, R.A. y Braun, P.C., 1991).

La pared celular de C. albicans es esencial en su actividad patégena ya que
es necesaria en su crecimiento, confiere rigidez y proteccion frente a cambios

osmoticos siendo el lugar de contacto entre el microoganismo y el
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medioambiente como indican Calderone, R.A. y Braun, P.C., 1991). La

estructura de la pared celular muestra en la Figura 1.

FIBRILLAR LAYER

MANNOPROTEIN

A GLUCAN
AGLUCAN-CHITIN

MANNOPROTEIN
LT PLASMA MEMBRANE

Figura 1.- Diagrama esquematico de la pared celular de C. albicans. Los componentes
mayoritarios de las capas se encuentran indicados a la derecha de la imagen (Calderone,
R.A.y Braun, P.C., 1991).

La composicién de esta pared celular incluye una serie de componentes
basicos como, D-glucosa, N-acetil-D-glucosamina y D-manosa (Figura 2) que
se asocian en moléculas mas complejas, concretamente glucanos, quitina y
mananos (Martinez, J P. y col., 1998, y Masuoka, J., 2004).

a-D-glucose a-D-mannose

B-p-glucose B-p-manncse

N-acetyl-B-D-glucosamine

Figura 2.- Monosacaridos constituyentes de la pared celular de C. albicans.
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Los glucanos, homopolimeros de glucosa, constituyen entre el 47% y el
60% del peso de la pared celular (Calderone, R.A. y Braun, P.C., 1991). Se
caracterizan por presentan uniones [-1,3, que favorecen la estructura
helicoidal, y 3-1,6, mas frecuentes en C. albicans, que, como indica Masuoka,

permiten obtener estructuras extensas y flexibles (Masuoka, J., 2004).

La quitina esta compuesta por polimeros lineares de [3-1,4-N-acetil-D-
glucosamina y sus proporciones en las paredes celulares de las hifas triplican
al encontrado en las levaduras, actuando como un mecanismo de rescate de la
integridad celular ya que la produccion de quitina se encuentra incrementada
en las células en las que la calidad o la cantidad de glucano esta disminuida
(Masuoka, J., 2004). Su proporcién en la pared celular (referido al peso) oscila
del 0,6% al 9% (Calderone, R.A. y Braun, P.C., 1991).

Los mananos se caracterizan por ser polimeros de manosa que se
encuentran unidos bien a lipidos, originando glicolipidos, bien a proteinas,
formando glicoproteinas (Masuoka, J., 2004). Representan entre el 15,2% vy el
22,9% del peso seco de la levadura o alrededor del 40% del peso de los
polisacaridos de la pared celular segun los datos aportados por Calderone,
R.A. y Braun, P.C., 1991. Estos autores indican que los mananos, identificados
primero como los antigenos de superficie mayoritarios antes de que su
estructura fuese identificada, presentan uniones con las proteinas bien con
uniones mediante el oxigeno a través de la serina o de la treonina en el caso
de los oligosacaridos cortos bien con nitrégeno uniendo los oligosacaridos
complejos de N-acetil-D-glucosamina a residuos de asparragina de los
polipéptidos. Existe un acuerdo general en el que se establece que las cadenas
de mananos presentan epitopos que confieren seroespecificidad a la pared

celular.

En cuanto a la composicion de la membrana fungica el ergosterol es el

esterol mayoritario de la misma (Demel, R.A. and De Kruyff, B. 1976).
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2.- TRATAMIENTO ANTIFUNGICOS.

Los tratamientos de las micosis sistémicas consisten en la administracion
de agentes antifungicos que pueden actuar bien como fungistaticos, impidiendo
el crecimiento de los hongos, bien como fungicidas, provocando la lisis celular.
En ambos casos, las dosis administradas de estos medicamentos deben ser
las adecuadas para evitar dafios en las células humanas como indica Rotger,
R., 1997.

2.1.- Clasificacion de los antifingicos.

Los agentes antifungicos se pueden clasificar de manera general en los

siguientes grupos:
1. Polienos como la anfotericina B y la nistatina.

2. Azoles que se pueden subclasificar en:
a. Imidazoles como el miconazol y el ketoconazol.

b. Triazoles como el fluconazol e itraconazol.
3. Derivados de las alilaminas como la terbinafina.
4. Derivados de las morfolinas donde se incluye la amorolfina.
5. Benzofuranos como la griseofulvina.
6. Equinocandinas como la caspofungina y la micafungina.

7. Pirimidinas donde se incluyenencuentra 5-fluorocitosina.

2.2.- Mecanismo de accion de los agentes antifungicos.

Los polienos se caracterizan por afectar a la membrana plasmatica de las
células fungicas (Rotger, R., 1997) actuando de manera preferente sobre las

moléculas del ergosterol como indican Huang, W. y col., 2002. Su estructura
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heterociclica anfipatica se integra en la bicapa lipidica, uniéndose a los
esteroles y agregandose en forma de anillo para formar poros que afectan a la
integridad de la membrana plasmatica y permite el flujo de cationes como el idn
potasio (K*) por lo que presenta actividad fungicida sobre C. albicans (Canon,
R.D.y col., 2007).

Tanto los azoles como las alilaminas y las morfolinas actuan en la sintesis

de ergosterol.

Los azoles son principalmente fungistaticos de amplio espectro pudiendo
actuar tanto en levaduras, en hongos dimorficos y en hongos filamentosos
(Rotger, R., 1997). Forman un complejo con el citocromo P-450 de manera que
se inhibe la 14C-desmetilasa que actuaria en el lanosterol, precursor del
ergosterol como indica Rotger, R., 1997, y que se encuentra codificado en el
gen ERG11 como indican Cannon, R.D. y col., 2007. Este hecho evita la
sintesis de ergosterol y origina la acumulacion de lanosterol en la célula fungica

inhibiendo el crecimiento celular (Rotger, R., 1997).

Al igual que el caso de los azoles, los derivados de las alilaminas actuan
en la sintesis del ergosterol, actuando en este caso en la escualeno-epoxidasa,
precursor del ergosterol. La actividad fungicida de estas moléculas depende de
la acumulacion de escualeno en la célula y son activas frente a dermatofitos y

hongos productores de micetoma (Rotger, R., 1997).

Los compuestos derivados de la morfolina (amorolofina) presentan
actividad fungistatica y fungicida dependiendo de la concentracion utilizada.
Actuan en la ruta biosintética del ergosterol inhibiendo las isomerasas y

reductasas que actuan en su sintesis (Rotger, R., 1997).

La griseofulvina, perteneciente al grupo de los benzofuranos, interacciona
con los microtubulos impidiendo la separacion de los cromosomas y, en

consecuencia, la mitosis (Rotger, R., 1997).
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Las equinocandinas son lipopéptidos ciclicos semisintéticos obtenidos
originalmente de hongos terrestres aunque se han desarrollado derivados
semisintéticos. Se piensa que estas sustancias activas actuan en la pared
celular interfiiendo en la biosintesis mediante la inhibicion de la (1,3)-D-R-
glucanosintasa presentando actividad fungicida en levaduras como Candida
albicans (Cannon, R.D. y col., 2007).

La fluorocitosina o fluocitosina es un profarmaco fluorado analogo de la
pirimidina que actua en el interior de la célula fungica. Esta molécula se
introduce en la célula fungica por accién de una permeasa y mediante una
reaccion de desaminacion se transforma en S-fluorouracilo inhibiendo las
sintesis de acidos nucleicos. Ademas, se incorpora al RNA sustituyendo al
uracilo e interfiere en la sintesis de DNA (Rotger, R., 1997). Como indica este
autor, la fluorocitosina puede presentar actividad fungicida o fungistatica

dependiendo de la concentracién que alcance en el interior del hongo.

Los lugares de acciéon de la amorolfina asi como de las alilaminas y del
grupo de los polienos (anfotericina B y nistatina) en el ergosterol o en su ruta

de sintesis se muestra en la Figura 3.

Acalalo
Acel |I:'!.' oA
Hidrox |r||elil-::.1i ularil-Cos
Acido mej;.:ala'rllcﬂ

Escualeno

ALILAMINAS  — ;Escualenoepoxidasa
?.3-\'1!1-&5':ualenn

Lanosterol
=
i
14-desmetil-lanosierol

4_4-Uunctul-0rgosta-U.\Elnill-_'éjj-d:cn-ﬁﬁoi
AMOROLFINA | A14-reductasa
Fecostarol
AMOROLFINA — AH-=AT-isomerasa
EDS\]-E.!rﬂl
ANFOTERICINAE |
NISTATINA

\ W
ERGOSTEROL

Figura 3.- Rutas enzimaticas del ergosterol y enzimas que son inhibidas por los
antifangicos. La anfotericina B y la nistatina interaccionan con el ergosterol en la

membrana citoplasmatica (Rotger, R., 1997).
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En la Figura 4 se muestran de manera general los lugares de accién de los

agentes antifungicos.

INHIBEN LA SINTESIS ALTERAM LA FERMEABILIDAD
DE ERGOSTEROL: DE LA MEMBRANA CELULAR:
Azoles Palienos

INHIBEN LA SINTESIS DE
LA PARED CELULAR:
{en estudio)

Manoproteinas

/ U |-Glucano
L.-l‘ e [+ Glucano, guiting
#'-‘ v
Manoproteinas
INHIBEN LA SINTESIS INHIBEM LA FORMACION
DE RMA Y DiNA: DE MICROTUBLLOS:

Fluocitosina Griseafulvina

Figura 4.- Lugar de accion de los agentes antiflingicos (Rotger, R., 1997).

De estos antifungicos, cuatro grupos terapéuticos actuan contra C. albicans,
los polienos, los azoles, las equinocandinas y la 5-fluorocitosina. En la Figura 5
se muestran los mecanismos de accion de farmacos antifungicos empleados

en el tratamiento de Candida albicans.

Pyrimidine: Polyenes:
5-fluorocytosine eg amphotericin B
(5-FC)

plasma membrane

membrane
integrity

ergosterol

sterol
biosynthesis
Erglip:

wall (B-glucan)
biosynthesis

cell wall

Echinocandins: Azoles:
eg caspofungin eg fluconazole

Figura 5.- Dianas celulares de los farmacos antifungicos en C. albicans
(Cannon, R.D. y col., 2007).

10
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3.-LA ANFOTERICINA B
3.1.- Caracteristicas fisico-quimicas de la anfotericina B.

La anfotericina B se encuentra descrita en la Farmacopea Europea como
una mezcla de antifungicos poliénicos producida por el crecimiento de
determinadas cepas de Streptomyces nodosus u obtenida de cualquier otro

modo. Consiste principalmente en anfotericina B.

La anfotericina B es el acido (1R, 3S, 5R, 6R, 9R, 11R, 15S, 16R, 17R, 18S,
19E, 21E, 23E, 25E, 27E, 29E, 31E, 33R, 35S, 36R, 37S)-33-[(3-amino-3,6-
didesoxi-BR-D-manopiranosil)oxi]-1, 3, 5, 6, 9, 11, 17, 37-octahidroxi-15,16,18-
trimetil-13-o0x0-14,39-dioxabiciclo[33.3.1]nonatriaconta-19, 21, 23, 25, 27, 29,
31-heptaeno-36-carboxilico, su formula molecular es C47H73NO¢7 y su masa
relativa es 924. Su estructura molecular se muestra en la Figura 6

(Farmacopea Europea, 2005).

HO HH OH Ho HH oW [ “fH

Qfl“m‘/vz':{hq}x_." 0./i'.
f H oH OH H ]\
o - --H
| O

o QO
ey |
Hgd I-CHG
HO 7SN

) CH
o_|
MH; HO

H 4
H CH,

HO

Figura 6.- Estructura de anfotericina B.

La apariencia de la anfotericina B se caracteriza por ser un solido

pulverulento amarillo o naranja higroscopico (Farmacopea Europea, 2005).

Por su estructura, presenta caracter anfétero, es decir, como acido ya que
presenta un grupo carboxilico que actua como donador de protones o como
base debido a su grupo aminico, aceptor de protones (Sanchez-Brunete, J. A,
2002).
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En cuanto a su solubilidad, la anfotericina B es practicamente insoluble en
agua, soluble en dimetilsulféxido y en propilenglicol, ligeramente soluble en
dimetilformamida, muy ligeramente soluble en metanol y practicamente
insoluble en etanol. En soluciones diluidas es sensible a la luz como indica la

Farmacopea Europea.

En el analisis de la anfotericina B se pueden detectar impurezas cuyos
niveles seran controlados siguiendo los limites establecidos por la Farmacopea
Europea. De esta manera, se encuentran dos impurezas definidas la impureza
A o anfotericina A (28,29-dihidro-anfotericina B), cuya estructura se muestra en
la Figura 7 y la impureza B o anfotericina X1 (13-O-metil-anfotericina B),

representada en la Figura 8.
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Figura 7.- Estructura de la anfotericina A.
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Figura 8.- Estructura de la impureza B o anfotericina X1.

La conservacion de la anfotericina B ha de ser en un recipiente hermético

protegida de la luz y entre 2° y 8° C como indica la Farmacopea Europea
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(2005). Este hecho puede ser entendido al analizar los estudios realizados por
Groeschke, J. y col., 2006, quienes analizaron la influencia de la luz y de la
temperatura sobre la sustancia activa. La degradacion de la anfotericina B es

mayor al estar expuesta a la luz o a temperaturas de 19-23°C o 37°C.

3.2.- Actividad antifungica.

La anfotericina B presenta actividad frente a Absidia spp., Aspergillus spp.,
Basidiobolus spp., Blastomyces dermatitidis, Candida spp., Coccidioides
immitis,  Conidiobolus spp.; Cryptococcus neoformans, Hystoplasma
capsulatum, Mucor spp., Paracoccidioides brasiliensis, Rhizopus spp.,
Rhodotorula spp. y Sporothrix schenckii mostrando un rango de
concentraciones minimas inhibitorias entre 0,03 y 1 pg/ml para la mayoria de

estos patdégenos (Martindale, 1999).

No obstante, puede actuar en protozoos como Leishmania y Naegleria 'y en
algas como Prototheca spp. Sin embargo, no presenta actividad en infecciones

bacterianas, viricas u originadas por rickettsias (Martindale, 1999).

3.3.- Mecanismo de accion.

La actividad antifungica de la anfotericina B es dosis dependiente de
manera que segun la dosis administrada podra presenta una actividad

fungicida o fungistatica (Sanchez-Brunete, J.A., 2002).

La anfotericina B se une al ergosterol, el esterol mayoritario de las células
fungicas originando cambios en la permeabilidad celular lo que origina la lisis
de las mismas como indican Yu, B.G. y col., 1998 y Zaoutis, T.E. y col., 2005.
La alteracién de las membranas fungicas se debe a la formaciéon de poros

transmembrana (Huang, W. y col., 2002 y Yu, B.G. y col., 1998).
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Como indican Zaoutis, T.E. y col., 2005, la presencia de resistencias puede
ser debida a los cambios en los esteroles de membrana asi como a la
disminucién del contenido de ergosterol en las membranas de las células

fungicas disminuyendo la afinidad de union de los esteroles a la anfotericina B.

3.4.- Efectos adversos.

La anfotericina B es uno de los farmacos de eleccion en el tratamiento de
las candidiasis. Sin embargo, presentan distintos efectos adversos que estan
condicionados por el estado de agregacion que presenta la sustancia activa
siendo el estado monomérico, dimérico o poliagregado de la anfotericina B el
responsable de gran parte de la toxicidad de las formulaciones (Espuelas, M.S.
y col., 2003).

La administracion de la anfotericina B puede ir acompanada por dolor de
cabeza, nauseas, vomitos, escalofrios, fiebre, malestar, dolor muscular y
articular, anorexia, diarrea y calambres gastrointestinales. Ademas pueden
presentar ocasionalmente hipertension o arritmias cardiovasculares incluyendo
las fibrilaciones ventriculares y paradas cardiacas, reacciones anafilacticas,
visién borrosa, tinnitus, pérdida de oido, desérdenes hepaticos, neuropatias
periféricas y convulsiones. Ocasionalmente pueden aparecer trombocitopenia,

agranulocitosis, leucopenia y defectos en la coagulacion (Martindale, 1999).

Dentro de estas reacciones adversas, existen dos que presentan especial
importancia, la nefrotoxicidad y la anemia normocitica normocrémica
reversibles (Martindale, 1999).

No obstante, el principal efecto adverso posiblemente es la nefrotoxicidad
(Sanchez-Brunete, J.A. y col.,, 2004). Esta toxicidad cursa con dafos
glomerulares y tubulares y esta acompanada por un incremento de la excrecion
de potasio y magnesio originando hipocalemia o hipomagnesemia
respectivamente (Martindale, 1999 y Deray, G., 2002), ademas puede originar

acidosis tubular renal y poliuria en el 50-100% de los pacientes tratados (Deray,
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G., 2002). Esta nefrotoxicidad cursa con vasoconstriccion y una interaccion
directa con las membranas epiteliales y, en consecuencia, se produce una

disminucion de la filtracion glomerular y la disfuncién tubular (Deray, G., 2002).

La influencia de la nefrotoxicidad de la anfotericina B es muy elevada siendo
frecuentes los fallos renales agudos, cuyos niveles se establecen entre el 49%
y el 65% (Deray, G., 2002). Es mas, estudios realizados por Wingard, J.R. y
col., 1999, mostraban el incremento significativo de la creatinina sérica al
comparar dichos niveles con los niveles basales en un porcentaje superior al
50% de la poblacién, concretamente el 53% de los pacientes duplicaban los
valores de creatinina y el 29% presentaba un descenso de la funcionalidad

renal de, al menos, un 70%.

La nefrotoxicidad originada por esta sustancia activa puede estar
influenciada por factores de riesgo potenciales como la dosis media de
anfotericina B administrada al paciente o la administracion de dosis
acumulativa, la deshidratacion, funcion basal de los rifiones alterada, la
administraciéon concomitante de sustancias activas nefrotdéxicas como la
ciclofosfamida o pacientes con riesgo elevado como aquellos pacientes que
hayan sido sometidos al transplantes alogénicos o autdlogos de médula ésea

frente a los transplantes sélidos (Deray, G., 2002).

3.5.- Interacciones con otros farmacos.

Randanelli, R., 1988, indica la posible interaccion de la anfotericina B con
otros farmacos como son los corticosteroides, los glicosidos digitalicos, la 5-
flucitosina y el miconazol. No obstante, Martindale, 1999, muestra un listado
mas extenso respecto a las incompatibilidades de la anfotericina B donde se
incluyen farmacos como el sulfato de amikacina, ampicilina, bencilpenicilina,
cloruro calcico, nitrofurantoina soédica, hidrocloruros de difenidramina vy
dopamina asi como el cloruro potasico o algunos conservantes como la alcohol

bencilico, el cloruro sédico y las vitaminas entre otros.
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Al administrarse la anfotericina B junto con corticoides se potencia la
hipocalemia originada por la anfotericina B siendo necesaria la monitorizacion

de los electrolitos como indican Randanelli, R., 1988.

En el caso de los glucésidos cardiacos y debido a la deplecion de potasio
originada por el antifungico se potencia la toxicidad de los digitalicos de manera
que los niveles plasmaticos de potasio han de ser controlados (Randanelli, R.,
1988).

La toxicidad renal de la b5-flucitosina puede incrementarse al ser
administrada conjuntamente con la anfotericina B ya que se altera la excrecion
renal aumentando los niveles plasmaticos de la flucitosina. En aquellos
pacientes que sean tratados de manera simultanea con ambos antifungicos se
deberan controlar los niveles plasmaticos de flucitosina asi como la funcién
renal. Sin embargo, la administracion conjunta de anfotericina B con el
miconazol se caracteriza por el caracter antagonico que presentan aunque aun

se desconoce su accién (Randanelli, R., 1988).

3.6.- Formulaciones comercializadas de anfotericina B.

La anfotericina B se encuentra convencionalmente formulada junto al
desoxicolato de sodio (Fungizona®) pero su uso se encuentra limitado debido a

los efectos adversos agudos y crénicos que origina (Espada, R. y col., 2008).

Las formulaciones de anfotericina B lipidicas empleadas en la practica
terapéutica fueron descritas por Deray, G., 2002, en las que encontramos el
AmBisome®, con una estructura liposémica, complejos lipidicos como el
Abelcet® o las dispersiones coloidales de anfotericina B donde se encuentran el

Amphocil® y el Amphotec®.

La anfotericina B puede encontrarse en estructuras micelares al ser
formuladas con desoxicolato de sodio o en formulaciones lipidicas como
indican Brajtburg, J. y Bolard, J., 1996.
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Estos autores determinan que en el caso de la anfotericina B, formulada
junto con desoxicolato de sodio, aparecen agregados micelares de anfotericina
B y desoxicolato de sodio y micelas de surfactante puro. Al diluir las muestras,
las micelas de desoxicolato de sodio van desapareciendo y se produce la
pérdida del desoxicolato sédico de los agregados micelares de la
anfotericina B.

La concentracion del tensioactivo resulta ser critica para la formacion de
micelas de modo que estas aparecen al introducirse las moléculas de
anfotericina B en las micelas de desoxicolato de sodio. Si la concentracion de
desoxicolato de sodio resulta elevada se producen micelas de anfotericina B en
forma monomérica unida al desoxicolato mientras que si la concentracion de

surfactante es todavia mayor apareceran también micelas de surfactante puro.

La formulacion de anfotericina B junto con fosfolipidos puede originar
vesiculas unilaminares y vesiculas multilaminares. En funcién de las
estructuras que presenten los fosfolipidos asi se presentara la anfotericina B.
En el caso de las vesiculas unilaminares cortas, la anfotericina B se dispone en
el espacio lipidico mientras que en las vesiculas multilaminares, una proporcién
de anfotericina B considerable se encuentra en los compartimentos acuosos
mientras que en las vesiculas unilaminares largas presentan unas
caracteristicas fisicas entre las vesiculas multilaminares y las vesiculas
unilaminares cortas. No obstante, la conformacién de la anfotericina B se
encuentra influida por la estructura de los fosfolipidos, que pueden ser
insaturados o saturados. Es mas, la incorporaciéon de la anfotericina B al

liposoma puede modificar su estructura espacial como tal.

En cuanto a la toxicidad de estas formulaciones, Deray, G., 2002, recoge
datos obtenidos en diversos ensayos clinicos en los que se compara la
toxicidad renal de las distintas formulaciones lipidicas frente a la anfotericina B.
La incorporacion de la anfotericina B en formulaciones lipidicas permiten la
disminucién de las alteraciones renales al compararla con los resultados

obtenidos tras la administracion de la sustancia activa.
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A pesar de que estas formulaciones lipidicas disminuyen los efectos toxicos
de la anfotericina B, su utilizacion se encuentra limitada por los costes que
presentan (Sanchez-Brunete, J.A. y col., 2004). Ademas, la disminucién de los
efectos toxicos va acompafiada de la reduccion de la actividad de la

anfotericina B como indica Espuelas, M.S. y col., 2003.
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OBJETIVO Y PLANTEAMIENTO

1. OBJETIVO.

El objetivo de este trabajo es conocer la influencia de la incorporacion de
proporciones crecientes de desoxicolato de sodio, excipiente utilizado en las
formulaciones intravenosas de anfotericina B, en las caracteristicas
farmacotécnicas, farmacocinéticas, toxicoldgicas y de eficacia en modelos de

infeccion por Candida albicans.

2. PLANTEAMIENTO.

Elaboracion de formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de sodio en

distintas proporciones con las que se realizan los siguientes estudios:

1- Estudio del estado de agregacion y tamafio de particula de las formulaciones
en funcion de la concentracion del antifungico y de las proporciones del

tensioactivo.

2- Evaluacion de la influencia de las distintas proporciones de desoxicolato de
sodio en las formulaciones de anfotericina B sobre: la actividad hemolitica in
vitro, la actividad microbioldgica in vitro frente a un modelo de Candida albicans
y la concentracion de anfotericina B que se alcance en diferentes 6rganos

(rifdn, higado y bazo).

3- Estudios de toxicidad y eficacia en dosis unica en un modelo de infeccién
animal frente a Candida albicans. Los estudios de toxicidad renal y hepatica
incluiran la determinacién de los correspondientes parametros bioquimicos
séricos. La eficacia a dosis uUnica se evaluard mediante estudios de

supervivencia en ratones infectados por Candida albicans.
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4- Seleccion de las formulaciones y dosis con mejor relacion beneficio/riesgo
mediante sus estudios de eficacia y toxicidad a dosis multiple. Para lo cual se
correlacionaran las dosis administradas con la supervivencia de los animales,
sus parametros bioquimicos renales y hepaticos y el grado de infeccidon

cerebral y renal por Candida albicans tras el tratamiento.

5- Estudio de optimizacion del régimen de dosificacion mediante Ila
combinacion tanto de diferentes formulaciones como de distintas dosis de
anfotericina B que puedan alternar tratamientos de choque y mantenimiento
para obtener la mejor eficacia erradicadora y los menores efectos toxicos

posibles.
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ESTUDIO FARMACOTECNICO DE LAS FORMULACIONES DE
ANFOTERICINA B Y DESOXICOLATO DE SODIO.

1.- INTRODUCCION.

El analisis de las formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de sodio
desde el punto de vista farmacotécnico se realizé mediante el estudio tanto del
estado de agregacion, del tamano de particula y de su observacién mediante
microscopia electronica. Asi mismo, se realiza una puesta a punto de una
técnica analitica de HPLC para distintas muestras bioldgicas de ratones
(plasma, bazo, higado y rifiones). Este estudio se realiza con la finalidad de
relacionar el estado de agregacion de las distintas formulaciones con la
concentracion de anfotericina B que se llega a alcanzar en estos 6rganos a las

24 horas post-administracion.

Los estados de agregacion de la anfotericina B determinan no solamente la
actividad de las formulaciones sino también su posible toxicidad. La
anfotericina B puede presentarse en diferentes estados de agregacion,

concretamente monomeérico, dimérico y poliagregado.

La determinacion del estado de agregacién de los distintos compuestos
objeto de estudio se realiza a través del analisis de los barridos en el
ultravioleta visible (UV-VIS) realizados mediante espectrofotometria. Cada
estado de agregacibn muestra unos valores de absorbancia maximos

caracteristicos.

Sanchez-Brunete, J.A. y col.,, 2004, en el estudio de la organizacion
molecular de la anfotericina B, determinaron la existencia de un pico principal
de absorbancia en el estado dimérico, caracteristico de la formulacion
comercial Fungizona®, a 328 nm. Sin embargo, cuando la anfotericina B se

presenta en forma de poliagregados, similares a los obtenidos en el caso de la
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formulacién comercial Abelcet®, los valores de absorbancia caracteristicos se
encuentran a 420, 392, 370 y 358 nm. En el caso de la anfotericina B en estado
monomerico, los picos de absorcion se situan en 406, 383 y 363 nm. Estos
estados de agregacién condicionan la toxicidad de la formulacion de manera
que las estructuras monoméricas y diméricas presentan una toxicidad mayor

que las formas poliagregadas.

Espada, R. y col., 2008a, realizaron el estudio del estado de agregacion en
distintas formulaciones de anfotericina B, donde el principio activo se encuentra
formulado en forma monomérica, dimérica y poliagregada. No obstante, el
estudio comparativo se lleva a cabo con las formulaciones comercializadas
Fungizona®, Fungizona® sometida a calentamiento moderado (70° C) durante
una hora y AmBisome®. Todas estas formulaciones fueron reconstituidas en
caso de ser requerido y diluidas en agua desionizada si fuese necesario. El
estado de agregacion fue analizado en el espectrofotometro Shimadzu UV-

1700, empleando longitudes de onda entre 300 y 450 nm.

Espada, R. y col., 2008a, observan en este trabajo que el tratamiento de
calor moderado (70° C) produce cambios en la formulacion comercial
Fungizona®, de forma que llega a presentar una estructura similar a la
formulacion comercial AmBisome®, observandose una mezcla de estados de
agregacion. En este estudio, se aportan datos respecto a la menor toxicidad del
AmBisome® frente a la Fungizona®, observandose que los valores de hemdlisis
pueden verse modificados por el estado de agregacion. De este modo, la
Fungizona® sometida a calentamiento moderado muestra niveles hemoliticos
tres veces inferiores a los obtenidos tras el tratamiento con Fungizona® que no

ha sido sometida a calor moderado.

Autores como Larabi, M. y col., 2004, realizan estudios farmacotécnicos en
una formulacién de anfotericina B elaborada con dimiristoilfosfatidilcolina y
dimiristoilfosfatidilglicerol. Estos autores observan en el analisis de la
anfotericina B que, aunque la estructura de los espectros se mantenga al

realizar los barridos de absorcion a partir de unas soluciones mas
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concentradas, puede observarse un ligero desplazamiento de los picos de
absorcidon. De este modo, la anfotericina B, disuelta en una concentracion sub-
micelar de 10”7 M en dimetilsulféxido y agua, presenta las bandas de absorcién
en el espectro a 410, 385 y 365 nm y una banda, caracteristica del estado
monomeérico, de menor intensidad, a 344 nm. Sin embargo, cuando se realiza
el barrido de absorcién a una concentracion de 10° M se observa, por un lado,
un incremento de la intensidad de la banda a 344 nm vy, por otro, el
desplazamiento de las bandas de absorcion de 410 a 420 nm, de 385 a 390 nm
y de 365 a 368 nm. Lo que se traduce como la aparicién del estado

poliagregado en la anfotericina B.

Larabi, M. y col.,, 2004, observaron la disminucion de intensidad de las
bandas del espectro de absorcion no solamente al modificar las
concentraciones de anfotericina B sino también al modificar las proporciones
del principio activo en relacidon con los fosfolipidos empleados en las

formulaciones.

En estos estudios realizados por Larabi, M. y col., 2004, las proporciones de
anfotericina Bl/lipidos de entre el 10 y el 50% no permitian que toda la
anfotericina B estuviese disuelta en los lipidos en la forma monomérica. Sin
embargo, la interaccién entre los lipidos y la anfotericina B agregada era muy
estable considerando que la formulacién que contiene un 35% de anfotericina B
con los lipidos no se veia afectado por las diluciones del principio activo hasta

concentraciones de 510 M.

Wasan, E. K. y col., 2009, realizan un estudio de estabilidad de anfotericina
B, administrada en formulaciones lipidicas junto con Peceol® (monooleato de
glicerol), polietilenglicol y fosfolipidos, concretamente, la
diestearoilfosfatidiletanolamina. Estos estudios, con una duracién de 120
minutos y realizados en fluidos similares al medio gastrico y al medio intestinal,
muestran un predominio del estado monomérico de la anfotericina B en un

rango de concentraciones entre 1y 15 ug/ml.
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Por otra parte, los estados de agregacion de la anfotericina B dependeran
también de los disolventes empleados en las formulaciones. De este modo,
Lincopan, N. y col., 2003, comprobaron que, cuando se empleaba agua como
disolvente, la anfotericina B se encontraba en forma de poliagregado mientras
que, al emplear una solucion de dimetilsulféxido y metanol, aparecia en forma
monomeérica. Las formulaciones de anfotericina B desarrolladas con el bromuro
de dioctadecildimetilamonio (DODAB) por estos autores muestran un estado
monomeérico de la anfotericina B similar a la que presenta el principio activo

cuando se administra en el solvente organico adecuado.

El bromuro de dioctadecildimetilamonio (DODAB) fue también utilizado por
Vieira, D.B. y Carmona-Ribeiro, A.M., 2008. En este trabajo se indica que la
anfotericina B como principio activo aparece en estado poliagregado cuando se
encuentra en agua mientras que el estado monomérico aparece al emplear una
solucion de dimetilsulféxido y metanol. En los estudios realizados por estos
autores, las particulas de anfotericina B se incorporan en fragmentos bicapa de
DODAB y carboximetilcelulosa (CMC) de manera que, cuando se elaboran las
nanoparticulas a baja presion, el principio activo se encuentra en estado
monomeérico. Sin embargo, cuando las nanoparticulas se elaboran a presion
elevada, el estado de agregacién mayoritario de la anfotericina B es el

poliagregado.

Otros autores como Adams, M. y Kwon, G.S., 2004, realizan el estudio del
estado de agregacion de formulaciones de anfotericina B que incluyen
polimeros, concretamente el hexanoato de poli(6xido de etileno)-co-poli(N-
hexil-L-aspartamida) y el estearato de poli(6xido de etileno)-co-poli(N-hexil-L-

aspartamida).

Estas formulaciones desarrolladas por Adams, M. y Kwon, G.S., 2004, se
reconstituyeron en agua, en metanol y en mezclas metanol/agua. En los
espectros de absorcion que se realizaron entre 320 y 450 nm se pudo observar
que el estado de agregacion de la anfotericina B formulada junto con

hexanoato de poli(6xido de etileno)-co-poli(N-hexil-L-aspartamida, se encuentra
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en forma monomérica al encontrarse disuelta en la solucion metanol/agua
40/60 y en metanol puro mientras la incorporacion del principio activo en agua

induce la reorganizacion del principio activo en estado poliagregado.

Sin embargo, en el caso de la anfotericina B formulada con estearato de
poli(éxido de etileno)-co-poli(N-hexil-L-aspartamida), la anfotericina B se
presenta en forma monomeérica en metanol. La incorporacién de la formulacion
en una solucién de metanol/agua en una proporcion 40:60 el espectro muestra
cuatro bandas de absorcién. Tras la eliminacién del metanol de las
formulaciones y la encapsulacion del principio activo en micelas en las que la
relacion de la anfotericina B/polimero es aproximadamente 1:3, aparece un
unico espectro de absorcién en el que se estrechan las bandas de absorcion y
la longitud de onda maxima (389,5 nm) no se encuentra en el rango observado
en los espectros de anfotericina B poliagregada. Estas caracteristicas en el
espectro de absorcion de la anfotericina B indican que no predomina el estado
poliagregado cuando el principio activo se formula en estearato de poli(6xido de
etileno)-co-poli(N-hexil-L-aspartamida). Es mas, la anfotericina B se presenta
casi en el estado monomérico lo que puede ser debido a la interaccion de las

cadenas de estearato en agua.

Los ensayos de la determinaciéon del tamafio de particula resultan de gran
interés no solamente por la importancia que tienen en la administracion de los
principios activos por via parenteral sino también por la aplicacion de
determinados tratamientos a 6rganos diana mediante la vectorizacion de los
mismos. No obstante, autores como Kaszuba, M. y col., 2008, consideran el
estudio del tamafo de particula como medida del proceso de control de

calidad.

