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Carrier systems for the antifungal molecules

Majoritatea moleculelor antifungice sunt insolubile in mediu apos, ceea ce reprezintd o problema majord in
transportul si absorbtia substantelor active. In plus, acestea prezintd o toxicitate ridicatd fatd de structurile proprii ale
organismului (atat la nivel hepatic cat si renal). De aceea este necesara folosirea unor molecule carrier care pot inlatura
adverse. Cele mai utilizate sisteme carrier sunt reprezentate de lipozomi, ciclodextrine si nanoparticule.
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In most cases, the antifungal molecules are not soluble in water and that fact represents a major problem in the
absorption and spreading of the active substances. Further, these molecules exhibit a high toxicity toward self structures
of the host organisms, both at hepatic and renal level. That’s why, the use of some carrier molecules which may
eliminate these difficulties, improving concomitantly the bioavailability of antifungals in target sites and reducing the
adverse reactions, is imperative. The most suitable carrier systems comprise the liposomes, nanoparticles and
cyclodextrins.
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Incidenta crescuta a infectiilor fungice si dificultatile terapeutice care survin in special in cazul celor
invazive, au determinat cercetatorii si clinicienii sa devina din ce in ce mai creativi in inovarea si dezvoltarea
medicamentelor antifungice. Infectiile produse de fungi oportunisti (Candida albicans, Aspergillus
fumigatus, Crytococus neoformans) afecteaza pacientii cu deficite imunitare, cum ar fi pacientii HIV-
pozitivi, cei transplantati, cei cu diverse forme de cancer care folosesc o chimioterapie agresiva, sau pe cei
carora li se administreaza intempestiv antibiotice (1). Toate aceste conditii contribuie la cresterea incidentei
micozelor. Deficiente ale imunititii mediate celular predispun gazdele la infectii fungice, cum ar fi
candidozele muco-cutanate, criptococoza sau histoplasmoza.

Factorul limitativ al succesului terapeutic in cazul infectiilor fungice invazive presupune faptul ca
este necesara anihilarea unui microorganism eucariot (fungul) aflat Intr-un macroorganism eucariot (omul).
Chiar daca efectul unui antifungic este evident in vitro fatd de o anumita categorie de fungi, acest fapt nu
reprezintd o conditie suficientd ca acelasi efect sd se manifeste si in vivo. Farmacocinetica moleculei cu rol
antifungic este un factor important pentru succesul terapiei. Eficacitatea multor substante active este limitata
de capacitatea lor de a ajunge la situsul tintd. In cele mai multe cazuri, doar o mici cantitate din doza
administratd atinge acest situs, in timp ce restul dozei se distribuie in intreg organismul, in functie de
caracteristicile fizico-chimice si proprietitile biochimice ale moleculei respective.

Majoritatea moleculelor antifungice sunt insolubile in mediu apos, ceea ce reprezintd o problema
majora in transportul si absorbtia substantelor active. In plus, acestea prezinti o toxicitate ridicatd fata de
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structurile proprii ale organismului (atit la nivel
hepatic cat si renal). De aceea este necesard
folosirea unor molecule carrier care pot inlatura
aceste neajunsuri, conducdnd in consecintd la
si diminuarea efectelor adverse. Posibilitatea
folosirii sistemelor de eliberare submicronice a fost
intuitd de Paul Ehrlich, care a emis ideea utilizarii
unui “glonte magic” ncarcat cu diverse substante
active.

Actualmente, cercetarea in  industria
farmaceutica este dominata de doua tendinte:

- obtinerea unor noi molecule cu rol

antifungic;

- imbunétatirea
moleculelor antifungice deja existente,
reducerea toxicitatii acestora prin
cuplarea cu sisteme carrier coloidale,
optimizarea actiunii in  vivo a
moleculelor antifungice si atenuarea
agresivitatii acestor compusi de tip
xenobiotic asupra structurilor celulare
si tesuturilor umane.

