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1. DATOS DEL CENTRO

El presente Trabajo de Fin de Grado (TFG) ha sido desarrollado durante mi estancia
en el Grup de Micologia i Microbiologia Ambiental (gMMA) de la Unitat de
Microbiologia de la URV, dirigido por el Dr. Josep Guarro. La Unitat forma parte del
Departament de Ciencies Médiques Basiques, ubicado en la Facultat de Medicina i

Ciéncies de la Salut, formando parte el Campus Bellissents de Reus.

Dentro del grupo, hay tres secciones con lineas de investigacion y objetivos
diferenciados. Dos de ellas, la seccion de Micologia Médica y la de Biodiversidad
Fungica, se centran en el estudio de los hongos; mientras que la seccién de
Microbiologia Ambiental tiene como objeto de estudio aquellas bacterias patégenas

para el ser humano que se transmiten a través del agua.

Los estudios recogidos en el presente TFG se realizaron durante los meses de
marzo a junio en el gMMA, seccion Micologia Médica, cuyo responsable es el Dr
Javier Capilla. La seccion de Micologia Médica centra su investigacion en el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas contra infecciones fungicas de dificil
tratamiento. Esta Seccion explora la actividad in vitro y la eficacia in vivo de nuevos
farmacos, de nuevas formulaciones de farmacos ya comercializados asi como la
optimizacién de tratamientos con el fin de mejorar la eficacia. Asimismo, también se
realizan estudios sobre los factores fangicos responsables de la infectividad de los

hongos y asi contribuir al desarrollo de nuevos farmacos.

Pagina | 1



2. RESUMEN

Los hongos son organismos eucariotas con aplicaciones tanto en el mundo de la
industria biotecnolégica como en el ambito ecoldgico. A pesar de presentar estas
caracteristicas, en las dos Ultimas décadas, la incidencia de infecciones fungicas se
ha visto incrementada debido a patégenos emergentes de caracter oportunista que
afectan principalmente a pacientes inmunocomprometidos. Los géneros mas
frecuentemente aislados en clinica y responsables de infecciones graves son
Candida y Aspergillus. En la actualidad, el tratamiento a este tipo de infecciones se
encuentra limitado debido a la poca variedad de antifungicos, las pocas dianas
terapéuticas que se han estudiado, la toxicidad de los farmacos y los mecanismos
de resistencia desarrollados por diversas especies. Los triazoles, azoles de
segunda generacién, son los antifingicos mas usados en la actualidad. En
particular, el voriconazol es el primer recurso terapéutico utilizado para tratar la
aspergilosis y algunos tipos de candidiasis. Este farmaco tiene un amplio rango de
aplicacion y es facil de administrar via oral pero presenta ciertas limitaciones:
hepatotoxicidad y farmacocinética y biodistribucién variable. Las nuevas
formulaciones de voriconazol analizadas en el estudio, se caracterizan por la
formacién de sistemas micelares que albergan el voriconazol en su nucleo
hidrofébico. Ademas de favorecer la permeabilidad y la solubilidad del compuesto,
los sistemas micelares pueden alterar la farmacocinética y biodistribucion y de esta
forma modular su toxicidad. Por tanto, las nuevas formulaciones micelares podrian
aumentar la eficacia del voriconazol en infecciones flngicas. En el estudio se
desarroll6 un analisis de la actividad in vitro, biodistribucion, toxicidad y eficacia de
las nuevas formulaciones micelares. A pesar de que la actividad antifingica in vitro
no mostrd diferencias significativas, la biodistribucion de una de las formulaciones
presento una reduccion de la toxicidad a nivel hepatico con respecto al voriconazol

de referencia.

Palabras clave: patdgenos oportunistas; Candida; Aspergillus; voriconazol,

hepatotoxicidad; biodistribucion; fomulaciones micelares.
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3. INTRODUCCION

Los hongos son organismos eucariotas pertenecientes al reino Fungi que pueden
ser unicelulares, pluricelulares o dimorficos (pueden presentar ambas morfologias
segun las condiciones de crecimiento). Los hongos se caracterizan por no presentar
sistema vascular y nutrirse por absorcion, previa digestion del sustrato en el que
crecen. Poseen una pared celular compleja caracterizada por su elevado contenido
en quitina y glucanos. Ademas, su membrana plasmatica tiene un alto contenido en
ergosterol, importante para la fluidez de la membrana, el trafico transmembranal y
por ser una de las principales dianas de los compuestos antifungicos (Kirk et al.,
2008). La taxonomia de los hongos es compleja y esta sujeta a continuos cambios,
especialmente desde el uso de herramientas moleculares para su caracterizacion.
En la actualidad el reino Fungi se encuentra dividido en dos subreinos: Dikaria
(incluye Ascomycota y Basidiomycota) y el lamado “Hongos basales” que incluye a
los Mucorales entre otros. La mayoria de los hongos patégenos pertenecen a la
division Ascomycota, tanto los levaduriformes como los filamentosos. Entre los
hongos levaduriformes de mayor interés clinico debido a su elevada incidencia,
encontramos el género Candida y dentro de los filamentosos el género Aspergillus
(Guarro, 2012).

Desde el punto de vista ecoldgico, los hongos tienen gran importancia debido a su
capacidad de degradar materia organica contribuyendo asi al reciclaje de fuentes
de carbono y energia en los ecosistemas ya que la mayoria de especies fangicas
son sapréfitas. Ademas de relaciones saprofitas, los hongos se relacionan con otros
organismos estableciendo relaciones mutualistas (liguenes y micorrizas) y
parasiticas (micosis en plantas, otros hongos y animales incluyendo el ser humano)
(Guarro, 2012).

En las dltimas décadas, los hongos han ganado interés tanto biotecnolégico como
comercial, debido a su capacidad de producir metabolitos secundarios que son de
interés en el sector industrial. De la misma forma, algunas levaduras son capaces

de fermentar azucares lo cual hace posible su uso para la produccién de alcohol
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etilico, asi como la generacion de biocombustibles a partir de sustratos ricos en
almidon (Fisher et al., 2013).

A pesar del uso beneficioso para la sociedad que se les puede dar a estos
organismos, también causan infecciones graves en plantas comportando grandes
pérdidas econdmicas en los cultivos, y en seres humanos causando una elevada
morbilidad y mortalidad (Guarro, 2012).

Los hongos son capaces de provocar infecciones superficiales en los seres
humanos (afectando mucosas, piel y anejos), cutaneas o subcutaneas (segun la
profundidad de los tejidos afectados), profundas (cuando se ven afectados 6érganos
internos) y diseminadas si la infeccion afecta a dos 0 mas érganos no contiguos

incluyendo la sangre (Campoy and Adrio, 2016).

Si bien las infecciones fungicas profundas y diseminadas han sido clasicamente
anecdoticas, éstas se han visto incrementadas en las ultimas dos décadas debido
al aumento de poblacion que presenta factores de riesgo. Cabe decir que, a
excepcion de los hongos dimarficos, los hongos presentan una baja capacidad de
causar infecciones severas en individuos sanos (Guarro, 2011; Gomes et al., 2011).
Sin embargo, en el caso de pacientes con defectos inmunitarios u otras
enfermedades de base, pueden dar lugar a infecciones graves denominadas
infecciones fangicas oportunistas. Entre los factores asociados a la adquisicién de
infecciones fangicas oportunistas severas podemos destacar la inmunosupresion
asociada a los tratamientos oncoldgicos, trasplantados, uso de corticoesteroides a
largo plazo o infecciones inmunosupresoras como el VIH (Campoy and Adrio, 2016),
pero también, grandes quemados, pacientes quirdrgicos, uso de antibiéticos o

diabetes.
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3.1. Candida, Aspergillus y géneros de interés clinico

Los géneros mas frecuentemente aislados en clinica y responsables de infecciones
graves son Candida y Aspergillus. Se estima que un 91% de infecciones invasoras
son debidas a especies de género Candida. Candida es una levadura que se
reproduce de forma asexual por fision binaria 0 gemacion dando lugar a nuevas
células, que se pueden desprender o no, dando lugar una a una cadena que se
denomina pseudohifa. Las levaduras que han resultado patégenas para los seres
humanos incluyen especies del género Candida.