Las dimensiones de las particulas pueden ser determinadas con distintas
técnicas como las técnicas de difraccion de luz laser (Dynamic Light Scattering
o DLS). En este trabajo, la determinacion del tamafo de particula se lleva a
cabo en un Zetasizer Nano Malvern. Este sistema se basa en el movimiento

browniano de las particulas que se encuentran en forma de soluciéon o de

33



ESTUDIO FARMACOTECNICO DE LAS FORMULACIONES

suspension. Este movimiento se origina al hacer incidir un haz de luz en el
medio liquido donde se encuentra las formulaciones objeto de estudio. Al incidir
el haz de luz en las particulas, ésta se desvia 173° y es recibida por el detector.
De este modo, el sistema evita las interferencias de las particulas

contaminantes ya que éstas hacen incidir la luz hacia delante.

CUBETA

DETECTOR LASER

Figura 1.- Esquema del espectrofotometro Zetasizer Nano Malvern de

difraccién de luz laser.

Si bien los sistemas convencionales refractan la luz a 90°, el hecho de que
el Zetasizer Nano permita las lecturas a 173° permite una lectura mas sensible
para las particulas de pequefio tamafo como indican Kaszuba, M. y col., 2008.

El tamano de las particulas es determinado por el movimiento browniano de
las particulas al incidir el haz de luz sobre ellas. El calculo de dicho parametro,

tiene como fundamento la ecuacion de Stokes-Einstein:

D = K*T/f
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Donde:

D es el coeficiente de difusion.

K es la constante de Boltzmann.

T correponde a la temperatura.

f es el coeficiente de friccion de la esfera compacta en un medio viscoso,
es dependiente del radio de la particula (Ry) y de la viscosidad (n). El

coeficiente de friccion es conocido a través de la expresion:

f=61TnRH

El radio de la particula obtenido a partir del DLS es el radio de una esfera
compacta hipotética que difunde la luz a la misma velocidad que las particulas

objeto de estudio.

La polidispersabilidad del tamafio de particula permite determinar el rango
de tamano de las particulas y, de este modo, conocer si el tamafio de las
particulas se ajusta a un solo valor, es decir, son monodispersas o si, por el
contrario, las particulas presentan distintos tamanos de particulas. En relacién
a los indices de polidispersabilidad (PDI), los valores entre 0,08 y 0,7 de PDI
establecen el intervalo adecuado para este parametro. Valores superiores a 0,7
implican una elevada polidispersabilidad mientras que valores inferiores a 0,08

implican que las muestras son monodispersas.

Diversos autores han desarrollado vectores para la administracion
parenteral de anfotericina B entre los que destacan las nanoparticulas, las
micelas poliméricas y los polisacaridos hidrofobicos por sus caracteristicas de
union en medio acuoso (Choi, K.C. y col.,, 2008). Estos nanovectores con
propiedades de autoensamblaje presentan generalmente un nucleo hidrofébico
y una envoltura o cubierta con caracteristicas hidrofilicas cuyo tamano es uno
de los factores determinantes para la vectorizacion del farmaco. Asi por
ejemplo Choi, K.C. y col., 2008 realizan el estudio del tamafio de la particula de

micelas poliméricas de anfotericihna B y copolimero poli(D,L-lactico-co-
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glicolico)/dextrano mediante espectroscopia de correlacién foténica. Estas
presentan tamafnos medios que no exceden los 200 nm dependiendo de la
proporcion que exista entre la micela polimérica y la anfotericina B. En este
estudio se observa que, aun en las mayores proporciones de anfotericina B
(18,9% p/p) y donde la proporcion de micela polimérica:anfotericina B es de

40:10, los tamanos de particula son de sélo 124,5 + 80,8 nm.

Espada, R. y col., 2008a, estudian el tamafio de particula en anfotericina B
en forma monomérica, dimérica y poliagregada. El tamafio de estas particulas
se compard con la formulacion comercial Fungizona® empleando el tamafio
hidrodinamico medio. La forma dimérica presenta un tamafo de 11,9 £ 3,2 nm
y un estado de agregacién similar es obtenido con la Fungizona® que, sin
embargo, presenta tamanos superiores de particula (138,7 + 41,2 nm). La
forma poliagregada es la que presenta mayores tamanos hidrodinamicos
medios (1692,1 £ 615,5 nm).

Espuelas, M.S. y col., 2003, estudian formulaciones de anfotericina B en
forma tanto de nanoparticulas como de mezclas micelares. Las nanoparticulas,
constituidas por anfotericina B, poli(e-caprolactona) y poloxamer 188 presentan
menores tamanos de particula, con valores de 282 + 50 nm, mientras que las
micelas, formuladas con anfotericina B y poloxamer 188, presentan mayores
tamanos de particula (358 + 62 nm). En este mismo trabajo se indica que las
dispersiones acuosas de anfotericina B en un estado poliagregado presentan

elevados tamafios de particula (superior a 1000 nm).

Larabi, M. y col., 2004 formulan la anfotericina B junto con fosfosfolipidos,
concretamente el dimiristoilfosfatidilglicerol y la dimiristoilfosfatidilcolina. En
este estudio, se muestra también un tamano inicial de particula de la
anfotericina B superior a 1000 nm en dispersion acuosa y valores elevados de
polidispersabilidad (0,68). Sin embargo, las micelas lipidicas 6ptimas, donde la
anfotericina B constituye el 35% del peso total de los fosfolipidos, mostraron
tamafos de particula O6ptimos (303t53 nm) y valores minimos de

polidispersabilidad (0,16). Es importante destacar que, en este trabajo, se
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muestran porcentajes del 13 y 7% de particulas de elevado tamafio (> 1000
nm) en algunas formulaciones lipidicas en las que las proporciones de

anfotericina B son del 45 y 50% del peso total respecto a los fosfolipidos.

Vieira, D. B. y Carmona-Ribeiro, A. M., 2008, observan que el tamafio de las
nanoparticulas depende las proporciones de carboximetilcelulosa sddica (CMC)
y esta condicionado por las concentraciones de anfotericina B y del bromuro de
dioctadecil dimetil amonio (DODAB). Asi, para concentraciones de anfotericina
B y DODAB de 0,005 y 1 mM respectivamente, los tamafos de particula son de
88%+1 y 90+2 nm al presentar concentraciones de 0,01 y 1 mg/dl de CMC
mientras que, con concentraciones de CMC intermedias (0,1 mg/dl), el tamarfio
de particula obtenido es de 145+1 nm. Al emplear concentraciones de 0,05 y
0,1 mM de anfotericina B y DODAB respectivamente, se observa el mismo
efecto en el tamafno de particulas de manera que las concentraciones
superiores e inferiores de CMC (0,001 y 0,1 mg/dl) permiten obtener los
menores tamafos de particula (19911 y 230+2 nm respectivamente) mientras
que las concentraciones intermedias de CMC (0,01 mg/dl) presentan tamanos
de 1280+80 nm.

37



ESTUDIO FARMACOTECNICO DE LAS FORMULACIONES

38



ESTUDIO FARMACOTECNICO DE LAS FORMULACIONES

2.- MATERIALES Y METODOS.

2.1.- Materiales.

2.1.1.- Productos y reactivos.

La anfotericina B (AMB) y la especialidad farmacéutica comercializada
Fungizona®, constituida por anfotericina B y desoxicolato de sodio, fueron
suministradas por Bristol Myers, Squibb (Barcelona, Espafia). EI Ambisome®,
constituido por liposomas compuestos de anfotericina B: fosfatidilcolina:
colesterol: diestearoilfosfatidilglicerol 50:213:52:84 p/p/p/p) fue suministrado por
UCB-Pharma (Bruselas, Bélgica).

El desoxicolato de sodio (DCH) fue suministrado por Fluka Chemie A.G.
(Buchs, Suiza). El dimetilsulfoxido (DMSO) asi como el acido acético glacial
fueron obtenidos de Panreac S.A. (Barcelona, Espana). El acetonitrilo y el
metanol, ambos con grado HPLC, se obtuvieron de Labscan (Dublin, Irlanda).
El agua purificada estéril fue obtenida por un sistema Milli-Q (Millipore, Estados
Unidos).

2.2.- Métodos.

2.2.1.- Método de elaboracién de las formulaciones liofilizadas de anfotericina B

y desoxicolato de sodio.

Las formulaciones objeto de estudio presentan en su composicidon
anfotericina B y desoxicolato de sodio en las que se mantiene constante la
proporcion de anfotericina B mientras que la proporcion de desoxicolato de
sodio es variable, oscilando entre 0 y 8 (p/p). De este modo, las formulaciones
elaboradas presentan unas proporciones de anfotericina B y desoxicolato de
sodio de 1:0; 1:0,8; 1:1,5; 1:2; 1:4 y 1:8 (p/p).
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No obstante, y con el fin de poder comparar las formulaciones, se elaboran
formulaciones control con proporciones similares de desoxicolato de sodio pero
sin anfotericina B. Las formulaciones empleadas como control presentan

proporciones de anfotericina B: desoxicolato de sodio 0:0,8; 0:1,5; 0:2; 0:4 y 0:8

(P/p).

La elaboracién de las formulaciones se lleva a cabo tras la disolucion del
desoxicolato de sodio en agua purificada estéril. Se procede a continuacién a la
adicion de la anfotericina B en la disolucion del desoxicolato de sodio de
manera que se obtengan formulaciones con una proporcion constante de

anfotericina B pero variable de desoxicolato de sodio.

Las suspensiones se mantienen en agitacion durante dos minutos a 2200
rom. Estas suspensiones correspondientes a cada una de las formulaciones
fueron sometidas a un proceso de congelacion a -20° C y, posteriormente, a un

proceso de liofilizacion por vacio.

2.2.2.- Estudio morfoloégico de las distintas formulaciones.

La morfologia de las formulaciones obtenidas y de las formulaciones
comerciales empleadas como control (Fungizona® y Ambisome®) se realiza
mediante microscopia electronica de barrido (Scanning Electron Microscopy
(SEM); JEOL, JSM-6335-F, Tokio, Japon).

2.2.3.- Determinacion del tamano de particula y del indice de
polidispersabilidad (PDI).

El tamano de particula y el indice de polidispersabilidad se determinan en
las formulaciones liofilizadas en las que las proporciones de anfotericina B y
desoxicolato de sodio son 1:0; 1:0,8; 1:1,5; 1:2; 14 y 1:8 (p/p). Las

formulaciones control empleadas en este estudio fueron la Fungizona® y una
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formulacion blanco de desoxicolato de sodio donde la proporcion de

anfotericina B y desoxicolato de sodio es de 0:8 (p/p).

La medicion del tamafo de particula se realizd en un equipo de
espectrofotometria de difraccion de luz laser (Dynamic Light Scattering o DLS
Zetasizer Nano Malvern) tras la suspension de los liofilizados en agua
purificada (Tiyaboonchai, W. y Limpeanchob, N., 2007). Sus dimensiones se
expresan como el diametro medio en funcién de la intensidad (Chen, W. y col.,
2008).

2.2.4.- Determinacion del estado de agregacion.

El estado de agregacién de las formulaciones se estudia mediante su
suspension en agua purificada y su posterior analisis en un espectrofotdmetro
Shimadzu UV-1700 en un rango de longitudes de onda de 300 a 450 nm
(Espada, R. y col., 2008a y Sanchez-Brunete, J. A. y col., 2004).

Como controles para este estudio se emplean la Fungizona® con la
anfotericina B en forma dimérica, y el AmBisome®, en el que el principio activo
aparece como una mezcla de estados de agregacién (Espada, R. y col.,
2008a). Ademas el estado monomérico de la anfotericina B se obtiene al diluir
el principio activo en una solucion de dimetilsulféxido: metanol en proporcion
1:1.

2.2.5.- Analisis de la anfotericina B por HPLC en muestras biologicas.

Se realiza una puesta a punto de una técnica analitica de HPLC para
distintas muestras biolégicas de ratones (plasma, bazo, higado y rifiones). Este
estudio se realiza con la finalidad de relacionar el estado de agregacion de las
distintas formulaciones con la concentracion de anfotericina B que se llega a
alcanzar en estos 6rganos a las 24 horas post-administracion. El ensayo se
lleva a cabo con ratones machos ICR (25-30 g) después de un periodo de

aclimataciéon de 7 dias. Los animales se mantienen durante el tiempo de
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experimentacion en jaulas de plastico con agua y alimento ad libitum, con ciclos
de luz-oscuridad de 12 horas en el laboratorio de experimentacion animal de la
Universidad Complutense de acuerdo con los principios de proteccion de
animales de la directiva 86/609/EU de la legislacién de la Unién Europea. Las
formulaciones comerciales y dosis administradas fueron: Fungizona®,
administrada en dosis de 1 mg/kg y AmBisome®, administrado en dosis de 5

mg/kg.

En el caso de las formulaciones objeto de estudio (AMB:DCH 1:0;
AMB:DCH 1:0,8; AMB:DCH 1:1,5) se evaluan a tres dosis diferentes (1 mg/kg;
3 mg/kg y 5 mg/kg).

2.2.5.a.- Condiciones cromatogréficas.

Se sigue la técnica de Espada, R. y col., 2008b, en las condiciones que se
mencionan a continuacion:
1. Columna de fase reversa Thermo Hypersil BDS C4g de 5 um de
diametro interno y 250 x 4,6 mm.

2. Fase movil:
a. Flujo: 1 ml/min.
b. Composicion de la fase movil: acetonitrilo: acido acético

glacial: agua en proporcion 52: 4,3: 43,7 (vIvIv).

C. Volumen de inyeccion: 100 pl.

Detector, empleado a una longitud de onda de 406 nm.
2.2.5.b.- Preparacion de las muestras patron.

Se pesa exactamente una cantidad aproximada de unos 5 mg de
anfotericina B que es llevada a un matraz aforado de 250 ml. Se anaden
alrededor de 100 ml de metanol y se somete a agitacion en vortex (2200 rpm)
hasta la total disolucidn. A continuacién se procede a enrasar con metanol a
250 ml. Una vez obtenida la disolucion madre, ésta se somete de nuevo a

agitacion durante 3 minutos a 2200 rpm.
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A partir de esta solucion madre se preparan y analizan las soluciones de
0,020; 0,060; 0,200; 0,500; 1; 1,5; 2 y 5 ug/ml. Las muestras se filtran un filtro
Millipore HVLP de 0,45 pm.

El tiempo de retencion de la anfotericina B en las muestras es de 8-10 min
(Figura 2).

pv |
4.0E+04 i‘
3.0E+04
2.0E+04

1.0E+04]
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0.0E+00| ~

5.00 s e a0 15.00 20.00 [min]

Figura 2.- Cromatograma representativo de la anfotericina B
en metanol:agua (MeOH:H,0).

La recta de calibrado cumple la ley de Lambert-Beer y se ajusta a siguiente

ecuacion:

AREA = - 112908,302 + 585424,48 x C (ug/ml)
r?=0,98979

n=28

Rango: 0,02 - 5 pg/ml.
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A pesar de que los puntos se ajustan a la recta de calibrado anteriormente
mencionada, se comprobd que cuando se trabaja con las concentraciones mas
bajas de anfotericina B aparecen mayores desviaciones respecto a los valores
tedricos. La elaboracién de una segunda recta de calibrado con intervalos de
concentraciones mas bajos (0,020 ug/ml a 0,5 pg/ml) permite un mejor ajuste a

bajas concentraciones de anfotericina B:

AREA= - 5522 594 + 365428,944 x C(ug/ml)
r?=0,9994

n=4

Rango: 0,02 - 0,5 pg/ml.

2.2.5.c.- Analisis de anfotericina B en las muestras plasmaticas.

Preparacion de las muestras plasmaticas.

Se recogen las muestras de sangre de los ratones ICR en tubos Pyrex
previamente heparinizados. A continuacion, se procede a la centrifugacién de
la sangre a 3000 rpm durante 10 minutos para obtener las muestras
plasmaticas. Estas muestras de plasma se mantienen a -20°C, hasta su

analisis.

De cada muestra, una vez descongelada, se toma una alicuota de 200 ul de
plasma a los que se les anaden 2 ml de metanol, para la precipitacién de
proteinas. Los tubos se agitan en un agitador de tubos durante 30 segundos a
1800 rpm y, posteriormente, se centrifugan durante 10 minutos a 4000 rpm. El
sobrenadante se analiza por cromatografia de liquidos de alta resolucion tras

haber sido filtrado a través de un filtro Millpore Millex de 0,45 pm.
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Analisis de las muestras de anfotericina B.
El tiempo de retencion de las muestras es de 8-10 min. La figura 3 recoge un

cromatograma representativo de anfotericina B de una de las muestras

plasmaticas.
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Figura 3.- Cromatograma representativo de la anfotericina B

en plasma.
2.2.5.d.- Analisis de anfotericina B en las muestras esplénicas.
Preparacion de las muestras.
Una vez sacrificados los ratones, se procede a la extraccion del bazo, y se
homogenizan con 0,3 ml de agua purificada. Las muestras se almacenan a

-20°C hasta el momento del analisis.

Tras la descongelacion de las muestras homogenizadas se les afiaden 1,5

ml de metanol, para la precipitacion de proteinas, se someten a agitacion a
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1800 rpm durante 2 minutos y, a continuacién, se centrifugan a 4000 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante es filtrado a través de un filtro Millipore
Millex de 0,45 um.

Analisis de las muestras de anfotericina B.

El tiempo de retencidn de las muestras es de 8-10 minutos. La figura 4
recoge un cromatograma representativo de anfotericina B en una muestra

esplénica.
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Figura 4.- Cromatograma representativo de la anfotericina B en el bazo.
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2.2.5.e.- Analisis de anfotericina B en las muestras hepaticas.

Preparacion de las muestras.

Una vez sacrificados los ratones, se procede a la extraccion del higado, y se
homogeniza con 1,0 ml de agua purificada. Las muestras se almacenan a

-20°C hasta el momento del analisis.

Tras la descongelacion de las muestras homogenizadas se les afiaden 1,5
ml de metanol, para la precipitacion de proteinas, se someten a agitacion a
1800 rpm durante 2 minutos y, a continuacion, se centrifugan a 4000 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante es filtrado a través de un filtro Millipore
Millex de 0,45 pm.

Analisis de las muestras de anfotericina B.

El tiempo de retencidon de las muestras es de 8-10 minutos. La figura 5

recoge un cromatograma representativo de anfotericina B de una de las

muestras hepaticas.
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uv

6.0E+04
5.0E+04
4.0E+04
3.0E+04
2.0E+04
1.0E+04

0.0E+00 5.00 10.00 15.00 20.00 [min]

Figura 5.- Cromatograma representativo de la anfotericina B

en higado.

2.2.5.f.- Andlisis de anfotericina B en las muestras renales.

Preparacion de las muestras.

Una vez sacrificados los ratones, se procede a la extracciéon de los rifiones, y
se homogenizan con 0,5 ml de agua purificada. Las muestras se almacenan a

-20° C hasta el momento del analisis.

Tras la descongelacion de las muestras homogenizadas se les afaden 1,5
ml de metanol, para la precipitacion de proteinas, se someten a agitacion a
1800 rpm durante 2 minutos y, a continuacion, se centrifugan a 4000 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante es filtrado a través de un filtro Millipore
Millex de 0,45 pm.
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Analisis de las muestras de anfotericina B.

El tiempo de retencion de las muestras es de 8-10 minutos. La figura 6

presenta un cromatograma representativo de anfotericina B a nivel renal.
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Figura 6.- Cromatograma representativo de la anfotericina B en

rinones.

En los cromatogramas de muestras de plasma, bazo, higado y rifiones se
observa la aparicion de un pico nitido de anfotericina B, sin que exista
interferencia con proteinas u otras sustancias que puedan interferir en su

analisis.

49



ESTUDIO FARMACOTECNICO DE LAS FORMULACIONES

50



ESTUDIO FARMACOTECNICO DE LAS FORMULACIONES

3.- RESULTADOS.

3.1.- Estudio del estado de agregacion de las formulaciones de

anfotericina B y desoxicolato de sodio.

La necesidad de reconstituir las formulaciones inmediatamente antes de la
realizacion de los estudios farmacotécnicos se debe a la facilidad del principio
activo a agregarse como demuestra Ranchere, J.Y. y col., 1996 mediante la
determinacién del aumento de tamano de las particulas de las formulaciones
de anfotericina B, administrada como Fungizona®, conjuntamente con una

emulsioén lipidica para infusion a las 3 y a las 24 horas tras su elaboracion.

La posibilidad de agregacion de las moléculas de anfotericina B es un factor
condicionante en los tratamientos por via sistémica a los pacientes de tal forma
que Espuelas, M.S. y col., 2003, consideran que la anfotericina B en su estado
poliagregado esta relacionado con efectos secundarios relacionados con la
infusidon y que la precipitacion del principio activo origina obstrucciones en los

tubulos renales.

Los espectros UV-VIS permiten conocer el estado de agregacion
mayoritario que presenta cada formulacion. Estos estados de agregacion
pueden confirmar los datos obtenidos en la microscopia electronica y seran

utiles para el posterior estudio del tamafo de particula.
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Con el fin de determinar el estado de agregacion de la anfotericina B en las

nuevas formulaciones, se analizaron previamente los barridos de absorcion de:

e Anfotericina B disuelta en una mezcla de metanol y dimetilsulfoxido
1:1 como ejemplo de forma monomeérica (0,6 pg/ml)

e Fungizona® reconstituida con agua purificada como ejemplo de
forma dimérica (10 pg/ml)

e AmBisome® reconstituido con agua purificada (5 pug/ml)

¢ Anfotericina B dispersada en agua purificada (15 ug/ml)

e Anfotericina B dispersada en agua purificada tras su liofilizacion

previa (anfotericina B:desoxicolato de sodio 1:0) (15 pg/ml).

Estos barridos de absorcién de las distintas muestras se muestran en la

figura 7.
0,600 ————————1— 0,600
4 | 4 I ]
2 0,300} 2 oa0, T\
i e i
0000 ——L 1 .1 1™ 0000— 1 1 11
3000 3750 4500 3000 3750 4500
nm. nm.

Figura 7.- Estado de agregacion de Fungizona® (s), AmBisome® (»),
anfotericina B monomérica (m), anfotericina B materia prima (m) y

anfotericina B:desoxicolato de sodio 1:0 ( ).

Como se puede observar en la figura 7, la muestra de anfotericina B
disuelta en una mezcla de metanol y dimetilsulféxido present6 claramente los
maximos de absorcidn caracteristicos de las formas monoméricas de

anfotericina B (406 nm; 383 nm y 363 nm). La muestra de Fungizona®
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reconstituida presenté un maximo a 326 nm lo que concuerda con una forma
dimérica de anfotericina B (Sanchez-Brunete, J.A. y col., 2004). Por otra parte,
la muestra de AmBisome® presenta una mezcla de estados de agregacion al
igual que lo observado por Espada, Ry col., 2008. Finalmente, la anfotericina B
materia prima y la formulacién que solo contiene anfotericina B liofilizada

presenta un estado poliagregado del farmaco.

En la figura 8 se recogen los barridos de absorcion tanto de las
formulaciones comerciales reconstituidas Fungizona® y AmBisome® como de
las nuevas formulaciones liofilizadas de anfotericina B y desoxicolato sddico en
proporciones 1:0,8 (10 pg/ml); 1:1,5 (5 pg/ml); 1:2 (7 pg/ml); 1:4 (7 pg/ml)y 1:8
(15 pg/ml).

En la formulacién liofilizada que presenta una proporcién de anfotericina
B:desoxicolato de sodio, 1:0,8 se aprecia la presencia de un primer maximo a
330 nm de poca intensidad y la existencia de una meseta con maximos
caracteristicos en la zona de 360 a 420 nm. Estos resultados indican la
presencia en esta formulacion de una estructura mayoritariamente
poliagregada y una pequefia parte dimérica. En esta misma figura 8 se puede
observar que con proporciones de anfotericina B y desoxicolato de sodio 1:1,5
0 superiores disminuye el maximo a 330 nm, correspondiente a la forma
dimérica, excepto en la formulacién de anfotericina B y desoxicolato de sodio
en proporcidn 1:2 en cuyo barrido este maximo de absorbancia a 330 nm

vuelve a mostrarse de forma acusada.
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Figura 8.- Estados de agregacion de Fungizona® (=) y AmBisome® (-)
frente a las formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de sodio
liofilizados en proporcién 1:0,8 (=), 1:1,5 (m), 1:2 (m), 1:4 (=) y 1:8 (m).

3.2.- Estudio morfolégico de las particulas de las formulaciones de

anfotericina B y desoxicolato de sodio.

Los estudios de la morfologia, desarrollados con técnicas de microscopia
electronica de barrido (SEM; Jeol 6400, Tokio, Japon), muestran que la
anfotericina B (Figura 9a) presenta una superficie escamosa con tamanos
inferiores a 10-15 ym y pequefas particulas adheridas en su superficie. Sin
embargo, el desoxicolato de sodio empleado como materia prima en nuestras
formulaciones (Figura 9b) se encuentra en forma cristalina, con tamafios

mayores, entre 20 y 40 um, y con una superficie lisa.
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! 60um 1 60um

Figura 9.- Microfotografias de las materias primas, anfotericina B (a) y

desoxicolato de sodio (b). El aumento corresponde a 1000X y la escala a

60 pym.

En la figura 10 se pueden observar las microfotografias de las

formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de sodio obtenidas.
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60um

Figura 10.- Microfotografias de las formulaciones de anfotericina B y
desoxicolato de sodio en proporcién 1:0 (a), 1:0,8 (b), 1:1,5 (c), 1:2 (d), 1:4
(e) y 1:8 (f). El aumento corresponde a 1000X y la escala a 60 pm.
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En la Figura 10a se pueden observar algunas particulas esféricas de 10-15
pMm de anfotericina B similares a las observadas en la materia prima (Fig. 9a) y
una gran cantidad de estructuras irregulares laminares y esponjosas que
corresponden a la rotura de estas mismas particulas debida al proceso de

liofilizacion.

En las figuras 10b y 10c se aprecian dos poblaciones de particulas esféricas
de dos tamafos 1,5 ym y 7 um correspondientes a la anfotericina B vy
estructuras escamosas de mayor tamano (30 pm) correspondientes al
desoxicolato de sodio. En la figura 10d practicamente todas las particulas de
anfotericina B se corresponden con la poblacion de menor tamafio. En las
figuras 10e y 10f es dificil identificar la presencia de las particulas esféricas de
anfotericina B ya que las fotografias muestran mayoritariamente las particulas
de desoxicolato de sodio. Las diferencias en los tamafos existentes entre las
formulaciones liofilizadas concuerdan con los resultados obtenidos en la
espectrofotometria de forma que la poblacion de anfotericina B de menor
tamafo se relaciona con la aparicién de un maximo de absorbancia a 330 nm
que es especialmente alto en el caso de la formulacion anfotericina B:
desoxicolato de sodio 1:2 ver figuras 8 y 10d. Cuando se comparan las
microfotografias correspondientes a las formulaciones 1:0,8 y 1:1,5 se aprecia
una mayor poblaciéon de particulas pequenas en la formulacion 1:0,8 que
nuevamente vuelve a corresponderse con un mayor valor de absorcion a 330

nm.

Cuando el desoxicolato sédico se encuentra en las proporciones mayores,
como ocurre en la formulacién de anfotericina B y desoxicolato de sodio en
proporcion 1:8 (Figura 10f), se observan estructuras de mayor tamano de
desoxicolato de sodio posiblemente como resultado del proceso de agregacién

durante la etapa de liofilizacion.
Este fendmeno de agregacion fue comprobado al liofilizar formulaciones

blanco sin anfotericina B (Fig. 11), en las que se aprecian mayores tamafios de

las estructuras de desoxicolato de sodio cuando las muestras estan mas
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concentradas en este componente como se puede observar claramente en las

figuras 11y 11e.

0pm

60pm ! i 60pm i

! 60pm !

Figura 11.- Microfotografias de las formulaciones de anfotericina B y
desoxicolato de sodio en proporcién 0:0,8 (a), 0:1,5 (b), 0:2 (c), 0:4 (d) y

0:8 (e). El aumento corresponde a 1000X y la escala a 60 pm.
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En la figura 12 se muestran las estructuras de las particulas de las
formulaciones comerciales AmBisome® y Fungizona® en las que se aprecian
particulas poliédricas y laminares respectivamente. La diferencia morfolégica
de estas formulaciones con las obtenidas en este trabajo, se debe atribuir tanto
al procedimiento de obtencién de las mismas como a su diferente composicion,
ya que por ejemplo la Fungizona® incluye entre sus excipientes ademas del

desoxicolato sddico, fosfato disédico y fosfato sédico monobasico.

Figura 12.- Microfotografia de las formulaciones comercializadas
AmBisome® (a) y Fungizona® (b). El aumento corresponde a 100X y la

escala 600 pm.

3.3.- Estudio del tamano de particula y del indice de polidispersabilidad
(PDI).

Los resultados obtenidos en la determinacién del tamano de particula y del

indice de polidispersibilidad de las muestras suspendidas en agua se muestran

enla Tabla 1.
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TAMANO MEDIO DE

iNDICE DE ) ,
PARTICULA + DESVIACION
FORMULACIONES | POLIDISPERSABILIDAD ,
(PDI) ESTANDAR (nm)
(%)
FUNGIZONA® 0.42 56,2+ 43 | 39750« 374,8
’ (98,3%) (1,7%)
1,3+0,1 2576 + 28,4
AMB:DCH 0:8 0,38
(64,6%) (32,1%)
AMB-DCH 10 056 1280,0 = 216,0 | 5340,0 £ 216,5
' ' ’ (79,9%) (12,1%)
AMB-DCH 1:0.8 057 7340+ 157,3 | 1435+ 235
| - | 83,4% (16,6%)
AMB-DCH 1:1.5 0,32 4448 +61,1 | 49975 + 465,5
' - ' (96,9%) (3,1%)
AMB-DCH 1-2 0,35 4472+ 46,7 | 4378,0 + 4578
- ’ (91,7%) (8,3%)
AMB-DCH 14 056 4572+17,2 | 5217,5+ 198,0
' ' ’ (81,0%) (8,9%)
AMB-DCH 1:8 0.44 333,8+ 96,3 | 4654,0  313,3
' ' ’ (86,9%) (13,0%)
Tabla 1.- Valores de tamaino de particula y del indice de

polidispersabilidad de las formulaciones de anfotericina B y desoxicolato

de sodio (AMB:DCH) y de la formulacién comercializada Fungizona®.

Las formulaciones presentan valores del indice de polidispersion entre 0,32

y 0,57 considerados como adecuados para estos estudios y de hecho inferiores

a los obtenidos por otros autores en el estudio de formulaciones de anfotericina

B poliagregada con tamafios de mas de 1000 nm (Larabi, M. y col., 2004) .

La formulacién control Fungizona® presenta didmetros medios bajos

(56,2+4,3 nm), relacionados con el estado dimérico de agregacion, mientras
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que la formulacién de anfotericina B sin desoxicolato sédico (1:0) presenta
tamanos de particula superiores a 1000 nm, valores que podemos relacionar
con la forma poliagregada, y ademas, presenta un poblacion con un tamafo
superior a 5000 nm en un porcentaje relativamente elevado (12,1%) tamanos
que concuerdan con los obtenidos por otros autores tanto para anfotericina B

dimérica como poliagregada (Espada, R. y col., 2008a; Larabi, M. y col., 2004).

La incorporacion del desoxicolato de sodio en las formulaciones de
anfotericina B induce la formacion de estructuras poliagregadas, como se
observo en los estudios de espectroscopia UV-VIS, que ademas, como se
puede observar en este estudio de tamafo de particula, presentan dos
poblaciones de poliagregados de diferente tamafo. Con respecto a estas
poblaciones de diferente tamafo, es de destacar que la formulacion AMB:DCH
1:0,8 es la unica que no presenta ninguna poblacion de poliagregados de
tamanos superiores a 1000 nm. Sin embargo, esta formulacion es la que
presenta una poblacion mayoritaria de mayor tamano (734,0 nm £ 157,3 nm).
Al aumentar la proporcion de desoxicolato de sodio en la formulacion
(AMB:DCH 1:1,5) se observa que los poliagregados de anfotericina B
determinados por la técnica espectrofotométrica presentan en este caso una
poblacién mayoritaria con un tamano inferior (444,8 nm £ 61,1 nm) a la
formulacion AMB:DCH 1:0,8. Es importante sefalar que, aunque esta
formulacion presenta una segunda poblacion de poliagregados de tamano
proximo a 5000 nm, el porcentaje de esta poblacién es muy pequefio (3,1%) y
que ademas presenta el menor indice de polidispersabilidad (0,32). El
progresivo incremento del desoxicolato de sodio en el resto de las
formulaciones (AMB:DCH 1:2; AMB:DCH 1:4 y AMB:DCH 1:8) no conlleva una
disminucién en el tamafio de los poliagregados de poblacién mayoritaria pero si
produce un aumento importante de la poblacion de poliagregados de elevado
tamafio con porcentajes crecientes entre el 8,3 y el 13,0% a medida que se

incrementan las proporciones de desoxicolato de sodio en las formulaciones.

La existencia de poliagregados de gran tamano deben ser controlados en

este tipo de formulaciones como muestran los trabajos realizados por Espada,
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R. y col.,, 2008a, Espuelas, M.S. y col., 2003, Larabi, M. y col.,, 2004 y
Tiyaboondai, W. y Limpeanchob, N., 2007. Las formulaciones con diferentes
tamanos de particulas de anfotericina B dentro del estado poliagregado podrian
mostrar distintas relaciones de eficacia y toxicidad de forma similar a las que

aparecen entre los estados monoméricos, diméricos y poliagregados.