Prin aceste sisteme carrier se urmareste
obtinerea unui efect de ecranare a proprietatilor
fizico-chimice indezirabile ale moleculelor cu rol
antifungic. Cele mai utilizate sisteme carrier sunt
reprezentate de  lipozomi, ciclodextrine si
nanoparticule.

Antifungicele polienice (amfotericina B 1n
special, dar si nistatinul) sunt cele mai eficace si
mai sigure molecule. Spectrul lor de actiune acopera
toate categoriile de fungi, iar rata de rezistentd a
tulpinilor este extrem de redusd comparativ cu cea
manifestatd fatd de antifungicele de tip azolic.
Toxicitatea lor renald (nefrotoxicitatea), explicabild
prin inducerea apoptozei nefrocitelor, le limiteaza
utilizdrile clinice. Introducerea in uz a formularilor
lipidice a minimalizat efectele toxice ale acestor
medicamente si astfel, astazi ele se utilizeaza pe
scard largd in tratamentul infectiilor fungice
invazive (2).

In anii 80, azolii antifungici, ca
itraconazolul si fluconazolul, au cunoscut o larga
utilizare, nsd cresterea continud a procentului
tulpinilor rezistente in ultimul deceniu, a adus in
prim plan problema inlocuirii acestor molecule cu
noii triazoli cu spectru larg si o farmacocinetica
superioara ca voriconazolul, posaconazolul sau
ravuconazolul. Ca urmare a cresterii incidentei
SIDA, a transplantelor de organe, a interventiilor
chirurgicale majore, a utilizarii antibioticelor cu
spectru larg si a corticosteroizilor, se constatd o
augmentare a incidentei infectiilor fugice sistemice
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produse de diferitele specii apartindnd genului
Candida, a aspergilozelor si zigomicozelor .

Amfotericina B (AMB) este cel mai eficient
dar si cel mai toxic antifungic sistemic, avand o
structurd de macrolida polienica, cu actiunea cea
mai rapidd. Pentru cad are proprietati amfoterice,
aceasta substanta activa a fost numitd amfotericina.
Produsul brut contine 2 componente cu structuri
relativ asemanatoare: amfotericina A si AMB.
Amfotericina A este o tetraend, fiind mai putin
activa, iar AMB este o heptaena, fiind compusul cel
mai activ din punct de vedere biologic. Macrociclul
are 37 atomi de carbon, 7 duble legaturi si este legat
glicozidic de micozamina. Este utilizatd in terapie,
ca antifungic, de peste 30 de ani, si in ciuda
obtinerii a noi molecule antifungice, raméne totusi
antifungicul de prima alegere 1n infectiile sistemice
fungice severe, fiind si un tratament alternativ in
alte micoze. Principala problemd a AMB, ca de
altfel a majoritatii antifungicelor, este insolubilitatea
ei in apa. Pentru a deveni activa, trebuie solubilizata
in apa, iar modul in care se realizeaza acest lucru
precum si calea de administrare determina efectul ei
terapeutic.

Forma farmaceutica uzuala, comercializata
sub denumirea de Fungizone, este un amestec de
AMB si o substantd cu actiune de surfactant -
deoxicolatul de sodiu, dizolvate In tampon fosfat
(3). In aceste conditii, AMB formeazi o dispersie
coloidala, care poate fi administratd intravenos. A
fost primul preparat micelar formulat si
comercializat ncepand din 1958. Totusi, in
deceniile urmatoare s-au intreprins cercetari pentru
a gasi forme de administrare a amfotericinei B si a
altor poliene, in doze mari si cu reactii toxice cat
mai reduse. Acest deziderat a fost atins odatd cu
dezvoltarea formulérilor lipidice ale AMB si
nistatinului.