Entre las especies de Candida de interés clinico cabe destacar C. albicans, C.
glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis o la recientemente descrita C.auris. C.
albicans es la especie de mayor incidencia (41%) seguida de C. glabrata y C.
parapsilosis (ambas 17%) (Quindés, 2013; Cadena et al., 2016) si bien otros
géneros tales como Cryptococcus, Rhodortorula o Trichosporon pueden dar lugar a
infecciones diseminadas graves y de dificil tratamiento (Arendrup, 2013). Cada uno
de estos organismos posee factores de virulencia particulares, susceptibilidad
antifingica y epidemiologia; pero en términos generales, las infecciones mas graves
referidas a este género son las candidiasis invasivas (Pappas et al., 2015). C. auris
es un patodgeno fungico emergente que presenta resistencia a multiples farmacos.
Actualmente es de una elevada preocupacion por las altas tasas de mortalidad que
genera debido a su resistencia a los medicamentos actuales. Esta especie es dificil
de tratar, asi como de identificar por métodos tradicionales, teniendo que hacer uso
de técnicas de biologia molecular para una correcta identificacion (Mufioz et al.,
2018).

En el caso de infecciones invasoras por hongos filamentosos se estima que la
incidencia es aproximadamente del 5% siendo A. fumigatus la especie mas

prevalente con un 3% de casos (Quindés, 2013; Cadena et al., 2016).

Los hongos filamentosos a diferencia de las levaduras, son organismos
pluricelulares que se caracterizan principalmente por presentar células vegetativas

filamentosas denominadas hifas. Estas estructuras se forman o mediante la
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germinacion de una espora o a partir de fragmentos de otras hifas. Estas hifas se
ramifican formando un conjunto que recibe el nombre de micelio y forma el cuerpo
vegetativo del hongo. Las hifas son las estructuras que representan la forma
invasiva de los hongos patégenos. Algunos hongos son capaces de esporular en el
tejido invadido de forma que se facilita su diseminacion (Guarro, 2012). El género
mas relevante en la clinica humana es Aspergillus, siendo las especies con mayor
incidencia A. fumigatus, A. flavus, A. terreus o A. nigri. Otros géneros implicados en
infecciones graves son Fusarium, Scedosporium, Mucor, Rhizopus, Lichtemia,

Absidia, Apophysomyces o Saksenaea (Peman and Salavert, 2012).

El espectro de la aspergilosis abarca una amplia gama de manifestaciones clinicas,
desde formas no invasivas, como la aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA)
y los sindromes de aspergilosis pulmonar cronica, hasta la aspergilosis pulmonar
invasiva (IPA) con posible diseminacion generalizada. A pesar de los avances
realizados en el diagnéstico y el tratamiento de este tipo de enfermedades, las tasas
de mortalidad se mantienen altas especialmente en  pacientes

inmunocomprometidos (Cadena et al. 2016).

La aspergillosis invasiva (IA) es hoy en dia la manifestaciéon de este tipo de
infecciones mas problematica en términos de mortalidad (Lass-Fl6rl and Cuenca-
Estrella 2017). Aunque A. fumigatus es el principal causante de este tipo de
infecciones, especies de otras secciones de este género se han visto implicadas
(Flavi, Terrei y Nigri). En las pautas actuales que se siguen para el diagnéstico y el
tratamiento de IA, el voriconazol (VRC) es el primer recurso terapéutico. En los
altimos afos, ha destacado un aumento alarmante de aislados de este género
mostrando una resistencia a los azoles, lo que reduce las opciones de tratamiento.
En particular, en Aspergillus, los casos de resistencia a los azoles se han visto
aumentados constantemente desde los primeros estudios en la década de los 90
(Pérez-Cantero et al., 2019).
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3.2. Agentes antifungicos
Las infecciones fangicas de caracter invasivo estan asociadas al menos a un total
de 1.5 millones de muertes alrededor del mundo cada afio. Ha sido estimado que
un 30-40% de casos son debidos a candidiasis, 20-30% a criptococosis y un
porcentaje similar para la aspergilosis invasiva. De esta forma, los agentes
antifngicos han pasado a convertirse en un esencial de la asistencia sanitaria
actual (Campoy & Adrio, 2016).

Los antifungicos son compuestos naturales o sintéticos que inhiben el crecimiento
fungico de forma parcial (fungistaticos) o total (fungicidas). En comparacion a otros
antibioticos, por ejemplo antimicrobianos, existen relativamente pocos compuestos
con actividad antifangica disponibles. Segun su estructura quimica y mecanismo de
accion los antifungicos se pueden clasificar en 5 familias (Campoy & Adrio, 2016):

polienos, azoles, alilaminas, equinocandinas y analogos de base (Figura 1).

S
N—N

EQUINOCANDINA ALILAMINA ANALOGO

Figura 1. Estructura quimica de un polieno (amfotericina B), azol (voriconazol),

equinocandina (micafungina), alilamina (terbinafina) y el analogo de base 5-fluorocitosina.

Los polienos, son compuestos obtenidos a partir de especies de Streptomyces,

formados por un gran anillo éster ciclico con multiples dobles enlaces C=C (polieno)
Pagina | 7



y un grupo D-micosamina. Los polienos actian uniéndose al ergosterol de
membrana e induciendo la formacion de poros que conllevan una pérdida de la
viabilidad de la célula fungica. Entre los polienos de uso clinico cabe destacar la
griseofulvina (de uso exclusivamente topico) y la amfotericina B, ampliamente usada

frente a infecciones diseminadas (Campoy and Adrio, 2016).

Los azoles son compuestos heterociclicos aromaticos donde uno (imidazol) o tres
(triazol) atomos de C son sustituidos por atomos de N (Figura 1). Los triazoles son
los antifungicos mas usados en la actualidad en clinica ya que presentan menos
toxicidad que los imidazoles y tienen como diana la enzima 1l14a-lanosterol
desmetilasa dependiente del citocromo P450 (CYP51) codificada por el gen ERG11.
La inhibiciébn de esta enzima interrumpe la sintesis del ergosterol, impidiendo el
crecimiento fungico y promoviendo la acumulacion de intermediarios téxicos del
ergosterol. Entre los triazoles més utilizados frente a infecciones profundas y

diseminadas son el voriconazol y el posaconazol (Allen et al., 2015).

Las alilaminas interactuan con la enzima enzima escualeno 2-3 epoxidasa
inhibiendo la sintesis de ergosterol. Al ser moléculas altamente lipofilicas, su uso se
restringe al tratamiento de micosis superficiales y celulitis de origen fungico. El
representante de esta familia antifngica es la terbinafina (Campoy and Adrio,
2016).

Las equinocandinas es la mas reciente de las familias de compuestos antifungicos.
Tienen naturaleza lipopeptidica formadas por un gran hexapeptoide ciclico.
Interfieren en la sintesis de R-glucanos, un componente estructural de la pared
fungica, al inhibir la enzima 1,3-f glucan sintasa. Actualmente existen tres
moléculas pertenecientes a esta familia: micafungina, caspofungina vy

anidulafungina, todas ellas con una actividad similar (Campoy and Adrio, 2016)

El andlogo de base 5-fluorocitosina (5FC), es el Unico compuesto que actia
inhibiendo la sintesis de DNA i RNA. La 5FC se desarrolld6 como tratamiento
antioncolégico, pero debido a su potente efecto antifungico ha pasado a formar parte

de las opciones para el tratamiento de micosis. Debido a su elevada toxicidad,
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solamente se utiliza en combinacion sinérgica con otros antifingicos como por

frente a la criptococosis (Campoy and Adrio, 2016).

