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Resumo da dissertacao

Introducdo: O aumento do numero de hospedeiros imunocomprometidos tem
provocado um aumento substancial na incidéncia de infec¢des fungicas. A
criptococose € uma micose sistémica observada frequentemente em pacientes
com HIV/AIDS. O pilar fundamental do tratamento ainda € a anfotericina B
deoxicolato, que esta associada a nefrotoxicidade e outros efeitos adversos
importantes, tais como anemia. A reducdo na nefrotoxicidade observada com
as formulacdes lipidicas de anfotericina B, explicada pela distribuicdo mais
lenta da droga nos tecidos, oferece uma boa solucdo para os problemas de
toxicidade, entretanto seus custos sdo proibitivos. A infusdo continua de
anfotericina B foi estudada e mostrou-se segura no tratamento da neutropenia
febril associada a neoplasias hematologicas. Esta estratégia de tratamento
pode ser uma alternativa promissora para o tratamento de infec¢des fungicas
como a criptococose. Nosso objetivo neste estudo é avaliar seguranca e
eficacia microbiologica da infusdo continua de anfotericina B deoxicolato no
tratamento da meningoencefalite criptocécica.

Métodos: Ensaio clinico aberto, prospectivo, ndo-comparativo, incluindo
pacientes com meningoencefalite criptocécica e AIDS. Os pacientes receberam
infusdo continua de anfotericina B deoxicolato (0,7 mg/kg/dia) e flucitosina por
via oral (25mg/kg quatro vezes ao dia), durante 14 dias. Foi mensurada a
atividade  antifungica utilizando culturas quantitativas do liquido
cefalorraquidiano obtido por puncdo lombar no pré-tratamento, e dias 3, 7 e 14

de tratamento.



Resultados: O estudo incluiu 10 pacientes. A mortalidade geral apos 2
semanas de tratamento foi de 10 %. A analise micolégica demonstrou uma
reducdo progressiva nas unidades formadoras de colénias(UFC) no liquido
cefalorraquidiano. Foi calculada a atividade antifungica inicial utilizando o grau
de reducdo nas contagens das unidades formadoras de colbnias. Esta
atividade foi de -0,37+£0,05 log UFC/mL de liquor por dia. Embora dois
pacientes tenham desenvolvido hipocalemia, a funcdo glomerular foi
preservada em todos os pacientes, com niveis de creatinina abaixo de 1,5mg/dl
no fim do tratamento. Anemia ocorreu em 5 pacientes, e 0s niveis médios de
hemoglobina decresceram de 11,49 para 7,92 g/dL.

Conclusdes: Os dados indicam que a infusdo continua parece ser segura e
bem tolerada, mesmo com o aparecimento de anemia e hipocalemia em alguns
pacientes. A atividade antifingica foi comparavel ao padrao de tratamento, com
reducdo adequada da carga fungica da doenca. Nossos resultados confirmam
que a infusdo continua reduz a nefrotoxicidade, mantendo a atividade
antifingica. Estudos maiores e comparativos com as formulacées lipidicas de
anfotericina B e até mesmo com novos antifingicos, sdo necessarios para

avaliacdo mais aprofundada deste inovador regime de tratamento.



1. Introducao

O aumento expressivo no numero de pacientes com condi¢cdes
imunossupressoras observado nas Ultimas décadas tem ocasionado uma
elevacdo correspondente na frequéncia de infec¢bes fungicas. A maior
sobrevivéncia de pacientes com neoplasias, a realizagdo de transplantes de
orgdos solidos e células da medula, o HIV/AIDS e o uso cronico de
medicamentos imunossupressores sdo exemplos destas condicbes. A
importéncia crescente das micoses sistémicas neste contexto atenta para a
necessidade de conhecimento maior sobre o diagnostico e tratamento destas
entidades (Eriksson, Seifert et al., 2001).