Incorporand molecula cu caracter amfoter
in vezicule lipidice s-a putut sunta rinichiul si in
consecintd, reactiile nefrotoxice s-au diminuat
foarte mult. Formularile lipidice de AMB elibereaza
subtanta activd catre tesuturi tintd si in situsurile
unde e prezenta infectia, acolo unde sunt acumulari
de celule fagocitare. Putem exemplifica prin
ALBECET - complex lipidic ce contine 35% AMB,
AMPHOTEC - dispersie coloidald cu 50% AMB si
AmBISOME - AMB lipozomalad cu 10% substanta
activa. Toate preparatele pot induce reactii adverse
ocazionale, asociate cu dispnee, nefrotoxicitate si
hepatotoxicitate, 1insd de intensitate variata,
comparativ cu forma clasicd de AMB. Din punct de
vedere al eficacitatii, formuldrile lipidice s-au
dovedit superioare AMB clasice, 1nsd sunt mai
costisitoare. Astazi, AMPHOCIL este cel mai putin
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utilizat datoritd faptului cd aceste reactii adverse
sunt uneori aproximativ la fel de severe ca si in
cazul preparatelor clasice. ALBECET induce aceste
reactii adverse, insd mai putin intense, dar totusi
semnificative, in timp ce AmBISOME produce
reactii adverse minime.

Formularile lipidice se prepara fie cu
fosfolipide, fie cu diferite substante tensioactive,
obtindndu-se doua categorii de preparate: lipozomi
si micele mixte (3). Lipozomii sunt formati din una
sau mai multe fosfolipide concentrice, bistratificate,
separate de o faza apoasa. Proprietitile lipozomilor
diferd de compozitia lipidelor constituente. Micelele
sunt particule coloidale obtinute prin agregarea
moleculelor tensioactive. in lipozomi, AMB este
inseratd intr-o structura lipidica bistratificata,
nefiind solubilizatd in faza apoasd a acestora. Au
mai fost studiate si formuldri cu surfactanti neionici,
esteri ai sucrozei si polioxietilenglicol. Ulterior, au
fost preparati lipozomi prin sonicarea unui amestec
de AMB, lecitina si alte fosfolipide si steroli.

Preparatele lipozomale diferda in marime,
structura, farmacocinetica si activitate antifungica.
Lipozomii elibereaza continutul lor ca raspuns la
stimuli de pH sau pot raspunde la un mediu acid,
mediu care apare §i 1In tesuturile tumorale.
Lipozomii pH-sensibili sunt obtinuti din 1,2-
dioleilfosfatidil etanolamina si colesteril
hemisuccinat. Stabilitatea acestor lipozomi e
dependenta de pH, iar in vivo ei vor fi destabilizati,
rezultind astfel eliberarea antifungicului din
interiorul lor. Astfel de lipozomi sunt cei pe baza de
nistatin, obtinuti dintr-un amestec de nistatin si
lipide in raport de 1:20.

Nanoparticulele polimerice, ce posedd o
mai bund reproductibilitate si stabilitate decat
lipozomii, au fost propuse recent ca alternativa la
aceste sisteme carrier, ele rezolvand intrucatva
neajunsurile lipozomilor. Nanoparticulele sunt
particule coloidale solide, cu diametru cuprins intre
1-1000 nm (4). Sunt alcatuite din substante
macromoleculare si pot fi utilizate in terapie ca
adjuvanti ai vaccinurilor sau ca sisteme carrier in
care substanta activd este dizolvatd, inchisa,
incapsulata, adsorbita sau legatd chimic. Polimerii
utilizati pentru edificarea nanoparticulelor pot fi
sintetici sau naturali. Existd doud tipuri de
nanoparticule, in functie procesul de preparare:
nanosfere si nanocapsule. Nanosferele au o
structura de tip monolit, in care medicamentul este
dispersat, adsorbit pe suprafata ei. Nanocapsulele au
o structurd de tip membrana, unde medicamentul
este inchis 1n interior sau adsorbit la exterior.

Termenul de nanoparticule se foloseste
generic pentru ambele tipuri de nanostructuri , fiind
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greu de stabilit daca particulele sunt tip matrice sau
tip membrana. Nanoparticulele sunt sisteme carrier,
dar ofera si o cale de administrare neinvaziva, cum
ar fi calea orala, nazala, oculara.