3.3. Actividad y eficacia antifungica
La actividad de un compuesto antifungico hace referencia a la capacidad relativa de
un compuesto en unirse a la diana fangica adecuada y promover la muerte, la
inhibicion del crecimiento o desarrollo normal de la célula fungica. En cualquier de
los tres casos, el resultado es una disminucion en las capacidades infectivas del
microorganismo. La actividad de un compuesto antifUngico se evalla mediante
ensayos in vitro estandarizados. Actualmente existen dos organismos que emiten
los protocolos para la determinacion de la actividad antifangica: El Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI) de E.E.U.U (Espinel-Ingroff, et al. 2014) y el
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) de Europa

(http://www.eucast.org). Ambas metodologias mediante técnica de microdilucién en

caldo permiten determinar la concentraciéon minima de un farmaco capaz de inhibir

el crecimiento fungico (CMI) (Espinel-Ingroff & Turnidge, 2016).

La eficacia en cambio, hace referencia al éxito terapéutico obtenido en clinica tras
la aplicaciéon de una terapia antifingica. Uno de los objetivos del CLSI y EUCAST
es el de relacionar los resultados de CMI obtenidos in vitro con la eficacia del
tratamiento con el fin de poder predecir el éxito o fracaso terapéutico a partir de los
resultados obtenidos en el laboratorio. El éxito de un tratamiento no depende
exclusivamente de la actividad del farmaco sino de mudltiples parametros
farmacocinéticos, es decir, de la liberacion del producto activo, su absorcion,
biodistribucion, toxicidad, metabolismo e inactivacion. Para que los resultados in
vitro puedan ser predecibles del éxito o fracaso terapéutico es necesario contrastar
la actividad de los farmacos con la eficacia obtenida en clinica. Esta correlacion,
basada en la experiencia clinica permite el establecimiento de los puntos de corte
clinicos (Clinical Break Points, CBP) que diferencian cepas sensibles de cepas
resistentes a un farmaco dado. CLSI y sobretodo EUCAST, revisan y publican CBP
para farmacos y especies fungicas segun la comunidad cientifica acumula datos.
Sin embargo, dada la relativa frecuencia de infecciones flngicas, no siempre es
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posible disponer de suficiente experiencia clinica para establecer CBP. En este caso
los organismos citados, establecen los denominados puntos de corte
epidemiologicos (Epidemiological Cutoff Values, ECV) (Espinel-Ingroff et al., 2010).
Los ECV se obtienen mediante la distribucion de valores de CMI de un farmaco para
una especie en concreto. Estos datos siguen en general una distribucion normal, sin
embargo a concentraciones elevadas se puede observar un repunte de cepas con
CMIs mucho mas elevadas que el valor modal obtenido (Figura 2). Se considera
que las cepas dentro de la normalidad son las cepas silvestres (wild type, WT)
mientras que las que presentan CMiIs elevadas corresponden a cepas que han
desarrollado mecanismos de resistencia (non-wild type NWT). Si bien los ECV no
tienen el valor clinico, los CBP si indican qué cepas pueden presentar mecanismos
de resistencia y por tanto llevar al fracaso terapéutico. Por tanto, los ECV se
establecen mediante estudios de CMI y la presencia o no de mecanismos de
resistencia mientras que los CBP se establecen a partir de resultados obtenidos en

la clinica humana (Espinell-Ingrof et al., 2016).

ECV ECV
WT < 0,06 NWT > 0,06
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Figura 2. Representacion ideal de la distribucién de CMI (Minimum Inhibitory Concentration,
MIC) establecimiento de los puntos de corte clinicos (CBP) y de los puntos de corte
epidemiolégicos (ECV).
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3.4. Nuevas formulaciones

A pesar de los avances en la terapéutica antifungica, estas infecciones contintan
causando una elevada mortalidad. Las principales causas de fallo terapéutico en el
tratamiento antifiingico se debe a mecanismos de resistencia adquiridos y a la
elevada toxicidad de los farmacos que, junto a otras condiciones patolégicas que
padecen los pacientes, obligan a menudo a interrumpir el tratamiento. Dados los
pocos compuestos comercializados y las escasas dianas farmacologicas de que se
dispone, el clinico a menudo de encuentra ante una evidente falta de opciones
terapéuticas. Ante esta problemética, la sintesis de nuevos compuestos, el uso de
terapias combinadas con efecto sinérgico o el desarrollo de nuevas formulaciones
de compuestos ya comercializados son las principales lineas de investigacion para

salvar la problematica descrita.

El desarrollo de nuevas formulaciones de compuestos ya existentes es una de las
opciones mas viables a efectos practicos ya que no precisan de los rigurosos
controles a los que son sometidos los compuestos de nueva sintesis. La
reformulacion de farmacos ha dado lugar a importantes avances en el tratamiento
de infecciones fungicas. Uno de los casos mas evidentes es el de la anfotericina B
(AMB). La AMB fue comercializada en 1955 y hoy en dia continda siendo
ampliamente utilizada debido a su amplio espectro de accién y baja tasa de
resistencias. Sin embargo, la AMB es hepatotéxica. A mediados de los afios 90, se
desarrollaron formulaciones lipidicas como la AMB liposomal (LAMB) que permite
una administracién 20 veces mas elevada que la formulacién clasica con menores

efectos téxicos (Cornely, et al., 2007).

A lo largo de los ultimos 35 afios, la aparicion de los azoles ha supuesto un gran
impacto en el desarrollo de terapias fungicas. Debido a las limitaciones de los azoles
de primera generacion (imidazoles) y el incremento de patdgenos resistentes a
estos, los nuevos azoles i.e., triazoles, se encuentran en un constante estudio bajo
desarrollo con objetivo de conseguir una mejora en la tolerancia (Allen, et al., 2015).

Los triazoles, son los farmacos de mas amplio uso frente a infecciones fangicas
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diseminadas y estan recomendados como tratamientos primarios (fluconazol y
voriconazol) y profilacticos (fluconazol y posaconazol) para infecciones causadas
por Candida spp. y Aspergillus spp. El voriconazol es el triazol con mas presencia
en la clinica por su facil administracion via oral y un espectro de accion amplio. Sin
embargo, es rapidamente metabolizado por las enzimas del citocromo P450
presentando una farmacocinética variable entre pacientes, con la consiguiente
variabilidad en su biodistribucion y toxicidad. Las formulaciones de voriconazol
(VRC) comercializadas, contienen ciclodextrina, un oligosacarido ciclico, que
mejora la solubilidad de VRC pero que segun diversos estudios, puede ser en parte
responsable de la toxicidad asociada a tratamientos prolongados. Por ello, el
desarrollo de nuevas formulaciones podria mejorar la eficacia de los tratamientos
basados en VRC.

En esta direccion, las micelas son estructuras compuestas por un conjunto de
polimeros anfifilicos autoensamblados que pueden atrapar en su interior moléculas
poco hidrosolubles. Estos polimeros anfifilicos poseen una region hidrofilica y una
region hidrofébica que se autoensambla automéaticamente cuando el polimero entra
en contacto con soluciones acuosas. Estan compuestos por un nucleo hidrofébico,
se pueden alojar moléculas poco solubles en agua (como es el caso del
voriconazol), mientras la cubierta hidrofilica, estd en contacto con el medio (Cagel
et al., 2017).

Los sistemas micelares, ademas de aumentar la solubilidad, permeabilidad y
estabilidad de principios activos hidrofébicos, pueden alterar la farmacocinética,
biodistribucién y aclaramiento de la sustancia activa y modular su toxicidad (Cagel
et al., 2017) por lo que son una opcion interesante como vehiculo para la

administracion de farmacos.

En este estudio se analizé la actividad de nuevas formulaciones micelares del
voriconazol comparandolo con la formulacion comercializada con ciclodextrina, para

valorar si la formaciéon de micelas en las nuevas formulaciones resulta favorable.
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4. INTERES, HIPOTESIS Y OBJETIVO

A pesar de los avances en el diagndstico y tratamiento de las infecciones flngicas,
éstas contindan siendo un problema creciente en los paises desarrollados y son
causa de una elevada morbilidad y mortalidad entre pacientes susceptibles. Las
similitudes entre las células fungicas y de mamiferos, hace dificil la identificacion de
dianas especificas y la sintesis de compuestos de elevada eficacia. Estas
similitudes y los tratamientos de larga duracion son los principales responsables de
la toxicidad asociada a los farmacos y de forma indirecta responsables del gran
fracaso terapéutico frente a las infecciones fangicas oportunistas. La reformulacion
de compuestos antifungicos comercializados es una estrategia valida para disminuir
la toxicidad de los farmacos sin mermar su actividad. A pesar de que el VRC, es
uno de los antifungicos mas utilizados, puede dar lugar a efectos secundarios
indeseables debido a su variable farmacocinética, por ello el desarrollo de
formulaciones menos téxicas y mas estables podria incrementar la eficacia del VRC

en el tratamiento de infecciones fungicas.
Hipotesis:

El desarrollo de formulaciones micelares de VRC, mejoraria la biodistribucion y
reduciria la toxicidad pudiendo mejorar el pronéstico de las infecciones causadas

por los géneros Candida y Aspergillus, los méas frecuentes en la clinica humana.