O dificil diagndstico e a mortalidade elevada associados as micoses
sisttmicas acarretam na grande maioria das vezes na necessidade de
tratamentos empiricos ou até profilaticos. A anfotericina B deoxicolato €, ainda
hoje, o pilar fundamental da terapia anti-fingica. Entretanto, existe consideravel
toxicidade associada ao seu uso, especialmente a nivel renal (Eriksson, Seifert
et al., 2001; Deray, 2002; Uehara, Sa et al., 2005).

A criptococose é uma micose sistémica frequente em hospedeiros
imunocomprometidos, especialmente individuos vivendo com HIV/AIDS. Em
situacdes onde ndo ha acesso a terapia anti-retroviral (TARV), constitui causa
importante de mortalidade associada a infeccdo pelo HIV. Em nosso meio,
mesmo com a disponibilidade de TARV, ainda é prevalente em pacientes com
AIDS. De acordo com dados de uma revisdo recente da literatura brasileira

sobre criptococose, 6% dos casos de AIDS no Brasil foram notificados com o
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diagnéstico de criptococose, embora a incidéncia de criptococose como doenca
definidora de AIDS tenha decrescido gradualmente nos ultimos anos. Os
estudos brasileiros revisados demonstraram mortalidade de 45-65%. Em um
estudo na Tailandia com pacientes com meningoencefalite criptococica,
apresentacdo mais comum da criptococose disseminada, 43% dos pacientes
morreram em uma média de 14 dias, mesmo com tratamento com doses
convencionais de anfotericina B. Dois fatores explicam a alta mortalidade: a
elevacdo da pressdo intracraniana que ocorre freqlientemente na
meningoencefalite criptocdcica; e também os tratamentos antifUngicos com
poténcia apenas moderada, que podem levar até duas semanas para esterilizar
o liquido cefalorraquidiano (Pappalardo e Melhem, 2003; Brouwer, Rajanuwong
et al., 2004).

Os estudos que avaliaram o desfecho microbiolégico dos diferentes
tratamentos antifungicos utilizaram a negativacao das culturas como parametro
para afericdo da eficacia microlégica. Desta maneira, obtém-se um resultado
de sim/ndo ao longo do tempo e diferentes coletas de liquido cefalorraquidiano.
Harrison desenvolveu uma técnica mais acurada de afericdo de desfecho
microbiolégico para comparacdo de diferentes tratamentos anti-fungicos. A
utiizacdo de culturas quantitativas mostrou-se um método poderoso de
avaliacdo da resposta micoldgica ao tratamento da criptococose; a reducao ou
resolucdo da infecgcdo foi associada a sobrevida, em um estudo recente
(Brouwer, Rajanuwong et al., 2004; Bicanic, Muzoora et al., 2009).

O desenvolvimento de novos agentes, como as anfotericinas de
formulacbes lipidicas, caspofungina (ndo ativa contra Cryptococcus spp.), €

voriconazol, assim como outros derivados azdlicos, promoveu alternativas a
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anfotericina B para o tratamento anti-fungico. Porém o alto custo destas novas
drogas torna o seu uso proibitivo em um cenario de recursos limitados. Por
exemplo, uma dose diaria de 5 mg/kg de anfotericina lipossomal para um
paciente de 70 kg é 22 vezes mais dispendiosa do que uma dose de 1 mg/kg
de anfotericina B deoxicolato. Além disso, o beneficio dessas alternativas, na
maioria das situacOes, parece ser apenas em reducdo de toxicidade,
traduzindo-se em uma melhora relativa dos desfechos clinicos, entretanto com
eficacia microbiolégica provavelmente comparavel a anfotericina convencional.
Entretanto, em algumas situacdes, como em pacientes com aspergilose, 0
beneficio clinico das novas formula¢des lipidicas é inequivoco (Walsh, Finberg
et al.,, 1999; Herbrecht, Denning et al., 2002; Spellberg, Witt et al., 2004;
Kleinberg, 2006; Cornely, Maertens et al., 2007).