In ciuda acestor avantaje, nu existd
nanoparticule ideale. Multe dintre ele sunt preparate
din polimeri insolubili in apa si presupun utilizarea
temperaturilor ridicate sau a solventilor organici ce
pot degrada substanta activd. Unele metode de
preparare, cum ar fi evaporarea solventilor sau
polimerizarea emulsiilor, sunt procese complexe si
necesitd o serie de etape consumatoare de timp si
energie. In contrast, polimerii solubili in apa permit
metode mai facile de preparare, care nu implica
utilizarea solventilor organici sau a unei viteze mari
de forfecare. Dintre acesti polimeri hidrosolubili,
chitosanul este cel mai studiat. El poseda cateva
proprietati ideale pentru nanoparticulele polimerice
carrier: biocompatibilitate, biodegradabilitate, lipsa
detoxicitate si cost scdzut. Chitosanul este un
polimer natural glucidic modificat, preparat prin
dezacetilarea partiald a chitinei - un biopolimer
natural derivat din carapacea crustaceelor: crabi,
homari, etc. A fost descoperit si in compozitia unor
microorganisme, ca levuri sau fungi filamentosi. in
scop farmaceutic sunt utilizate mai multe forme cu
greutdti moleculare diferite si cu diferite grade de
dezacetilare, acesti factori fiind importanti in
formarea particulelor si  agregare (4). Pentru
prepararea nanoparticulelor de chitosan se utilizeaza
mai multe medode, cele mai wuzuale fiind
gelatinizarea ionotropica si complexarea
polielectroliticd. Ele oferd o modalitate simpla de
preparare, fard a fi necesari solventi organici, astfel
putdndt fi incluse si substante active mai labile
chimic. Substantele active se asociaza cu chitosanul
prin interactiune electrostaticd, legaturi de hidrogen
si interactiuni hidrofobe. Gelatinizarea ionotropica a
fost propusd in anul 1997 si se bazeazd pe
interactiunea electrostaticd dintre grupele NH, ale
chitosanului si sarcinile negative ale polianionilor (
e.g. tripolifosfat), intr-un mediu apos. Cea de-a
doua metoda presupune formarea nanostructurilor
prin aditia unui polimer cationic la un plasmid
ADN, mecanismul de legare presupunand
neutralizarea sarcinilor dintre polimerul cationic si
ADN. Tehnica ofera o preparare usoard, iar
nanoparticulele se formeazd spontan dupa
addugarea solutiei de ADN, particulele formate
avand dimensiuni intre 50-700 nm.

Nanoparticulele se  pot  administra
intravenos, iar biodisponibilitatea lor variaza cu
marimea, sarcina electricd si hidrofobicitatea lor.
Particulele cu diametru mai mare de 100 nm sunt
rapid absorbite, iar cele mai mici au un timp de



Fungi & Mycotoxins
Volume 1, N° 1, april 2007

circulatie prelungit. Nanoparticulele de chitosan au
beneficiat de o atentie sporitd, datorita stabilitatii lor
remarcabile, toxicitatii reduse, metodelor de
preparare simple si datorita faptului cd ofera variate
cai de administrare. Dimensiunile lor submicronice
sunt propice administraririi parenterale dar si
administrarii topice, neinvazive, pe mucoasele
orald, nazald, oculard. Translocarea substantelor
active la nivelul mucoaselor, facilitata de absorbtia
chitosanului, este crescuta.

Imbunatatirea  solubilitatii  substantelor
bioactive, madrirea stabilitdtii acestora, eliberarea
treptatd si diminuarea efectelor adverse pot fi de
asemenea obtinute prin incluziunea in ciclodextrine,
care conferd aceste proprietdti noilor medicamente
(5,6). Ciclodextrinele, produse prin conversia
enzimaticd a amidonului, au fost descoperite in
1891, structura fiind elucidatd insd mai tarziu, la
mijlocul anilor '30 (6). Producerea lor la scard
industriala a inceput in anii '70, fiind concentrata cu
precadere pe trei ciclodextrine (a, B, y) (figura nr.
1). iIn prezent, productia industriali de
ciclodextrine, derivati §i complecsi de incluziune
depaseste 1000 de tone anual (6).
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Figura nr. 1. Structura a-, - si y-ciclodextrinelor (6).