Objetivo principal: ensayar la actividad, biodistribucion, toxicidad y eficacia de
nuevas formulaciones micelares de VRC. Para ello, se propusieron los siguientes

objetivos especificos:

- Estimar la actividad antifangica de 7 formulaciones micelares de voriconazol
frente a especies de Candida y Aspergillus de interés clinico.

- Estudiar la biodistribucion de aquellas formulaciones micelares de
voriconazol que hayan demostrado una buena actividad in vitro.

- Estudiar la eficacia de las formulaciones micelares prometedoras debido a su
actividad, biodistribucion y toxicidad frente a la aspergilosis sistémica en un

modelo murino.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cepas
Se estudiaron siete cepas de Candida i.e., Candida krusei ATCC 6258 (American
Type Culure Collection, ATCC), Candida tropicalis FMR 14603, Candida tropicalis
FMR 14600, Candida parapsilosis FMR 17180, Candida parapsilosis FMR 17181,
Candida auris FMR 17034 y Candida auris FMR 17043 (Facultad de Medicina de
Reus, FMR).

Se sembraron (por duplicado) todas las cepas en placas con medio PDA (Patata,
Dextrosa, Agar) con cloranfenicol y fueron incubadas a 30 °C, excepto Candida

tropicalis que se incub6 a 28°C y Candida auris a 35°C, durante 24h.

En cuanto al género Aspergillus, se estudiaron ocho cepas: Aspergillus calidoustus
FMR 13556, Aspergillus calidoustus FMR 13557, Aspergillus terreus FMR 11823,
Aspergillus flavus FMR 8760, Aspergillus fumigatus FMR 10522, Aspergillus
fumigatus FMR 10504, Aspergillus fumigatus FMR 7738 y Aspergillus flavus ATCC
204304.

Las cepas se cultivaron en medio PDA con cloranfenicol y fueron utilizadas para

ensayos de sensibilidad in vitro tras ser incubadas durante 48-72h a 30°C.

5.2. Antifungicos
En los estudios in vitro, se ensayaron 7 nuevas formulaciones micelares de VRC.
Las formulaciones fueron cedidas por el Dr. Torrado (Fac. Farmacia, Universidad
Complutense de Madrid). Las formulaciones micelares consistian en diferentes

proporciones Tween80/Voriconazol/Carrier (Tabla 1).
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Tabla 1. Formulacion comercializada de voriconazol con ciclodextrina (VCZ MP) y
formulaciones miceliares incluidas en los ensayos in vitro (SD y (C) SD). Se muestra la
proporcion VRC(1mg):Carrier:Tween80 en cada formulacion micelar.

VCZ MP Voriconazol de referencia
SD- 1:3:0 VORO004
SD- 1:3:0.05 VORO044
SD-1:3:0.2 VORO050
SD- 1:6:0.025 VORO041
(C) SD- 1:3:0 VORO051
(C) SD- 1:3:0.05 VORO052
(C) SD- 1:3:0.2 VORO053

El Tween 80 es empleado como agente anfifilico para la formacion de las micelas.
Se trata de un surfactante no iénico que presenta una baja toxicidad. Combinado
con el voriconazol, se afiaden a un carrier. En estas formulaciones, el carrier es un
excipiente inerte donde quedan absorbidos tanto el tensoactivo como el voriconazol
(Figura 3). El objetivo de las nuevas formulaciones de voriconazol es la formacion
de sistemas micelares. El principio activo del farmaco comercial se mantiene en

todas las formulaciones.

Tween 80 'UM: X .r.'

Figura 3. Esquema del proceso de formacién de las nuevas formulaciones.
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5.3. Estudios in vitro

5.3.1. Método de microdilucion
Se determinaron las CMI del VRC de referencia y 7 formulaciones micelares frente
a 7 cepas de Candida y 8 de Aspergillus mediante microdilucion en caldo segun la
metodologia recogida en los documentos del CLSI M60 para levaduras y M38 ed3
para hongos filamentosos (CLSI M60 (2017), CLSI M38 ed3 (2017).

- Preparacion de diluciones de farmacos.

El voriconazol es un antifungico insoluble en agua y el CLSI indica que el protocolo
de preparacion de las diluciones debe seguirse a partir de la disolucién del farmaco
en DMSO. Las nuevas formulaciones deben disolverse en agua ya que el DMSO es
un disolvente organico no lo suficientemente polar para formar las micelas. Se sigue
el protocolo del CLSI para antifungicos solubles en agua, teniendo en cuenta el

rango de concentraciones estipulado por el CLSI para voriconazol.

Las soluciones stock de los antifingicos que se emplearon se prepararon desde
una concentracion diez veces mayor a la concentracibn mas alta a ensayar (160
pg/ml). Para preparar los stocks, todas las formulaciones fueron disueltas en agua
destilada y posteriormente fueron filtradas con jeringa y filtro de 0.2 mm (soluciones
madre). Las diluciones se realizaron siguiendo el esquema propuesto por el CLSI
(Figura 4).
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Figura 4. Esquema para la preparacion de diluciones dobles seriadas utilizadas para la
preparacion de microplacas.

Todos los tubos quedaron con un volumen final de 1 ml excepto el 11 del cual se
descarta 1 ml. Posteriormente, se realizaron diluciones 1:5 en medio RPMI 1640
sintético (con glutamina, sin bicarbonato y tamponado con acido morfolino propano
sulfénico (MOPS) ajustado a pH 7 +0,1 y con 0,2% de glucosa). Las diluciones
obtenidas se dispensaron en microplacas de 96 pocillos y fondo concavo de manera
gue cada concentracion se dispuso en columnas (100ul/pocillo) tal como se
esquematiza en la figura 5. Las columnas 11y 12 fueron dispensadas con 100 pl de

medio RPMI 1640 para actuar como control de medio y control de crecimiento.

Tras dispensar el indculo, se obtuvo el rango de concentraciones de antifingico
desde 16 a 0.03 pg/ml.
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Llenar los pocillos con 100 pl

RERREEEEEER

16 8 B 2 1 05 025 0,12 0,06 0,03 RPMI-2%G (2X)

16 8 - 2 1 05 025 0,12 006 003

Figura 5. Disposicion de las diluciones de VRC en las microplacas. Las columnas 11y 12
se utilizaron como control del medio de cultivo (B) y control de crecimiento flngico (CC),

respectivamente.
Preparacién del in6culo.

La preparacion del indculo varia dependiendo de si se trabaja con levaduras o con
hongos filamentosos. Para el in6culo de levaduras se siguio el documento M60 del
CLSI mientras que para el in6culo de hongos filamentosos se siguio el documento
M38.

En el caso de Candida spp., se recogieron 3-4 colonias de crecimiento en placas de
agar sélido PDA con ayuda de una asa de siembra y se resuspendieron en agua
destilada. Posteriormente se realizaron diluciones 1:10 seriadas y se realizé el
recuento de células/ml en una camara de Neubauer para ajustar las suspensiones

(preindculo) a 3x10° células/ml.