La incorporacién de desoxicolato sddico en la formulacion en proporciones
iguales o superiores a 1,5 es decir, formulaciones donde la proporcion de
anfotericina B y desoxicolato de sodio es 1:1,5; 1:2; 1:4 y 1:8, da lugar a
estados poliagregados que se caracterizan por presentar tamafos de particula
menores (rango de 333,8 — 447,2 nm) lo que podria estar relacionado con su

distribucién en diferentes 6rganos.
3.4.- Concentraciones de anfotericina B en érganos a las 24 h.
Las concentraciones de anfotericina B analizadas en los diferentes érganos

estan relacionadas con las caracteristicas farmacotécnicas y las dosis

administradas, mostrandose en la siguiente figura.
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Figura 11. Concentraciones a las 24 h en rifién, higado y bazo para

las distintas formulaciones y dosis.
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Las distintas concentraciones a las 24 h a nivel renal estan relacionadas
con las dosis de anfotericina B administrada y con las caracteristicas
farmacotécnicas de las formulaciones empleadas. Asi, tras la administracion de
AmBisome®, en el que la anfotericina B se formula en forma poliagregada
dentro de una matriz lipidica, se observan bajas concentraciones renales,
alcanzando valores de 0,65 + 0,05 ug/ g, después de administrar dosis altas de
5 mg/kg. Sin embargo, la Fungizona®, en la que la anfotericina B se encuentra
en forma dimérica, presenta valores similares a nivel renal (0,642 + 0,037 ug/g)
a pesar de que, en este caso, las dosis administradas son cinco veces
menores. Es importante destacar, que las concentraciones renales proximas a
0,6 — 0,9 pg/g, de acuerdo con el trabajo de Cohen B.E., 1998, estarian
relacionadas con la concentracion critica de anfotericina B sobre la membrana
celular que produce la aparicion de poros acuosos transmembrana,
responsables de la alta toxicidad renal de estas formulaciones. En nuestro
trabajo se confirma que las formulaciones estudiadas de distintas proporciones
de anfotericina B y desoxicolato de sodio a dosis de 1 y 3 mg/kg, presentan
concentraciones similares a las que se obtienen con Fungizona® o AmBisome®
a las 24 h. Sin embargo, la utilizacién de dosis de 5 mg/kg, produce altas

concentraciones a nivel renal que indican su acumulacion renal.

La utilizacién de formulaciones lipidicas como es el caso del AmBisome®,
en dosis altas de 5 mg/kg, tiene la ventaja de disminuir las concentraciones
renales, manteniendo una mayor afinidad por determinados érganos como el
higado y el bazo donde se acumulan mayores concentraciones de anfotericina
B como indican Fukui H. y col., 2003. Estas formulaciones, sin embargo, no son
la solucion frente a infecciones severas debido, posiblemente, a que por sus
excipientes de caracter lipidico, la anfotericina B presenta concentraciones muy
bajas en 6rganos como el cerebro y rifidon. Esto hace que, en tratamientos
frente a Asperqgillus fumigatus con Abelcet® sea el cerebro el oérgano que
presente un menor descenso en las unidades formadoras de colonias como
indican Fukui H. y col., 2003, y Wasan E. K. y col., 2009.
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En este sentido, el empleo de anfotericina B en forma poliagregada,
administrada con distintas proporciones de un tensoactivo anidnico apto para
administracién intravenosa, puede ser importante para modificar las
concentraciones alcanzadas a nivel renal segun las distintas dosis
administradas. Asi, la administracion de dosis de 1 mg/kg de anfotericina B

poliagregada (1:0) alcanza concentraciones renales de 0,864 + 0,244 ug/g.

La incorporacion de desoxicolato de sodio en bajas proporciones a las
formulaciones de anfotericina B poliagregada (1:0,8) producen un ligero
descenso en las concentraciones renales alcanzando concentraciones de
0,630 + 0,051 pg/g y 0,859 + 0,065 pg/g tras la administracion a los ratones de
dosis de 1 y 3 mg/Kg respectivamente. Por lo que es necesario el empleo de
dosis de 3 mg/Kg de la formulacion AMB:DCH 1:0,8 para alcanzar
concentraciones renales de AMB superiores a las obtenidas con la Fungizona®
aunque inferiores a la concentracién critica de anfotericina B sobre la
membrana celular que produce la aparicion de poros acuosos transmembrana.
Asi mismo, la administracion de formulaciones con dosis mas altas de
desoxicolato sodico (1:1,5) produce concentraciones renales similares a las
24h, con valores de 0,869 + 0,031 pg/g tras la administracion de dosis de 3

mg/Kg.

Cuando se realizan administraciones de altas dosis a los animales (5
mg/kg) se alcanza valores maximos de concentracion renal de 1,642 + 0,352
pa/g (AMB:DCH 1:0). La utilizacién de las dosis elevadas de desoxicolato de
sodio (AMB:DCH 1:1,5) en la formulacion aumenta ligeramente las
concentraciones en las células renales, alcanzando en este caso valores de
1,852 + 0,279 ug/g tras la administracion de dosis elevadas (5 mg/kg). Esta alta
concentracion indica que nuestras formulaciones pueden presentar una

acumulacion renal a dosis elevadas.
En o6rganos del sistema reticulo endotelial como el higado y el bazo

observamos un comportamiento diferente en funcién de las formulaciones

administradas. Asi, formulaciones lipidicas como el AmBisome® presentan altas
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concentraciones (36,617 + 11,047 ug/g en higado y 49,362 + 22,431 ug/g en
bazo) mientras que las formulaciones de Fungizona®, en dosis de 1 mg/kg,
presentan concentraciones muy bajas en ambos érganos (4,051 £ 0,924 ug/g
en higado y 3,917 + 0,400 ug/g en bazo). Estos resultados confirman la mayor
afinidad de estas formas poliagregadas lipidicas por higado y bazo (Fukui H. y
col., 2003).

La incorporacién de desoxicolato sodico a las formulaciones produce un
ligero aumento de la concentracion en estos 6rganos. Asi, la administracién de
una dosis de 1 mg/kg de anfotericina B poliagregada (AMB: DCH 1:0) presenta
valores similares a los de la Fungizona® (5,945 + 0,754 pg/g en higado y 5,218
+ 1.711 pg/g en bazo). Al incorporar el desoxicolato de sodio a la formulacion
se produce un pequefo incremento de las concentraciones en higado y bazo.
Asi, en formulaciones de AMB: DCH (1:0,8) para las mismas dosis
administradas (1 mg/kg) se alcanzan concentraciones de 7,606 + 1,785 pg/g en
higado y de 6,060 + 1,255 ug/g en bazo, mientras que cuando se administran
dosis de 3 mg/kg, sus concentraciones aumentan con valores de 15,187 *
3,185 ug/g en higado y de 14,172 + 3,751 ug/g en bazo. Al aumentar la
proporcion del tensioactivo en la formulacion AMB:DCH 1:1,5 se consiguen
ligeros incrementos de las concentraciones de sustancia activa en dichos
organos, obteniéndose valores de 17,534 + 3,342 ug/g en higado y de 17,658 +
2,906 pg/g en bazo después de la administracion de dosis de 3 mg/kg. Estas
concentraciones mayores en higado y bazo también han sido encontradas al
emplear distintas formulaciones lipidicas como indican Fukui H. y col., 2003.
Esta mayor afinidad por estos 6rganos hace que estas formulaciones presenten
una mayor semivida y una menor afinidad por tejidos como el riidn y el cerebro
(Fukui H. y col., 2003 y Wasan E.K. y col., 2009).

La utilizacion de dosis elevadas de 5 mg/kg en la formulacion que contiene
unicamente anfotericina B poliagregada (AMB:DCH 1:0) alcanza elevadas
concentraciones de anfotericina B en higado (35,982 + 4,949 ug/g) y en bazo
(46,029 + 7,801 pjg/g). La incorporacion de proporciones elevadas de

desoxicolato sodico (AMB:DCH 1:1,5) a la formulacion no produce cambios
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significativos (p < 0,05) en las concentraciones en estos érganos. Asi, dosis de
5 mg/kg de AMB:DCH (1:1,5) presenta concentraciones de 43,468 + 4,333 ug/g
en higado y de 49,362 + 8,431 pg/g en bazo. Estas concentraciones son muy
superiores a las que esperabamos encontrar al incrementar cinco veces la
dosis de 1 mg/kg. Es posible que estas dosis tan elevadas sean debidas a la
existencia de un mecanismo de acumulacion en estos érganos y que ha sido
previamente observado tras la administracion de dosis similares de

formulaciones lipidicas como el AmBisome® (Espada R. y col., 2008).

La incorporacion de agentes micelares como el desoxicolato de sodio a la
formulacién no disminuye las concentraciones en estos 6rganos. Sin embargo,
la administracion de dosis intermedias de anfotericina B (3 mg/kg) con distintas
proporciones de agentes anidnicos como el desoxicolato sédico (AMB:DCH
1:0,8 y 1:1,5) produce valores de concentraciones en higado y bazo tres veces
superiores a la administracion de 1 mg/kg. Estos estudios muestran un
incremento en las concentraciones de anfotericina B es en higado y bazo dosis
dependiente para dosis entre 1 y 3 mg/kg, mientras que dosis de 5 mg/kg

produce una destacable acumulacién del farmaco en estos 6rganos.
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4.- DISCUSION.

En los estudios de microscopia electrénica se observa que la anfotericina B
presenta una morfologia caracteristica con particulas esféricas de pequefio
tamafno que tiende a aglomerarse, mientras que el desoxicolato sddico

presenta particulas lisas de mayor tamafio propias de una estructura poliédrica.

Los espectros UV-VIS permiten conocer el estado de agregacion
mayoritario que presenta cada formulacion. Asi, se comprueba la existencia de
una forma monomeérica al emplear como medio de disolucibn metanol /
dimetilsulféxido, una forma dimérica tras la reconstitucion de la formulacién
comercial Fungizona® y una mezcla de estados de agregacion en la
formulacién reconstituida a partir de la especialidad AmBisome®. Estos
resultados concuerdan con los recogidos en la bibliografia, y su estudio es
relevante ya que existe una relacion entre los estados de agregacién y los
valores de toxicidad y eficacia. Autores como Ranchere, J.Y. y col., 1996 y
Espuelas M.S. y col., 2003 indican que las formas poliagregadas son mucho
menos toéxicas, y permiten el empleo de dosis mayores para el tratamiento de

candidiasis.

Los estudios espectrofotométricos de las nuevas formulaciones de
anfotericina B con distintas proporciones de desoxicolato de sodio indican que
la anfotericina B se encuentra en un estado mayoritariamente poliagregado,
con un espectro similar al que presenta la formulacion AmBisome®. En el
estudio del tamano medio de particula mediante difraccion de luz laser se
observé que las distintas formulaciones de anfotericina B presentaron dos
poblaciones de diferente tamafio, ambas de tamafo correspondiente a formas
poliagregadas de anfotericina B. Al comparar las formulaciones de AMB:DCH
1:0,8 y AMB:DCH 1:1,5 se observa que al aumentar la proporciéon de
desoxicolato de sodio disminuye el tamafo de particula de la poblacién
mayoritaria pasando de un tamafio de 734,0 £ 157,3 nm a 444,8 + 61,1 nm.

Estos valores suponen una mejora importante frente a la formulacién que no
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tiene desoxicolato de sodio y que presenté un tamafno medio de particula de

1280,0 £ 216,0 nm en su poblacién mayoritaria.

Asi mismo, las formulaciones que tienen proporciones de anfotericina B y
desoxicolato de sodio 1:2; 1:4 y 1:8 presentan poblaciones mayoritarias con
tamanos medios de particula de 457,2 nm a 333,8 nm. Sin embargo, estas
formulaciones con elevadas proporciones de desoxicolato de sodio presentaron
una poblacion minoritaria (con porcentajes entre el 8,3 y el 13,0 %) de tamafio
de particula superior a los 5000 nm algo especialmente importante ya que
estas formulaciones son para administracion intravenosa. Aunque otros autores
muestran tamafos de particula de sus poblaciones mayoritarias superiores a
los 1000 nm (Larabi, M. y col., 2004 y Espada, R. y col.,, 2008a) para
posteriores estudios de eficacia y toxicidad in vivo se seleccionan las
formulaciones que tengan proporciones de AMB:DCH 1:0,8 y AMB:DCH 1:1,5
que son las que presentaron menores poblaciones de particulas de gran

tamano.

Las concentraciones de anfotericina B en los distintos érganos estan
relacionadas con las dosis y con las caracteristicas farmacotécnicas de las

formulaciones empleadas.

En el estudio de las concentraciones de anfotericina B a las 24 h post-
administracién a nivel renal se observa que las formulaciones con distintas
proporciones de anfotericina B y desoxicolato de sodio a dosis de 1 y 3 mg/kg,
presentan concentraciones similares a las que se obtienen con Fungizona® o]
AmBisome® a las 24 h y son inferiores en todos los casos a 1 pg/g de dérgano.
Sin embargo, la utilizacidn de dosis de 5 mg/kg, produce altas concentraciones
a nivel renal que indican su acumulacién en este 6rgano. Estos resultados
muestran que las formulaciones de poliagregados de AMB:DCH 1:0,8 y
AMB:DCH 1:1,5 permiten administrar dosis 3 veces mayores que la formulacién
de Fungizona® sin que se observen concentraciones superiores a la
concentracion critica de anfotericina B sobre la membrana celular que produce

la aparicion de poros acuosos transmembrana, responsables de la alta
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toxicidad renal de estas formulaciones (Cohen B. E., 1998). La administracion
de estas formulaciones en concentraciones iguales o superiores a 5 mg/kg
requeririan realizar estudios de toxicidad renal ya que inducen la aparicion de

altas concentraciones de anfotericina B a este nivel.

En los estudios de las concentraciones de anfotericina B a las 24 h post-
administracion en higado y bazo demuestran que las nuevas formulaciones de
poliagregados de anfotericina B y desoxicolato de sodio muestran
comportamientos similares a los de la Fungizona® en los 6érganos del sistema
reticulo endotelial. Las concentraciones de anfotericina B en higado y bazo
aumentan con estas formulaciones al incrementarse la dosis administrada. Asi
mismo estas formulaciones de poliagregados consiguen concentraciones
similares a las obtenidas con el Ambisome® cuando se administran dosis de 5

mg/kg.

Por lo tanto las nuevas formulaciones de poliagregados de anfotericina B y
desoxicolato de sodio alcanzan concentraciones similares al Ambisome® en
higado y bazo y asi mismo una mayor afinidad por érganos como el rinén. La
afinidad por este 6rgano podria indicar que quiza también alcancen buenas
concentraciones en cerebro lo que debera ser tenido en cuenta en estudios
posteriores de eficacia para posibles tratamientos de candidiasis cerebrales
(Fukui H. y col., 2003 y Wasan E. K. y col., 2009).
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ESTUDIO DE EFICACIA Y TOXICIDAD EN DOSIS UNICA.

1. INTRODUCCION.

En este capitulo se incluyen varios estudios de eficacia y toxicidad para el

tratamiento de candidiasis sistémicas.

El efecto post-antifungico (PAFE) es comunmente definido como el tiempo
necesario para que un cultivo recupere su crecimiento después de un tiempo
de exposicion a un agente antifungico. Estos estudios de efecto post-
antifungico son especialmente importantes en el caso de la anfotericina B ya
que otros antifungicos tan utilizados como el itraconazol o mas modernos como
ravuconazol, voriconazol o posaconazol presentan bajos niveles de efecto post-

antifungico (Manavathu E.K. y col., 2004, y Chryssanthou, E. y col., 2008).

Resulta también importante recordar que el efecto post-antifungico depende
de diferentes variables como el numero de colonias, el agente antifungico, los
medios de crecimiento utilizados y el tiempo de exposicion utilizado en cada
estudio (Vitale, R.G. y col., 2003). Chryssanthou, E. y col., 2008, muestran que
antifangicos como el voriconazol presentan un efecto fungicida tras 24 h de
exposicion mientras que, tras tiempos de exposicion de unicamente cuatro

horas, no se observa este efecto.

Autores como Chryssanthou, E. y col., 2008, indican que la anfotericina B
presenta un PAFE elevado concentracién y tiempo dependiente. Este trabajo
muestra que concentraciones de anfotericina B superiores a 1,25 mg/l permiten
obtener altos valores de PAFEs que se incrementan al aumentar los tiempos de
exposicion. Por otra parte, Ernst, E.J. y col., 2000, obtienen para la anfotericina
B tiempos post-antifungicos superiores a las 12 h cuando las concentraciones
son entre 0,25 y 4 veces la concentracidén minima inhibitoria (MIC) mientras que
concentraciones de 0,125 x MIC no presentan practicamente este efecto post-

antifungico. Es habitual la realizacién de estudios con valores de anfotericina
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entre 1-10 x MIC tanto en tratamientos de C. albicans como de A. fumigatus
(Manavathu, E.K. y col., 2004, y Chyssanthou, E. y col., 2008). Asi, para
Candida albicans, Manavathu E.K. y col., 2004, obtuvieron valores de PAFE de
5,3 £ 1,15 h tras la administracién de concentraciones de anfotericina B de 8 x
MIC.

Otros trabajos microbiolégicos, realizan estudios de curvas de letalidad
(Szabo, Z. y col.,, 2009). El valor de este parametro permite determinar la
actividad fungicida de la sustancia activa objeto de estudio asi como la
actividad fungistatica permitiendo comparar las actividades in vitro. La actividad
fungicida se obtiene al alcanzar una reduccion del 99,9% en el recuento de las
células viables, expresadas en unidades formadoras de colonias por mililitro
(cfu/ml), respecto al indculo inicial mientras que la actividad fungistatica se
obtiene al alcanzar una disminucion del numero de colonias viables inferior al
99,9%.

La anfotericina B, dependiendo de las concentraciones administradas,
pueden presentar una actividad fungicida o fungistatica. Autores como Klepser,
M.E. y col., 1997, indican que la anfotericina B tiene un efecto fungistatico
frente a Candida albicans en concentraciones inferiores a 0,5 x MIC mientras
que presenta una actividad fungicida a concentraciones de anfotericina B = 0,5
x MIC. Keele, D.J. y col., 2001, determinan que esta actividad fungicida se

produce a concentraciones elevadas de anfotericina B, superiores a 2,4 pg/ml.

La determinacion de las curvas de letalidad permite relacionar la actividad
fungicida de un agente antifungico con los valores de concentracion minima
inhibitoria (MIC) que presente la sustancia activa frente al patégeno como
indican Szabd, Z. y col., 2009, para distintas especies de Candida. La actividad
fungicida, determinada a través de las curvas de letalidad, se obtiene a las 24-
48 h en un rango de concentraciones de 1-4 x MIC para C. parapsilosis, y para
C. metapsilosis. En el caso de C. orthopsilosis la actividad antifungica de la
anfotericina B se alcanza a las 24 h tras la administracién de 1-4 x MIC aunque,

en determinadas cepas resistentes, se necesitan niveles de 8-16 x MIC.
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Si bien es cierto que la actividad antifungica de la anfotericina B puede
depender de la sensibilidad o resistencia de Candida spp, la accidon fungicida
esta también condicionada por la posible inestabilidad de la anfotericina B.
Groeschke, J. y col.,, 2006, determinan el porcentaje de anfotericina B,
formulada en una concentracion de 7,4 mg/ml, que se mantiene en las
suspensiones durante quince dias tras someterlas a distintas condiciones
ambientales como son variaciones en la temperatura, la exposicion a la luz o el

tipo de envase mostrandose los resultados obtenidos en las siguientes tablas.

ENVASE TEMPERATURA % INICIAL DE % FINAL DE
EMPLEADO (°C) ANFOTERICINA B ANFOTERICINA B
POLIPROPILENO 19-23 100,0+2,7 82,1+2,5
CRISTAL
19-23 100,0+£3,1 77,6+£2,9
BORICADO

Tabla 1.- Efecto del envase en la estabilidad de la anfotericina B, inicial y después de 15

dias de almacenamiento.

TEMPERATURA % INICIAL DE % FINAL DE
TIPO DE LUZ
(°C) ANFOTERICINA B ANFOTERICINA B
PROTEGIDA DE LA
19-23 100,0+1,2 83,1£3,0
LUz
LUZ SOLAR (13 h) 25-28 100,0+4,5 80,215,4
LUZ ELECTRICA 19-23 100,0£2,7 82,1£2,5

Tabla 2.- Efecto de la luz en la estabilidad de la anfotericina B conservada durante 15

dias en un envase de polipropileno.

ENVASE TEMPERATURA % INICIAL DE % FINAL DE
EMPLEADO (°C) ANFOTERICINA B ANFOTERICINA B
POLIPROPILENO 4 100,0+4,3 96,4+2,5
POLIPROPILENO 19-23 100,0+1,2 83,1£3,0
POLIPROPILENO 37 100,0+0,8 88,1£3,0

Tabla 3.- Efecto de la temperatura en la estabilidad de la anfotericina B, almacenada

durante 15 dias protegida de la luz.
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La anfotericina B se mantiene estable al conservarla a bajas
temperaturas (4°C) y protegida de la luz y preferentemente en envases de
polipropileno. Todas las muestras presentan un descenso biexponencial de la
concentracion de anfotericina B en el tiempo con semi-vidas de 1,6-2,9 dias,
debido a su degradacion quimica y también posiblemente a una posible
adsorcion de la sustancia activa al envase. Estos estudios son importantes ya
que confirman la baja estabilidad de la anfotericina B pudiendo disminuir la
potencia de este antifungico en cultivos para periodos, superiores a las 24 — 48

horas.

Ademas de los efectos fungicidas o fungistaticos que pueden presentar los
agentes antifungicos, es importante conocer el hecho de que la administraciéon
de varias sustancias activas de manera simultanea puede inducir efectos
sinérgicos, antagdnicos o no presentar interacciones entre ellas como indican
Traboulsi, R. S. y col., 2008, en funcién del indice fraccional de concentracion
inhibitoria (FICI). Este parametro es el resultado del cociente de la suma de las
concentraciones minimas inhibitorias (MIC) utilizadas conjuntamente dividido

entre el MIC de la sustancia activa empleada sola (An, M. y col., 2009).

La obtencion de valores de FICI a partir de la administracion conjunta de las
sustancias activas permitira definir el tipo de interaccion que presenten. De este
modo, y como indica Sionov, E. y col., 2006, valores de FICI < 0,5 implican la
existencia de sinergismo entre ellas y valores de 0,5 > FICI > 1 muestran un
efecto aditivo. Sin embargo, datos de FICI entre 1 y 4 implican la ausencia de
interaccion mientras que cuando sean superiores a 4 existiria antagonismo.
Esta clasificacion es similar a la indicada por Natesan, S.K. y col., 2008, y An,
M. y col., 2009. No obstante, estos ultimos autores clasifican los efectos en tres
grandes grupos, sinergismo, con valores de FICI menores a 0,5, sin interaccion
donde 0,5 < FICI < 4, y en antagonismo, de los valores de FICI son superiores
a 4. En el presente trabajo de investigacion de formulaciones de poliagregados
de anfotericina B y desoxicolato de sodio la determinacion del valor de FICI
sera util para evaluar un posible efecto sinérgico del desoxicolato sddico en la

formulacion.
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Por otra parte, uno de los efectos adversos de la anfotericina B consiste en
su actividad hemolitica. Sin embargo, es importante destacar que la reduccion
en la toxicidad hemolitica de las formulaciones de anfotericina B se asocia a

una disminucién en su actividad como indican Espuelas, M.S. y col., 2003.

Multiples factores parecen estar implicados en la modificacion de la relacion
de eficacia y toxicidad de distintas formulaciones de anfotericina B. Entre ellos,
uno de los mas importantes que afectan a la toxicidad del principio activo es el
estado de agregacion. Espada, R. y col., 2008a, indican que la menor toxicidad
de la anfotericina B corresponde al estado poliagregado como el que presenta
la formulacion comercial AmBisome®. Asi mismo, la toxicidad de formulaciones
de anfotericina B poliagregada vy Fungizona® tras someterla a calentamiento,
parece estar relacionada con su tamafno de particula de manera que, cuanto
menor sea el tamafo de particula, mayor sera la toxicidad determinada por
hemolisis, pudiéndose concluir que el estado de agregacion y el tamafo de

particula afectan seriamente a la toxicidad de la anfotericina B.

Por lo tanto, en base a estos datos, lo ideal seria el desarrollo de una
formulacién poliagregada pero con pequefio tamano de particula. Esto
permitiria incrementar su penetracién en los tejidos desde donde podria
cederse sin producir acumulaciones en ellos, permitiendo, a la vez, el

tratamiento de infecciones diseminadas.

En cualquier caso, ademas de la determinacion de actividad frente a los
agentes patogenos y la realizacion de estudios in vitro para determinar la
toxicidad, las formulaciones con accion antibiotica, ya sea a nivel microbiano,
fungico o virico requieren de la elaboracién de estudios de eficacia y toxicidad
in vivo con el fin de determinar su utilidad frente a las infecciones para las que

se han elaborado.

En este sentido, se pueden encontrar autores como Tabosa Do Egito, E.S. y

col., 1996, que realizan el estudio de la eficacia de una emulsién que contiene

83



EFICACIA Y TOXICIDAD EN DOSIS UNICA

0,5 mg/mL de anfotericina B comparada con una formulacién comercializada de
Fungizona® (5 mg/mL). Ambas formulaciones se administran en dosis de 0,8
mg/kg, en tratamiento de candidiasis sistémica experimental en ratones Balb/C.

Los resultados se evaluan a los 5 y 9 dias post-tratamiento.

Garcia, A. y col., 2000, determinan los valores de unidades formadoras de
colonias (cfu) a los siete dias tras la administracion de un tratamiento
profilactico en ratones posteriormente infectados con Candida albicans. Este
estudio compara la eficacia en rindbn y en bazo de un tratamiento con
Ambisome® a dosis de 1,5, 10 y 20 mg/kg frente a Fungizona® en dosis de 1
mg/kg. El tratamiento con Ambisome® mostré un efecto profilactico en todas las
dosis en ratones inmunocompetentes. No obstante, en el caso de ratones
inmunosuprimidos, unicamente al administrar dosis de 20 mg/kg de Ambisome®
se obtienen resultados significativamente superiores a los observados con

Fungizona®.

Takemoto, K. y col., 2006, indican que el rindn es el érgano mas infectado
en las candidiasis. Sus estudios determinan los niveles de unidades
formadoras de colonias de C. albicans a nivel sanguineo y a nivel renal en
ratones. Las dosis administradas fueron de 0,3; 1; 3 y 10 mg/kg de Ambisome®
o dosis de 0,03; 0,1; 0,3 y 1 mg/kg de Fungizona®. La disminucion de las
unidades formadoras de colonias, al dia siguiente de la administracion, resulta
similar tras la administracién de 10 mg/kg de Ambisome® y 1 mg/kg de
Fungizona®. Sin embargo, se observa un incremento de los microorganismos a
nivel renal entre el dia 1 y el 7 tras la administracién de Fungizona®.
Transcurridos 30 dias de la administracion de dosis de 10 mg/kg de

Ambisome®, los rifiones no presentan niveles detectables de Candida albicans.

Por otra parte, autores como Espada, R. y col., 2008c, realizan la
determinacién de la candidiasis sistémica en rifiones y cerebro. Para ello, se
realiza la administracion de una dosis de 1 mg/kg anfotericina B y desoxicolato
de sodio, de anfotericina B en forma de microparticulas de 1; 5y 10 mg/kg y

anfotericina B poliagregada de 10 mg/kg a los siete dias de la infeccion por
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Candida albicans en ratones ICR. Los resultados obtenidos en la colonizacion
en rinones y de cerebro no presentan diferencias significativas entre la
anfotericina B formulada junto con desoxicolato de sodio, con estructura
dimérica, en dosis de 1 mg/kg y las dosis de 10 mg/kg de anfotericina B en
forma tanto de microparticulas como poliagregada. En los tres casos, se
obtiene una colonizacién a nivel renal de 4,5 log cfu y a niveles de 1,5 log cfu a

nivel cerebral.

Como se ha comentado anteriormente, la especie Candida albicans tiene
una especial afinidad por los rifiones pudiendo alterar tanto su morfologia como
su funcionalidad. Esta nefrotoxicidad de los ratones infectados se puede ver
agravada ya que la anfotericina B es también muy tdxica a nivel renal y, por
otra parte, presenta toxicidad a otros niveles como por ejemplo los glébulos

rojos (Charvalos, E. y col., 2006).

En cuanto a esta toxicidad, los parametros estudiados de nefrotoxicidad
suelen incluir la creatinina sérica. De este modo, Kwong, E.H. y col., 2001,
muestran un incremento del 50% en los valores de creatinina sérica, obtenidos
mediante reacciones enzimaticas, después de la administracién de una dosis
tnica de 1 mg/kg de Fungizona® (91 + 4 umol/L) mientras que la administracién
de poliagregados obtenidos por calor presenta unicamente ligeros incrementos
en los niveles de creatinina sérica (65 + 5 ymol/L), considerandose la existencia
de dafio renal cuando los valores de creatinina en suero duplican a los valores

de referencia o control.

En base a los diversos trabajos analizados, en este capitulo se desarrollan
para las distintas formulaciones estudios microbiolégicos con el fin de
determinar los principales parametros como son la concentracion minima
inhibitoria y el efecto post-antifungico. Con respecto la toxicidad se evalua la
accion hemolitica y las posibles alteraciones de la funcionalidad renal
originadas por la infeccion o por los tratamientos. Finalmente, se analizara la
eficacia de los tratamientos mediante la evaluacién de la supervivencia y la

colonizacion cerebral y renal por C. albicans.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1.- Materiales.

2.1.1.- Productos y reactivos.

Tanto la anfotericina B (AMB) como la especialidad farmaceéutica
Fungizona® (formulacién comercializada de anfotericina B con desoxicolato de

sodio) fueron suministradas por Bristol Myers Squibb (Barcelona, Espana).

El desoxicolato de sodio (DCH) fue suministrado por Fluka Chemie A.G.
(Buchs, Suiza).

La especialidad farmacéutica Ambisome® (formulacién comercializada de
liposomas compuestos de anfotericina: fosfatidilcolina:  colesterol:
distearoilfosfatidilglicerol 50:213:52:84 p/p/p/p) se encuentra comercializada por

UCB-Pharma (Bruselas, Bélgica).
El suero fisiolégico Vitulia (cloruro sédico al 0,9%) se encuentra

comercializado por Laboratorios Ern, S. A. (Barcelona, Espana) y el agua

purificada estéril fue obtenida por un sistema Milli-Q (Millipore, USA).

2.1.2.- Material biolbgico.

In6culo:

La cepa de Candida albicans SC5314 fue la empleada en todos los
experimentos. Para los estudios de infeccion, la cepa fue sembrada en placa
agar de extracto de levadura y dextrosa (Yeast Extract-Dextrose o YED),

lavada dos veces con tampon fosfato salino pH 7,4 (Phosphate Buffered Saline
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o PBS) y diluido con el mismo tampdn para obtener una concentracién de 2*10°

cfu/ml.

Suspension de eritrocitos:

La obtencidén de la suspension de eritrocitos se realiza a partir de sangre

venosa de voluntarios sanos.

Animales:

El ensayo se lleva a cabo con ratones machos ICR (25-30 g), después
de un periodo de aclimatacion de 7 dias. Los animales son separados en
grupos de 7 animales cada uno y mantenidos durante el tiempo de
experimentacion en jaulas de plastico con agua y alimento ad libitum, con ciclos
de luz-oscuridad de 12 horas en el laboratorio de experimentacién animal de la
Universidad Complutense de acuerdo con los principios de proteccion de

animales de la directiva 86/609/EU de la legislacion de la Unién Europea.

2.2.- Métodos.

2.2.1.- Método para la determinaciéon de la concentracion minima inhibitoria

(MIC).

La concentracion minima inhibitoria (MIC) de la anfotericina B para Candida
albicans SC5314 fue determinada mediante una técnica de microdiluciéon M27-
A, segun la Guia del National Committee for Clinical Laboratory Standards M-
27A (NCCLS, 1997). El rango de concentraciones estudiadas fue 0,10 -1,0
mg/L para la determinacion del MIC. Su determinacion fue realizada por
triplicado con £ 1 dilucion seriada del antifungico. Las concentraciones minimas

inhibitorias (MIC) obtenidas para Candida albicans fueron determinadas
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utilizando un inéculo de 10° cfu/ml procediéndose a realizar diluciones hasta

valores de 1*10° cfu/ml.

2.2.2.- Método para la determinaciéon del efecto post-antifungico (PAFE).

El efecto post-antifungico de la anfotericina B en C. albicans SC5314 fue
evaluado y determinado como el tiempo requerido para la multiplicacion de las
células tras retirar el antifungico del medio. El método seguido fue descrito por
Manavathu, E.K. y col., 2004, para el efecto post-antifungico. Asi, se incubd
una suspensién con una concentracion de 1*10° cfu/ml C. albicans a 35°C en
un mililitro de medio RPMI 1640 durante una hora en presencia de
concentraciones de anfotericina B de 1,4; 2,0 y 4,0 x MIC. Las células tratadas
con el antifungico fueron lavadas y resuspendidas en un medio de crecimiento
libre de antifungico que se incub6 a 35°C durante un tiempo maximo de 24

horas.

A distintos intervalos de tiempo (1; 3; 5; 18 y 24 h) después del lavado,
alicuotas de 0,1 ml fueron extraidas y diluidas entre 10 y 1000 veces. A
continuacion, se procediéo a sembrar nuevamente alicuotas de 0,1 ml en agar
Sabouraud-dextrosa. Las placas fueron incubadas a 35°C durante 48 horas y

se determinaron las cfu/ml.
El PAFE, expresado en horas, fue calculado utilizando la férmula:
PAFE=T-C
donde, T y C son el tiempo de un primer incremento significativo para las

muestras tratadas con el antifungico y el control sin farmaco respectivamente y

Se expresan en horas.
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Los experimentos fueron realizados por ftriplicado. El tiempo para
alcanzar el valor de C fue calculado con, al menos, seis controles y se

determind la media con un intervalo de confianza superior al 95%.

2.2.3.- Método para la determinacion de FICI.

El indice fraccional de concentracién inhibitoria (FICI) se obtiene a partir de
las determinaciones de las concentraciones minimas inhibitorias. Resulta del
cociente de la suma de las concentraciones minimas inhibitorias de dos
sustancias activas dividida entre la concentracion minima inhibitoria cuando se
utiliza una de las sustancias activas de manera individual (Sionov, E. y col.,
2006).

2.2.4.- Método para determinar la curva de letalidad.

Las colonias se suspenden en medio 1640 RPMI (Sigma) y fueron
incubadas con agitacién a 35°C. La concentracién de la suspension de las
colonias fue ajustada espectrofotométricamente a 10° cfu/ml. Un total de 3 ml
de suspensién de colonias fue adicionado a 3 ml de medio Sabouraud-dextrosa
s6lo (control) o a diluciones de anfotericina B en medio Sabouraud-dextrosa
que contengan concentraciones finales de 1,5; 2,0 y 4,0 x MIC. Las soluciones
fueron sometidas a 35°C en agitacion. A tiempos predeterminados (0; 1; 3; 5;
18 y 24 h), alicuotas de 100 pl de muestra fueron retiradas de la suspension y
sembradas en placas de agar Sabouraud-dextrosa e incubadas a 35°C durante
48 horas. Los experimentos se realizaron por triplicado con la cepa Candida
albicans SC5314. Las curvas de letalidad se realizaron mediante la
determinacién del numero medio de colonias (log1o cfu/ml) frente al tiempo (h).