Ciclodextrinele sunt molecule formate prin
legarea a sase, sapte si respectiv opt resturi
glicozidice. Sintetiza lor se realizeaza concomitent
cu alte oligozaharide liniare prin degradarea
enzimatica a amidonului de citre ciclodextrin
glucozil transferaze, generate de Bacillus macercus
(6). Ele poseda o cavitate hidrofoba de forma
tronconica, in interiorul céreia pot fi inclusi o serie
de compusi organici. Gruparile hidroxilice
secundare sunt dispuse pe circumferinta bazei mari,
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iar grupdrile hidroxilice primare pe cea a bazei mici
a trunchiului de con. Dimensiunile celor trei forme
prezentate mai sus, respectiv diametrele cavitatii
interioare, sunt: 5,7; 7,8 si 9,5 A pentru a-, B- si
respectiv  y-ciclodextrind. Odatd cu cresterea
diametrului cavitatii ciclodextrinei, aceasta poate
gazdui un numar mai mare de molecule de apa, de
aceea, in solutie apoasa, molecule de apa legate vor
diferi energetic din ce in ce mai putin fatd de cele
din masa de solvent (6).

Avantajele utilizarii acestor ciclodextrine in
industria farmaceutica deriva din insasi proprietatile
lor fizico-chimice, proprietdti care au abilitatea de a

modifica farmacocinetica substantei bioactive
complexate. De exemplu, in cadrul unui studiu
preliminar comparativ al metabolizarii

ciclodextrinelor la sobolani, s—au administrat o—
ciclodextrind marcatd cu C'", p—ciclodextrind sau
amidon de cartof gelatinat, aproximativ 2,5 ml de
solutie apoasa 2,5 %, demonstrindu-se ca acele
animale care au primit p-ciclodextrind, au
metabolizat compusul mai greu decét cele care au
primit amidon pe parcursul experimentului. De
remarcat este faptul ca la finalul colectarii datelor,
cantitatea totald a dozei excretate (48,6 % si 66,8 %
din doza de CO,, dupa 17 si respectiv 23 de ore) era
similard cu cea a grupului caruia i s—a administrat
amidon. Excretia substantelor active din urina (3,6 —
5,1 %), fecale (0 — 5,4 %) si nivelurile reziduale din
organe si carcase, sunt de asemenea similare atat la
grupurile carora li s—a administrat f—ciclodextrina,
cat si la grupurile carora li s—a administrat amidon
(7).

Aceste aspecte conduc la concluzia ca f—
ciclodextrina este rezistentd la hidroliza acida si
actiunea o §i B amilazelor, ea nefiind digeratd sau
absorbita semnificativ in segmentul superior al
tubului digestiv (stomac si intestin subtire).
Hidroliza cu scindarea lantului dextrind/glucoza are
loc in intestinul gros, sub actiunea microflorei
intestinale si amilazei endogene. In cazul dozelor
mari, acest proces poate fi saturat si materialul
neabsorbit poate fi excretat prin fecale (8, 9, 10).

In terapia antimicotica, ciclodextrinele isi
dovedesc utilitatea in primul rand prin toxicitatea
lor redusd, dar si prin capacitatea de a diminua
efectul toxic al substantelor bioactive incapsulate
(tabelul 1).
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Tabel 1
Formulari farmaceutice de substante antimicrobiene (antimicotice i antibiotice)
complexate cu f§ —si a-ciclodextrine
Substanti/ciclodextrina Denum.lr(i Indicatii Forma .. Companie/Tara
’ comerciala ’ farmaceutica ’
Voriconazol/ Vfend Antimicotic Sol. inj. IV Pfizer, SUA
B-CD sulfobutil
Intraconazol / B-CD HP | Sporanox Antimicotic Solutie PO Janssen, Belgia
Cefalosporin / B-CD Meiact Antibiotic Tablete Meiji Seika,
Japonia
Cefotiam-hexetil / ¢-CD | Pansporin T Antibiotic Tablete Takeda, Japonia