Para la preparacion de los in6culos de Aspergillus spp. se partié de placas de medio
sélido PDA. Se utiliz6 Tween 20 (0.02%) y se rascé la superficie de las colonias
para desprender los conidios. Las suspensiones de conidios obtenidas fueron
diluidas 1:10 y ajustadas mediante recuento en la camara de Neubauer a una

concentracion final de 4x108 células/ml.
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Los preindculos de Candida fueron diluidos 1:50 en agua destilada y posteriormente
1:20 en medio RPMI 1640 mientras que para Aspergillus spp. se realizé una dilucién

1:50 en RPMI 1640. De esta forma se obtuvieron los inéculos finales para ensayar.

Se dispensaron 100 pl/pocillo del indculo final en las microplacas con ayuda de una
pipeta mutlicanal (12 canales) a razon de una cepa por cada fila de la microplaca.
Asi, cada microplaca permite el ensayo de 8 cepas. La ultima fila se inocul6 con la
cepa control Candida krusei ATCC 6258 o Aspergillus flavus ATCC 204304 y los

pocillos de la columna 11 se mantuvieron sin inocular (control de esterilidad).

Tras ser inoculadas, las placas se incubaron a 35°C durante 48h. El experimento se

realizé por duplicado.

Tras realizar el experimento, se realiz6 un estudio de viabilidad de los in6culos
utilizados tanto en Candida como en Aspergillus por duplicado para comprobar que

las UFC/ml se encontraran dentro del rango marcado por el CLSI.
Lectura de CMils.

La lectura de microplacas se realizé con la ayuda de un espejo invertido (Figura 6).
La concentraci6 minima inhibitoria (CMI) para las especies de Aspergillus se
establecio en aquella concentracion menor de farmaco que producia una inhibicién
total (100%) del crecimiento fangico; mientras que para Candida spp. la CMI se
establecié cuando se redujo el crecimiento fungico en un 50% en comparacion con

el pocillo control (columna 12, sin compuesto antifingico).
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Figura 6. Espejo invertido para la lectura de concentraciones minimas inhibitorias en

microplacas.

5.3.2. Método de difusién
El ensayo se realiz6 en medio RPMI semisdlido (2X). Se preparé el medio y tras su
autoclavado se mantuvo a una temperatura de 52 °C. Alicuotas de 25 ml fueron
inoculadas con las cepas de Candida y Aspergillus sometidas a estudio, a una
concentracion final de de 2.5x107 células/ml (Siopi, 2016). Estas alicuotas una vez

incouladas, se dispensaron en placas de Petri (una alicuota por placa).

El voriconazol y las nuevas formulaciones se diluyeron siguiendo el mismo protocolo
que en el método de microdilucion para llegar a la solucion madre. Se prepararon
soluciones de 8 pg/ml, 12 pug/mly 16 pg/ml de VRC.

En cada placa de RPMI se practicaron 4 pocillos con una pipeta Pasteur y se
dispensaron 80 pl/pocillo de cada formulacion, 4 formulaciones ensayadas por
placa. Se ensayaron concentraciones de VRC de 8 ug/ml para todas las cepas y
ademas las dos cepas de A. calidoustus fueron estudiadas a una concentracion de
16 pg/ml. En las cepas de Candida, se ensay6 ademas 12 pg/ml. Tras poner los

compuestos a ensayar, las placas se incubaron a 35°C durante 24h.
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Lectura de los halos de inhibicion formados.

Se midieron los halos formados por cada formulacion en las placas con ayuda de
una regla. También se tomaron fotos de los resultados obtenidos y se midieron con

una mayor precision en el ordenador mediante el programa Image J.

5.4. Estudios in vivo
Para determinar la biodistribucion, toxicidad y eficacia de las formulaciones de VRC
se emplearon un total de 40 ratones CD-1 (Charles River Francia) de 4 semanas de
edad y 30 g de peso, aproximadamente. Los ratones fueron inmunosuprimidos con
200 mg/kg de ciclofosfamida i.p. y 150 mg/kg fluorouracilo.

5.4.1. Biodistribucién y toxicidad
Para medir la biodistribucion y toxicidad del voriconazol se utilizaron tres
formulaciones: voriconazol de referencia (VRC), la formulacion 1:3:0.2 (VOR053) y

el vehiculo de ésta.

Las formulaciones fueron administradas suspendidas en carboximetilcelulosa
sédica (CMCNa) al 75%. Se establecieron grupos de 10 ratones excepto el grupo
control de vehiculo que consistié en 5. Los animales tratados recibieron 30 mg/kg
de VRC o0 VORO053 cada 12 horas (60 mg VCZ/kg al dia) en 200 ul mediante sonda

oral.

Veinticuatro horas tras la primera dosis se sacrificaron 5 ratones de cada grupo de
tratamiento y dos del control se anestesiaron con sevofluorano 5% inhalatorio y se
extrajo sangre por puncion cardiaca. Se sacrificaron por dislocacion cervical. El
resto de animales se sacrificd 24 horas tras la ultima dosis (10 dosis total) previa
extraccion de sangre (Figura 7). La sangre extraida se centrifugo a 3.000 rppm para
obtener el suero. El suero se conservé a -20°C hasta su uso para la determinacion

de parametros bioguimicos.
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Figura 7. Esquema del proceso seguido en los ratones para el andlisis de la biodistribucion
del farmaco.

Tras el sacrificio, se extrajeron el cerebro, los pulmones, el higado y los rifiones. Las
muestras fueron pesadas y posteriormente homogeneizadas con agua destilada y
se realiz6 un proceso de extraccion en disolvente organico (éter dietilico) para

obtener el voriconazol.

La cuantificacién del principio activo en cada érgano se realizO mediante analisis
con cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) en la Universidad Complutense
de Madrid.

A partir de las muestras de suero obtenidas, se determind la concentracion de
Alanina aminotransferasa (ALT), Aspartato aminotransferasa (AST), Creatinina
(CREA) y Nitrégeno ureico en sangre (BUN) mediante un analizador automatico de

Roche en la Universidad Complutense de Madrid.

5.4.2. Estudio de eficacia
Grupos. Comparamos la eficacia de la formulacion VOR053 y VRC referencia a 30
mg/kg dos veces al dia administrados durante 10 dias, en un modelo murino de
aspergilosis diseminada. Los animales se inocularon i.v. a través de la via lateral de
la cola con una suspension de 1x10® UFC/animal en 0,2 ml. Se establecieron 3
grupos (VORO053, VRC referencia y Control) de 15 ratones (5 para determinar la
carga fungica en 6rganos y 10 para estudios de supervivencia). Cinco dias tras la
infeccion 5 animales de cada grupo se sacrificaron por anoxia de CO2 seguida de
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dislocacion cervical. Tras el sacrificio, se extrajeron rifiones, cerebro, pulmones e

higado para determinar la carga fungica.

Carga fungica. Los organos extraidos se pesaron, se pusieron en tubos de 12 mly
se afadieron 1,5 ml de agua destilada. Con la ayuda de un vortex y varillas de vidrio,
se homogeneizaron los érganos, se diluyeron y se sembraron 200 pl de los
homogenizados en placas de PDA. Tras 48h a 35°C se contaron el niumero de
colonias para calcular las UFC/gramo de tejido. Al conocer el peso del 6rgano en el
volumen del homogeneizado y el volumen de muestra sembrada, se puede calcular

las UFC/gramo de tejido.

5.5. Analisis estadistico
La prueba de ‘Mann-Whitney’ fue usada para comparar valores en los resultados
obtenidos en el ensayo de difusién en agar. El analisis estadistico se llevo a cabo
con GraphPadPrism 8.0 para Windows. Los valores p<0.05 se consideraron

estadisticamente significativos.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Estudios in vitro

6.1.1. Método de microdilucion
El estudio de la actividad in vitro, demostré que la formulacion micelar presenta una
actividad similar a la de la formulacion comercializada. En todos los farmacos
micelares ensayados, la CMI fue igual o disminuyé una Gnica dilucion en
comparacion al estandar en el caso de Aspergillus spp. y Candida spp. (Tabla 2),
siendo esta disminucién insuficiente para concluir que las micelas otorgan mayor
actividad al farmaco. Dado que el compuesto activo, el VRC, es comun en todas las
formulaciones ensayadas, la equivalente actividad observada era esperable. Sin
embargo, las nuevas formulaciones pueden interferir en la exposicion del hongo al
compuesto activo al demorar su liberacion de las micelas. En el caso de la AMB, se
ha observado que la actividad fungicida de la AMB clasica i.e., con deoxicolato
(dAMB), presenta una actividad fungicida 4 veces superior que la formulacion
liposomal (LAMB) en condiciones in vitro sin embargo, la eficacia in vivo de LAMB
es superior a la de dAMB (Pahls & Schaffner, 1994); (Cornely, 2007). Este fenédmeno
es probablemente debido a que si bien in vitro la exposicion al farmaco es menor
(solo el compuesto activo libre realiza su funcién fungicida); in vivo la metabolizacion
de la AMB es menor en el caso de la formulacion liposomal, con lo cual los niveles

séricos efectivos del farmaco se prolonga en comparacién a la dAMB.
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Tabla 2. Valores de CMI (ug/ml) obtenidos mediante microdilucion en caldo, siguiendo los

documentos 38 y 60 del CLSI.