El limite de cuantificacion utilizado para este método es de 50 cfu/ml.
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2.2.5.- Determinacion de la actividad hemolitica de las formulaciones de

anfotericina B.

La determinacién de la hemolisis de las formulaciones objeto de estudio asi
como de las formulaciones de referencia (Fungizona® y AmBisome®) y de la

formulacién control (solucion tampdn fosfato), se realiza por triplicado.

Para ello, la sangre venosa de los voluntarios sanos es extraida y recogida
en tubos previamente heparinizados (heparina sodica en una concentracion de
50000 Ul/ml) para evitar la coagulacion de la sangre. A continuacion, se
procede a la centrifugacidén de la sangre a 3000 revoluciones por minuto (rpm)

durante 10 minutos.

Se retira el sobrenadante tras la centrifugacion y se realizan tres lavados
consecutivos del sedimento con PBS a pH de 7,4. Para ello, se resuspende el
sedimento en 10 ml de PBS, se centrifuga la suspension de hematies durante
10 minutos a 1000 rpm en cada lavado y se elimina el sobrenadante. Este

proceso de lavado se repetira dos veces mas.

Se estudian las formulaciones liofilizadas de anfotericina B y desoxicolato
de sodio en proporciones 1:1,5; 1:2; 1:4; 1:8; 0:2 y 0:4. Estas formulaciones
liofilizadas son tamizadas a través de una luz de malla de 0,297 mm y se

suspenden en los volumenes adecuados de PBS.

La concentracion de anfotericina B empleada en cada una de las
formulaciones liofilizadas asi como en las formulaciones de referencia sera de
100 pg/ml. Los ensayos de hemodlisis se realizan utilizando 2 ml de suspension

de glébulos rojos en PBS y 2 ml de cada formulacion de anfotericina B.

La determinacion de los valores de hemolisis total se obtiene al anadir a los

2 ml de suspension de eritrocitos 5 ml de agua purificada estéril.
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El control de los procesos de hemodlisis se realiza afadiendo a los dos
mililitros de suspension de globulos rojos dos mililitros de PBS. De este modo,
se puede conocer si la hemdlisis producida en los ensayos se debe a las

formulaciones o al PBS.

Los tubos de ensayo con los eritrocitos y las distintas formulaciones de
anfotericina B se mantienen en un bafo en agitacion con una velocidad de 100
impulsos/ minuto durante una hora a 37°C. Una vez finalizada la incubacion, se
procede a detener el proceso de hemdlisis manteniendo las suspensiones de

eritrocitos tratadas a 4° C durante cinco minutos.

Se procede a centrifugar las suspensiones a 4000 rpm durante 10 minutos.
La lectura del sobrenadante a 575 nm permite determinar el porcentaje de

hemolisis originado por cada formulacion.

Los valores de hemodlisis, expresados en porcentaje, se obtendran utilizando
la expresion:
[(AbSm-AbSPBs)/ (AbST-AbSPBs)]*1 00

Donde:
e Abs;,, es la absorbancia obtenida con la formulaciéon objeto de
estudio.
e Abspgs es la absorbancia media obtenida con el PBS.
e Abst es la absorbancia media obtenida en las muestras donde la lisis
es maxima.

¢ 100 permite expresar la hemolisis en porcentaje.

2.2.6.- Modelo de infeccion en ratones.

La infeccion se realiza mediante la administracion de 0,5 ml de la
suspension de la cepa SC5314 de C. albicans a través de la vena lateral de la

cola de los ratones 72 horas antes de administrar el tratamiento.
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Las eficacias de los tratamientos se conoceran el dia 26, tiempo establecido
desde la primera administracion de cada uno de los tratamientos mediante el
estudio de la supervivencia tanto diaria como al final del ensayo. Ademas, se

estudiaran los tiempos de supervivencia media (Mean Survival Time o MST).

Debido a la mayor afinidad de C. albicans por el cerebro y los rifiones, se
realizaran estudios de colonizacién de C. albicans tanto a nivel cerebral como a
nivel renal. De este modo, se conoceran el aclaramiento del patégeno y la
eficacia de los tratamientos administrados para su erradicacion mediante el

recuento de unidades formadoras de colonias (cfu).

El numero de unidades formadoras de colonias se conoce tras la siembra
de los homogeneizados de rifiones y cerebro de los ratones. Para ello, los
ratones son sacrificados mediante inhalacion de cloroformo, extrayendo
asépticamente tanto los rinones como el cerebro. La homogeneizacion de los
organos fue llevada a cabo en 5 ml de solucion tampén fosfato. Los 6rganos
homogeneizados fueron sembrados en agar levadura-dextrosa-cloranfenicol y

sembrados durante 24-48 horas a 37° C.

Sin embargo, a nivel renal, es necesario considerar la posible nefrotoxicidad
que puede afectar a su funcionalidad. Por esta razén, se analizaron los valores
de creatinina y nitrégeno ureico en plasma. Ademas, se analiza la posible

afectacion hepatica mediante el estudio de las enzimas hepaticas (AST y ALT).

2.2.7.- Administracion del tratamiento.

Este estudio se realiza con ocho grupos de 4 6 7 ratones cada uno.
Se emplean dos grupos control de 4 ratones que no reciben tratamiento

con anfotericina B a los que solo se les administran 0,2 ml de suero salino

0,9%, uno de ellos infectados con Candida albicans y otro sin infectar.
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Los grupos de ratones tratados con anfotericina B (4 ratones) a partir de
las formulaciones de referencia (AmBisome® o Fungizona®) reciben 0,2 ml de

cada una de las formulaciones.

Los grupos de ratones tratados con anfotericina B (7 ratones) a partir de
cada una de las formulaciones a estudiar reciben 0,2 ml de cada una de las

formulaciones.

En la Tabla 4 se muestran los tratamientos y dosis recibidas de los grupos

control y referencia.

En la Tabla 5 se indican los tratamientos y dosis recibidas de las nuevas

formulaciones de poliagregados de anfotericina B.

TRATAMIENTO DOSIS
AmBisome® 5 mg/kg
Fungizona® 1 mg/kg

Control (con infeccion) --

Control (sin infeccion) --

Tabla 4.- Relacién de los grupos control asi como de las dosis administradas en el

tratamiento de la candidiasis sistémica.

TRATAMIENTO DOSIS
AMB:DCH 1:0,8 3 mg/kg
AMB:DCH 1:0,8 5 mg/kg
AMB:DCH 1:1,5 3 mg/kg
AMB:DCH 1:1,5 5 mg/kg

Tabla 5.- Relacion de las formulaciones objeto de estudio y de las dosis administradas
en el tratamientos de la candidiasis sistémica. AMB:DCH corresponde a la proporcién de

anfotericina B y desoxicolato de sodio administrado en cada formulacién.
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3. RESULTADOS.

3. 1.- Estudio de los valores de concentracion minima inhibitoria.

Los resultados del estudio indican que Candida albicans SC5314 es
sensible al tratamiento con anfotericina B, alcanzando niveles de MIC de 1,0
mg/L, valores similares a los que obtienen Ernst E.J. y col., 2000, para las
cepas de C. albicans 90028 y OY31,5 al presentar valores de MIC de 0,5-1,0
mg/L para la anfotericina B mientras que autores como Manavathu, E.K. y col.,
2004, muestran menores valores de MIC (0,125 mg/L frente a anfotericina B
para C. albicans 90028). La diferencia de resultados depende de las

condiciones en las que se realiza cada estudio.

3.2.- Estudio del efecto post-antifungico (PAFE).

La determinacion del PAFE de anfotericina B ha sido llevada a cabo por
varios autores existiendo distintos trabajos para la determinacion del PAFE
como Manavathu, E.K. y col., 2004, Vitale, R.G. y col., 2003 y Ernst, E.J. y col.,
2000.

Los valores de PAFE dependen de varios factores como son numero de
colonias viables de partida, las concentraciones de anfotericina B utilizada, el
tiempo de exposicion a la misma y los medios de cultivo empleados. Estas
diferencias en los métodos hacen que los distintos articulos consultados

presenten diferentes tiempos post-antifungicos.

Este estudio se realiza con concentraciones de anfotericina B de 1,4 a
4,0*MIC, y muestra en todos los casos retrasos en el crecimiento y en la
multiplicacion de C. albicans excepto en el control sin farmaco que muestra
crecimiento de colonias desde el principio del ensayo (1 h). Estos resultados

confirman que la anfotericina B tiene un efecto post-antifungico prolongado,
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obteniéndose resultados a partir de 1,4*MIC de anfotericina B. La importancia
de este experimento consiste en evaluar si la incorporacién de determinadas
proporciones de desoxicolato sddico en las formulaciones favorece el efecto
post-antifungico. Estos resultados suponen un avance importante frente a
otros agentes fungistaticos como el itraconazol y el posaconazol que carecen

de PAFE prolongados frente a C. albicans (Manavathu, E. K. y col., 2004).

Los valores medios y las desviaciones estandar obtenidas en el estudio del

efecto post-antifungicos obtenidos se muestran en la Tabla 6.

PAFE * S. D. (HORAS)

FORMULACIONES 1,4*MIC 2*MIC 4*MIC
AMB:DCH 1:0 18,00 + 0,00 18,00 + 0,00 22,00 + 3,46
AMB:DCH 1:0,4 18,00 + 0,00 18,00 + 0,00 24,00 £ 0,00
AMB:DCH 1:0,8 18,00 + 0,00 18,00 + 0,00 24,00 £ 0,00
AMB:DCH 1:1,5 18,00 + 0,00 18,00 + 0,00 24,00 + 0,00
AMB:DCH 1:2 18,00 + 0,00 20,00 + 3,46 24,00 + 0,00

AMB:DCH 1:3 18,00 £ 0,00 22,00 £ 3,46 > 24,00

AMB:DCH 1:4 18,00 + 0,00 22,00 + 3,46 > 24,00

Tabla 6.- Resultados obtenidos en el estudio del efecto post-antifingico (PAFE) tras la
administracion de concentraciones 1,4; 2 y 4 veces la concentraciéon minima inhibitoria
(MIC) de anfotericina B formulada en distintas proporciones de anfotericina B y

desoxicolato de sodio. S. D. equivale a la desviacién estandar.

Los resultados del PAFE obtenidos para las distintas formulaciones con desoxicolato de

sodio se muestran en las Figuras 1y 2 y presentan rangos de 18 a > 24 h.
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Figura 1.- Valores de PAFE obtenidos con las formulaciones de anfotericina B y

desoxicolato de sodio en proporciones 1:0; 1:0,4y 1:0,8.
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Figura 2.- Valores de PAFE obtenidos con las formulaciones de anfotericina B y
desoxicolato de sodio en proporciones 1:1,5; 1:2; 1:3 y 1:4.
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En este estudio se comprueba que cuando se emplean proporciones de
desoxicolato sédico inferiores o iguales a 1,5 sélo se observa un incremento en
el PAFE si la concentracion de anfotericina B es 4*MIC. Concretamente este
efecto post-antifungico se hace maximo (= 24 h) en todas las formulaciones
que contienen desoxicolato de sodio (en proporciones desde 0,4 a 4) si se ha
administrado esta dosis maxima de anfotericina B. Sin embargo, la formulacion
que no presenta el farmaco poliagregado con el desoxicolato de sodio
(AMB:DCH 1:0) no llega a alcanzar este maximo PAFE ni siquiera a esta dosis

elevada.

Cuando las proporciones de desoxicolato de sodio en las formulaciones es
igual o superior a 2 los efectos post-antifungicos también aumentan a partir de
2*MIC, es decir se observa un efecto aditivo entre la inclusion del desoxicolato
y la dosis administrada de anfotericina B. Es importante destacar que cuando
las proporciones de desoxicolato de sodio son elevadas (AMB:DCH 1:3 y
AMB:DCH 1:4) no se llega a observar crecimiento de colonias en las 24 horas

el estudio cuando se administran dosis 4*MIC.

Todas las formulaciones de poliagregados de anfotericina B y desoxicolato
de sodio presentan efectos post-antifungicos iguales o superiores a las 24
horas, cuando las dosis de anfotericina B administradas son 4*MIC o incluso a
2*MIC cuando las proporciones de desoxicolato de sodio son elevadas
(AMB:DCH 1:3 y AMB:DCH 1:4) algo que resulta fundamental ya que podria
mejorar la eficacia de tratamientos frente a C. albicans cuando los intervalos

posologicos se realicen cada 24 h.
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3.3.- Estudio de los valores del indice fraccional de concentracion

inhibitoria.

La incorporacion de concentraciones crecientes de desoxicolato de sodio en
las formulaciones produce un indice fraccional de concentracion inhibitoria
(FICI) de 0,8 cuando la proporcién de desoxicolato de sodio es mayor o igual a
0,5 en la formulacion. Estos resultados son considerados como aditivos al
encontrarse dentro del rango 0,5 < FICI <1 segun los estudios de Sionov, E. y
col., 2006.

Aunque estos valores no pueden ser considerados como una actividad
sinérgica con la anfotericina B, nos permite considerar que el desoxicolato de
sodio en la formulacion tendra un efecto aditivo sobre la actividad antifungica
que explicaria los descensos observados en la curva de letalidad. Autores
como Sionov, E. y col., 2006, han realizado estudios en el que se compara
anfotericina B en forma dimérica (Fungizona®) frente a una emulsién lipidica de
anfotericina B, que contiene un 20% de Intralipid®, en combinacion con
caspofungina. En este estudio se observa que estas formulaciones lipidicas de
anfotericina B producen un ligero descenso en el FICI. Estos valores varian de
0,63 en el caso de mezclas de anfotericina B y caspofungina a 0,52 para las

formulaciones de anfotericina B lipidicas con caspofungina.

3.4.- Estudios de las curvas de letalidad obtenidas tras la administracion

de formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de sodio.

Las curvas de letalidad fueron realizadas a partir de un inéculo inicial (10°
cfu/ml) incrementandose una unidad logaritmica de media durante las

siguientes 24 horas del estudio.
Las figuras 3-5 muestran las curvas de letalidad de la anfotericina B frente a

C. albicans. En estas figuras, se compara la influencia de proporciones bajas

de desoxicolato de sodio en las formulaciones de anfotericina B. Las
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proporciones de anfotericina B y desoxicolato empleadas fueron 1:0; 1:0,4;
1:0,8 y 1:1,5. Estos estudios se realizaron a 1,4*MIC, 2*MIC y 4*MIC. En todos
los casos, se observa una actividad fungicida al cabo de una hora de estudio. A
las cinco horas de estudio las dosis de 2 y 4*MIC presentaron menores valores
de unidades formadoras de colonias que cuando se administra 1,4*MIC. Estos
resultados coinciden con los observados por diferentes autores como Keele,
D.J. y col., 2001, que indican que a altas concentraciones de anfotericina B (2,4
pg/ml) se alcanza rapidamente la actividad fungicida establecido con tiempos
cortos (1,5-5 h), tiempos similares a los que se obtienen con las nuevas

formulaciones de poliagregados de anfotericina B.

LOG (CFU/ML)

2 T T T T

0 5 10 15 20
TIEMPO (HORAS)
CONTROL —#— AMB:DCH 1.0 —&— AMB:DCH 1:0,4 AMBDCH 1:0,8 —o— AMB:DCH 1:1,5

Figura 3.- Curvas de letalidad obtenidas tras administrar concentraciones de
anfotericina B de 1,4*MIC en formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de

sodio en proporciones 1:0; 1:0,4; 1:0,8 y 1:1,5.
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0 5 10 15 20 25
TIEMPO (HORAS)
CONTROL -—#-AMB:DCH1:0 —&— AMB:DCH 1:0,4 AMBDCH 1:0,8 —— AMB:DCH 1:1,5

Figura 4.- Curvas de letalidad obtenidas tras administrar concentraciones de
anfotericina B de 2*MIC en formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de

sodio en proporciones 1:0; 1:0,4; 1:0,8 y 1:1,5.

TIEMPO (HORAS)

CONTROL —#— AMB:DCH 1:0 —&— AMB:DCH 10,4 AMB:DCH 1:0,8 —e— AMB:DCH 1:1,5

Figura 5.- Curvas de letalidad obtenidas tras administrar concentraciones de
anfotericina B de 4*MIC en formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de

sodio en proporciones 1:0; 1:0,4; 1:0,8 y 1:1,5.
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Este estudio muestra, ademas, un recrecimiento de las colonias
transcurridas 18 o 24 horas para todas las formulaciones de bajas proporciones
de desoxicolato de sodio cuando se administran concentraciones de
anfotericina B entre 1,4 y 4 pg/ml. Estos datos concuerdan con los obtenidos
por Pappalardo, M.C.S.M. y col., 2009, y por Burgess, D.S. y Hastings, R.W.,
2000, quienes determinaron que el recrecimiento del agente patdégeno estara
influenciado por las concentraciones de anfotericina B, el valor del MIC y por

factores como la degradacién de la anfotericina B o el proceso de resistencias.

Las Figuras 6-8 muestran las curvas de letalidad de la anfotericina B frente
a C. albicans en presencia de mayores proporciones de desoxicolato de sodio
en las distintas formulaciones. Las proporciones de anfotericina B vy
desoxicolato sddico estudiadas fueron 1:2; 1:3; 1:4 y 1:8. Estos estudios se
realizaron a 1,4*MIC, 2*MIC y 4*MIC. En todos los casos, se observa que las
curvas de letalidad son dependientes de la concentracion de anfotericina B y al
igual que ocurria con las formulaciones con bajas proporciones de desoxicolato
de sodio, con altas proporciones de este excipiente también se observa una
actividad fungicida al cabo de 1,5 horas de estudio. Por otra parte, en estas
figuras (Figuras 6-8), al igual que en las graficas anteriores (Figuras 3-5), existe
un recrecimiento del numero de colonias a partir de las 18 horas aunque este
recrecimiento es menor cuando las proporciones de desoxicolato de sodio son

superiores a 1,5.

Al carecer el desoxicolato de sodio de un efecto FICI sinérgico, la
disminucion del recrecimiento podria estar relacionada con que proporciones
de desoxicolato de sodio superiores a 1,5 en las formulaciones disminuya el
tamafno de los poliagregados y mejore la estabilidad fisica de la anfotericina,
dificultando la aparicion de mutantes, conclusiones que han sido comentadas
previamente por Pappalardo, M.C.S.M. y col., 2009, Burgess, D.S. y Hastings,
R.W., 2000, y Groeschke, J. y col., 2006.
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0 5 10 15 20 25
TIEM PO (HORAS)
CONTROL = AMBDCH12 —a— AMBDCH 13 AMB:DCH 1:4 AMB:DCH 1:8

Figura 6.- Curvas de letalidad obtenidas tras administrar concentraciones de

anfotericina B de 1,4*MIC en formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de

sodio en proporciones 1:2; 1:3; 1:4 y 1:8.

LOG (CFUML)

TIEMPO (HORAS)

CONTROL —&— AMB:DCH 12 AMB:DCH 13 AMBDCH 14 AMB:DCH 1:8

Figura 7.- Curvas de letalidad obtenidas tras administrar concentraciones de
anfotericina B de 2*MIC en formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de

sodio en proporciones 1:2; 1:3; 1:4 y 1:8.
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LOG (CFU/ML)

1 T T T T

0 5 10 15 20
TIEMPO (HORAS)

CONTROL —=— AMB:DDCH 12 AMB:DCH 13 AMB:DCH 14 AMB:DCH 18

Figura 8.- Curvas de letalidad obtenidas tras administrar concentraciones de
anfotericina B de 4*MIC en formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de

sodio en proporciones 1:2; 1:3; 1:4 y 1:8.

En cualquier caso, en este estudio de letalidad (Figuras 3-8) se aprecia que
cuando la dosis administrada es 1,4*MIC no hay diferencias en la reduccién del
numero de colonias cuando se comparan las distintas formulaciones con las
diferentes proporciones de desoxicolato. Sin embargo, cuando la dosis es
2*MIC, a los tiempos de 3 y 5 horas, se observa un mayor efecto antifungico si
las formulaciones tienen altas proporciones de desoxicolato (Figura 7) que si
tienen bajas proporciones de desoxicolato (Figura 4). Algo similar ocurre
cuando la dosis es 4*MIC de forma que nuevamente a los tiempos de 3y 5
horas, se observa un mayor efecto antifungico si las formulaciones tienen altas
proporciones de desoxicolato (Figura 8) que si tienen bajas proporciones de

desoxicolato (Figura 5).
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3.5.- Estudio de Ia actividad hemolitica de Ilas formulaciones de

anfotericina B.

Los resultados obtenidos en los estudios de la actividad hemolitica de las

formulaciones objeto de estudio se muestran en la Tabla 8.

i . ACTIVIDAD
. CONCENTRACION CONCENTRACION .
FORMULACION HEMOLITICA = S. D.
AMB (pg/ml) DCH (pg/ml)
(%)

AMB:DCH 1:1,5 100 150 0,032 + 0,005

AMB:DCH 1:2 100 200 2,500 + 1,426

AMB:DCH 1:4 100 400 7,983 + 3,478

AMB:DCH 1:8 100 800 26,050 + 1,482

AMB:DCH 0:2 0 200 0,008 = 0,002

AMB:DCH 0:8 0 800 11,349 + 3,456

Tabla 8.- Proporcidon de anfotericina B y desoxicolato de sodio de las formulaciones
objeto de estudio, concentraciones de anfotericina B y desoxicolato de sodio

administrado en cada caso y media y desviacidon estandar de la hemolisis obtenida.

Los valores de hemodlisis originados por las formulaciones de referencia,

Fungizona® y AmBisome®, se muestran en la Tabla 9.

FORMULACION DE CONCENTRACION AMB ACTIVIDAD
REFERENCIA (Mg/ml) HEMOLITICA £ S. D. (%)
Fungizona® 100 5,731 + 0,774
AmBisome® 100 0,334 + 0,027

Tabla 9.-Formulaciones de referencia para de estudio de la hemdlisis, concentraciones

de anfotericina B administrada y media y desviacién estandar (S. D.) de la hemdlisis.
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En este estudio se puede evaluar la influencia del incremento de las
proporciones de desoxicolato de sodio en la hemdlisis mientras se mantiene
constante la proporcidn de anfotericina B. De este modo, se observa una
actividad hemolitica baja cuando se administran proporciones de anfotericina B
y desoxicolato sédico iguales o inferiores a 1:1,5 mientras que, al administrar
proporciones de anfotericina B y desoxicolato sédico en proporciéon 1:2, 1:4 y
1:8, se obtienen valores de hemolisis de 2,500 + 1,426%, 7,983 £ 3,478% y
26,050 + 1,482% respectivamente. Estos resultados permiten considerar que, a
partir de proporciones de anfotericina B:desoxicolato de sodio 1:2, existe un
efecto sinérgico del desoxicolato sddico sobre al actividad hemolitica de la
anfotericina B llegandose a observar valores de hemolisis muy elevados al
administrar proporciones altas de desoxicolato de sodio como ocurre al
administrar la formulacién anfotericina B y desoxicolato sédico en proporcién
1:8.

Este efecto sinérgico no se aprecia cuando las proporciones de desoxicolato
sodico son menores. Es destacable sefalar que el valor de hemdlisis de la
formulacion en la que la proporcion de anfotericina B y desoxicolato de sodio es
1:1,5 fue de tan solo 0,032 + 0,005%, y por lo tanto 10 veces inferior al
observado tras la administracion de AmBisome®. Otros autores como van
Etten, E.W.N. y col., 2000, también encuentran bajos niveles de hemodlisis
(inferiores a los de las formulaciones comerciales de referencia) al incubar una
suspension de eritrocitos Unicamente con desoxicolato de sodio en una

concentracion de 84 mg/L.

Sin embargo, es importante indicar que, al incorporar concentraciones
mayores de desoxicolato de sodio si se aprecia un incremento de los valores
de hemdlisis. La utilizacion de formulaciones en las que la proporcién de
anfotericina B y desoxicolato sodico es de 0:8 muestra unos valores de
hemolisis de 11,349 + 3,456%, habiendo administrado una concentracion de
desoxicolato de sodio de 0,80 mg/ml (800 ug/ml). Por lo tanto el aumento de los
niveles de hemodlisis unicamente se produce en presencia de elevadas

concentraciones de desoxicolato sddico. Esta actividad hemolitica producida
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por el desoxicolato sédico ha sido también previamente estudiada por Yu, B.G.
y col., 1998, quienes en sus condiciones de estudio obtienen unos valores de
hemodlisis del 100% al administrar concentraciones de desoxicolato de sodio de
0,32 mg/ml.

La diferencia en el porcentaje de hemdlisis entre ambos estudios se puede
atribuir a las diferentes condiciones experimentales. Asi, por ejemplo, si se
observa la actividad hemolitica de la formulacién comercial Fungizona en
ambas experiencias se aprecia que Yu, B.G. y col., 1998, refieren valores del
100% de hemodlisis para Fungizona® con concentraciones de anfotericina B de
3,0 pg/ml, un valor muy superior al alcanzado en nuestros ensayos (5,731
0,774%) donde se administraban 100 ug/ml de anfotericina B a partir de la

formulacién de referencia Fungizona®.

A la vista de estos estudios se puede considerar que en la actividad
hemolitica intervienen tanto la concentracion de anfotericina B como la
proporcion de desoxicolato de sodio incorporada en la formulacion. Para la
realizacion de este estudio, se administr6 siempre una concentracion
establecida de anfotericina B (100 pg/ml), seleccionada al observar estudios
previos (Espada, R. y col, 2008a) en los que, con concentraciones inferiores de
anfotericina B, los valores de hemdlisis no eran lo suficientemente elevados

como para poder estudiar el efecto del desoxicolato en la formulacion.

Cuando se comparan las nuevas formulaciones con las comerciales de
referencia, Fungizona® y AmBisome®, se observa que los valores de hemdlisis
resultan practicamente nulos en el caso de la formulacién de AmBisome®. En
las formulaciones objeto de estudio, en las que se mantiene constante la
proporcion de anfotericina B y varian las proporciones de desoxicolato sodico,
el porcentaje de hemdlisis aumenta al incrementarse la cantidad de
desoxicolato soédico. Observandose que cuando las formulaciones de
anfotericina B: desoxicolato de sodio esta en proporciones menores o iguales
a 1:2, los valores de hemodlisis (2,500 + 1,426%) resultan inferiores a los

valores obtenidos con Fungizona® (5,732 + 0,774%).
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Una de las posibles causas que justifican estos buenos datos de hemdlisis
de las nuevas formulaciones de anfotericina B es la utilizacion para la
elaboracion de las mismas de una suspension de anfotericina B en estado
poliagregado. Sin embargo, en el caso de la Fungizona®, los cambios de pH
durante su elaboracion modifican el estado de agregacion de la misma que
pasa a un estado dimérico que podria ser el responsable de sus mayores
valores de hemodlisis. La influencia del estado de agregacion de la anfotericina
B en la hemdlisis se confirma con los trabajos de Gaboriau, F. y col., 1997 y
Espada, R. y col., 2008a. En estas publicaciones se observa una disminucion
de los niveles de hemdlisis obtenidos al exponer a las suspensiones
eritrocitarias a soluciones de Fungizona® sometidas a calentamiento moderado,
lo que se atribuye a un cambio en el estado de agregacion de la anfotericina B
del estado dimérico, que presenta una mayor toxicidad al compararse con el

estado poliagregado.

En este estudio, al evaluar el efecto del desoxicolato sédico sobre la accién
hemolitica de las nuevas formulaciones se observa que este excipiente es
mucho menos hemolitico que el dimetilsulféxido. Cuando se administran
concentraciones de anfotericina B de 100 pg/ml de formulaciones de
anfotericina B y desoxicolato sédico en proporcion 1:4 se alcanzan valores de
7,982 + 4,789% mientras que Charvalos, E. y col., 2006, sélo necesitan
concentraciones de 2,5 ug/ml de anfotericina B disuelta en dimetilsulfoxido para

obtener valores de hemolisis mucho mas elevados (12,5%).

En el caso de la formulacion de anfotericina B y desoxicolato de sodio en
proporcion 0:2, administrando concentraciones de desoxicolato sédico de 200
pg/ml, se obtuvieron valores de hemdlisis muy bajos que justificaron
practicamente la ausencia de efectos téxicos frente a los eritrocitos. En las
asociaciones con anfotericina B, la utilizacion de desoxicolato soédico en
concentraciones bajas (hasta 200 ug/ml) parece que el efecto hemolitico no se
ve potenciado. Asi, la formulacién en la que la proporcidon de anfotericina B y

desoxicolato de sodio es 1:2 tiene un efecto hemolitico intermedio, situado
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entre el presentado por las formulaciones AmBisome® y Fungizona®,
formulaciones actualmente administradas en la practica clinica mientras que la
administracion de formulaciones de anfotericina B y desoxicolato sodico en
proporciones 1:4 presentan valores hemoliticos superiores al de la Fungizona®
por lo que se debe evitar su uso por sus posibles efectos hemoliticos. Estos
resultados nos llevan a limitar la asociacién de anfotericina B: desoxicolato
sédico en proporciones maximas de 1:2 para evitar los efectos sinérgicos

hemoliticos no deseados.

El porcentaje de hemolisis de estas formulaciones en orden creciente seria:

AMB:DCH (1:1,5) > AMBISOME® > AMB:DCH (1:2) > FUNGIZONA® > AMB:DCH (1:4)

»
»

() (+)

3.6.- Estudio de morfologia y funcionalidad renal y hepatica de los ratones
infectados por C. albicans tras Ila administracion de Ilas

formulaciones.

Uno de los hechos mas significativos en los tratamientos de la candidiasis
sistémica consiste en la posible alteracién tanto de la funcionalidad como de la

morfologia de 6rganos fundamentales como el higado y los rifiones.

A nivel renal es importante destacar que tanto la infecciéon por C. albicans
como el tratamiento con anfotericina B pueden afectar a su funcionalidad. Esta
es estudiada mediante la determinaciéon de la creatinina y el nitrdgeno ureico

plasmaticos.
La modificacion de los parametros de funcionalidad renal puede ir

acompanada de una atrofia renal. El hecho de que exista una atrofia en uno de

los rifones podra relacionarse con un elevado grado de infeccion renal. En
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general, los rinones morfolégicamente normales presentan una longitud media
de 1,20 £ 0,14 cm, una anchura media de 0,81 + 0,09 cm y pesos medios por
rinon de 0,238 + 0,024 g mientras que, en el caso de aquellos animales cuya
funcionalidad renal se encuentra afectada, el tamafio medio del rifién atrofiado
en cuanto a longitud es de 0,95 £ 0,10 cm y con una anchura media de 0,60 +
0,12 cm.

Figura 9.- Morfologia y tamafo normal de rifiones en ratén ICR.
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Figura 10.- Morfologia y tamafio de una pareja de rifiones donde

uno de ellos se encuentra atrofiado.

La alteracién en la funcionalidad renal se determina como se ha comentado
anteriormente mediante los valores de creatinina y nitrdgeno ureico
plasmaticos. En la Tabla 10 se muestran los niveles de parametros renales a
los 28 dias del estudio, para los grupos control sin infeccion y con infeccion y
para los grupos que recibieron las formulaciones de referencia, AmBisome® y

Fungizona®.

. CREATININA SERICA +S.D. NITROGENO UREICO * S.D.
FORMULACION

(mg/dl) (mg/dl)
Control (sin infeccion) 0,23 £ 0,06 25,97 £2,55
Control (con infeccién) - ---
AmBisome® (5 mg/kg) 0,27 £0,06 26,20 + 7,28
Fungizona® (1 mg/kg) 0,30" 38,90"

Tabla 10.- Relacion de los valores de toxicidad renal obtenida tras la administracion de
dosis multiples de las formulaciones de referencia. S. D. corresponde a la desviacion
estandar.

*Probabilidad “t student” significativa (p< 0,05) frente a animales control (sin infeccion).

! sélo se obtuvo muestra plasmatica suficiente de un ratén.
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La administracion de una sola dosis de las formulaciones de referencia de
Fungizona® y AmBisome® no parece ser suficiente para erradicar la infeccion
alcanzando al final del estudio (28 dias) valores de creatina sérica ligeramente
mas elevados que los que presenta el grupo de animales control sin infeccion.
En cuanto a los valores de nitrégeno ureico, fueron similares en el grupo control
y en los animales tratados con AmBisome®, mientras que fueron superiores en
el caso de los animales tratados con Fungizona®. Este resultado es importante
porque indica que tras una dosis se produce un descenso en la infeccion
evitando la muerte de los animales que se produce en un 100% en el grupo
control de animales infectados y no tratados durante los 5 dias siguientes a la

infeccion.

Los grupos tratados con una sola dosis de las formulaciones de referencia
muestran que la infeccion por C. albicans aumenta durante el estudio. Asi, al
final del mismo, existira un importante dafio renal que se refleja en valores
elevados de creatinina para las dos formulaciones y de nitrégeno ureico en el

caso de los animales tratados con Fungizona®.
En la tabla 11 se muestran los valores plasmaticos de creatinina y nitrogeno

ureico para las formulaciones con distintas proporciones de anfotericina B y

desoxicolato en dosis de 3 y 5 mg/kg.
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. CREATININA SERICA +S.D. NITROGENO UREICO * S.D.
FORMULACION

(mg/dl) (mg/dl)
Control (sin infeccion) 0,23 + 0,06 25,97 +2,55
AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg) 0,60+025° 66,80 + 31,62
AMB:DCH 1:0,8 (5 mg/kg) 0,60+0,10" 54,70 + 23,71
AMB:DCH 1:1,5 (3 mg/kg) 040+0.10" 29,80 + 4,21
AMB:DCH 1:1,5 (5 mg/kg) 042 +013 " 29,62 + 8,85

Tabla 11.- Relacion de los valores de toxicidad renal obtenida tras la administracion de
dosis Unica de las formulaciones de referencia. S. D. corresponde a la desviacion
estandar.

*Probabilidad “t student” significativa (p< 0,05) frente a animales control (sin infeccion).