De exemplu, intr—un studiu realizat pe
parcursul a 24 de saptamani pe cdini din rasa Beagle
pentru determinarea toxicitatii acute orale a B-
ciclodextrinei, nu au fost inregistrate manifestari
semnificative de toxicitate. Toate animalele supuse
experimentului au supravietuit, cu exceptia unui
subiect din grupul caruia i s-a administrat doza cea
mai mare. Acesta a manifestat hipertermie, si—a
pierdut apetitul si a manifestat catar ocular n timpul
ultimei sdptdmani de studiu. Desi animalul se afla
sub tratament antiinfectios, tratamentul cu p-
ciclodextrina a fost continuat si pe parcursul acestei
perioade. In timpul studiului au fost inregistrate
cateva cazuri de sindrom diareic, dar care s—au
remis sub tratament specific, aspect care scoate din
culpa B—ciclodextrina; nu s—au detectat modificari
semnificative ale pulsului si parametrilor biochimici
sanguini. La examenul necropsic, nu existau
modificari semnificative in greutatea organelor, desi
greutatea relativa si absoluta a ficatului tindea sa fie
mai mica la toate grupurile supuse tratamentului cu
B—ciclodextrind. Greutatea relativd si absolutd a
splinei a fost ugor crescuta la toate grupurile tratate.
Modificarile histopatologice observate au fost
atribuite modului de sacrificare (eutanasie cu solutie
suprasaturatd de sulfat de magneziu) si nu erau
legate de dozaj (11, 12). Toate aceste aspecte
conduc la observatia ca B—ciclodextrina (ca produs
de incluziune) nu induce un efect toxic semnificativ,
situatiile deosebite fiind atribuite conditiilor
deficitare de intretinere a unor subiecti infestati cu
paraziti.

De altfel, lipsa de toxicitate a
ciclodextrinelor este demonstrata si prin unele studii
speciale de teratogenitate. De exemplu, unui numar
de 30 femele de sobolani gestante li s-a administrat
oral, o doza zilnica de 5000 mg/kg B-ciclodextrina
in solutie apoasa de metilceluloza 1%.
Administrarea complexului s-a efectuat incepand cu
ziua a 7—a de gestatie si s-a incheiat 1n ziua a 16-a.
Femelele au fost apoi sacrificate in ziua 21 de
gestatie, iar in urma examindrii nu au fost puse in
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evidentd modificari semnificative de fetotoxicitate
sau teratogenitate (13).

Studiile efectuate la om, pe voluntari
sandtosi si pacienti cu ileostoma, cérora li s-au
administrat zilnic doze de 10 g B-ciclodextrina,
fractionate in 3 prize, ne demonstreaza existenta
aceluiagi comportament farmacocinetic in ceea ce
priveste absorbtia si metabolizarea, acestea fiind
greu realizabile la nivelul stomacului si intestinului
subtire, dar usor de realizat la nivelul colonului, sub
actiunea microflorei endogene (14).

Studiile metabolice efectuate la oameni si
animale indica cu certitudine ca ciclodextrinele sunt
metabolizate si absorbite 1n ultima portiune a
tubului digestiv. Metabolizarea se realizeaza prin
hidrolizd, de catre microflora rezidenta la acest
nivel. O micd proportie din  ciclodextrinele
administrate este absorbitd intactd (nemetabolizatd).
Toxicitatea acutd a  ciclodextrinelor este
nesemnificativd in cazul administrarii orale (la
caine, limita de sigurantd a fost stabilitd la 200).
Studiile de genotoxicitate vin si completeze acest
aspect, prin lipsa fetotoxicitatii i teratogenitatii.

Toate aceste aspecte farmacologice
demonstreaza potentialul acestor substante de a fi
usor complexate cu substante antimicrobiene de
tipul antimicoticelor, pentru a le mari stabilitatea
farmaceutica, pentru a le elibera treptat si a le
diminua efectele adverse.
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