VRC MP?
Aspergillus
A. calidoustus (FMR 13556) 8
A. calidoustus (FMR 13557) 16
A. terreus (FMR 11823) 0,5
A. flavus (FMR 8760) 0,5
A. fumigatus (FMR 10522) 0,5
A. fumigatus (FMR 10504) 0,5
A. fumigatus (FMR 7738) 0,5
A. flavus (ATCC 204304) 0.25
Candida
C. tropicalis (FMR 14600) 2
C. tropicalis (FMR 14603) 4

C. parapsilosis (FMR 17180) 0,12

C. parapsilosis (FMR 17181) 0,25
C. auris (FMR 17034) 16
C. auris (FMR 17043) 0,03
C. krusei (ATCC 6258) 0,5

@ Formulacion de referencia de VRC

004

0,5
0,5
0,5
0,25
0,5
0.25

2
4
0,12
0,25
16
0,03
0,5

Formulaciones micelares
044 050 041 051 052

4 8 8 8 8
16 16 16 16 16
025 05 05 05 05
0,25 05 025 05 05
0,25 05 025 05 05
0,25 0,25 0,25 0,5 0,25
0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
0.12 0.25 0.12 0.25 0.25

2 2 2 1 2

2 4 2 4 2
0,12 0,12 0,12 0,12 0,06
0,12 0,12 0,12 0,25 0,12

8 16 16 16 8
0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
05 05 05 05 05

053

0,5
0,5
0,5
0,25
0,25
0.25

2

2
0,12
0,12

8
0,03
0,5

Tabla 3. Puntos de corte epidemiolégicos (ECV) propuestos por CLSI y puntos de corte
clinicos (CBP) propuestos por EUCAST frente a las especies de Aspergillus y Candida

ensayadas en el presente estudio.

ECV
WT
A. calidoustus ND
A. terreus <2
A. flavus <2
A. fumigatus <1
C. tropicalis <0.03
C. parapsilosis <0.03
C. auris ND
C. krusei <0.5

CcBp2

NWT Sensible

ND ND

> 2 <26b

>2 <260

>1 <1
>0.03 <0.125
>0.03 <0.125

ND ND

>0.5 <0.5°

a Los valores intermedios corresponden a cepas con sensibilidad intermedia
b, Los valores no estan sustentados por evidencias clinicas, sino por estudios farmacocinéticos y

farmacodinamicos

Resistente
ND

>2

>0.25
> 0.25

ND

>20b

WT, Wild type. Cepas sin mecanismos de resistencia conocidos NWT, non-wild-type. Cepas que
pueden presentar mecanismos de resistencia intrinsecos o adquiridos

ND, No determinado.
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A partir de los datos recopilados por el CLSI (documentos M60, M38 y M59) y
EUCAST para ECVs y CBPs en voriconazol, se realiz6 una aproximacion para
analizar los resultados obtenidos en las formulaciones micelares. Se debe tener en
cuenta que estos datos estan estandarizados para estudios realizados con el
farmaco comercial y que en el caso de las formulaciones el rango de aplicacion para

distinguir entre S/R podria variar si se llega a ensayos clinicos.

En el caso de las cepas estudiadas de Aspergillus, las nuevas formulaciones
mantienen la CMI en comparacion a VRC MP o en algunos casos, disminuyen su
valor a una dilucién. En particular, las dos formulaciones que disminuyen el valor de
CMI en la mayoria de las cepas son VOR044 y VOR053. VOR044 presenta una
CMl inferior a MP en todas las cepas estudiadas. Después de las dos formulaciones
nombradas, la que podria presentar unos resultados similares es VOR041 pero en

una menor medida.

Segun los ECV y los CBP (Tabla 3) determinados para el voriconazol comercial,
todas las especies pueden ser clasificadas como wild-type respecto a las

formulaciones a excepcion de A. calidoustus que esta por determinar.

Con respecto a Candida spp. VOR044 y VORO053 si que presentan una CMI mas
baja que VRC MP en varias cepas pero no en la mayoria como ocurria en
Aspergillus spp. Hay una actividad antifdngica muy similar en todas las
formulaciones. En todas las cepas aparecen formulaciones con una CMI inferior a
VRC MP pero tan solo por una dilucién, a excepcion de VOR051 que consigue
disminuir dos diluciones la CMI de C. tropicalis (FMR 14600). Cabe destacar que
esta Ultima cepa, pertenece a una especie resistente frente a los azoles y segun los
CBPs observados para el voriconazol comercial (Tabla 3), presenta resistencia en
todas las formulaciones probadas. En C. parapsilosis FMR 17181, se observa tan
solo una dilucion de diferencia en las CMIs comparadas, pero respecto a la VRC

MP quedaria como resistente y para el resto de formulaciones como sensible.

La categorizacion de la susceptibilidad de Candida auris es arbitraria debido a que

los puntos de corte clinicos todavia no han sido establecidos para esta especie. A
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partir de la bibliografia (Arendrup et al.,, 2017) encontramos que su CMI en
voriconazol es dependiente del método de analisis estadistico utilizado,
encontrando su rango desde 1 a 32 pg/ml para definir el VCE. Por lo tanto,
estimamos que las cepas que presenten una CMI <1 pg/ml son susceptibles al
voriconazol. Llevamos esta aproximacion también a la interpretacion de los
resultados en las nuevas formulaciones. En este caso, FMR 17043 se mostraria
sensible tanto para MP como para el resto de formulaciones y FMR 17034 resistente
(Astvad et al., 2017)

En ambos géneros estudiados, se puede decir que se observa actividad fungicida
en todas las cepas estudiadas pero que los valores obtenidos de CMIs para las
nuevas formulaciones no presentan cambios notables o favorables en comparacién

con el voriconazol de referencia.

Las CMIs de VORO004 en todas las cepas son iguales e incluso superiores a las de
voriconazol de referencia (VCZ MP). Este dato no es de extrafar, ya que la
formulacion VORO004 no contiene ningun polimero anfilitico y por tanto, no se forman
micelas que faciliten la penetracion del farmaco en el interior del hongo. Tampoco
se forman micelas en VORO051, aunque las CMIs de esta formulacion son iguales a
las de VCZ MP e incluso inferiores en algun caso (para C. parapsilosis FMR 17181).
Esto puede ser debido a la celulosa que contiene, que favorece la rapida disolucion

del voriconazol, permitiendo una mejor actividad antifangica.

Se considera que las formulaciones con un mejor resultado son VOR044 y VORO053,
teniendo en cuenta que las diferencias no son altamente notables comparando
todas las formulaciones entre si y que no se podria decir que proporcionan una

mayor actividad antifGngica como ya se ha nombrado.

6.1.2. Método de difusion
A patrtir de los ECV de voriconazol establecidos por el CLSI (documento M59, tabla
3) para las especies mas relevantes de Aspergillus, se realizd6 una aproximacion

para dividir en dos grupos las cepas estudiadas.
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Cepas wild type (CMI = 1 pg/ml): A. flavus FMR 8760, A. fumigatus FMR10522, A.
fumigatus FMR 10504, A. fumigatus FMR 7738 y A. flavus ATCC 204304.