Cuando se comparan los valores de creatinina de esta formulacion (1:0,8)
tanto a dosis de 3 como de 5 mg/kg, con los menores valores de creatinina
(0,40-0,42 mg/dl) que presenta la formulacion con proporciones mayores de
desoxicolato 1:1,5 se aprecia una clara diferencia que se puede atribuir a la
existencia de una mayor disminucién de la colonizacién renal cuando se
emplean dosis elevadas de desoxicolato en la formulaciéon (1:1,5), tardando
mas en producirse niveles elevados de reinfeccion capaces de producir una
severa alteracion de los parametros renales. La elevada variabilidad en los
valores del nitrogeno ureico obtenidos tras la administracion de las nuevas
formulaciones dificulta que se encuentren diferencias significativas (p< 0,05)
cuando se comparan con el grupo control. En cualquier caso, se observa tras la
administracion de la formulacion AMB:DCH 1:0,8 se aprecian unos mayores

valores tanto de nitrdgeno ureico como de creatinina sérica.

Los valores de creatinina y nitrdgeno ureico alcanzados tras |la
administracion de dosis de 3 y 5 mg/kg de anfotericina B de una formulacién
donde la proporcion de sustancia activa y el desoxicolato de sodio es de 1:1,5
muestran valores mas proximos a la normalidad. Estos valores son similares a
los obtenidos por Fielding, R.M. y col., 1992, y a los de Espada, R. y col.,

2008b. En nuestro estudio la administracion de una unica dosis de 3 o 5 mg/kg,
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no produce danos a nivel de necrosis tubular. De forma similar Bekersky, |. y
col., 1999, encuentran que la alteracion de los parametros renales, en perros
beagles, son dosis dependientes de manera que la administracion de dosis
superiores a 4 mg/kg/dia de AmBisome® durante 30 dias muestran alteraciones
moderadas mientras que, al administrar dosis de 16 mg/kg/dia, cursan con

necrosis renal.

Ademas del estudio de la funcionalidad renal, se procedié al estudio de la
funcionalidad hepatica analizando las enzimas hepaticas AST (también llamada
GOT), y la ALT (o GPT) en las formulaciones de referencia indicadas en la
Tabla 12.

FORMULACION ASTS.D. (Ull)  ALT%S.D. (UlN)
Control (sin infeccién) 108,00 * 5,57 39,33 £ 6,03
Control (con infeccion) - -
AmBisome® (5 mg/kg) 153,33 £21,08° 62,67 20,01
Fungizona® (1 mg/kg) 120,000’ 53,000

Tabla 12.- Relacion de los valores de toxicidad hepatica obtenida
tras la administracion de dosis miltiples de las formulaciones de
referencia. S. D. corresponde a la desviacion estandar.
*Probabilidad “t student” significativa (p< 0,05) frente a animales
control (sin infeccion).

' s6lo se obtuvo muestra plasmatica suficiente de un ratén.

El valor de la enzima hepatica AST del grupo tratado con AmBisome® (5

mg/kg) es significativamente diferente (p<0,05) que el del grupo control.

En la tabla 13 se muestran los valores de las enzimas hepaticas tras la
administracion de una unica dosis de 3 mg/kg 6 5 mg/kg de anfotericina B en el
tratamiento de la candidiasis en las formulaciones de sustancia activa y

desoxicolato de sodio en proporcioén 1:0,8 y 1:1,5.
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FORMULACION

AST £S.D. (UIN)

ALT * S. D. (Ul/l)

Control (sin infeccion)

AMB:DCH 1:0,8

3 mg/kg
AMB:DCH 1:0,8

5 mg/kg
AMB:DCH 1:1,5

3 mg/kg
AMB:DCH 1:1,5

5 mg/kg

108,00 + 5,57

174,75 + 31,37

109,67 £ 3,94

155,00+ 59,03

106,00 + 6,22

39,33 +6,03

76,33+ 3,06

50,67 £ 10,97

68,67 + 19,55

54,80 4,76

Tabla 13.- Relacion de los valores de toxicidad hepatica obtenida tras

la administracion de dosis multiples de las formulaciones de

referencia. S. D. corresponde a la desviacion estandar.

*Probabilidad “t student” significativa (p< 0,05) frente a animales

control (sin infeccién).

La administracion de dosis de 5 mg/kg de anfotericina B en las

formulaciones con proporciones de anfotericina B y desoxicolato 1:0,8 y 1:1,5

permite obtener menores valores de enzimas hepaticas (AST y ALT) frente a la

administracion de las mismas formulaciones a una dosis inferior (3 mg/kg).

Esto podria ser debido a la disminuciéon de la colonizacion hepatica por

candidiasis cuando se administran dosis de anfotericina B en forma

poliagregada con desoxicolato de sodio de 5 mg/kg. La existencia de una

relacion entre la disminucion de la colonizacidon hepatica y la mejora de estos

parametros hepaticos ha sido observada en trabajos previos (Espada, R. y col.,

2008b).
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3.7.- Estudio de supervivencia de los ratones infectados por C. albicans

tras la administracion de las formulaciones.

Los valores de supervivencia de los grupos control se expresan en la Tabla
14.

NUMERO DE PORCENTAJE DE
TRATAMIENTO
SUPERVIVIENTES SUPERVIVIENTES
Control (sin infeccion) 0/4 0
AmBisome® (5 mg/kg) 4/4 100
Fungizona® (1 mg/kg) 1/4 25

Tabla 14.- Valores de supervivencia en valor absoluto y en porcentaje obtenidos en los

grupos que han recibido las formulaciones de referencia.

Los resultados de supervivencia obtenidos con las distintas formulaciones

en ratones inoculados con 0,2 ml de se indican en la Tabla 15.

TRATAMIENTO N° SUPERVIVIENTES TASADE SL::TRVNENCIA
0
AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg) 417 57,14
AMB:DCH 1:0,8 (5 mg/kg) 3/7 42,86
AMB:DCH 1:1,5 (3 mg/kg) 217 28,57
AMB:DCH 1:1,5 (5 mg/kg) 5/7 71,43

Tabla 15.- Valores de supervivencia en valor absoluto y en porcentaje obtenidos en los

grupos que han recibido las formulaciones objeto de estudio.

La formulacién que presenta un mayor indice de supervivencia frente a la
infeccion por Candida albicans corresponde a la administracion de una dosis de
5 mg/kg de anfotericina B administrada en una proporcién de sustancia activa

frente al desoxicolato de sodio de 1:1,5.

El porcentaje de supervivencia al final del estudio para los distintos

tratamientos se muestra en la Figura 11.
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B AMB:DCH 1:1,5 5 mg/kg

Figura 11.- Tasa de supervivencia de los ratones macho ICR al final del ensayo de dosis
unica tras la administracion de las formulaciones control y de las formulaciones objeto

de estudio.

Los resultados de supervivencia diaria de los distintos grupos de ratones
macho ICR tanto en los grupos control como en los de las formulaciones

desarrolladas se muestran en la Figura 12.
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Figura 12.- Grafica de supervivencia diaria de los ratones macho ICR al final del ensayo
de dosis Unica tras la administracion de las formulaciones control y de las formulaciones

objeto de estudio.

Todas las formulaciones objeto de estudio, en las que se administran dosis
de 3 y 5 mg/kg de anfotericina B, presentan un indice de supervivencia mayor
al que presenta la formulaciéon comercial Fungizona® hecho que se debe
atribuir al diferente estado de agregacion de la anfotericina B. No obstante, se
pudo apreciar, entre el dia 18 y el 21 desde el inicio del tratamiento, un
descenso de la supervivencia tanto tras la administracion de 1 mg/kg de
Fungizona® como tras la administracion de 3 y 5 mg/kg de anfotericina B en las
formulaciones en las que la proporcion de sustancia activa frente al
desoxicolato de sodio fue de 1:0,8 y 1:1,5 , excepto en la formulacién 1:1,5
administrada a una dosis de 5 mg/kg (ver Figura 12). Dicha formulacion 1:1,5 a
la dosis de 5 mg/kg es por lo tanto la Unica de las nuevas formulaciones
poliagregadas de anfotericina B que no presenta un descenso en la
supervivencia de los animales a partir del dia 5 del ensayo. Unicamente la
administracion de AmBisome® a esta misma dosis mejora este resultado de

supervivencia.
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Los valores obtenidos tanto en la supervivencia diaria como en la
supervivencia al final del ensayo se ven complementados con los valores
obtenidos del calculo de supervivencia media (MST) de los grupos de
referencia y de aquellos grupos que recibido tratamiento con las formulaciones

en estudio.

Los resultados de supervivencia media (Mean Survival Time o MST)

obtenidos en los grupos control se muestran en la Tabla 16.

N° RATONES
FORMULACIONES MST % S. D. (dias) SUPERVIVIENTES/
N° RATONES INICIALES
Control (con infeccion) 3,00 £ 1,41 0/4
AmBisome® (5 mg/kg) >26 (0) 4/4
Fungizona® (1 mg/kg) 16,50 % 8,66 1/4

Tabla 16.- Tiempos medios de supervivencia de las formulaciones de referencia
obtenidos al final el ensayo.

S. D. corresponde a la desviacion tipica obtenida tras la administracion de las distintas
formulaciones.

En Tabla 17 se muestran los tiempos medios de supervivencia obtenidos
tras la administraciéon de formulaciones en estudio a ratones infectados con

Candida albicans.

N° RATONES
FORMULACIONES MST £ S. D. (dias) SUPERVIVIENTES/
N° RATONES INICIALES
AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg) 20,71 9,43 4/7
AMB:DCH 1 0,8 (5 mg/kg) 20,43 £ 8,32 317
AMB:DCH 1:1,5 (3 mg/kg) 22,17 3,71 217
AMB:DCH 1:1,5 (5 mg/kg) 19,14 £ 11,72 5/7

Tabla 17.- Tiempos medios de supervivencia de las formulaciones de referencia
obtenidos al final del ensayo.
S. D. corresponde a la desviacion tipica obtenida tras la administracion de las distintas

formulaciones.
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La supervivencia de los roedores tras la administracion de 3 y 5 mg/kg de
anfotericina B en formulaciones donde la sustancia activa se encuentra en
proporciones de 1:0,8 y 1:1,5 respecto al desoxicolato sodico resultd ser
superior a la obtenida tras la administracion de 1 mg/kg de Fungizona® e

inferior a la obtenida tras la administraciéon de 5 mg/kg de AmBisome®.

La administracion de la formulacion AMB:DCH 1:0,8 presenta similares
valores de MST para las dosis de 3 y 5 mg/kg. Sin embargo los valores de MST
de la formulacién con mayor proporcion de desoxicolato (AMB:DCH 1:1,5)
administrada a una dosis de 5 mg/kg es inferior (19,143 dias) aunque la
supervivencia de los animales al cabo de 28 dias es mayor. Este menor valor
de MST se debe a que las muertes de los dos animales se produjeron en los
primeros dias del estudio y sin que el tratamiento con la anfotericina B fuese

efectivo contra los niveles de infeccién que presentaban estos animales.

3.8.- Estudio de colonizacion a nivel renal y cerebral por Candida

albicans.

Uno de los parametros para determinar la erradicacion de la infeccién
consiste en la determinacion de la colonizacion del cerebro y de los rifiones por
parte de C. albicans, érganos por los que tiene mayor afinidad. Esta sera
expresada en unidades logaritmicas de unidades formadoras de colonias por

gramo de 6rgano (cfu/g).

La colonizaciéon cerebral por parte de C. albicans va acompanada de
sintomas caracteristicos como andar erratico asi como una ligera inclinacion de

la cabeza.
En el caso de las formulaciones de referencia, AmBisome® y Fungizona®,

éstas presentan un aclaramiento total de la infeccién a nivel cerebral. En el

caso del tratamiento con Fungizona® es de destacar que este aclaramiento
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total a nivel cerebral se ha producido en el unico animal que ha sobrevivido en
el estudio por lo que este dato debe ser tomado con precaucion. En el caso de
la nueva formulacion de anfotericina B (AMB:DCH 1:0,8) administrada a dosis
de 3 y 5 mg/kg se obtuvo un aclaramiento de la infeccién del 75% y 66,7%
respectivamente alcanzando en los animales infectados niveles de colonizacion
de 3,201 £ 0,262 y 2,121 + 0,242 log cfu/g.

En el caso de las formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de sodio
en proporcion 1:1,5, se obtiene un aclaramiento total de la infeccidén cerebral en
el 80% de los roedores tratados tras administrar la dosis de 5 mg/kg. Sin
embargo, la administracion de una dosis de 3 mg/kg de esta formulacién
(AMB:DCH 1:1,5) es insuficiente para erradicar la infeccion a nivel cerebral. Los
niveles de colonizacion cerebral en los animales infectados fueron de 2,121 +

0,304y 2,272 £ 0,213 log cfu/g para las dosis de 5 y 3 mg/kg respectivamente.

Por lo tanto las nuevas formulaciones de poliagregados de anfotericna B y
desoxicolato de sodio son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica y
conseguir una elevada erradicacion de la candidiasis a nivel cerebral

especialmente cuando las dosis administradas fueron de 5 mg/kg.

Otro de los factores analizados fue la infeccidén renal por C. albicans. Los
niveles de colonizacion renal de las formulaciones de referencia se muestran
en la Tabla 18.

TRATAMIENTO Lgo CFU/g * desviacion estandar
AmBisome® 4,862 + 1,474
Fungizona® 5,655 2

Tabla 18.- Colonizacién renal de ratones ICR machos infectados por Candida albicans
tras el tratamiento en dosis unica con las formulaciones de referencia, expresada en
unidades logaritmicas. S. D. corresponde a la desviacién estandar.

' EI 50% de los roedores ha presentado un aclaramiento total del patégeno a nivel renal.
Estos roedores no se han incluido en la media.

2 sélo un animal llego al final del estudio.
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Los valores de colonizacion renal expresados en unidades logaritmicas, de

las formulaciones objeto de estudio se expresan en la Tabla 19.

TRATAMIENTO Lgi CFU/g + desviacién estandar
AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg) 6,079 £ 0,319
AMB:DCH 1:0,8 (5 mg/kg) 5458 + 1,563
AMB:DCH 1:1,5 (3 mg/kg) 5,973 + 0,041
AMB:DCH 1:1,5 (5 mg/kg) 5,951 + 0,507

Tabla 19.- Colonizacidén renal de ratones ICR machos infectados por Candida albicans
tras el tratamiento en dosis Unica con las formulaciones objeto de estudio, expresada en
unidades logaritmicas.

S. D. corresponde a la desviacién estandar.

La administracion de 3 y 5 mg/kg de anfotericina B en formulaciones donde las
proporciones de sustancia activa frente al desoxicolato de sodio fueron de 1:0,8
y 1:1,5 presentaron niveles de colonizaciéon renal proximos a 6 unidades
logaritmicas al final del estudio. Estos resultados permiten considerar que tras
el tratamiento, los animales en todos los grupos muestran un proceso de
reinfeccion llegando a alcanzar los valores maximos que produce la muerte de
los animales a partir del dia 18 postratamiento. Autores como Andes, D. y col.,
2006, demostraron que unicamente la administracion de dosis elevadas de
anfotericina B liposémica (4 mg/kg) y en forma de complejo lipidico (20 mg/kg)
produce solo una reduccién del orden de 10"°-10%° cfu a las 12 horas de la
administracién del tratamiento. Estos estudios muestran que el elevado nivel de
infeccion inicial obliga a la administracidon de dosis multiples para evitar

posteriores incrementos en los niveles de colonizacion renal.
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4.- DISCUSION.

Los resultados obtenidos indican que Candida albicans SC5314 es sensible
al tratamiento con anfotericina B, alcanzando niveles de MIC de 1,0 mg/L,

valores similares a los que obtienen Ernst E.J. y col., 2000.

Las formulaciones con proporciones crecientes de desoxicolato sodico
permiten evaluar la influencia de la adicién de este tensioactivo en el efecto
post-antifungico (PAFE) de la anfotericina B. Estos tiempos post-antifungicos
prolongados ya habian sido observados por otros autores a partir de 1,0*MIC
de anfotericina B y son importantes ya que otros agentes fungistaticos como el
itraconazol y el posaconazol no tienen valores de PAFE prolongados frente a
C. albicans (Manavathu, E.K. y col., 2004).

En este trabajo se ha evaluado la influencia de concentraciones de
anfotericina B entre 1,4 y 4,0 veces la concentracion minima inhibitoria (MIC)
de la anfotericina B en su efecto postantifungico. Los resultados del PAFE
obtenidos para las distintas formulaciones con desoxicolato de sodio muestran
que independientemente de la proporcidon de desoxicolato de sodio presente en
las formulaciones todas ellas presentan valores de PAFE de 18 horas cuando
la concentracién estudiada fue de 1,4 *MIC. Sin embargo cuando las
concentraciones estudiadas fueron de 2,0*MIC se aprecia un efecto aditivo de
la anfotericina B y el desoxicolato de sodio cuando la proporcién de
desoxicolato de sodio es igual o superior a 2 (AMB:DCH 1:2; AMB:DCH 1:3; y
AMB:DCH 1:4). En este estudio es importante destacar que cuando las
concentraciones estudiadas fueron 4,0*MIC el PAFE se hace igual o superior a
24 h en todas las formulaciones que contienen desoxicolato de sodio, mientras
que la ausencia de este excipiente en la formulaciéon hace descender el PAFE a
22,00 + 3,46 h. Este efecto aditivo observado en el PAFE de las formulaciones
de poliagregados de anfotericina B es fundamental para un adecuado disefio

de los regimenes posolégicos de forma que se deberian administrar dosis que
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permitan alcanzar concentraciones = 4 ug/g en los érganos afectados para

evitar reinfecciones si las dosis se administran cada 24 h.

En las curvas de letalidad se observa que concentraciones elevadas de
4*MIC permiten alcanzar antes la actividad fungicida, sin que sus resultados se
vean modificados cuando la anfotericina B y el desoxicolato de sodio se
encuentran en proporciones de 1:0; 1:0,4 y 1:0,8, alcanzandose a tiempos
cortos (1,5-5 h) la actividad fungicida, tiempos similares a los alcanzados en

trabajos realizados por Keele, D.J. y col., 2001.

Al realizar las curvas de letalidad con las proporciones de desoxicolato de
sodio mas elevadas (1:2; 1:3; 1:4 y 1:8), se observa una mayor actividad
fungicida para tiempos cortos (1,5-5h) a medida que aumenta la proporcion de
desoxicolato en la formulacion, se observa ademas un menor en el proceso de
recrecimiento cuando la proporcion de desoxicolato es igual o superior a 1,5,
resultados similares a los obtenidos por Pappalardo, M.C.S.M. y col., 2009 y
Burgess, D.S. y Hastings, R.W., 2000.

En los estudios de hemdlisis se observan diferencias en los valores de
porcentajes obtenidos en diferentes trabajos de otros autores, por lo que en el
presente trabajo se incluyen, para este estudio, las formulaciones comerciales
de referencia Fungizona® y de AmBisome® lo que permite comparar los
resultados de hemodlisis con los obtenidos en por otros autores. En este estudio
se observa que la utilizaciéon de desoxicolato sédico en concentraciones bajas
(hasta 200 ug/ml) parece no potenciar el proceso hemolitico. Cuando las
proporciones de anfotericina B y desoxicolato de sodio son de 1:2 se obtiene
un efecto hemolitico intermedio, situado entre el presentado por las
formulaciones AmBisome® y Fungizona®, formulaciones actualmente
administradas en la practica clinica, resultado légico si se tiene en cuenta que
en las nuevas formulaciones desarrolladas en este trabajo, la anfotericina B se
encuentra en forma poliagregada similar a la que presenta la formulacion de
AmBisome®, mientras que la Fungizona®, al encontrarse en forma dimérica

tendra un mayor efecto hemolitico. Por otra parte, es importante destacar que
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existe un importante incremento del efecto hemolitico cuando la proporcién de
desoxicolato en loa formulacion se incrementa, alcanzandose en la formulacién
de anfotericina B y desoxicolato sodico en proporciones 1:4 valores de
hemolisis superiores a los obtenidos tras la administracién de Fungizona® por
lo que esta proporcion ya tendria limitado su utilizacién por su mayor efecto

hemolitico.

Los valores de funcionalidad renal determinados mediante la creatinina
sérica y el nitrégeno ureico muestran que cuando se alcanzan niveles elevados
de infeccion por C. albicans, aumentan estos parametros bioquimicos,
deteriorandose rapidamente la funcionalidad renal y provocando como
consecuencia la muerte del animal infectado. Los tratamientos con una sola
dosis inicial, permiten comparar las diferencias entre las distintas formulaciones
mediante los resultados de creatinina plasmatica. Las diferencias en los valores
de creatinina al final del estudio entre las formulaciones con proporciones de
anfotericina B desoxicolato 1:0,8 y 1: 1,5 son indicativas de las distintas
eficacias que presenta cada formulacion. Asi la formulacion 1:1,5 con dosis de
3 vy 5 mg/kg presenta valores de creatinina inferiores a los recogidos tras la
administracion de la formulacion de anfotericina B y desoxicolato 1:0,8. Esto
puede ser atribuido a que la formulacién con mayor proporcidén de desoxicolato
(1:1,5) es mas eficaz disminuyendo el grado de colonizacion renal tras la
administracién del tratamiento y por lo tanto en estos animales se tarda mas en
alcanzar un grado de reinfeccion capaz de aumentar los niveles de creatinina
plasmatica. Resultados similares son encontrados en las encimas hepaticas
con valores al final del estudio, de AST y ALT para la formulacion 1:1,5
administrada a una dosis de 3 mg/kg menores que los que aparecen cuando la
formulacién administrada presenta una proporcidon de anfotericina B vy
desoxicolato 1:0,8 a esa misma dosis. Los valores de los parametros
plasmaticos tras la administracion de la formulacion 1:1,5 a dosis de 5 mg/kg
no difieren significativamente de los obsevados en el grupo control (p<0,05).
Estos resultados se relacionan con una mayor eficacia antifungica a nivel renal
y hepatico y con los resultados obtenidos en las curvas de letalidad (Figuras 3-

5). En estas figuras se aprecia que a las 24 horas post-administracion la
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formulacion AMB:DCH 1:1,5 muestra un menor recrecimiento de la infeccion.
Esta formulacion posiblemente facilita su penetracion a través de las

membranas biolégicas aumentando sus concentraciones en distintos organos.

Los estudios de supervivencia tras una dosis uUnica es un método rapido
para conocer si las diferencias farmacotécnicas observadas entre las distintas
formulaciones tienen influencia sobre la eficacia de las mismas. El modelo
utilizado emplea altas concentraciones de infeccién inicial que permite
reproducir los estados finales de una infeccion generalizada por C. albicans. En
nuestro modelo tras la infeccion inicial se produce una rapida proliferacion
observandose a los 3 dias una elevada nefrotoxicidad que produce la muerte
en el 10 % de los animales, y que causa la muerte de todos los animales antes
de los 5 dias si no reciben tratamiento adecuado. A los 3 dias los animales
presentan una infeccion severa, con valores de colonizacion renal proximos a 6
log cfu/g, destacando la aparicion de una candidiasis cerebral con valores de
colonizacion cercanos a 3 log cfu/g. Debido al elevado grado de infeccidén se
produce la muerte de algunos animales durante los 5 primeros dias
postratamiento. Es necesario destacar que la muerte de estos animales se
debe en la mayoria de los casos al alto grado de infeccion inicial, siendo
independientes del tratamiento al que han sido sometidos. La muerte de los
animales en la ultima etapa del tratamiento se puede atribuir a la aparicion de
una reinfeccion en el animal. De forma que es necesario relacionar el
porcentaje de animales muertos y el dia de su muerte con los niveles de
eficacia antifungica después de un unico tratamiento y la velocidad de
reinfeccidon postratamiento (ver resultados de los estudios de colonizacion renal

y cerebral).
Los tiempos de superviviencia medios para las distintas formulaciones, al

corregir los resultados mediante la inclusion solo de los datos obtenidos a partir

del dia 5 postratamiento se muestran en las tablas 20 y 21.
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N° RATONES
FORMULACIONES MST % S. D.(dias) SUPERVIVIENTES/
N° RATONES INICIALES
C. albicans sin tratamiento 3,00+ 1,41 0/3
Ambisome® (5 mg/kg) >26 4/4
Fungizona® (1 mg/kg) 16,50 % 8,66 1/4

Tabla 20. Tiempos de supervivencia medios (MST * S.D. dias) y n° ratones
supervivientes/ n° ratones iniciales para las formulaciones de referencia (valores entre el
dia 5y 26).

N° RATONES
FORMULACIONES MST # S. D.(dias) SUPERVIVIENTES/
N° RATONES INICIALES
AMB: DCH 1: 0,8 (3 mg/kg) 2417 + 3,60 4/6
AMB: DCH 1: 0,8 (5 mg/kg) 23,33 % 3,50 4/6
AMB: DCH 1: 1,5 (3 mg/kg) 22,17 3,71 2/6
AMB: DCH 1: 1,5 (5 mg/kg) >26 5/6

Tabla 21. Tiempos de supervivencia medios (MST * S. D.dias) y n° ratones
supervivientes/ n° ratones iniciales para las distintas formulaciones (valores entre el dia
5y 26).

En este estudio se observa que, tras la administracién de dosis de 3
mg/kg en las formulaciones de anfotericina B:desoxicolato (1:0,8 y 1:1,5) no se
aprecian diferencias entre ambas formulaciones aunque muestran mejoras
respecto a los obtenidos en la administracion de una formulacion comercial de
Fungizona®. Ademas estas formulaciones de poliagregados presentan tiempos
de supervivencia medios superiores a los que se obtienen en sistemas
microparticulares de los trabajos previos de Espada y col. (2008b). En ambos
trabajos como tras los tratamientos con Fungizona® se obtienen valores de
tiempos medios de supervivencia similares, lo que permite considerar que
estos estudios en dosis unica pueden ser utiles para conocer el futuro
comportamiento de nuestras formulaciones (1:0,8 y 1:1,5) en tratamientos con

dosis repetidas. Sin embargo, cuando se administran dosis de 5 mg/kg, se
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observan diferencias en los tiempos medios de supervivencia en funcion de la
cantidad del tensioactivo que presenta cada formulacion. Asi, proporciones
bajas de desoxicolato en la formulacion (1:0,8) con dosis de 5 mg/kg, no mejora
los tiempos medios de supervivencia respecto a la dosis de 3 mg/kg, mientras
que mayores proporciones de desoxicolato en la formulacion (1:1,5) permiten
obtener estructuras micelares que contiene poliagregados de anfotericina B
que aumentan la concentracion del farmaco en los 6rganos afectados por la
candidiasis. La administracion de dosis altas (5 mg/kg) en esta formulacién
AMB:DCH 1:1,5 origina importantes mejoras en los tiempos medios de
supervivencia, alcanzandose valores de MST similares a los obtenidos tras la

administraciéon de AmBisome® a dosis similares (5 mg/kg).

En los estudios de colonizacibn a nivel renal, las formulaciones
estudiadas AMB:DCH 1:0,8 y AMB:DCH 1:1,5 presentan al final del estudio
valores cercanos a 6 log cfu/g. Por lo tanto una unica dosis de estas
formulaciones es insuficiente para la erradicacion de la infeccion a nivel renal,
por lo que deben estudiarse regimenes posoldgicos de dosis multiples. El
hecho de que los mayores valores de MST se obtiene con las dosis mas altas
(5 mg/kg) de la formulacion AMB:DCH 1:1,5 sugiere que esta formulacion debe

ser estudiada en dosis multiples.

En los estudios de colonizacion a nivel cerebral, la formulacion de
referencia, AmBisome® (5 mg/kg) presenta un aclaramiento total de la infeccién
a nivel cerebral. La administracion de dosis de 3 mg/kg de anfotericina B
poliagregada no consigue una erradicacién cerebral total de la infeccion. Con
esta dosis la formulacion AMB:DCH 1:0,8 se alcanzan aclaramientos totales de
la infeccion en un 75% de los animales, mientras que esta misma dosis es
insuficiente para erradicar la candidiasis cerebral cuando se ensaya la
formulacion AMB:DCH 1:1,5. En los estudios realizados con dosis de 5 mg/kg
de anfotericina B poliagregada se observa que la formulacion AMB:DCH 1:0,8
muestra un aclaramiento total de la infeccion cerebral en el 66,67% de los
animales, llegando al 80% de los animales cuando la proporcion de

desoxicolato aumenta a proporciones 1:1,5. En todos los animales sin
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aclaramiento total, los valores de colonizacion cerebral se encuentran entre
3,201 - 2,121 log cfu/g, con independencia de la dosis y la proporcién de
desoxicolato en la formulacién. Estos resultados de erradicacion cerebral de la
candidiasis con estas nuevas formulaciones de poliagregados de anfotericina B
son muy esperanzadores ya que muy pocas formulaciones de anfotericina B

son capaces de obtener tan buenos resultados de eficacia a nivel cerebral.
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ESTUDIO DE EFICACIA Y TOXICIDAD EN DOSIS MULTIPLES.

1. INTRODUCCION.

Uno de los factores mas importantes en el desarrollo de los estudios de
dosis multiples consiste en establecer las dosis del principio activo a
administrar a los pacientes. En el caso de las micosis sistémicas, la anfotericina
B es el tratamiento de eleccion. Este antifungico actua uniéndose a los
esteroles de la membrana bicapa lipidica de la célula formando poros vy
causando la liberacion de los constituyentes celulares (Yu, B.G. y col., 1998).
Estos mismos autores indican que el principio activo presenta una actividad
selectiva frente a las células fungicas por su selectividad por el ergosterol (el

esterol mayoritario de las células fungicas) frente al colesterol.

En cuanto a las dosis administradas de anfotericina B dependen de la
formulacion empleada. En el caso de tratamientos con formulaciones lipidicas
de anfotericina B como la formulacién comercial AmBisome®, su baja toxicidad
permite la administracion de dosis elevadas de anfotericina B de 5 mg/kg/dia.
Incluso en algunos trabajos estudian la administracion de dosis aun mayores
(15 mg/kg) que llegan a ser bien toleradas por los pacientes como indican
Adler-Moore, J.P. y col., 2004. Sin embargo, en el caso de la formulacion
comercian Fungizona®, constituida por anfotericina B y desoxicolato de sodio,
su elevada toxicidad soélo permite la administracion de dosis maximas de 1

mg/kg/dia.

Autores como Clark, J.M. y col., 1991, determinan que la toxicidad aguda,
expresada como dosis letal 50 o LDsp, de la formulacion comercial Fungizona®
es de 3 mg/kg. La administracion de dosis de 2-4 mg/kg originan la muerte de
los roedores a las 24-48 horas. Ademas, Torrado, J.J. y col., 2008, observan
que la utilidad de la anfotericina B esta limitada por la severa nefrotoxicidad,
que puede desembocar en fallo renal. Estos autores especifican que la

administracion de Fungizona® daba lugar a signos de desordenes renales
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severos en el 50% de los animales en algunos estudios. No obstante, Yu, B.G.
y col.,, 1998, concluyen en su trabajo que los vectores basados en lipidos
disminuyen la toxicidad de la anfotericina B manteniendo la actividad
antifangica aunque se observa una disminucién de los niveles de anfotericina B
en rifiones. Otras lineas de investigacion incluyen propuestas de vectorizacion

como las emulsiones oleoacuosas o sistemas detergentes en forma micelar.

Debido a la importancia de las infecciones fungicas en el ambito
hospitalario, donde los pacientes se encuentran en muchas ocasiones
inmunosuprimidos, los ensayos de dosis multiple se realizan en animales tanto
inmunocompetentes (Adler-Moore, J.P. y col., 2004, Lincopan, N. y col., 2003 y
MacCallum, D.M. y Odds, F.C., 2004) como inmunosuprimidos (Adler-Moore,
J.P. y col., 2004, Andes, D. y col., 2006, Espuelas, M.S. y col., 2003 y Walsh,
T.J. y col., 1998).

En los ensayos multidosis se estudia, ademas, mediante la determinacion
de distintos parametros plasmaticos, la toxicidad de los tratamientos en
organos fundamentales del paciente. De este modo, se analizan distintos
parametros de funcionalidad renal mediante el estudio de la creatinina (Benson,
J.M. y Nahata, M.C., 1989, Khan, M.A. y Owais, M., 2006, y Walsh, T. y col.,
1998) y el nitrégeno ureico (Khan, M.A. y Owais, M., 2006, Larabi, M. y col.,
2004 y Olson, J.A. y col. 2008).

Los tratamientos de dosis multiples permiten conocer la eficacia del
tratamiento frente al agente patdégeno, Candida albicans, en forma de
disminucidn en la escala logaritmica de la colonizacion de los 6rganos diana
donde se encontrara mayoritariamente el agente patdogeno infeccion. Entre
estos dérganos, se encuentran los rifiones (Adler-Moore, J.P. y col., 2004, y
Smith, P.J. y col., 2007), higado (Andes, D. y col., 2006, Espuelas, M.S. y col.,
2003 y Gondal, J.A. y col., 1989), bazo (Lincopan, N. y col., 2003 y Smith, P.J.
y col., 2007), pulmén (Andes, D. y col., 2006), sangre (Gondal, J.A. y col.,
1989) y cerebro (MacCallum, D.M. y Odds, F.C., 2004).
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En cuanto a la determinacion de la colonizacion de los 6rganos diana,
Adler-Moore, J.P. y col.,, 2004, realizan estudios en ratones tanto
inmunocompetentes como inmunosuprimidos, administrando dosis elevadas de
anfotericina B (20 mg/kg/dia) tres veces por semana, durante cinco semanas
consecutivas. Los ratones se dividieron al inicio del tratamiento en grupos de
cinco animales y, aquellos que sobrevivieron, fueron sacrificados los dias 9, 24,
38 y 65 (un mes después de recibir el ultimo tratamiento) respectivamente con
el fin de conocer los niveles de Candida albicans presentes en los rifiones. En
estos ensayos se obtuvieron valores de infeccidn fungica en los rifiones a las
cuarenta y ocho horas post-infeccion de 5,25 log cfu/g (4,66-6.68) en ratones
inmunocompetentes y, en el caso de los inmunosuprimidos, de 5,68 log cfu/g
(5,25-6,04). La administracién de dosis elevadas de anfotericina B a animales
inmunocompetentes en dias alternos permite la reduccion de manera
significativa de la infeccion fungica, expresada en escala logaritmica, al final de
la primera semana de tratamiento con respecto al grupo control. La eficacia
obtenida al cabo de las tres semanas y al final del ensayo mejord presentando,
tras cinco semanas de tratamiento, unicamente un animal 1,2 log cfu/g en los
rinones. Transcurridas cuatro semanas desde la administracion de la ultima
dosis, unicamente un ratdén presentaba colonizacion renal, alcanzando un valor

de 1,31 log cfu/g.