Cepas non-wild-type (CMI 2 2 pg/ml): A. terreus FMR 11823, A. calidoustus FMR
13556 y A. calidoustus FMR 13557.

Para representar los resultados obtenidos, se realiz6 la media de los diametros

obtenidos de cada formulacién estudiada en ambos grupos descritos (tabla 4).

Tabla 4. Media de los diametros de los halos de inhibicién formados por cada formulacion

en los dos grupos establecidos de Aspergillus spp.

CEPAS CON CMI £ 1 uG/ML

CEPAS CON CMI 2 2 uG/ML

VCZ MP
VORO051
VORO053
VORO052
VORO044
VORO004
VORO050
VORO041

19.7 mm
20.2 mm
20.07 mm
21.5 mm
19.6 mm
17.6 mm
19.9 mm
21.6 mm

4,66 mm
5.35 mm
6.02 mm
5.67 mm
5.40 mm
5.31 mm
4.29 mm
5.30 mm

Los valores fueron representados en una grafica comparando los diametros

obtenidos en cada formulacién en ambos grupos de cepas (Figura 8).
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Figura 8. Grafica del ensayo de difusion en agar realizado en Aspergillus spp.

A. calidoustus FMR 13556 y FMR 13357 no mostraron un halo de inhibicion en
respuesta a la actividad de las diferentes formulaciones a una concentracion de 8
pug/ml. Se realizé el mismo bioensayo en ambas cepas con todas las formulaciones
a una concentracion superior de 16 pg/ml. Nuevamente, no se obtuvo halo de
inhibicién en ningun caso. El didmetro del halo en las dos cepas se consideré 0 mm,
lo que explica los altos valores de desviacion estandar en las cepas non-wild-type.
La Unica cepa en la que se obtuvo un valor de diametro para cada formulacion fue

A. terreus FMR 11823 en este grupo.

El motivo de este estudio consistia en valorar si las formulaciones penetran al hongo
estudiado en medio solido. Como se observa en los resultados obtenidos en ambos
estudios de sensibilidad in vitro, la actividad del antifingico coincide en el método
de microdilucién y la difusion en agar. FMR 13556 y FMR 13557 se muestran como

las cepas mas resistentes en ambas ocasiones.

Como se observa en la figura 8, VORO053 fue la formulacion que logré una mayor
actividad fungicida en los dos grupos estudiados. En la determinacion de los valores

de CMI de cada formulacion, también es VORO053 una de las formulaciones con
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unos resultados mas bajos con respecto a VRC de referencia (MP). Sin embargo,
VORO044 que habia mostrado unos resultados favorables en el estudio anterior, en
este caso obtiene los halos de inhibicibn mas pequefios en las cepas consideradas
WT.

Con respecto a Candida spp. también se establecieron dos grupos para interpretar
los resultados, a partir de los valores conocidos de CBP de voriconazol estipulados
por el CLSI en el documento M60 y los valores de CMI de las nuevas formulaciones

obtenidas en el apartado anterior (método de microdilucion).

Cepas sensibles: C. krusei ATCC 6258, C. parapsilosis FMR 17180, C. auris FMR
17043.

Cepas resistentes: C. tropicalis FMR 14600, C. tropicalis FMR 14603, C.
parapsilosis FMR 17181, C. auris FMR 17034.

Se calcul6 la media de las medidas obtenidas en cada grupo, agrupandolas por
formulacion (Tabla 5).

Tabla 5. Media de los didmetros de los halos de inhibicion obtenidos en cada formulacién

para los dos grupos establecidos.

CEPAS SENSIBLES CEPAS RESISTENTES

VCZ MP 26 mm 9 mm

VORO51 26,1 mm 8,59 mm
VORO053 28,5 mm 7,59 mm
VORO052 26,2 mm 7,50 mm
VORO044 26,8 mm 7,43 mm
VORO004 26 mm 8,76 mm
VORO050 27 mm 8,24 mm
VORO041 26,9 mm 7,65 mm
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Los resultados agrupados de esta forma se muestran en la siguiente figura en una
grafica. Aparece la media de cada halo formado por formulacién en ambos grupos

de cepas.

Candida spp.

35
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20
15

10

Diametro del halo (mm)

VCZ MP VORO51 VORO53  VOR052 VOR044 VOR004 VOR0O50 VORO041

Voriconazol [12] pg/ml

Cepas sensibles Cepas resistentes

Figura 9. Gréfica del ensayo de difusion en agar realizado en Candida spp.

Para las cepas estudiadas del género Candida, se realizaron dos ensayos de
difusidbn en agar con diferentes concentraciones de antifungico valorando los
resultados obtenidos en el ensayo de sensibilidad in vitro para determinar las CMI
de cada formulacion. Los dos grupos formados (sensibles y resistentes) se

mantuvieron para el analisis de resultados.
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Figura 10. Grafica del ensayo de difusion en agar realizado en Candida spp.

En ambos estudios realizados en las cepas estudiadas de Candida durante el
trabajo, no se observan diferencias muy notables de una concentracién de
antifangico a la otra. La principal diferencia a destacar, se observa con respecto a
las cepas resistentes. A una mayor concentracion de antifingico, el halo de
inhibicibn de crecimiento aumenté su tamafo. Esto se debe a que en el
antifungigrama realizado a una concentracién de 8 pg/ml no hubo crecimiento
fungico para C. tropicalis FMR 14600, C. tropicalis FMR 14603 y C. auris FMR
17034. Sin embargo, a una concentracion de 12 pg/ml, si que hubo una inhibicién
en FMR 14600 en todas las formulaciones de voriconazol probadas.

Debido a los resultados obtenidos en el estudio de sensibilidad in vitro anterior
(método de microdilucion), la cepa C. auris FMR 17034 fue sometida a un
antifungigrama con una concentracion de antifingico de 16 pg/ml. A esta
concentracion su crecimiento tampoco se vio inhibido, lo que sugiere que en el
estudio anterior, la CMI de la mayoria de las formulaciones para esta cepa se

encuentra alrededor de 16 pg/ml.
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En el andlisis estadistico realizado se comparé en cada caso los diametros
obtenidos en el voriconazol de referencia con respecto a los obtenidos en cada
formulacion y ningun resultado se mostré p<0.05. Esto indica que los valores
comparados no muestran diferencias significativas, como se observa en la gréfica,

tanto en cepas sensibles como en cepas resistentes.

El voriconazol se caracteriza por presentar una farmacocinética no linear y exhibir
una varabilidad inter- e intra-paciente. Las variables fisiologicas, patologicas y
farmacoldgicas afectan a la concentracion de este antifingico en el suero del
paciente. Por ello, es necesario establecer una correlacion entre la dosis y las
concentraciones en suero, para tratar de maximizar el efecto terapéutico a la vez
gue se minimiza la toxicidad. Para optimizar la dosis de voriconazol es necesaria la
monitorizacion del farmaco como herramienta de la terapia individualizada (Allen et
al., 2015)

Los niveles de voriconazol en sangre se determinan normalmente a través de
meétodos cromatograficos (HPLC) o métodos microbiologicos (bioensayo). Aunque
la comatrografia liquida de alta eficacia (HPLC) es el método de eleccion, también
se realizan bioensayos debido a su simplicidad a nivel técnico y su bajo coste
econdémico a nivel de equipo. Para realizar un analisis completo, debe establecerse

la correlacién entre ambos andlisis realizados (Siopi, et al. 2016).

El estudio de difusibn en agar realizado en el trabajo se presenta como una
adaptaciéon de un bioensayo de difusion de agar desarrollado en estudios previos
(Siopi, et al. 2016), donde se determina la concentracién de voriconazol en muestras
aisladas de pacientes. En este caso, se adaptd el procedimiento para estudiar la
actividad de las formulaciones de voriconazol a concentraciones superiores a sus

CMI para observar el efecto fungicida en medio sélido.

Como se observa en los resultados obtenidos en el ensayo y en el analisis
estadistico realizado, no hay diferencias significativas entre el voriconazol de
referencia (MP) y las formulaciones micelares. Si que se observa un halo de

inhibicion de crecimiento en la mayoria de cepas estudiadas (preferentemente en
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las sensibles), por lo que se puede afirmar que la formulacién micelar es también

capaz de penetrar el hongo o la levadura en medio solido.