Andes, D. y col., 2006, realizan los estudios de colonizacion de los rifiones,
higado, bazo y pulmones en ratones neutropénicos. En este estudio, se
administran dosis diarias crecientes de anfotericina B, alcanzando dosis totales
entre 0,08 y 20 mg/kg/dia, y entre 0,312 y 80 mg/kg/dia en el caso de
administrar formulaciones liposémicas y complejos lipidicos de anfotericina B.
Al comienzo de la terapia, los niveles de colonizacién a nivel renal eran de
10°4+10%%° cfu/rifiones a 10*°+10%?* cfu/rifiones. Transcurridas 48 horas de la
inoculacion del agente patégeno, los niveles de C. albicans habian aumentado

0°32 0%2" cfu/rifiones. La

en los ratones control de 10%7+1 cfu/rifiones a 10*%+1
relacion dosis respuesta de los tratamientos tanto para las distintas cepas de
Candida albicans como para los distintos 6rganos en los que se ha estudiado la
infeccidon por Candida albicans K1 muestra la disminucién en, al menos, una

unidad logaritmica en todos los tratamientos. No obstante, las diferencias entre
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la anfotericina B y la anfotericina B en complejos lipidicos y liposomas son

significativas en casi todos los puntos finales del estudio y de las cepas.

Gondal, J.A. y col., 1989, realizan los estudios de eficacia de dosis multiple
de una formulacion de anfotericina B en liposomas comparandola con la
formulacién comercial Fungizona®. Se emplean dosis de 1,0 y 1,5 mg/kg de
Fungizona® o de 5,0; 6,5 y 8,5 mg/kg de anfotericina B administrada en forma
de liposomas, administrandose los dias 3, 6 y 9 post-infeccion. El estudio tenia
una duracion de 42 dias, analizandose diariamente la supervivencia. Los
valores de supervivencia media fueron de 33 dias tras el tratamiento de dosis
de 1 mg/kg de Fungizona®, dosis con la que el 37,5% de los animales alcanza
una supervivencia de 42 dias, mientras que, tras la administracion de 1,5
mg/kg, se obtiene una supervivencia media de 30 dias. Con esta dosis mayor,
s6lo el 25% de los animales alcanza los 42 dias de supervivencia. Sin
embargo, tras la administracién de 5,0 y 6,5 mg/kg de anfotericina B formulada
como liposomas, se lograron valores de supervivencia de 42 dias en ambas
dosis en unas proporciones iguales o superiores al 92%. En aquellos animales
tratados con 8,5 mg/kg de anfotericina B en forma liposémica se alcanza el
100% de supervivencia. Una vez transcurrida la duracion del ensayo, se
procedio a realizar el estudio de la colonizacion en sangre, higado y bazo. En

ninguno de los casos se encontraron colonias viables de C. albicans.

Otros autores como Lincopan, N. y col., 2003, desarrollan un estudio de 35
dias de duracion en el que se analizaba la supervivencia tras la administracién
intravenosa de dosis de anfotericina B de 0,2 mg/kg/dia durante 4 dias
consecutivos. Se determinaron las cfu/g de tejido en rifiones y bazo tras la
infeccion por Candida albicans y su posterior tratamiento. La administracion
endovenosa de 0,2 mg/kg/dia de anfotericina B administrada junto con el
desoxicolato de sodio durante 4 dias consecutivos obtuvo un porcentaje de
supervivencia del 20% al final del ensayo. La administracion de la anfotericina
B y desoxicolato de sodio permiti6 ademas la reduccion de las unidades

formadoras de colonias tanto en los rinones como en el bazo.
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En estos estudios es importante conocer también la posible alteracion renal
de los pacientes tras el tratamiento de candidiasis con anfotericina B mediante
el analisis de los valores de creatinina sérica y del nitrégeno ureico y la

determinacién de las anomalias morfolégicas.

A pesar de la elevada nefrotoxicidad de la anfotericina B, autores como
Benson, J.M. y Nahata, M.C., 1989, ademas, de observar una correlacion
inversa entre la edad del paciente y el aclaramiento del principio activo, no
encontraron en sus experimentos la relacion entre los niveles de creatinina
sérica en los pacientes y las concentraciones séricas maximas de anfotericina
B. Dichos autores determinan que los resultados obtenidos pueden ser debidos
bien a la administracion de dosis elevadas o a la inadecuada pauta posoldgica

a la que se vieron sometidos los pacientes.

Boswell, G.W. y col., 1998, realizaron estudios de los valores de nitrégeno
ureico sanguineo, parametros hepaticos y hematolégicos en ratas no
infectadas tras la administracion de dosis de 1; 3; 9 y 20 mg/kg/dia de
AmBisome® durante 30 dias a través de la vena de la cola. Tras la
administracion diaria de dosis elevadas de AmBisome®, concretamente de 9 y
20 mg/kg/dia, se elevaron las concentraciones de nitrdgeno ureico en sangre
por encima de los parametros normales, triplicAndose y cuadriplicandose
respectivamente los valores respecto a los valores de laboratorio considerados

normales.

Fukui, H. y col., 2003, determinan los valores de nitrégeno ureico en sangre
en ratas no infectadas en un ensayo de toxicidad de dosis multiple de una
formulacion nanoesferas lipidicas de anfotericina B. Esta se comparé con la
toxicidad causada tras la administracion de Fungizona®. Ambas formulaciones
fueron administradas en dosis de 0,5 y 2 mg/kg/dia durante catorce dias
consecutivos por via intravenosa. Los valores de nitrdgeno ureico se
incrementaron de manera significativa tras la administracion de dosis multiples
elevadas de Fungizona® y de las nanoesferas lipidicas. La administracion de
nanoesferas lipidicas de anfotericina B presentd un efecto menos danino a

nivel renal que la formulacién comercial Fungizona®. Asi, tras la administracion
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de dosis de 2 mg/kg/dia, los valores del nitrégeno ureico sanguineo varian de
2543 mg/dl, alcanzado en los grupos control, a 49+10 mg/dl en las nanoesferas
lipidicas de anfotericina B mientras que los valores de nitrégeno ureico del
grupo tratado con Fungizona® eran superiores tras la administracion de la
misma dosis (69+14 mg/dl). Sin embargo, la administracion de dosis de 0,5
mg/kg de anfotericina como nanoesferas lipidicas no originaba cambios
significativos en los valores de nitrégeno ureico, alcanzandose niveles similares
en el area bajo la curva (AUC,.241) a los obtenidos con 2 mg/kg de Fungizona®.
Esto sugiere que una terapia con dosis bajas de anfotericina B como
nanoesferas lipidicas seria capaz de mantener la eficacia disminuyendo los

efectos secundarios.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1.- Materiales.

2.1.1.- Productos y reactivos.

La anfotericina B (AMB) y la especialidad farmacéutica Fungizona® fueron
suministradas por Bristol Myers Squibb (Barcelona, Espafia). El desoxicolato de
sodio (DCH) fue adquirido a Fluka Chemie A. G. (Buchs, Suiza). La
especialidad farmacéutica AmBisome® se encuentra comercializada por UCB-

Pharma (Bruselas, Bélgica).

El agua purificada estéril fue obtenida por un sistema Milli-Q (Millipore),
(New Hampshire, Estados Unidos) mientras que el Suero Fisioldgico Vitulia®
(cloruro sdédico al 0,9%) se encuentra comercializado por Laboratorios Ern, S.

A. (Barcelona, Espaia).

2.1.2.- Material bioléqgico.

Animales:

El ensayo se lleva a cabo en ratones machos ICR (25-30 g) tras un periodo
de aclimatacién de 7 dias, agrupados en grupos de siete animales cada uno y
mantenidos durante el tiempo de experimentacién en jaulas de plastico,
siguiendo ciclos de luz - oscuridad de 12 horas cada uno, con agua y alimento
ad libitum en el laboratorio de experimentacion animal de la Universidad
Complutense de Madrid de acuerdo con los principios de proteccién de

animales de la directiva 86/609/EU de la Legislacion de la Union Europea.

In6culo:

El desarrollo de los estudios de concentracidon minima inhibitoria (MIC), de

concentracion minima fungicida (MFC) y de eficacia tras el tratamiento con
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dosis multiples a roedores se lleva a cabo empleando la cepa SC5314 de

Candida albicans.

La suspension de la cepa SC5314 de Candida albicans se obtiene tras su
siembra en una placa de agar de extracto de levadura y dextrosa (Yeast
Extract-Dextrose o YED). A continuacién, se procede al lavado de la cepa con
tampén fosfato salino (Phosphate Buffered Saline o PBS), diluyéndose a
continuacion con el mismo tampdn hasta obtener una concentracion de 1*10°
unidades formadoras de colonias/ mililitro (cfu/ml) para el estudio de los
parametros microbioldgicos y de 2*10° cfu/ml a la determinacion de la eficacia

de los tratamientos de dosis multiples de los roedores.

2.1. Métodos.

2.2.1.- Método para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria

(MIC).

La concentracion minima inhibitoria (MIC) de la anfotericina B para C.
albicans SC5314 fue determinada mediante una técnica de microdilucién M27-
A, recomendada por el National Committee for Clinical Laboratory Stardard
(NCCLS). El rango de concentraciones de anfotericina B estudiado fue entre
0,10y 1,0 mg/I.

Su determinacion fue realizada por triplicado con = 1 dilucion seriada del
antifangico. Las MICs obtenidas para C. albicans fueron determinadas
utilizando un indculo de 1*10° cfu/ml, procediéndose a realizar diluciones hasta

valores de 1*10° cfu/ml.
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2.2.2.- Método para la determinacion de la concentracion minima funqgicida

(MFC).

El MFC calculado es la concentracién minima fungicida para C. albicans y
corresponde a la menor concentracion de anfotericina B que disminuye al
99,9% (equivalentes a menos de 5 cfu). Este parametro fue determinado
mediante la siembra de 100 uyl de cada uno de los pocillos utilizados en la
determinacién del MIC realizandose la siembra en placas de agar Sabouraud-

dextrosa e incubadas a 35°C durante 72 horas.

2.2.3. Modelo de infeccion en ratones.

La infeccion se realiza mediante la administracion de 0,5 ml de la
suspension de la cepa SC5314 de C. albicans a través de la vena lateral de la

cola de los ratones 72 horas antes de administrar el tratamiento.

Las eficacias de los tratamientos se estudian durante 27 dias, tiempo
establecido desde la primera administracion de cada uno de los tratamientos
mediante el estudio de la supervivencia tanto diaria como al final del ensayo.
Ademas, se calculan los tiempos de supervivencia media (Mean Survival Time
o MST).

Debido a la gran afinidad de C. albicans por el cerebro y los rifiones, y a la
importancia de su infeccidén en la supervivencia de los animales, se realizan
estudios de colonizacion de C. albicans tanto a nivel cerebral como a nivel
renal. De este modo, se conocera el aclaramiento del patégeno y la eficacia de
los tratamientos administrados para su erradicaciéon mediante el recuento de

unidades formadoras de colonias (cfu).

El nimero de unidades formadoras de colonias se conoce tras la siembra
de los homogeneizados de rifiones y cerebro de los ratones. Para ello, los

ratones son sacrificados mediante inhalacion de cloroformo, extrayendo
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asépticamente tanto los riiones como el cerebro. La homogeneizacion de los
organos fue llevada a cabo en 5 ml de solucion tampon fosfato. Los 6rganos
homogeneizados fueron sembrados en agar levadura-dextrosa-cloranfenicol y

sembrados durante 24-48 horas a 37°C.
Sin embargo, a nivel renal, es necesario considerar la posible nefrotoxicidad

que puede afectar a su funcionalidad. Por esta razén, se analizaron los valores

de creatinina y nitrégeno ureico en plasma.

2.2.4.- Administracion del tratamiento.

El tratamiento comienza transcurridas 48 horas tras la inoculacién de C.
albicans en los ratones. Se procede a la administracién semanal de 0,2 ml de
cada formulacion a través de la vena lateral de la cola a cada uno de los grupos

de roedores que reciben cuatro dosis de tratamiento.
Este estudio se realiza con once grupos de 4 6 7 ratones cada uno.

Se emplean dos grupos control de 4 ratones que no reciben tratamiento
con anfotericina B a los que solo se les administran 0,2 ml de suero salino

0,9%, uno de ellos infectados con Candida albicans y otro sin infectar.

Los grupos de ratones tratados con anfotericina B (4 ratones) a partir de
las formulaciones de referencia (AmBisome® o Fungizona®) reciben 0,2 ml de

cada una de las formulaciones.

Los grupos de ratones tratados con anfotericina B (7 ratones) a partir de

cada una de las formulaciones a estudiar reciben 0,2 ml de cada una de ellas.
En la Tabla 1 se muestran los tratamientos y dosis recibidas de los grupos

control y de los grupos que reciben las formulaciones comerciales de

referencia.
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En la Tabla 2 se indican los tratamientos y dosis recibidas de las nuevas

formulaciones de poliagregados de anfotericina B.

i DOSIS SEMANAL ADMINISTRADA
FORMULACION

(mg/kg)
AmBisome® 5
Fungizona® 1

Grupo Control infectado por Candida albicans
no tratado con anfotericina B
Grupo Control no infectados por Candida

albicans y no tratado con anfotericina B -

Tabla 1.- Relaciéon de las formulaciones comerciales de referencia y de los grupos

control asi como de las dosis administradas en cada grupo.

i DOSIS SEMANAL ADMINISTRADA
FORMULACION

(mg/kg)
AMB:DCH 1:0 1
AMB:DCH 1:0,8 1
AMB:DCH 1:0,8 3
AMB:DCH 1:0,8 5
AMB:DCH 1:1,5 1
AMB:DCH 1:1,5 3
AMB:DCH 1:1,5 5

Tabla 2.- Relaciéon de las formulaciones objeto de estudio y de las dosis administradas
en cada grupo. AMB: DCH corresponde a la proporcion de anfotericina B y desoxicolato

de sodio incluida en cada formulacion.
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3. RESULTADOS.

3.1.- Estudio de la concentracion minima inhibitoria (MIC) y concentracion

minima fungicida (MFC).

Los valores obtenidos de concentracion minima inhibitoria (MIC) y de
concentracion minima fungicida (MFC) de la anfotericina B se encuentran
recogidos en la Tabla 3. En ella, se indica, ademas, la proporcién de

desoxicolato de sodio respecto a la anfotericina B.

AMB:DCH MIC (pg/ml) MFC (ug/ml)
1:0 1,0 3,0
1:0,4 1,0 3,0
1:0,8 1,0 3,0
1:1,5 1,0 3,0
1:2 0,8 2,0-3,0
1:3 0,8 1,2
1:4 0,8 1,0
1:8 0,8 0,8

Tabla 3.- Resultados obtenidos en los estudios de MIC y MFC, expresados en pg/ml, de
anfotericina B respecto a las distintas proporciones de desoxicolato de sodio incluidas

en las formulaciones.

La anfotericina B, en las nuevas formulaciones, presenta una concentracién
minima inhibitoria (MIC) frente a C. albicans de 0,8 a 1 pg/ml. Autores como
Klepser, M.E. y col.,, 1997, y Fan Harvard, P. y col., 1991, han obtenido
resultados similares en la determinacion de la concentracion minima inhibitoria

(MIC) para distintas cepas de este patégeno que oscilan entre 0,5y 1 pg/ml.

Canton, E. y col., 2003, Canton, E. y col., 2004 y Kamysz E. y col., 2011
realizan diversos estudios de CMI y de MFC de distintas especies de candidas
y recogen resultados de MIC entre 0,12 y 2 pg/ml y de MFC entre 0,25y 8
pg/ml. Los valores de MFC en la bibliografia consultada son siempre iguales o

mayores que sus valores de MIC.
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En el presente tratabajo estudio se evalua como influye la proporcién del
desoxicolato de sodio sobre los valores de MIC y MFC. La formulacion sin
desoxicolato sodico (AMB:DCH 1:0), presenta valores de MFC 3 veces
superiores a los del MIC, relacion que se encuentra dentro de los valores
comentados previamente por distintos autores como Cantén, E. y col., 2003 y
Kamysz E. y col.,, 2011. Al administrar proporciones de desoxicolato sédico
frente a la anfotericina B de 0,4; 0,8 y 1,5; (AMB:DCH 1:0,4; AMB:DCH 1:0,8 y
AMB:DCH 1:1,5) se obtienen también valores de MFC 3 veces superiores al
MIC.

Cuando las proporciones de desoxicolato de sodio son iguales o superiores
al doble de las proporciones de anfotericina B disminuyen tanto las
concentraciones MIC como las MFC. La formulacion AMB:DCH 1:2; permite
obtener niveles menores de MIC y MFC, alcanzando valores de 0,8 y 2,0 pg/ml
respectivamente. Las formulaciones con proporciones mayores de tensioactivo
(AMB:DCH 1:3; AMB:DCH 1:4 y AMB:DCH 1:8) presentan una disminucion de
los valores de MFC, con relaciones de MFC/MIC de 1,5; 1,25 y 1,0. El
descenso en la relacion entre MIC/MFC, puede estar relacionado con el mayor
efecto promotor del desoxicolato de sodio en la permeabilidad de las paredes
celulares y membranas citoplasmaticas a medida que aumenta la proporcion de
este tensioactivo en las formulaciones (Panacek, A. y col., 2009). De hecho las
concentraciones minimas fungicidas disminuyen progresivamente a medida
que aumenta la proporcion de desoxicolato de sodio en las formulaciones de
poliagregados hasta llegar a igualar la CMI (0,8 pg/ml) en el caso de la
formulacion AMB:DCH 1:8.
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3.2.- Estudio de la morfologia y funcionalidad renal.

Las alteraciones tanto en la morfologia como en la funcionalidad renal
pueden ser debidas como se ha indicado anteriormente tanto a la afeccion de
los rifiones por la afinidad que presenta C. albicans por este 6rgano asi como
por la elevada nefrotoxicidad que presenta la anfotericina B.

La funcionalidad renal se encuentra reflejada en los niveles plasmaticos de
creatinina y nitrdgeno ureico. Valores elevados o disminuidos de estos
parametros indican una alteracion renal. Las tablas 4, 5 y 6 muestran los
valores de creatinina y nitrogeno ureico de las formulaciones de referencia

(AmBisome® y Fungizona®) y de las formulaciones objeto de estudio.

CREATININA PLASMATICA NITROGENO UREICO
FORMULACION +S.D. +S.D.
(mg/dl) (mg/dl)
4*AmBisome® (5 mg/kg) 0,20 + 0,00 4417 + 7,77*
4*Fungizona® (1 mg/kg) 0,35 + 0,06* 28,00 + 2,55
Control (con infeccion) - -
Control (sin infeccion) 0,23 + 0,06 25,97 +2,55

Tabla 4.- Relacién de los valores de toxicidad renal obtenida tras la administraciéon de
dosis multiples de las formulaciones de referencia. S.D. corresponde a la desviacion
estandar.

*Probabilidad “t student” significativa (p< 0,05) frente a animales control (sin infeccion).

153



EFICACIA Y TOXICIDAD EN DOSIS MULTIPLES

CREATININA PLASMATICA NITROGENO UREICO #*

FORMULACION
+S. D. (mg/dl) S. D.(mg/dl)
4*AMB:DCH 1:0 (1 mg/kg) 0,43 + 0,23* 87,40 + 46,43*
4*AMB:DCH 1:0,8 (1 mg/kg) 0,40 + 0,10* 76,62 + 17,35*
4*AMB:DCH 1:1,5 (1 mg/kg) 0,40 + 0,10* 80,47 +7,18*

Tabla 5.- Relacion de los valores de toxicidad renal obtenida tras la administraciéon de
dosis multiples de las formulaciones objeto de estudio. S. D. corresponde a la
desviacion estandar.

*Probabilidad “t student” significativa (p< 0,05) frente a animales control (sin infeccién).

CREATININA PLASMATICA NITROGENO UREICO #

FORMULACION
+S. D. (mg/dI) S. D.(mg/dl)
4*AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg) 0,26 £ 0,05 43,80 + 14,10
4*AMB:DCH 1:0,8 (5 mg/kg) 0,33 + 0,06 31,57 + 1,93*
4*AMB:DCH 1:1,5 (3 mg/kg) 0,32 £ 0,11 28,74 + 3,72
4*AMB:DCH 1:1,5 (5 mg/kg) 0,32 0,10 30,14 + 8,58

Tabla 6.- Relacion de los valores de toxicidad renal obtenida tras la administracion de
dosis multiples de las formulaciones objeto de estudio. S. D. corresponde a la
desviacioén estandar.

*Probabilidad “t student” significativa (p< 0,05) frente a animales control (sin infeccion).

La afeccion renal es analizada a través de la morfologia y el tamafio de los
rinones. En este estudio, los rifiones presentaban, en general, un aspecto y
tamafo homogéneo tras la administracion de dosis multiples. No obstante, la
administracién de dosis de 1 mg/kg de formulaciones de anfotericina B vy
desoxicolato de sodio en proporciones 1:0; 1:0,8 y 1:1,5 presentaban, en varios
animales atrofia unilateral en los rifiones. El elevado numero de animales con
dichas alteraciones se atribuye a que la administracion de dosis bajas de
anfotericina B (1 mg/kg) no es suficiente para erradicar la infeccion. Sin
embargo, aunque en menor medida, también se observan casos de atrofia
renal unilateral tras la administracion de dosis de 3 mg/kg. Este hecho confirma
la importancia de la administracion de una dosis inicial elevada en el

tratamiento.
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Como se ha comentado previamente, la alteracion de la funcionalidad renal,
medida a través de la creatinina y del nitrégeno ureico, puede ser originada
tanto por la infeccion por Candida albicans, que presenta una mayor afinidad
por el tejido renal y cerebral, como por los tratamientos con anfotericina B,

agente antifungico que presenta una elevada nefrotoxicidad.

En el estudio de la alteracion en la funcionalidad renal de las formulaciones,
se observa un aumento significativo (p<0,05) de los niveles de creatinina tras el
tratamiento con cuatro dosis de 1 mg/kg de Fungizona® en comparacién con
los animales control. Cuando se realiza el estudio con formulaciones que
presentan proporciones crecientes de desoxicolato (1:0; 1:0,8 y 1:1,5) con la
misma dosis de anfotericina B (1 mg/kg), se produce un aumento también
significativo (p<0,05) en los valores de creatinina como se muestra en la Tabla
5.

Sin embargo, al comparar los resultados de nitrégeno ureico se observa que
mientras que la formulacion comercial Fungizona® no presenta diferencias
significativas (p<0,05) frente al control (28,00 £ 2,55mg/dl), la formulacién
AmBisome® presenta un aumento significativo (p<0,05) en sus valores de
nitrégeno ureico. Todas las nuevas formulaciones de poliagregados a dosis de
1 mg/kg producen incluso mayores valores de este parametro (Tabla 5). Lo que
vuelve a confirmar que esta dosis es insuficiente para el tratamiento con las

nuevas formulaciones estudiadas.

Las formulaciones constituidas por anfotericina B y desoxicolato de sodio en
proporcion 1:0,8 y 1:1,5 a dosis mas elevadas (3 y 5 mg/kg), presentan un
descenso en sus valores de creatinina cuando se compara con las mismas
formulaciones a dosis menores (ver Tablas 5 y 6). De hecho, sus valores de
creatinina no son significativamente diferentes (p> 0,05) a los observados en el
grupo control. Los datos de nitrégeno ureico para estas mismas dosis de 3y 5
mg/kg con las nuevas formulaciones indican que cuando se emplea la
formulacién con la mayor proporcion de desoxicolato de sodio (AMB:DCH

1:1,5) no se observan diferencias significativas (p> 0,05) en los valores de

155



EFICACIA Y TOXICIDAD EN DOSIS MULTIPLES

nitrégeno ureico que los obtenidos en el grupo control. Mientras que cuando la
formulacién tienen una menor proporcidn de desoxicolato de sodio (AMB:DCH
1:0,8) los valores de nitrdgeno ureico se encuentran ligeramente elevados (ver
Tabla 6).

Estos resultados de los parametros bioquimicos renales permiten
considerar que la formulacion de poliagregados AMB:DCH 1:1,5 presenta una
mayor eficacia erradicadora de la candidiasis renal a dosis de 3 y 5 mg/kg que
la formulacion AMB:DCH 1:0,8. Sin embargo, esta formulacion AMB:DCH 1:0,8
cuando se administra a dosis de 3 mg/kg es la que presenta los menores
valores de creatinina sérica y valores de nitrégeno ureico muy similares a los

observados tras la administracion de la formulacion comercial AmBisome®.

3.3.- Estudio de supervivencia de los ratones infectados por C.albicans

tras la administracion de las formulaciones.

Con los datos de los animales que han fallecido en los diferentes dias del
experimento, se realiza el estudio de supervivencia tanto diaria como final para
los distintos tratamientos, ya sean de formulaciones de referencia comerciales
o las formulaciones objeto de estudio. La muerte de los animales que se
produce en un 100% en el grupo control de animales infectados y no tratados

durante los 5 dias siguientes a la infeccion.
La Figura 1 muestra la supervivencia diaria de ratones tratados con las

distintas formulaciones de anfotericina B para el tratamiento de la candidiasis

sistémica.
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—o— 4*AMBDCH 1:1,5 (1 mgkg)  —©—4*AMBDCH 1:1,5 (3 mgkg)

4*AMB:DCH 1:1,5 (5 mgkg)

Figura 1.- Supervivencia diaria expresada en porcentaje. AMB:DCH representa la
proporcion de anfotericina B y desoxicolato de sodio en cada una de las formulaciones
objeto de estudio. Se indica ademas el nimero de dosis que reciben en los distintos

tratamientos.

La tasa de supervivencia final obtenida en las formulaciones de referencia
se muestra en la Tabla 7 mientras que la Tabla 8 refleja la tasa de

supervivencia final de las formulaciones objeto de estudio.

NUMERO DE TASA DE SUPERVIVENCIA
TRATAMIENTO
SUPERVIVIENTES (%)
Control (con infeccion) 0/4 0
4*AmBisome® (5 mg/kg) 4/4 100
4*Fungizona® (1 mg/kg) 4/4 100

Tabla 7.- Valores de supervivencia en valores absolutos y en porcentaje obtenidos tras la

administracion de las formulaciones de referencia.
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NUMERO DE TASA DE SUPERVIVENCIA
TRATAMIENTO
SUPERVIVIENTES (%)
4*AMB:DCH 1:0 (1 mg/kg) 317 42,86
4*AMB:DCH 1:0,8 (1 mg/kg) 217 28,57
4*AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg) 6/7 85,71
4*AMB:DCH 1:0,8 (5 mg/kg) 717 100,00
4*AMB:DCH 1:1,5 (1 mg/kg) 317 42,86
4*AMB:DCH 1:1,5 (3 mg/kg) 717 100,00
4*AMB:DCH 1:1,5 (5 mg/kg) 717 100,00

Tabla 8.- Valores de supervivencia en valor absoluto y en porcentaje obtenidos en los

grupos que han recibido las formulaciones objeto de estudio.

La tasa de supervivencia al final del ensayo tras la administracion de las

distintas formulaciones se muestra en la Figura 2.

100
80
60+
SUPERVIVENCIA (%)
40+

20

0 4* AmBisome (5 mg/kg)

B 4*AMB:DCH 10,8 (1 mgkkg)
m 4*AMB:DCH 1:1,5 (1 mgkg)

W 4*Fungizona (1 mg/kg)
@ 4*AMB:DCH 10,8 (3 mg/kg)
B 4*AMB:DCH 1:1,5 (3 mg/kg)

@ 4*AMB:DCH 1.0 (1 mgkg)
@ 4*AMB:DCH 10,8 (5 mg/kg)
B 4*AMB:DCH 1:1,5 (5 mg/kg)

Figura 2.- Tasa de supervivencia de los ratones macho ICR al final del ensayo de dosis multiple tras la

administracion de las formulaciones control y de las formulaciones objeto de estudio.

Las formulaciones comerciales de referencia, AmBisome® y Fungizona®

presentan una tasa de supervivencia maxima. En el caso de la administracion

de las nuevas formulaciones a dosis de 5 mg/kg también se alcanza el 100%

de supervivencia. Cuando la dosis administrada es de 3 mg/kg solamente se

consigue el 100% de supervivencia cuando la formulacién presenta la mayor

proporcion de desoxicolato de sodio (AMB:DCH 1:1,5).
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Sin embargo, la administracion de dosis de 3 mg/kg de la formulacion
AMB:DCH 1:0,8 presenta valores inferiores a la Fungizona® aunque tiene una
tasa de supervivencia elevada (85,71%). Es importante indicar que, en este
tratamiento el unico ratén que murié lo hizo el segundo dia del estudio, por lo
que este fallecimiento se debe a que el tratamiento no fue capaz de disminuir la
infeccién en este periodo inicial y en este animal, ya que los otros 6 ratones si

sobreviven hasta el final del estudio.

La administracion de dosis de 1 mg/kg de anfotericina B a partir de las
nuevas formulaciones permite evaluar la influencia de la proporcion de
desoxicolato de sodio en la supervivencia de los animales a lo largo del
tratamiento. Las formulaciones AMB:DCH 1.0 y AMB:DCH 1:0,8 se
caracterizan porque se observa la muerte de varios ratones en los dias
intermedios del tratamiento (5-20 dias). Sin embargo, cuando la proporcion de
desoxicolato de sodio es de 1,5 (AMB:DCH 1:1,5) tras el fallecimiento de los
animales en los primeros dias del estudio no vuelven a producirse nuevas
muertes hasta el dia 23 del mismo. Por lo que estas mayores proporciones de
tensioactivo parece que permiten lograr una mayor eficacia antifungica hasta
que se produce una mayor reinfeccion en la ultima etapa del tratamiento. De
hecho todas las nuevas formulaciones estudiadas a dosis de 1 mg/kg
presentan una sobreinfeccion en la ultima etapa del tratamiento. Por lo tanto la
anfotericina B en esta forma poliagregada requiere de dosis superiores a 1
mg/kg para el tratamiento de la candidiasis lo que concuerda con lo observado
por otros autores (Espada, R. y col., 2008, y Lincopan, N. y col., 2003).

En las tablas 9 y 10 se recogen los valores de supervivencia media (Mean
Survival Time o MST).
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N° RATONES
TRATAMIENTO MST % S. D. (dias) SUPERVIVIENTES/
N° RATONES INICIALES
4*AmBisome® (5 mg/kg) > 27,00 4/4
4*Fungizona® (1 mg/kg) > 27,00 4/4

Tabla 9.- Tiempos medios de supervivencia (Mean Survival Time o MST) de las
formulaciones de referencia obtenidos al finalizar el ensayo. S. D. corresponde a la

desviacion tipica obtenida tras la administracion de las distintas formulaciones.

N° RATONES
TRATAMIENTO MST # S. D. (dias) SUPERVIVIENTES/
N° RATONES INICIALES
4*AMB:DCH 1:0 (1 mg/kg) 18,86 + 10,27 37
4*AMB:DCH 1:0,8 (1 mg/kg) 18,14 + 9,71 217
4*AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg) 23,43 + 9,45 6/7
4*AMB:DCH 1:0,8 (5 mg/kg) > 27,00 717
4*AMB:DCH 1:1,5 (1 mg/kg) 18,71 + 11,56 317
4*AMB:DCH 1:1,5 (3 mg/kg) > 27,00 717
4*AMB:DCH 1:1,5 (5 mg/kg) > 27,00 717

Tabla 10.- Tiempos medios de supervivencia (Mean Survival Time o MST) de las
formulaciones objeto de estudio obtenidos al finalizar el ensayo. S. D. corresponde a la

desviacion tipica obtenida tras la administracion de las distintas formulaciones.

Los tiempos medios de supervivencia maximos (27 dias), obtenidos con las
formulaciones de referencia (AmBisome® y Fungizona®), también se obtienen
tras la administracion de dosis de 5 mg/kg de las formulaciones de anfotericina
B y desoxicolato de sodio en proporcion 1:0,8 y 1:1,5. No obstante, igualmente
se obtiene un tiempo medio de supervivencia de 27 dias tras la administracion
de 3 mg/kg de anfotericina B y desoxicolato de sodio en proporcién 1:1,5. Lo
que nuevamente vuelve a confirmar que la incorporacion de una mayor
proporcion de desoxicolato de sodio en la formulacién permite obtener mejores
resultados de supervivencia. En todas estas formulaciones, el 100% de los

ratones ICR alcanzaron al final del estudio.
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Es importante destacar que la administracién de 3 mg/kg de anfotericina B y
desoxicolato de sodio en proporcién 1:0,8 presenta un elevado tiempo medio
de supervivencia, alcanzando niveles de 23,43 £ 9,45 dias. Ya que el unico
animal que fallecid, como ya se ha comentado, murié el dia 2 del estudio sin

que se lograsen reducir sus niveles de infeccién a tiempo.

La administracion de dosis multiples de 1 mg/kg de las formulaciones de
anfotericina B y desoxicolato de sodio en proporciones 1:0, 1:0,8 y 1:1,5
alcanzd unos tiempos de supervivencia media de 18,86 + 10,27, 18,14 £ 9,71y
18,71 + 11,56 dias respectivamente. Aunque, como se puede observar en la
figura 1, y como ya se ha indicado, la diferencia entre estas formulaciones
estriba en los fallecimientos de animales en los dias intermedios del estudio,
cuando las formulaciones no contienen desoxicolato de sodio o lo tienen en

una proporcién del 0,8.

De este estudio se concluye que los tratamientos con estas nuevas
formulaciones de poliagregados de anfotericina B requieren la administracion
de dosis elevadas de anfotericina B (3 6 5 mg/kg) y un tratamiento de choque
de una formulacién que sea eficaz en la erradicacion de la infeccién en los

periodos iniciales de la misma como es la formulacion AMB:DCH 1:1,5.

Si bien la administracion de dosis elevadas de anfotericina B liposémica
realizada por Gondal, J.A. y col., 1989, permite alcanzar tasas elevadas de
supervivencia tras la administracion de dosis multiples elevadas (5-8,5 mg/kg
dias 3, 6 y 9 post infeccion). En nuestro estudio, la administracion de dosis
inferiores de formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de sodio permiten
obtener mejores resultados consiguiendo con la administracion de 3 y 5
mg/kg/semana de anfotericina B que se incrementen tanto la supervivencia

como el tiempo medio de supervivencia.
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3.4.- Estudio de colonizacion a nivel renal y cerebral por Candida

albicans.

Tras la administracion de dosis multiples de los distintos tratamientos, se
procedid al sacrificio de los animales y la posterior extraccion tanto del cerebro
como de los rifiones. A continuacion, se homogenizaron y se sembraron en
placas de agar levadura-dextrosa-cloranfenicol con el fin de determinar los

niveles de colonizacion por C. albicans.

Las formulaciones comerciales de referencia, AmBisome® y Fungizona®,

permitieron el aclaramiento total del agente patégeno a nivel cerebral.

El aclaramiento total de la candidiasis a nivel cerebral también se consigui6
con las nuevas formulaciones (AMB:DCH 1:0,8 y AMB:DCH 1:1,5) cuando se
administraron cuatro dosis de 5 mg/kg/semana. Este hecho permite considerar
que esta dosis de anfotericina B poliagregada con desoxicolato de sodio es

adecuada para la eliminacion de la infeccion cuando ésta alcanza el cerebro.

No obstante, la administracion de dosis semanales de 3 mg/kg no obtuvo
los mismos resultados y se observan diferencias en funcion de la proporcion de
desoxicolato de sodio en las formulaciones de poliagregados. Asi, en la
formulacion AMB:DCH 1:0,8 el 40% de los ratones estan infectados (2
infectados/5 analizados) con niveles de colonizacion cerebral de 2,471 + 0,494
log cfu/g (valor medio de 2 animales infectados). Sin embargo, La formulacién
de mayor proporcion de desoxicolato (AMB:DCH 1:1,5) produce un descenso
de infeccion cerebral y solo se obtuvo un unico ratén infectado con colonizacién
cerebral, de los seis animales tratados, con un valor de 2,121 log cfu/g tras
recibir cuatro dosis de 3 mg/kg de anfotericina B. Por lo tanto el empleo de una
proporcion mayor de desoxicolato de sodio en estas formulaciones mejora
notablemente la eficacia en la erradicacion de la candidiasis cerebral

posiblemente debido a una mayor facilidad de su paso a través de membranas.
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Finalmente, la administracién de dosis bajas (1 mg/kg) de anfotericina B en
formulaciones de desoxicolato de sodio en proporciones 1:0 y 1:0,8 no
presentan colonizacion cerebral en los 3 y 2 animales que llegaron al final del
estudio respectivamente. Sin embargo, los 3 animales que llegaron al final del
estudio tras el tratamiento con la formulacion AMB:DCH 1:1,5 (1 mg/kg)
presentaban candidiasis a nivel cerebral, alcanzandose niveles de 3,007 +
1,282 log cfu/g. Este resultado, es importante ya que indica que a esta dosis
tan baja existe un riesgo de colonizacion cerebral que hace desaconsejable

pautar tratamientos a estas dosis.

Esta misma dosis de 1 mg/kg de anfotericina B poliagregada con
desoxicolato de sodio presenta altos niveles de colonizacién renal en todos los
animales que llegaron al final del estudio como se puede observar en los

resultados medios incluidos en la Tabla 11.

En cuanto a las formulaciones comerciales de referencia AmBisome® y
Fungizona® presentan un aclaramiento casi total de la infeccién a nivel renal.
En este estudio, Unicamente un ratén tratado con Fungizona® (1 infectado/ 4
analizados) presenta Candida albicans a nivel renal, alcanzado niveles de
5.697 log cfu/g. Adler-Moore, J.P. y col., 2004, obtienen también niveles
elevados de erradicacion renal al administrar dosis altas de anfotericina B (20
mg/kg/dia) a animales inmunocompetentes, encontrando que unicamente un

animal presenta colonizacién en rifiones al final del estudio.
Los niveles de colonizacidn renal tras la administracion de las dosis

multiples con nuestra pauta de tratamiento semanal se muestran en la Tabla
11.
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Ratones con aclaramiento

TRATAMIENTO renal total / ratones Logqo CFU/g £ S. D.
analizados
4*AmBisome® (5 mg/kg) 3/3
4*Fungizona® (1 mg/kg) 3/4 5,697
4*AMB:DCH 1:0 (1 mg/kg) 0/3 5,092 + 2,079
4*AMB:DCH 1:0,8 (1 mg/kg) 0/2 6,483 + 0,065
4*AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg)' 1/5 5,622 + 0,441
4*AMB:DCH 1:0,8 (5 mg/kg)' 1/5 4,524 + 0,002
4*AMB:DCH 1:1,5 (1 mg/kg) 0/3 6,342 + 0,394
4*AMB:DCH 1:1,5 (3 mg/kg)' 1/6 6,034 + 0,127
4*AMB:DCH 1:1,5 (5 mg/kg)® 317 4,560 + 1,256

Tabla 11.- Colonizacién renal de ratones ICR machos infectados por Candida albicans
tras el tratamiento en dosis multiple con las formulaciones objeto de estudio, expresada
en unidades logaritmicas. S. D. corresponde a la desviacion estandar.

! indica que uno de los roedores ha presentado un aclaramiento total del patégeno a

nivel renal.

2 indica que tres roedores han presentado un aclaramiento total del patogeno a nivel

renal.

Estos roedores no se han incluido en la media.

La administraciéon de las nuevas formulaciones de poliagregados a dosis de
3 mg/kg/semana (AMB:DCH 1:0,8 y AMB:DCH 1: 1,5) presentan elevados
niveles de colonizacién renal. Cuando la dosis se aumenta a 5 mg/kg/semana
se observa un descenso de 1,098 y 1,474 log cfu/g para las formulaciones
AMB:DCH 1:0,8 y AMB:DCH 1: 1,5 respectivamente, lo que demuestra que la
dosis de 3 mg/kg/semana es insuficiente si no se administra inicialmente una
dosis de choque que disminuya los altos niveles iniciales de infeccién renal. Es
importante destacar que el 20% de los animales que reciben la formulacion de
anfotericina B y desoxicolato soédico en proporcion 1:0,8 alcanzan el
aclaramiento total de la infeccion, aumentando este dato hasta el 42,86%, al
incrementar la proporcion de desoxicolato de sodio en la formulacién (1:1,5)
para la misma dosis de anfotericina B. Estos resultados superan los obtenidos
en trabajos previos de nuestro grupo investigador (Espada, R. y col., 2008) en

los que se alcanzaban aclaramientos del 25%.
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4.- DISCUSION.

La administracion de un sistema de dosis multiple ha adquirido un elevado
interés en los ultimos afios (Espada, R. y col., 2008, y Mehta, P. y col., 2005),
disminuyendo la nefrotoxicidad al mejorar la funcionalidad renal entre un
tratamiento y el siguiente. Este estudio tiene por objetivo evaluar la toxicidad y
eficacia de tres dosis diferentes (1 mg/kg/semana, 3 mg/kg/semana, vy

5 mg/kg/semana).

Las dosis de 1 mg/kg/semana presentan la mayor nefrotoxicidad al final del
estudio. Estos valores de nefrotoxicidad son menores al emplear dosis
elevadas (3 mg/kg y 5 mg/kg). Por otra parte, los animales que recibieron la
dosis inferior de anfotericina B (1 mg/kg/semana) fueron los que presentaron
mayor infeccion renal. De este modo, se puede concluir que la nefrotoxicidad
en estos ratones se debe mas a la infeccion que al tratamiento administrado.
Los tiempos de supervivencia media tras la administracion de esta dosis
(1 mg/kg/semana) fueron inferiores a los 20 con tasas de supervivencia al final
del ensayo inferiores al 50% resultados que se explican por la la elevada

colonizacion a nivel renal al final del estudio (ver Tabla 11).

La administracion de dosis de 3 mg/kg/semana presenta valores de
toxicidad y de eficacia dependientes de la proporcién de desoxicolato sédico en
las formulaciones. Al incrementar la proporcion de desoxicolato de sodio en la
formulacion se produce la mejora de la eficacia de supervivencia (85,71 y 100%
para las formulaciones AMB:DCH 1:0,8 y AMB:DCH 1:1,5 respectivamente) a
la vez que se produce un ligero aumento no significativo (p>0,05) en la
nefrotoxicidad reflejada por los niveles de creatinina (0,26 y 0,32 mg/dl para las
formulaciones AMB:DCH 1:0,8 y AMB:DCH 1:1,5 respectivamente). Es
importante destacar que el unico animal que muere tras el tratamiento con la
formulacién AMB:DCH 1:0,8 lo hace al segundo dias tras el tratamiento por lo
que esta formulacién requeriria de la administraciéon inicial de una dosis de

choque con mayor dosis de anfotericina B que disminuya la alta infeccién
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inicial. Posiblemente, uno de los factores mas relevantes de esta dosis consiste
en la colonizacion a nivel cerebral de dos animales (2 infectados/5 analizados)
al administrar proporciones de 1:0,8 (2,471 £ 0,494 log cfu/g) y de un animal (1
infectado/6 analizados) al trabajar con la proporciéon 1:1,5 (2,121 log cfu/g).
Este resultado indica nuevamente que estas dosis de 3 mg/kg/semana de las
nuevas formulaciones requieren un tratamiento inicial con dosis mayores de
anfotericina B como podria ser la dosis de 5 mg/kg ya que el estudio con dosis
multiple de 5 mg/kg/semana consiguié erradicar la infeccidn cerebral en todos

los animales analizados.

La administracion de dosis de 5 mg/kg/semana de anfotericina B y
desoxicolato de sodio en proporciones 1:0,8 y 1:1,5 presentan valores de
creatinina (0,33 y 0,32 mg/dl respectivamente) que no difieren
significativamente (p>0,05) de los obtenidos en el grupo control. Ademas, los
buenos resultados de eficacia de estas formulaciones administradas en dosis
de 5 mg/kg/semana se reflejan en que no existe infeccion cerebral en ninguno
de los animales estudiados y en un descenso de, al menos, una unidad
logaritmica en la colonizacién renal al final del estudio en los animales
infectados. Es de destacar que 3 de los 7 animales analizados presentaban un

aclaramiento total en sus niveles de infeccidon renal.
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ESTUDIO DE EFICACIA Y TOXICIDAD EN DOSIS ALTERNAS.

1. INTRODUCCION.

En los ultimos afos han aparecido distintos trabajos de investigacioén en los
que se plantea la posibilidad de utilizar diferentes regimenes posolégicos para
la administracion de anfotericina B. Asi, se observa, que la administracién de
dosis elevadas de anfotericina B de forma intermitente durante cortos periodos
de tiempo (6 dias) puede ser tan segura y eficaz como tratamientos diarios
administrados durante periodos mas prolongados (hasta 14 dias). Estos
tratamientos alternativos tendrian la ventaja adicional del menor coste del
tratamiento y la reduccién en la exposicion al antifungico (Ellis, M., 2008 y
Adler-Moore, J.P. y col., 2004).

Tomando como base estos estudios, se procedi6 a evaluar la seguridad y la
eficacia que presenta la administracion de las nuevas formulaciones en
tratamientos que combinan distintas dosis y proporciones de anfotericina B y
desoxicolato de sodio. Para la seleccion de las dosis y formulaciones mas
adecuadas se realiza un estudio sobre los parametros de seguridad que se
determinan tras la administracion de diferentes tratamientos con anfotericina B.
Asi, la anfotericina B, empleada en el tratamiento de las infecciones fungicas
invasivas, causa efectos adversos en distintos sistemas del organismo,
principalmente a nivel renal (Torrado, J.J. y col., 2008), hepatico (Espada, R. y
col., 2008b) y hematolégico (Espada, R. y col., 2008a).

La anfotericina B se caracteriza por formar canales en las membranas
celulares al interaccionar con los esteroles. En el caso de las membranas
fungicas, la capacidad de formacion de estos canales por parte de la
anfotericina B es mayor debido a la mayor afinidad de la anfotericina B por el

ergosterol frente al colesterol (Huang, W. y col., 2002).
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Huang, W. y col., 2002, en este mismo trabajo, concluyen que el estado de
agregacion del principio activo esta condicionado por su concentracién en el
medio. De esta manera, la anfotericina B se encuentra en estado agregado
cuando es administrada a dosis iguales o superiores a 10 molar (M) mientras

que a dosis inferiores (1*107- 2107 M) aparece en estado monomérico.

Este estudio permite comprobar que concentraciones de anfotericina B de
1*10" M-2*10"" M originan algunos poros en el complejo de rutenio presente en
la membrana de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y el ergosterol. La aparicion
de poros en la membrana, en cuya composicién se encuentra el colesterol, no
ocurre hasta alcanzar concentraciones de anfotericina B de 1*10° M. Sin
embargo, estas concentraciones de anfotericina no ocasionan ningun dafo a

aquellas membranas donde existe unicamente dimiristoilfosfatidilcolina.

e AMB
o °,  redox probe

Figura 1.- Proceso de formacién de canales ionicos en el electrodo de carbono sobre
el que se soporta el modelo de membrana bicapa de fosfatidilcolina.

(a) A bajas concentraciones, las moléculas de anfotericina B se encuentran aisladas
por las moléculas lipidicas, no pudiendo generar canales idnicos en la membrana en
el ensayo de oxido-reduccion.

(b) Cuando alcanzan un estado de agregacion relativamente elevado, las moléculas

de anfotericina B se agrupan para formar canales iénicos.

Al alcanzar concentraciones de anfotericina B de 5*10° M en el medio se
observa, en el caso de aquellas membranas que contienen colesterol y DMPC
en su composicién, un aumento drastico de los valores de amperimetria,
apareciendo los primeros canales ionicos. Los valores maximos aparecen al
alcanzar concentraciones 2*10° M en el caso de las membranas compuestas

por ergosterol y DMPC mientras que, en las membranas formuladas con
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colesterol y dimiristoilfosfatidilcolina o unicamente por DMPC, los valores de
maxima amperimetria aparecen cuando la concentracion maxima de
anfotericina B es de 5*10™° M (Huang, W. y col., 2002).

Con el fin de determinar los parametros bioquimicos a analizar y asi poder
evaluar la posible acumulacion que podrian tener los distintos regimenes de
administracién se han estudiado también los parametros de toxicidad que
presentan distintas formulaciones de anfotericina B, encontrando diferentes
trabajos donde se describen otras alteraciones a nivel renal, hepatico y en el
equilibrio electrolitico. En general, la alteracion de los 6rganos es mas
frecuente y su grado de intensidad suele ser mas elevado al administrar dosis

multiples de anfotericina B.

La administracion de dosis multiples de las distintas formulaciones de
anfotericina B origina alteraciones renales, siendo estos efectos mas frecuentes
en las formulaciones de anfotericina B dimérica comercializadas como la
Fungizona®. Los efectos adversos renales se evaluan al analizar parametros
bioquimicos como son la creatinina y el nitrdgeno ureico. Sin embargo, la
alteracion renal también puede observarse al realizar estudios histopatologicos

del tejido.

La alteracion de los valores de creatinina y nitrégeno ureico es mayor al
administrar dosis repetidas y elevadas de anfotericina B. De este modo,
Fielding, R.M. y col., 1992, administraron a perros de raza beagle durante
catorce dias consecutivos distintas dosis de una dispersion coloidal con sulfato
de colesterilo que presenta un tamafio homogéneo de particula (93 £ 2 nm).
Estos autores obtienen valores normales o cercanos a la normalidad de estos
parametros renales tras la administracion de dosis de 0,6 y 1,2 mg/kg/dia de la
dispersion coloidal. Sin embargo, el tratamiento con dosis superiores de
anfotericina B de esta formulacion (2,5 y 5 mg/kg/dia) presenta un aumento
significativo en los valores de nitrdgeno ureico y creatinina, encontrandose
también valores aumentados cuando se administran dosis de 0,6 mg/kg/dia

anfotericina B dimérica (Fungizona®). Los parametros asociados con la
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toxicidad renal de esta dispersion coloidal demostraron ser los mas afectados

en funcién de las variaciones de las dosis administradas.

A nivel tisular, Fielding, R.M. y col., 1992, observaron alteraciones renales al
final del estudio en aquellos animales tratados con dosis de 5 mg/kg/dia de
anfotericina B en forma de dispersién coloidal y con 0,6 mg/kg/dia de
Fungizona®. Entre ellos, se observaron dafios leves a moderados a nivel
tubular como, por ejemplo, degeneracion, necrosis y pérdida del epitelio tubular

proximal.

Los estudios realizados por Larabi, M. y col., 2004, comparan la
administracion de anfotericina B poliagregada en un complejo lipidico similar al
Abelcet® pero con un tamafo inferior de particula frente a la formulacién
dimérica de Fungizona®. Los pesos corporales de los animales que
sobrevivieron al final del ensayo fueron similares en todos los grupos,
independientemente de si habian recibido algun tratamiento o las
formulaciones control que habian recibido solucion salina. No se observaron
alteraciones significativas en el peso de los rifiones (0,160 + 0,014 g a 0,168 +
0,028 g), excepto el marcado incremento del peso de los rifiones tras la
administracion de dosis de 20 mg/kg/dia de anfotericina B en complejo lipidico
(0,182 + 0,009 g) y de 0,5 mg/kg/dia de Fungizona® (0,177 + 0,019 g).

Khan, M.A. y Owais, M., 2006, determinaron la toxicidad renal de la
anfotericina B poliagregada liposomica con un tamafio de particula
comprendido entre 50 y 100 nm. En este trabajo, se administraron dosis de 5
mg/kg/dia durante tres dias consecutivos a ratones inmunocompetentes
BALB/c hembras previamente infectados por C. albicans. Los niveles de
creatinina sérica y de nitrégeno ureico resultaron menores en aquellos ratones
que habian recibido las formulaciones de anfotericina B liposémicas frente al
grupo de anfotericina B con desoxicolato de sodio, administrando dosis de 1
mg/kg/dia y donde los valores de los parametros de toxicidad renal
corresponden con el doble de los valores obtenidos al administrar las

formulaciones liposdmicas. Es importante destacar que, tras la administracion
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de las diferentes formulaciones de anfotericina B, en todos los casos se
produce un incremento de los niveles de creatinina y del nitrégeno ureico.
Estos resultados nos llevan a seleccionar estos parametros renales como los
mas idoneos a controlar durante todos los tratamientos que se realizan en esta

parte del estudio experimental.

La disminucion de los parametros de alteracion renal tras la administraciéon
de anfotericina B liposémica es debida a una mayor unién de la anfotericina
liposémica a las lipoproteinas de alta densidad (HDL) que son captadas por el
sistema reticulo endotelial. En estos casos, se observa una mayor captacion
por parte de los macréfagos esplénicos y hepaticos, reduciendo asi la toxicidad
renal y mejorando el indice terapéutico. Sin embargo, la anfotericina B libre
presenta una union con las lipoproteinas de baja densidad (LDL) que presentan
una mayor afinidad por el sistema renal donde existe un elevado numero de
receptores para las LDL. La interaccion entre la anfotericina B, las LDL y los
receptores es considerada como uno de los factores mas influyentes para que

la toxicidad renal sea dosis dependiente (Khan, M.A. y Owais, M.; 2006).

La determinacion de la alteracion hepatica tras la administracion de dosis
multiples de anfotericina B se lleva a cabo mediante el estudio de enzimas
hepaticas como la aspartato aminotransferasa (AST) o glutamil oxalacetato
transferasa (GOT), la alanino aminotransferasa (ALT) o glutamil piruvato

transferasa (GPT) y la fosfatasa alcalina.

Fielding, R. M. y col., 1992, determinaron la alteracién hepatica mediante el
analisis de las enzimas ALT y AST. Estas se encontraban elevadas de manera
significativa, mostrando valores de 252 y 98 U/l respectivamente, tras la
administracion en dosis multiple durante catorce dias de 2,5 mg/kg/dia de
anfotericina B poliagregada en forma de dispersién coloidal. Estos valores
aumentan a 273 UI/L para la ALT y 124 UI/L para la AST cuando la dosis se
incrementa a 5 mg/kg/dia. Estas formulaciones liposomiales poliagregadas
presentan una menor toxicidad hepatica si se comparan con dosis de 0,6

mg/kg/dia de anfotericina B dimérica comercializada como Fungizona® que dio
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lugar a elevados valores de ALT (717 IU/L) y de AST (295 IU/L). Estos valores
confirman la existencia de un mayor dafio hepatico en las formulaciones con la

forma dimérica de la anfotericina B (Fungizona®).

Gondal, J. A. y col., 1989, realizaron el tratamiento de candidiasis
sistémicas en ratones con anfotericina B a los que se administra tres dosis de
anfotericina B (los dias 3, 6 y 9 post-infeccion). Estos autores estudian la
toxicidad hepatica mediante la determinaciéon de la GOT, GPT y lactato
deshidrogenasa séricas tras la administracion de liposomas de anfotericina (en
dosis de 5; 6,5 y 8,5 mg/kg) o en formulaciones con desoxicolato de sodio (en
dosis de 1 y 1,5 mg/kg). En todas las formulaciones los niveles de
transaminasas se encontraron ligeramente elevados frente al control al final del
ensayo independientemente del tratamiento y de la dosis administrada. Sin
embargo, los niveles de lactato deshidrogenasa no fueron significativamente

diferentes al grupo control tras la administracion de los distintos tratamientos.

Larabi, M. y col., 2004, administraron durante veintiun dias consecutivos a
ratones CD1, Fungizona® (0,5 mg/kg/dia), Abelcet® (10 mg/kg/dia) vy
anfotericina B en forma de complejo lipidico (1, 2, 5, 10 y 20 mg/kg/dia), y
valoraron los parametros de alteraciones renales (creatinina y urea), hepaticas
(AST y ALT) y del hematocrito. Aunque no se observaron alteraciones renales
en ninguno de los grupos, los valores de las enzimas hepaticas (AST y ALT) se
encontraban alteradas en todos los casos aumentando el valor de los controles
hasta tres o cuatro veces tras la administracion de la anfotericina B en forma de
complejo lipidico independientemente de la dosis administrada. La disminucién
de los valores de hematocrito fue dosis dependiente al administrar la
anfotericina B en forma de complejo lipidico. Esta disminucién era significativa
(p<0.05) frente a los valores obtenidos en el grupo control (48,7 £ 1,5%) al
administrar dosis de 10 mg/kg/dia de esta formulacioén, alcanzando niveles de
42,0 + 2,1%. Los niveles de hematocrito se encontraban también significativa-
mente disminuidos (p<0.05) tras la administracién de Fungizona® (41,0 + 0,0%)
y Abelcet® (41,5 + 2,2%). Finalmente, el peso de los higados en los distintos

grupos se mantuvo con valores comprendidos entre 1,40 + 0,16 g y 1,78

178



EFICACIA Y TOXICIDAD EN DOSIS ALTERNAS

+ 0,20 g sin que se observasen diferencias entre la Fungizona®, el complejo

lipidico y el Abelcet®.

De todos estos trabajos se puede concluir que en los estudios
farmacéuticos de aquellas formulaciones en las que exista una mayor
captacion de los macrofagos esplénicos y hepaticos como es la anfotericina B
liposomica (Khan M.A. y Owais. M, 2006) es necesario evaluar distintos
parametros de hepatotoxicidad como las transaminasas ALT y AST y el peso

del higado que presentan los distintos grupos de animales.

La mayoria de los siguientes trabajos estudiados estan realizados en
humanos y muestran resultados de toxicidad similares a los realizados en
roedores. Asi, Ellis M., 2008, en un estudio con pacientes con neutropenia
persistente observa que la administracion posolégica de una dosis de 10 mg/Kg
seguida de dos dosis de 5 mg/Kg (en dias 1, 3 y 6 respectivamente) demuestra
ser tan eficaz como el régimen estandar de 3 mg/Kg/dia durante periodos mas
prolongados. Este tipo de tratamientos de dosis mayores espaciadas se ofrece
como una alternativa que presenta como ventaja un menor coste y una mayor

aceptacién por parte de los pacientes.

Sin embargo, es evidente que la administracién de dosis elevadas de
anfotericina B debe ser evaluada siempre en cuanto al efecto téxico que
produce. En este sentido Gubbins, P.O. y col., 2009, realizaron un estudio con
pacientes sometidos a transplantes con células madre a los que se les
administra anfotericina B en forma de liposomas con caracter profilactico. Los
regimenes posoldgicos fueron 1 mg/kg/dia, 7,5 mg/kg/semana o una dosis
unica de 15 mg/Kg. Es de destacar que el 31% de los pacientes presento
nefrotoxicidad antes de finalizar el estudio y esta nefrotoxicidad aparecio
significativamente antes en los pacientes que recibieron una dosis Unica o
semanal. Sin embargo, los niveles de transaminasas fueron similares en los

diferentes grupos.
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En base a todos estos trabajos, se decide realizar un estudio de eficacia y
toxicidad con la administracion de una o dos dosis elevadas de anfotericina B
como dosis de choque (10 mg/kg) en intervalos posoldgicos de una semana,
seguidas de dosis de mantenimiento (3 mg/kg). En todos los casos los
tratamientos fueron de 4 semanas de duracién. Asi mismo incluyeron grupos

de estudio tratados con AmBisome® y Fungizona®.
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1.- Materiales.

2.1.1.- Productos y reactivos.

Tanto la anfotericina B (AMB) como la especialidad farmaceéutica
Fungizona® (formulacion comercializada de anfotericina B con desoxicolato)
fueron suministradas por Bristol Myers, Squibb (Barcelona, Espana). El
desoxicolato de sodio (DCH) fue suministrado por Fluka Chemie A.G. (Buchs,
Suiza). La especialidad farmacéutica AmBisome® (formulacién comercializada
de liposomas compuestos de anfotericina: fosfatidilcolina: colesterol:
distearoilfosfatidilglicerol 50:213:52:84 p/p/p/p) se encuentra comercializada por

UCB-Pharma (Bruselas, Bélgica).
El suero fisiologico Vitulia (cloruro sodico al 0,9%) se encuentra

comercializado por Laboratorios Ern, S. A. (Barcelona, Espana) y el agua

purificada estéril fue obtenida por un sistema Milli-Q (Millipore, USA).

2.1.2.- Material biolégico.

Animales:

El ensayo se lleva a cabo con ratones machos ICR (25-30 g) después de un
periodo de aclimatacion de 7 dias. Los animales son separados en grupos de 7
animales cada uno y mantenidos durante el tiempo de experimentacion en
jaulas de plastico con agua y alimento ad libitum, con ciclos de luz-oscuridad de
12 horas en el laboratorio de experimentacion animal de la Universidad
Complutense de acuerdo con los principios de proteccion de animales de la
directiva 86/609/EU de la legislacion de la Union Europea.

181



EFICACIA Y TOXICIDAD EN DOSIS ALTERNAS

In6culo:

La cepa de Candida albicans SC5314 fue empleada en todos los
experimentos. Para los estudios de infeccion, la cepa fue sembrada en placa
agar de extracto de levadura y dextrosa (Yeast Extract-Dextrose o YED),
lavada dos veces con tampon fosfato salino (Phosphate Buffered Saline o PBS)
y diluido con el mismo tampdn hasta obtener una concentracién de 2*10°

unidades formadoras de colonias (cfu)/ml.

2.2.- Métodos.

2.2.1.- Modelo de infeccion.

La infeccion se realiza mediante la administracion de 0,5 ml de la
suspension de la cepa SC5314 de Candida albicans, cuya concentracion es
2*10° cfu/ml, a través de la vena lateral de la cola de los ratones 72 horas antes

de administrar el tratamiento.

2.2.2.- Administracion del tratamiento.

El tratamiento comienza transcurridas 48 horas tras la inoculacion de
Candida albicans en los ratones. Se procede a la administracion de 0,2 ml de
cada formulacion a los ratones que constituyen cada uno de los grupos de
tratamiento a través de la vena lateral de la cola. Las distintas formulaciones
fueron administradas una vez por semana, recibiendo cada uno de los grupos

cuatro dosis de tratamiento.

Los grupos en los que se clasificaron los ratones se dividen en grupos de

referencia y grupos de las formulaciones estudiadas.
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Los grupos de referencia empleados en estos estudios de dosis multiple
incluyeron un grupo control (no inoculado previamente con Candida albicans) al
que se le administré suero salino al 0,9% y dos grupos tratados con
formulaciones comerciales que fueron Fungizona®, administrada en dosis de 1
mg/kg y AmBisome®, administrado en dosis de 5 mg/kg como se muestra en la
Tabla 1.

3 DOSIS ADMINISTRADA NUMERO DE DOSIS
FORMULACION
(mgl/kg) ADMINISTRADAS
Control 0 4
AmBisome® 5 4
Fungizona® 1 4

Tabla 1.- Relacion de formulaciones de referencias administradas en el estudio de
eficacia y toxicidad en el tratamiento de la candidiasis sistémicas, dosis y numero de

dosis administradas.

Los tratamientos de dosis multiples se encuentran indicados en la Tabla 2
donde se indican no solo las proporciones de anfotericina B y desoxicolato de

sodio sino también las dosis y el numero de dosis recibidos en cada caso.

FORMULACIONES OBJETO DE ESTUDIO

4* AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg)
4* AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg)
1* AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg) + 3*AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg)
2*AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg) + 2*AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg)
4*AMB:DCH 1:4 (5 mg/kg)

Tabla 2.- Relacion de formulaciones objeto de estudio de eficacia y toxicidad en el
tratamiento de la candidiasis sistémicas. AMB:DCH corresponde a la proporcion de
anfotericina B: desoxicolato de sodio administrada en cada caso. Entre paréntesis
aparece la dosis administrada de anfotericina B en cada tratamiento que reciben los

sujetos.
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2.2.3.- Determinacién de la eficacia y toxicidad de los tratamientos.

Las eficacias de los tratamientos se determinan el dia 27, tiempo
establecido desde la primera administracion de cada uno de los tratamientos
mediante el estudio de la supervivencia tanto diaria como al final del ensayo.
Ademas, se estudian los tiempos de supervivencia media (Mean Survival Time
o MST).

Debido a la mayor afinidad de C. albicans por el cerebro y los rifiones, se
realizan estudios de colonizacion a nivel cerebral y renal con el fin de conocer
el aclaramiento del patégeno y la efectividad de los tratamientos administrados
para su erradicacion mediante el recuento de unidades formadoras de colonias

por gramo.

El numero de unidades formadoras de colonias (cfu) se conoce tras la
siembra de los riflones y del cerebro homogeneizados de los ratones. Para ello,
los ratones son sacrificados tras haber sido anestesiados previamente,
extrayendo asépticamente tanto los rifiones como el cerebro. La
homogeneizacion de los o6rganos fue llevada a cabo en 10 ml de tampdn
fosfato salino (PBS). Los érganos homogeneizados fueron sembrados en agar

levadura-dextrosa-cloranfenicol y se incuban durante 48 horas a 37°C.

Sin embargo, a nivel renal, es necesario considerar no solamente el posible
dafio originado por el patégeno sino también la nefrotoxicidad de la anfotericina
B, que puede afectar a la funcionalidad renal. Por esta razon, se analizaron los
valores de creatinina y nitrégeno ureico en plasma y se realizaron estudios para

evaluar su peso y morfologia.

Finalmente, la determinacién de parametros hepaticos, como son la AST y

la ALT, permite determinar la toxicidad de los tratamientos en este tejido.
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3. RESULTADOS.
3.1.- Estudio de la morfologia y funcionalidad renal y hepatica.

A pesar de la presencia de infeccion, los animales tratados con las
formulaciones de referencia Fungizona® y AmBisome® asi como, los tratados
con las nuevas formulaciones estudiadas, presentan, en la mayoria de los
casos, un aspecto normal en sus rifiones (Figura 1) con pesos medios por rifidn
de 0,238 + 0,024 g, resultado similar al que presenta el grupo control de
animales no infectados y al encontrado por otros autores (Larabi, M. y col.,
2004). Solamente dos ratones presentaban una atrofia en uno de los rifiones
(Figura 2). Estos habian recibido una dosis de ataque de anfotericina B (10
mg/kg) de una formulacién en la que la proporcién de principio activo frente al
desoxicolato de sodio era 1:1,5 y tres dosis de mantenimiento de anfotericina B
(3 mg/kg) de una formulacién con una proporcion de la sustancia activa frente

al desoxicolato de sodio de 1:0,8.

Figura 1.- Imagen de rinones morfolégicamente normales tras la administracion a
ratones ICR macho tratados con la mayoria de los animales tratados con las distintas

formulaciones.
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Figura 2.- Alteraciones en el tamaino de los rifilones de uno de los ratones ICR macho
tratado con una dosis de 10 mg/kg de anfotericina B administrado junto al desoxicolato
de sodio en una proporcion 1:1,5 y tres dosis de 3 mg/kg de anfotericina B administrada

junto al desoxicolato de sodio en una proporcién 1:0,8.

Por otra parte, la morfologia hepatica de todos los animales resulté ser
normal, con pesos medios de 1,525 + 0,149 g, sin observarse alteraciones con

respecto al grupo control de animales no infectados.

A pesar de que los objetivos del estudio consistian en la determinacion de la
eficacia y toxicidad de dosis multiples de anfotericina B y desoxicolato de sodio
en el tratamiento de candidiasis sistémicas, en el transcurso del ensayo se
observo, en algunas formulaciones, la aparicion de una zona necrosada en el
punto de inyeccion, observandose en los casos mas severos que, tras varias
administraciones, se llega a producir una necrosis parcial de las colas. Sin
embargo, a pesar de estas lesiones locales, los ratones mostraban un aspecto

saludable.

Concretamente, la aparicién de necrosis en la zona de inyeccidn se observa

tras la administracion de alguno de los siguientes tratamientos:

1. La administracion de 5 mg/kg/semana de anfotericina B en una
formulacion donde la proporcidon de anfotericina B y desoxicolato de
sodio es 1:4. La gravedad de esta necrosis hizo necesaria la

suspension del tratamiento a partir de la segunda semana.
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2. Cuatro dosis de 10 mg/kg/semana de una formulacion de
anfotericina B y desoxicolato de sodio en proporcion 1:1,5.

3. Una dosis de 10 mg/kg de anfotericina B, administrada junto con
desoxicolato sodico en proporcion 1:1,5 y tres dosis de 3
mg/kg/semana de anfotericina B junto con desoxicolato sodico en
proporcion 1:0,8.

4. Dos dosis de 10 mg/kg/semana de sustancia activa, administrada en
una proporcién 1:1,5 con el desoxicolato de sodio y dos dosis de 3
mg/kg/semana de anfotericina B de una formulacién con proporcién

1:0,8 frente al desoxicolato sédico.

Es importante destacar que algunos de ratones mostraron inicialmente
alteraciones neuroldgicas que cursaron con inclinaciéon de la cabeza y andar
erratico, que desaparecen a lo largo del tratamiento con las formulaciones de

anfotericina B.