En el Anexo 1 aparecen las medidas de los halos de inhibicién formados por cada

formulacion en cada cepa de las estudiadas.

6.2. Estudios in vivo

6.2.1. Biodistribucién y toxicidad
En las gréficas que se muestran a continuacion, se establece una comparativa entre
las concentraciones de voriconazol de cada 6rgano (ug/g) del voriconazol de

referencia (MP) y la formulaciéon micelar analizada (VOR053).

45
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B Voriconazol referencia Formulacién micelar

Figura 11. Gréfica con la concentracion (ug/g) de VCZ MP y VORO053 en cada 6rgano
analizado, pasadas 24 h de la primera dosis.
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Figura 12. Grafica de las concentraciones (ug/g) de VCZ MP y VORO053 en cada 6rganos

analizado, 5 dias después de la primera dosis.

Como se observa, tanto a las 24 horas de la primera dosis de administracién como
a los 5 dias, MP y VOR053 se acumulan mucho més en el higado que en el resto
de 6rganos extraidos. El rifidn seria el siguiente 6rgano con una mayor acumulacion
de antifungico. Como es de esperar, a los 5 dias, con un mayor nimero de dosis
administradas (un total de 10, 1dosis/12h) ambas formulaciones se acumulan en
mayor medida en todos los 6rganos. La concentracion de voriconazol en pulmones
e mantiene idéntica, por lo que la eficacia a nivel local seria muy semejante. Los

niveles hepaticos de voriconazol, son menores en la formulacion micelar.

El estudio bioguimico del suero de animales tratados mostr6 que la formulacién
VORO053 no dio lugar a toxicidad durante el régimen de tratamiento establecido
(Tabla 6). La formulacion VRC de referencia, aunque presentd niveles mas elevados
en todos los parametros estudiados (AST, ALT, CREA y BUN) éstos no fueron

significativamente mas elevados que los obtenidos de los animales control.
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Tabla 6. Parametros bioquimicos analizados.

AST (U SD ALT (U)+SD CREA (mg/dl) + SD BUN (mg/dl) + SD

Control 13935 32651 0.05+0.03 35.2+23
VRC MP 162 +47.3 37+5.7 0.06 £ 0.04 44 +9,8
VORO053 142 +23.4 33472 0.05+0.03 33.7+3.7

Alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransferasa (AST), Creatinina (CREA), nitrogeno

ureico en sangre (BUN)

6.2.2. Estudio de eficacia
Cinco dias tras la infeccion, 5 animales de cada grupo (control, VOR53 y VRC MP)
fueron sacrificados para el recuento de UFC/g en tejidos diana. Tras el procesado y
siembra de los especimenes, y tras 24h de incubacién, recuperamos Candida spp.,
en todos los organos estudiados. No se cuantificaron los cultivos. Se esperaba
recuperar A. fumigatus de los Organos de los animales a mayor o menor
concentracion, dependiendo de la eficacia de los tratamientos. Sin embargo, los

cultivos aparecieron contaminados.

Se incubaron placas de medio PDA sin sembrar como control de esterilidad,
vehiculos usados para los farmacos, farmacos inmunosupresores y todas las
soluciones utilizadas para el experimento de eficacia in vivo. No se recuperaron

contaminantes en ningln caso.

Cabe destacar que el voriconazol se encuentra bajo un continuo estudio. A partir
del desarrollo de una nueva formulacién, no se solucionan los problemas de
resistencia desarrollada frente a los azoles, ni se encuentran nuevas dianas
terapéuticas, pero se pueden mejorar la principal limitacion del voriconazol ya
nombrada: su farmacocinética/farmacodinamica variable. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en el estudio de biodistribucion, se puede afirmar que la nueva
formulacion micelar analizada presenta ventajas prometedoras. Como se ha
observado en el estudio, los analisis de actividad in vitro siempre deben ir

acompafnados de analisis de eficacia in vivo. Debido a los resultados obtenidos en
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en el estudio de la eficacia, este deberia repetirse para concluir la actividad
observada de VORO053 puesto que ha mostrado buenas cualidades frente al

voriconazol comercial.

La necesidad de encontrar nuevos antifungicos y/o incluso una mejora de los
farmacos actuales nace a raiz de que las tasas de mortalidad con respecto a micosis
permanecen entre el 20-40%; la larga duracion de las terapias actuales y su
consecuente toxicidad; los problemas con respecto a la
farmacocinética/farmacodinamica de los antifungicos y la poca variedad de agentes.
(Perfect, 2016).

En los que respecta al voriconazol, es un tratamiento estandarizado en
enfermedades flngicas como la aspergilosis invasiva pero como se ha demostrado
presenta ciertas limitaciones. Una de las principales limitaciones aparte de la
resistencia adquirida por varios patdégenos, se trata de la interaccion con otros
farmacos y sus efectos en la salud (Campoy and Adrio, 2016). Hay estudios que
afirman que el voriconazol es uno de los antifingicos que podria ser administrado
un largo periodo de tiempo en comparacion con otros farmacos como la anfotericina
B. Cabe destacar, que el beneficio que se ha observado es muy moderado y se
debe tratar con precaucién destacando la heterogeneidad de pacientes que pueden

quedar afectos por una infeccién fungica (Rosanova et. al., 2017).

En general, a pesar de la notable evolucion a la que se ha sometido la clase de
azoles, todavia hay mucho espacio para mejorar. El agente antifingico ideal
combina el amplio espectro de voriconazol o posaconazol con la farmacocinética
confiable, las formas de dosificacion parenteral y oral y el perfil de efectos adversos
favorables del fluconazol (Allen et al., 2015). Los sistemas micelares no cumplen
todas estas perspectivas ideales de futuro pero si presentan una alternativa para
estudiar la liberacion del voriconazol en el organismo de la forma menos toxica

posible.
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7. CONCLUSION

Los estudios de susceptibilidad in vitro por el método de microdilucion del CLSI
permiten obtener una vision general de los valores de CMI de las formulaciones
micelares con respecto a las especies mas relevantes de los géneros Aspergillus y
Candida. Para obtener unos datos mas fiables, se deberia realizar una tercera
réplica con las cepas estudiadas. Respecto a los ensayos in vivo, resultaria
interesante realizar el ensayo de la biodistribucion con el resto de formulaciones
para comprobar cambios en las concentraciones del principio activo en los
diferentes 6rganos. Posteriormente, deberia realizarse un analisis estadistico que
estableciese la correlacion entre los datos obtenidos en varios estudios. Una vez
establecida la biodistribucion 6ptima, deberia llevarse a cabo un estudio de eficacia

con animales infectados para constatar una posible mejora en el tratamiento actual.

Para estudios futuros, seria interesante valorar una especie en concreto en cada
género, destacando Aspergillus fumigatus como patégeno altamente resistente a
los triazoles. Se deberian llevar a cabo tanto estudios de sensibilidad in vitro como
analisis de la eficacia in vivo de las nuevas formulaciones para poder valorar tanto
la actividad y la eficacia antifungica de estas, pasando a los primeros estudios pre-

clinicos.

El presente estudio realizado sobre las nuevas formulaciones micelares, permite
tener una vision general de la actividad in vitro de las mismas, siempre en
comparativa con el voriconazol de referencia. Aunque en la determinacién de las
CMI de las nuevas formulaciones no se ha observado una mayor actividad que el
VRC de referencia, el estudio de biodistribucion de VORO053 muestra unos
resultados favorables respecto a la acumulacion en el higado. Los resultados se
deben tratar con precaucién y el estudio se debe considerar como parte preliminar
a un proyecto mas completo. Se debe profundizar acerca de las posibilidades
terapéuticas que presenta una nueva formulacion micelar de voriconazol y las
ventajas que ofrece, basandonos en la farmacocinética/farmacodinamica del

farmaco estudiado.
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ANEXO

ANEXO 1. Medidas en mm de los diametros de los halos de inhibicion
formados en el estudio de difusion en agar.
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