Por otra parte como ya se ha comentado, la toxicidad también puede ser
evaluada mediante determinacidn de parametros plasmaticos como la
creatinina y del nitrogeno ureico para la toxicidad renal, y el analisis de la
aspartato aminotransferasa (AST) y de la alanino aminotransferasa (ALT) para

evaluar la hepatotoxicidad.

Los valores del estudio de toxicidad renal y hepatica del AmBisome® y la
Fungizona® frente al control de animales no infectados se muestran en la tabla
3. Los parametros de toxicidad renal y hepatica obtenidos tras la administracion
con dosis de 3 y 10 mg/kg/semana de las formulaciones de anfotericina B y
desoxicolato sédico en proporcion 1:0,8 y 1:1,5 respectivamente se encuentran
en la tabla 4, donde se reflejan los parametros bioquimicos tras cuatro dosis de
cada tratamiento. Las tablas 5, 6 y 7 muestran la evoluciéon de los distintos

parametros bioquimicos conforme aumenta el numero de dosis administradas.
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NITROGENO UREICO

FORMULACIONES +S.D CREATININA £ S. D. AST £S.D. ALT £S. D.
(n° dosis / formulacion) (mg/dl) (Ul (Ul
(mg/dl)
4 * Control 25,97 +£2,55 0,23 + 0,06 108,00 + 5,57 39,33 £6,03
4 * AmBisome® 4417 £ 7,77 * 0,20 + 0,00 171,33 + 3,06 * 57,33+7,57*
4 * Fungizona® 28,00 + 2,55 0,35+ 0,06 * 171,00 £ 7,00 * 54,00 + 8,66 *

Tabla 3.- Relaciéon de los valores de toxicidad renal y hepatica obtenida tras la administracion de dosis muiltiples de las

formulaciones de referencia.
S. D. corresponde a la desviacién estandar.

*Probabilidad “t student” significativa (p< 0,05) frente a animales control (sin infeccion).
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NITROGENO

FORMULACIONES CREATININA = S. D. AST +S.D. ALT£S.D.
UREICO % S. D.
° dosis / f laci6 /dl Ui/l uii
(n° dosis / formulacién) (mg/dl) (mg/dl) (Ul (Ul
4*AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg) 37,20 + 2,36* 0,23 + 0,05 150,67 £ 9,71 * 53,33+5,13*
4*AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg) 20,77 3,49 0,30 + 0,00 116,00 + 8,89 34,67 £ 5,03

Tabla 4.- Relacion de los valores de toxicidad renal y hepatica obtenida tras la administraciéon de dosis muiiltiples de las
formulaciones objeto de estudio.

S. D. corresponde a la desviacién estandar.

*Probabilidad “t student” significativa (p< 0,05) frente a animales control (sin infeccion).
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NITROGENO

N° DE DOSIS CREATININA £ S. D. AST%S.D. ALT £S.D.
RECIBIDAS N° RATONES UREICO t S. D.
(ma/di) (mg/dI) (uin) (uin)
1 3 21,50 £ 1,73 0,40 + 0,00 * 269,33+£13,80*  71,33+4,73*
2 3 23,00 £ 2,36 0,33 + 0,06 239,67 +19,35* 64,67 +4,51*
3 2 25,30 £ 2,85 0,33+ 0,06 223,67 +2589*  51,67+6,03*
4 4 20,77 3,49 0,30 £ 0,00 116,00 + 8,89 34,67 + 5,03

Tabla 5.- Datos de toxicidad renal y hepatica obtenidos tras la administracion de las sucesivas dosis en los tratamientos de
candidiasis sistémicas con dosis de 10 mg/kg de anfotericina B administrada junto desoxicolato de sodio en una proporcion

1:1,5.
S. D. corresponde a la desviacién estandar.

*Probabilidad “t student” significativa (p< 0,05) frente a animales control (sin infeccion).
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NITROGENO

N° DE DOSIS N° CREATININA = S. D. AST +S.D. ALT£S.D.
UREICO * S. D.
RECIBIDAS RATONES (mg/dl) (uin (uin
(mg/dl)

1 3 21,50 +1,73* 0,40 + 0,00* 269,33+ 13,80 * 71,33+4,73*
2 2 32,40 £ 10,18 0,30+ 0,10 174,33 £24,58 * 41,33 £ 12,05
3 3 27,37 £ 4,40 0,30 + 0,00 189,67 + 34,93 * 55,33+ 11,15
4 5 29,03 + 6,93 0,34+ 0,06 * 161,75+ 14,89 * 45,50 + 3,42

TABLA 6.- Datos de toxicidad renal y hepatica obtenidos tras la administracion de las sucesivas dosis en los tratamientos
de candidiasis sistémicas con una primera dosis de 10 mg/kg de anfotericina B administrada junto desoxicolato de sodio
en una proporcion 1:1,5 y con tres dosis posteriores de 3 mg/kg de anfotericina de B administrada junto desoxicolato de
sodio en una proporcién 1:0,8.

S. D. corresponde a la desviacién estandar.
*Probabilidad “t student” significativa (p< 0,05) frente a animales control (sin infeccion).
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N° DE DOSIS N© NITROGENO UREICO CREATININA£S.D.  AST%S.D. ALT £S.D.
RECIBIDAS RATONES +S. D. (mg/dl) (mgldi) uin) i)
1 3 21,50 + 1,73 0,40 + 0,00* 269,33+ 13,77* 71,33+4,73*
2 3 23,00 + 2,36 0,33 + 0,06 239,67 +19,35* 64,67 +4,51*
3 3 32,40 + 10,18 0,30 + 0,10 174,33 £2458* 41,33 + 12,06
4 4 2413 4,63 0,25 + 0,06 151,67 £13,056* 55,50 +5,69 *

TABLA 7.- Datos de toxicidad renal y hepatica obtenidos tras la administraciéon de las sucesivas dosis en los
tratamientos de candidiasis sistémicas con dos dosis iniciales de 10 mg/kg de anfotericina B administrada
junto desoxicolato de sodio en una proporcién 1:1,5 y dos dosis posteriores de 3 mg/kg de anfotericina de B

administrada junto desoxicolato de sodio en una proporcién 1:0,8.
S. D. corresponde a la desviacién estandar.
*Probabilidad “t student” significativa (p< 0,05) frente a animales control (sin infeccion).
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La alteraciéon de la funcionalidad renal se estudia mediante la determinacion

tanto de la creatinina como del nitrégeno ureico presente en plasma.

Los resultados obtenidos de ambos parametros de toxicidad renal tras el
tratamiento con AmBisome® muestran en primer lugar valores de creatinina
(0,20 = 0,00 mg/dl) similares a los del grupo control (0,23 £ 0,06 mg/dl),
mientras que los valores de nitrdgeno ureico se encuentran significativamente
(p< 0,05) elevados (44,17 + 7,77 mg/dl) lo que coincide con lo observado
previamente por otros autores (Espada, R. y col., 2008b; Larabi, M. y col., 2004
y Olson, J.A. y col., 2008). Los parametros de hepatotoxicidad AST y ALT
analizados tras el tratamiento con AmBisome® (171,33 + 3,06 Ul/l y 57,33 +
7,57 Ul/l respectivamente) fueron significativamente diferentes (p<0,05) a los
observados en el grupo control. En el caso de los tratamientos con Fungizona®,
el parametro mas relevante es su elevado valor de creatinina (0,35 + 0,06
mg/dl), indicativo de una mala funcionalidad renal. Por otra parte, esta
formulacién presenta valores de AST y ALT (171,00 + 7,00 Ul/l y 54,00 + 8,66
Ul/l respectivamente) que tambien difieren significativamente (p<0,05) de los
del grupo control, aun cuando la dosis administrada de anfotericina B fue 5
veces inferior a la administrada con AmBisome®. Las diferencias de los
parametros de toxicidad renal y hepatica observadas tras la administracion de
ambas formulaciones comerciales de anfotericina B posiblemente indica una
distribucion en el organismo diferente del farmaco a partir la formulacion
liposomial lo que coincide con lo observado por otros autores (Khan, M.A. y
Owais, M.; 2006; Larabi, M. y col., 2004).

La administracion de cuatro dosis de 3 mg/kg de la formulacion de
anfotericina B y desoxicolato de sodio 1:0,8 muestra unos resultados de
creatinina (0,23 £ 0,05 mg/dl) no alterados frente al control como ocurria tras la
administraciéon de la formulacién comercial AmBisome®. Ademas, sus altos
valores de nitrégeno ureico sugieren la existencia de mecanismos similares de
recirculacién in vivo a los de la formulacién patrén de AmBisome®. Por otra
parte los valores de AST y ALT elevados pueden ser atribuidos tanto a la

hepatotoxicidad de la anfotericina B como a la candidiasis.
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La administracion de cuatro dosis elevadas de anfotericina B (10 mg/kg),
empleando formulaciones que contienen altas proporciones de desoxicolato de
sodio (1:1,5) produce mayores valores de nefrotoxicidad, como se puede
observar en la tabla 4, alcanzando niveles de creatinina de 0,30 + 0,00 mg/dlI
aunque sin diferencia significativa con el grupo control (p>0,05), sin que
tampoco existan diferencias significativas en sus valores de AST y ALT frente
al grupo control (p>0,05). Ademas, es de destacar, que la forma poliagregada
de esta formulacion permite la administracion de dosis diez veces superiores a
la de la Fungizona con mejores resultados de todos los parametros bioquimicos
analizados. Los resultados elevados de creatinina que aparecen tras la primera
dosis (Tabla 5) sugieren que estos mayores valores de nefrotoxicidad vy
hepatotoxicidad podrian ser consecuencia de su alto nivel de infecciéon. Asi
mismo, el hecho de que tras 4 semanas de tratamiento (4*AMB:DCH 1:1,5y 10
mg/kg) las enzimas AST y ALT muestren valores similares al grupo control
confirma que en la formulacién anteriormente administrada de 4*AMB:DCH
1:0,8 (3 mg/kg) los altos valores de estas enzimas de deben atribuir a la

infeccidon y no a la toxicidad de la anfotericina B.

La administracion sucesiva de una segunda y una tercera dosis de
AMB:DCH 1:1,5 y 10 mg/kg (ver tabla 5) hacen que disminuyan
progresivamente los valores de AST y ALT aunque son significativamente
(p<0,05) superiores a los mostrados por el grupo control. Siendo necesaria la
cuarta dosis para alcanzar valores cercanos a la normalidad (116,00 + 8.89 Ul/I
de AST y 34,67 + 5,03 Ul/l de ALT). Asi mismo, los valores de creatinina
mejoran tras la administracion de las cuatro dosis AMB:DCH 1:1,5 y 10 mg/kg
pasando de valores desde 0,40 mg/dl hasta 0,30 mg/dl. Estos resultados
permiten considerar que esta formulacidon presenta una elevada nefrotoxicidad
al inicio del tratamiento y que mejora claramente a lo largo del mismo. Por otra
parte es importante destacar que, con este tratamiento, no se produjo ninguna
muerte en los ratones y que los valores de creatinina, AST y ALT son mejores

que los que se obtienen tras el tratamiento con Fungizona®.
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Sin embargo, la toxicidad local (necrosis) en la zona de inyeccién con este
tratamiento de 4*AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg/semana), hacen interesante la
elaboraciéon de un nuevo estudio combinando una o varias dosis altas de
anfotericina B, consideradas como dosis de choque, donde la proporcion de
anfotericina B respecto al desoxicolato sddico sea 1:1,5, con dosis inferiores
que se pueden considerar como dosis de mantenimiento donde la proporcidn

de sustancia activa frente al tensioactivo sea de 1:0,8.

Al administrar una primera dosis elevada de anfotericina B (10 mg/kg) con
proporciones altas de desoxicolato sddico (1:1,5) seguida de tres dosis bajas
(3 mg/kg) con proporciones menores de desoxicolato de sodio (1:0,8) se
observaron menos efectos tdxicos locales en la zona de administracion que
tras la administracién del tratamiento 4*AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg/semana). En
cuanto a los parametros bioquimicos (ver tabla 6) se observa que los valores
de creatinina son significativamente (p<0,05) elevados al final del estudio (0,34
+ 0,05 mg/dl) lo que implica un efecto nefrotoxico. Se han encontrado efectos
adversos similares en el analisis de la hepatotoxicidad en estos estudios,
alcanzando niveles de 161,75 + 14,89 Ul/l en el caso de la AST y de 45,50 +
3,42 Ul/l para la ALT). En ambos casos se observa que sus valores de
creatinina, AST y ALT al final del estudio son mejores que los que presenta la
formulacién de Fungizona® (ver tabla 3). La nefro y hepatotoxicidad que
presenta este tratamiento no parece que puedan ser atribuidas en este caso a
la anfotericina B ya que el tratamiento con cuatro dosis de AMB:DCH 1:1,5y 10
mg/kg no presentaba al final del estudio esta toxicidad hepatica aun
habiéndose administrado dosis de farmaco mas de tres veces superiores y
ademas su nefrotoxicidad fue menor que este tratamiento con dosis
combinadas. Por lo tanto, en este caso, tanto la nefro como la hepatotoxicidad

se pueden atribuir posiblemente a una incompleta erradicacion de la infeccién.

En el caso del tratamiento en el que se administran dos dosis elevadas de
anfotericina B (10 mg/kg/semana) con proporciones altas de desoxicolato
(1:1,5), seguidas de dos dosis de 3 mg/kg con proporciones menores de

desoxicolato sédico (1:0,8) produjo menor toxicidad local en la zona de
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inyeccion que el tratamiento 4*AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg/semana). En cuanto
a la nefrotoxicidad, se obtiene una mejora con respecto al tratamiento con una
dosis de choque y tres de mantenimiento ya que los valores de creatinina
pasan de valores de 0,34 £ 0,05 a 0,25 + 0,06 mg/dl en el tratamiento con dos
dosis de choque y dos de mantenimiento (ver tablas 6 y 7 respectivamente).
Este hecho se atribuye a un mejor efecto erradicador de la infecciéon de C.
albicans. Este tratamiento de dos dosis de choque y dos de mantenimiento
presenta valores de AST y ALT elevados aunque van disminuyendo a lo largo
del mismo. Dado que la formulacion 4*AMB:DCH 1:1,5 a 10 mg/kg presenté al
final del estudio valores normales de AST y ALT, nuevamente se concluye que
los valores elevados en este caso se deben atribuir principalmente a la

infeccion y no tanto al farmaco.

Estos resultados indican que seria adecuado realizar el tratamiento lo antes
posible para disminuir la nefro y hepatotoxicidad producidas por la infeccion por

C. albicans.

3.2. Estudio de la eficacia de los tratamientos de anfotericina B y

desoxicolato de sodio.

La eficacia de los tratamientos esta determinada por la supervivencia de los
animales a lo largo y al final del ensayo tanto para las formulaciones de
referencia, el AmBisome® y la Fungizona®, como las nuevas formulaciones
objeto de estudio. Ademas, al finalizar los estudios se realizaron las siembras
de los rifiones y los cerebros previamente homogeneizados tras el sacrificio de
los roedores. Estos érganos son los mas susceptibles de padecer infecciones
por Candida spp.

La supervivencia de los distintos tratamientos se muestra en la Figura 3.
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Figura 3.- Supervivencia diaria expresada en porcentaje. AMB:DCH representa la
proporcién de anfotericina B y desoxicolato de sodio en cada una de las formulaciones

objeto de estudio y el nimero de dosis que reciben en los distintos tratamientos.

En la figura 4 se muestra la supervivencia tras cada una de las
formulaciones al final del estudio, transcurridos los 27 dias desde el inicio de

los tratamientos.
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Figura 4.- Supervivencia expresada en porcentaje transcurrido el ensayo. AMB:DCH
representa la proporcion de anfotericina B y desoxicolato de sodio en cada una de las
formulaciones objeto de estudio asi como el niumero de dosis que reciben en los

distintos tratamientos.
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Otro de los parametros analizados consiste en la determinacion de los
tiempos medios de supervivencia (Mean Survival Time o MST) para las
formulaciones de referencia AmBisome® y Fungizona® como se indica en la

Tabla 8 y para las formulaciones objeto de estudio, indicados en la Tabla 9.

N° RATONES
FORMULACION MST (DIiAS) £ S. D. SUPERVIVIENTES/
N° RATONES INICIALES
4*AmBisome® (5 mg/kg) > 27,00 3/3
4*Fungizona® (1 mg/kg) > 27,00 4/4

Tabla 8.- Tiempos medios de supervivencia obtenidos al finalizar el ensayo. S. D.
corresponde a la desviacion estandar obtenida tras la administracion de las

formulaciones de referencia.

N° RATONES
FORMULACION MST (DiAS) £ S. D. SUPERVIVIENTES/
N° RATONES INICIALES
4* AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg) > 27,00 3/3
4* AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg) 23,43 £ 9,45 6/7
1* AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg) +
23,00 £ 9,80 5/6
3* AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg)
2* AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg) +
19,00 £12,39 4/6

2* AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg)

Tabla 9.- Tiempos medios de supervivencia obtenidos al finalizar el ensayo. S. D.
corresponde a la desviacion estandar obtenida tras la administracion de las

formulaciones objeto de estudio.

La supervivencia de aquellos animales que han recibido las formulaciones
de referencia, es decir, AmBisome® y Fungizona® fue del 100% (MST >27). La
supervivencia también fue total en el grupo de ratones que ha recibido como
tratamiento la formulacion constituida por anfotericina B y desoxicolato de sodio
en una proporcion 1:1,5 en dosis de 10 mg/kg/semana (MST >27). Esta

formulacién alcanzaba niveles maximos de supervivencia habiendo recibido los
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animales de experimentacion una dosis de anfotericina B doble a las
administradas en el tratamiento con AmBisome® y diez veces superior a la de
la Fungizona®. Finalmente, se observa como disminuye la supervivencia al
administrar como tratamiento cuatro dosis de 3 mg/kg de anfotericina B junto
con desoxicolato sédico en proporcion 1:0,8, alcanzando niveles de 85,71%
(MST 23,43 + 9,45).

La administracion de una dosis de ataque y tres dosis de mantenimiento
presenta una supervivencia del 83,33% (MST 23,00 £ 9,80) mientras que la
administracion de dos dosis de ataque seguidas de dos dosis de
mantenimiento disminuye la supervivencia al 66,67% (MST 19,00 £12,39). En
la Figura 3 se puede observar que la disminucion de la supervivencia se origina
en todos los grupos de animales durante los tres primeros dias del estudio,
manteniéndose la supervivencia posteriormente de todos los animales a lo
largo del ensayo. Por lo tanto en el caso de los tratamientos de dosis alternas
con una o dos dosis de choque seguidas por varias de mantenimiento las
diferencias de mortalidad se producen antes de la segunda dosis y por lo tanto
en tres de los grupos de tratamiento los animales habian recibido una unica
dosis de 10 mg de anfotericina B de una misma formulacion (AMB:DHC 1:1,5)
en el momento de su fallecimiento por lo que esta mortalidad no puede
atribuirse a diferencias en el tratamiento sino que debe atribuirse a una
diferente respuesta de los animales a la sobreinfeccion inicial. Una respuesta
analoga de mortandad al inicio del estudio fue observada por Espada y col en
un modelo de infeccion por candidiasis en ratones similar (Espada, R. y col.,
2008b). Sin embargo, es de destacar que todas las formulaciones permiten la
supervivencia de todos los animales desde el tercer dia hasta finalizar el

estudio.
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3.3.- Estudio de la colonizacion a nivel renal y cerebral por Candida

albicans.

Otro estudio que permite verificar la eficacia de los tratamientos consiste en
la determinacién en placa de unidades formadoras de colonias a partir de

homogenizados cerebrales y renales.

La determinacion de la eficacia de los tratamientos a nivel microbioldgico
fue realizado previamente por van Etten, EW.M. y col., 1998, que estudian la
administracion de dosis mdiltiples de AmBisome® y una dosis Unica de
Fungizona® frente a un tratamiento que combina ambas formulaciones en
ratones leucopénicos con infeccion por C. albicans. El tratamiento combinado
con ambas formulaciones permiti6 observar una disminucion de la infeccion
superior a dos unidades logaritmicas al tercer dia post-infeccion. Estos autores
determinaron que la eficacia del tratamiento del AmBisome® podia ser
mejorada tras la administracién de una dosis baja (0,1 mg/kg) de Fungizona®

en las primeras fases del tratamiento de candidiasis severa.

Otros autores como Espada, R. y col., 2008a, realizan estudios de eficacia
tras la administracion de anfotericina B poliagregada de dosis de 5 mg/kg los
dias 3; 10; 17; 25; 32 y 38 post-infeccion. La administracion de estos
tratamientos mostré un aclaramiento de la infeccion en el 25% de los ratones
tratados, valor que duplica al obtenido en los roedores que han recibido dosis

de 1 mg/kg de Fungizona®.

En nuestros trabajo, los animales tratados con las formulaciones de
referencia, es decir, AmBisome® y Fungizona® dieron lugar a la ausencia de
unidades formadoras de colonias a nivel cerebral. Igualmente los nuevos
tratamientos realizados mostraron ausencia de unidades formadoras de
colonias a nivel cerebral al final de los mismos a excepcion del tratamiento
4* AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg). En este caso, el 40% de los roedores que

finalizaron el estudio presentan colonizacion cerebral, alcanzando 2,47
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* 0,49 log cfu/g. Por lo tanto, todos los tratamientos que se inician con dosis de
choque de 10 mg de anfotericina B en su forma poliagregada AMB:DCH 1:1,5
son eficaces para erradicar la candidiasis cerebral.

Los niveles de colonizacion renal presentan una elevada variabilidad
dependiendo de la formulacién empleada. En la Tabla 10 se muestran los

niveles de colonizacion renal, expresado en log cfu/g.

TRATAMIENTO Log,o cfu/g £ S. D.
4* AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg) _x
4* AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg)' 5,622 + 0,441
1* AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg) + 3* AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg)? 5,591 + 0,702
2* AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg) + 2* AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg) _

Tabla 10.- Colonizacién renal de ratones ICR machos infectados por Candida albicans
tras el tratamiento en dosis multiple con las formulaciones objeto de estudio, expresada
en unidades logaritmicas. S. D. corresponde a la desviacion estandar.

' indica que uno de los roedores ha presentado un aclaramiento total del patégeno a
nivel renal.

% indica que dos roedores han presentado un aclaramiento total del patégeno a nivel

renal.

'°2Estos ratones no se han incluido en la media.

" indica que todos los roedores han presentado un aclaramiento total de la infeccion a

nivel renal.

En cuanto a los niveles de colonizacion renal, los resultados son diferentes
en funcion del tipo de tratamiento. La administracion de dosis repetidas de 5
mg/kg de AmBisome® asi como el tratamiento con cuatro dosis de 10 mg/kg de
formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de sodio en proporcién 1:1,5

permitieron la erradicacion del agente patogeno a nivel renal.

Este mismo buen resultado se obtuvo también al tratar las candidiasis
sistémicas tras la administracion de dos dosis de 10 mg/kg de anfotericina B y
desoxicolato de sodio en proporcion de 1:1,5 y dos dosis de mantenimiento de

3 mg/kg de anfotericina B administrada junto a desoxicolato sédico en una
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proporcion 1:0,8. Sin embargo, es de destacar que la ausencia de unidades
formadoras de colonias a nivel renal se alcanza en este tratamiento con una
dosis similar de anfotericina B total (26 mg/Kg/4 semanas) en el estudio que en
el tratamiento con AmBisome® (20 mg/Kg/4 semanas) y con una dosis de
farmaco menor que en el tratamiento de 4* AMB:DCH 1:1,5 (40 mg/Kg/4

semanas).

La ausencia de unidades formadoras de colonias en todos los 6rganos al
final del estudio soOlo se puede explicar en esta ultima formulacion, 2*
AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg) + 2* AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg), si se tiene en
cuenta que el descenso en la supervivencia a valores de (66,67%) se produce
en los tres primeros dias después del tratamiento lo que indica que su muerte
se debe a la elevada infeccién inicial y que posteriormente no se producen
nuevas muertes y la candidiasis es erradicada tanto a nivel renal como

cerebral.

Los tratamientos con Fungizona® presentaron en el 25% de los roedores

una elevada colonizacion (5,697 log cfu/g) a nivel renal.

Tratamientos de dosis multiples con 3 mg/kg de formulaciones de
anfotericina B y desoxicolato de sodio en una proporcién 1:0,8 no resultan
efectivos ya que presentan una colonizacién a nivel renal de 5,622 + 0,441 log
cfu/g en el 80% de los animales. El aclaramiento de la infeccién tras la
administracion de una dosis de ataque (10 mg/kg de anfotericina B
administrada junto al desoxicolato en proporcion 1:1,5) y tres dosis de
mantenimiento (3 mg/kg de formulaciones de anfotericina B y desoxicolato de
sodio en una proporcion 1:0,8) presenta niveles de 5,591 + 0,702 log cfu/g

aunque, en este caso, el crecimiento se observa en el 60% de los roedores.

La eficacia encontrada tras la administracion de un tratamiento con cuatro
dosis repetidas de 10 mg/kg de principio activo en formulaciones de
anfotericina B y desoxicolato de sodio en proporcion 1:1,5 es similar a los

tratamientos de referencia. Cuando se combinan dos formulaciones a lo largo
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de un tratamiento, unicamente el tratamiento que utiliza dos dosis de ataque de
anfotericina B (10 mg/kg) y dos dosis de mantenimiento (3 mg/kg) obtiene
buenos resultados de eficacia y menos efectos toxicos que el tratamiento
1* AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg) + 3* AMB:DCH 1:0,8 (3 mg/kg). La
administracién de una sola dosis de ataque y tres dosis de mantenimiento
resulta, por lo tanto, insuficiente para el tratamiento de la candidiasis a nivel
renal. Ademas, si se compara la administracion de 3 mg/kg de una formulacion
de anfotericina B y desoxicolato de sodio frente a la administracién de una
dosis de ataque de 10 mg/kg de principio activo y tres dosis de mantenimiento
se aprecia que los niveles de colonizacion fueron similares (5,622 + 0,441
frente a 5,591 + 0,702 log cfu/g), no mejorando la eficacia la administracion de

la dosis de choque.
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4.- DISCUSION.

El aumento de los valores de los parametros bioquimicos analizados,
nitrdgeno ureico, creatinina, AST y ALT con los distintos tratamientos esta
relacionado tanto por la toxicidad de la anfotericina B como por elevados

grados de infeccion de los animales.

La administracion de un tratamiento con la anfotericina B en forma
poliagregada en dosis bajas (4* AMB:DCH 1:0,8 a 3 mg/kg) mostré parametros
de creatinina similares a los de la formulacion de AmBisome® aunque este
tratamiento ha resultado ser insuficiente para erradicar la candidiasis. Los
animales sometidos a este tratamiento mostraron niveles de colonizaciéon por
Candida albicans tanto a nivel renal como cerebral al final del mismo. Por lo
tanto, es necesaria la administracion de dosis mas elevadas de anfotericina B

poliagregada.

El tratamiento con dosis elevadas durante las cuatro semanas de
anfotericina B poliagregada (AMB:DCH 1:1,5 a 10 mg/kg) ha demostrado ser
eficaz para erradicar la infeccion tanto a nivel renal como cerebral aunque los
animales presentaron niveles de creatinina ligeramente elevados al final del
estudio (0,30 mg/dl) pero que no difieren significativamente (p<0,05) de los
obtenidos en el grupo control y que son inferiores a los que presentaron los
animales tratados con Fungizona® (0,35 mg/dl). Concretamente se observa un
descenso de los valores de creatinina de 0,40 mg/dl a 0,3 mg/dl y de AST de
269,33 Ul/l a 116,00 Ul/l a lo largo del tratamiento. Sin embargo, este
tratamiento produce toxicidad local en la zona de inyeccion, originando una
necrosis local que se agrava progresivamente al realizar todas las inyecciones

en la misma zona.
Por lo tanto, con la finalidad de disminuir la dosis total de anfotericina B

administrada y asi su toxicidad local y su ligera alteracion renal, se ha

estudiado la administraciéon de dos formulaciones diferentes a lo largo del
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tratamiento comenzandose con la administracion de una o dos dosis de choque
con la formulacion AMB:DCH 1:1,5 a 10 mg/kg en los momentos de mayor
sobreinfeccion, para seguidamente continuar con una menor dosis de
anfotericina B poliagregada durante el resto del tratamiento para eliminar la

infeccion sin producir tantos danos renales.

Cuando se utiliza solo una dosis de 10 mg/kg de una formulacion de
anfotericina B y desoxicolato sédico en proporcion 1:1,5, combinada con tres
dosis de 3 mg/kg de anfotericina B y desoxicolato de sodio en proporcion 1:0,8,
se observa que al final del estudio el 60% de los animales presento
colonizacion renal por C. albicans por lo que el tratamiento ha resultado ser
insuficiente. Asi mismo, los parametros bioquimicos de creatinina, AST y ALT
de este grupo fueron elevados aunque disminuyeron a lo largo del tratamiento y
fueron inferiores a los presentados por los animales tratados con Fungizona®.
Sin embargo, es de destacar que la hepatotoxicidad en este caso debe
atribuirse en mayor medida a la infeccién ya que los valores de las enzimas
AST y ALT fueron mayores que las presentadas por el grupo tratado con cuatro

dosis elevadas de anfotericina B poliagregada (AMB:DCH 1:1,5 a 10 mg/kg).

El tratamiento con dos dosis de choque iniciales de anfotericina B
poliagregada (AMB:DCH 1:1,5 a 10 mg/kg) seguida de dos dosis inferiores
(AMB:DCH 1:0,8 a 3 mg/kg) erradicé la candidiasis tanto a nivel renal como
cerebral y sus valores de creatinina fueron mejores que los observados en el
tratamiento de cuatro dosis elevadas de anfotericina B poliagregada. In
embargo los valores de AST y ALT fueron ligeramente mayores que los
observados en el tratamiento de cuatro dosis elevadas de anfotericina B
poliagregada lo que induce a pensar que estos valores de hepatotoxicidad
deben atribuirse a la candidiasis. En cualquier caso, este tratamiento indujo una
menor toxicidad renal y hepatica que la observada en el grupo tratado con
Fungizona® y lo que es mas importante erradicé la candidiasis a nivel renal lo
que no se logré con el tratamiento con la formulacién comercial de Fungizona®.

Este tratamiento presenta la ventaja frente al tratamiento de cuatro dosis de la
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formulacion AMB:DCH 1:1,5 (10 mg/kg) de tener una menor toxicidad local en

la zona de inyeccion.
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CONCLUSIONES

1-Los estudios espectrofotométricos demuestran que la anfotericina B incluida
en las nuevas formulaciones que contienen distintas proporciones de
desoxicolato de sodio se encuentra mayoritariamente en un estado
poliagregado. El tamafio de particula de estos poliagregados sigue una
distribucion bimodal con una fraccidn mayoritaria con tamafos entre 734 vy
334 nm. Las formulaciones AMB:DCH 1:0,8 y AMB:DCH 1:1,5 son las que

presentan menores poblaciones de particulas de gran tamano (>4300 nm).

2- Las nuevas formulaciones de poliagregados de anfotericina B y desoxicolato
de sodio alcanzan concentraciones de anfotericina B similares al AmBisome®
en higado y bazo cuando se administran a dosis de 5 mg/Kg, mientras que a
nivel renal se obtienen concentraciones del orden de 3 veces superiores. Estas
elevadas concentraciones en los 6rganos diana de las infecciones por Candida

albicans seran especialmente importantes para su erradicacion.

3- Cuando las dosis de anfotericina B administradas son 4 veces superiores a
la concentracién minima inhibitoria el efecto postantifungico es igual o superior
a 24 h en todas las nuevas formulaciones que contienen desoxicolato de sodio
lo que puede ayudar a evitar reinfecciones en los tratamientos que se

administran cada 24 h.

4- La nueva formulacion con proporciones anfotericina B: desoxicolato de sodio
1:1,5 presenta menor efecto hemolitico que las formulaciones comerciales
AmBisome® y Fungizona®. Proporciones de este tensioactivo iguales o

superiores a 2 aumentan excesivamente el efecto hemolitico.
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5- Los tiempos medios de supervivencia obtenidos tras la administracion de
una dosis unica de 3 mg/kg de las formulaciones AMB:DCH 1:0,8 y AMB:DCH
1:1,5 fueron mayores que los obtenidos con la formulacion comercial
Fungizona® tras una dosis de 1 mg/kg de anfotericina B. La administracién de
las nuevas formulaciones a una dosis de 5 mg/kg consigue tiempos medios de
supervivencia similares a los obtenidos tras la administracion de la formulacién

comercial AmBisome® a la misma dosis.

6- La administracion de dosis multiples de las nuevas formulaciones (AMB:DCH
1:0,8 y AMB:DCH 1:1,5) demuestra que el tratamiento de cuatro semanas con
dosis de 5 mg/kg/semana consigue erradicar la infeccién cerebral en todos los
animales analizados. Asi mismo, los niveles de colonizacion renal disminuyen
en al menos una unidad logaritmica al final del estudio en los animales
infectados frente al mismo tratamiento con dosis menores (3 mg/kg/semana),

mientras que los valores de creatinina sérica no se encuentran alterados.

7- A medida que aumenta la proporcion de desoxicolato de sodio en las
formulaciones aumenta el porcentaje de animales que presentan una
erradicacion total de la infeccién a nivel renal, pasando de un 20% a un 43%
para las proporciones de 0,8 y 1,5 respectivamente, tras la administracion de

dosis multiples de 5 mg/kg/semana.

8- El tratamiento con dosis elevadas durante las cuatro semanas de
anfotericina B poliagregada (AMB:DCH 1:1,5 a 10 mg/kg/semana) ha
demostrado ser eficaz para erradicar la infeccion tanto a nivel renal como
cerebral y los niveles de creatinina fueron inferiores a los que presentaron los
animales tratados con Fungizona® con dosis de 1 mg/kg/semana aunque los

animales presentaron necrosis local en el punto de inyeccion.
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9- El tratamiento con dos dosis de choque iniciales de anfotericina B
poliagregada (AMB:DCH 1:1,5 a 10 mg/kg/semana) seguida de dos dosis
inferiores (AMB:DCH 1:0,8 a 3 mg/kg/semana) presenta menor necrosis local
en el punto de inyeccion que el tratamiento de cuatro dosis semanales de
AMB:DCH 1:1,5 a 10 mg/kg/semana. Iguala los valores de AST y ALT que se
obtienen con la formulacién comercial AmBisome® (5 mg/kg/semana) y se
obtiene un nivel de creatinina similar al del grupo control. Este tratamiento

erradica la candidiasis tanto a nivel renal como cerebral.
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