Embora seja uma droga com ampla experiéncia de uso e ha bastante
tempo disponivel no mercado, ainda ndo ha consenso sobre a forma ideal de
administracdo da anfotericina B. Algumas estratégias tém sido utilizadas de
maneira a tornar o seu uso menos toxico. Buscamos nesta revisdo descrever o
conhecimento acumulado sobre esta molécula focando no seu uso em infusao
continua, surgindo como uma alternativa para reducdo de toxicidade e
justificando a sua experimenta¢ao no tratamento da criptococose. Abordaremos
ainda, o estado de arte do tratamento da criptococose e 0 uso de culturas

quantitativas para afericdo da resposta microbiolégica (Andes, 2006).
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2. Revisao da literatura

2.1 Anfotericina B

A anfotericina B é um antibiotico polieno que foi isolado pela primeira vez
em 1959 de culturas de Streptomyces nodosus. A cepa foi coletada em 1955
no delta do rio Orinoco, na Venezuela. Ainda hoje a substancia é extraida das
culturas em escala industrial. E considerado um antimicotico polieno néo-
aromatico (Lemke, Kiderlen et al., 2005).

Todos os polienos sao caracterizados pela baixa solubilidade. Essa
baixa solubilidade explica porque existe pouca ou nenhuma absorcao
gastrintestinal de anfotericina e portanto baixissima biodisponibilidade quando
€ administrado por via oral. Logo a droga €, via de regra, administrada por via
intravenosa, misturada com um agente solubilizante tal como o deoxicolato de
sodio. A combinagéo anfotericina B + deoxicolato de sédio é a formulacdo mais
utiizada na pratica clinica, especialmente em paises em desenvolvimento
(Lemke, Kiderlen et al., 2005).

A anfotericina B é geralmente utilizada para o tratamento de infecctes
fungicas sistémicas e invasivas, tais como as causadas pelas espécies de
Candida, Aspergillus, Fusarium, Scedosporium, Trichosporon, e Cryptococcus.
Além de ser indispensavel para o tratamento das infec¢des flngicas, € também
a droga de segunda linha mais importante para o tratamento da leishmaniose

visceral e cutanea (Lemke, Kiderlen et al., 2005).
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2.2 Mecanismo de acgéao

Esterdis sdo componentes essenciais das membranas biolégicas e sao
responsaveis pela fluidez da membrana. Nas células de mamiferos, o
colesterol € o esterol predominante, enquanto que em fungos, amebas e
protozoarios do género Leishmania, é o ergosterol. A estrutura poliénica da
anfotericina B permite a mesma formar complexos com os esterdis, causando a
formacdo de poros na membrana celular. Nesse contexto, a anfotericina B
favorece fortemente o ergosterol em relacdo ao colesterol. A cadeia poliénica
interage através das forcas de Van der Waals com a molécula de colesterol ou
ergosterol e os fosfolipideos da membrana. Devido a formacdo de poros na
membrana, o alvo perde sua integridade celular, o que pode ser monitorado

pelo efluxo rapido de ions, principalmente potassio (Lemke, Kiderlen et al.,

2005).

2.3 Farmacocinética e farmacodinamica

Como ja mencionado, a absorcdo gastrintestinal de anfotericina B €
minima. Dados detalhados do metabolismo da anfotericina B ainda ndo séo
totalmente conhecidos. Existe alta ligagdo as proteinas plasmaticas;
aproximadamente 20-30% da anfotericina B € removida do sangue no figado e
excretada com a bile nas fezes. Cerca de 2-5% da anfotericina B encontrada
na urina ndo foi metabolizada e permanece biologicamente ativa (Lemke,
Kiderlen et al.,, 2005). Bekersky e colaboradores constataram que até dois
tercos da anfotericina B deoxicolato sdo excretados inalterados na urina
(20,6%) e fezes (42,5%), sugerindo que 0 metabolismo tem na maior parte do

tempo um papel menos importante na eliminacdo da droga (Bekersky, Fielding
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et al., 2002). Quando a anfotericina B deoxicolato € administrada e entra na
corrente sanguinea, o deoxicolato separa-se da anfotericina B, e 95% desta
altima liga-se as proteinas plasmaticas. A maior parte do farmaco deixa a
circulacdo sistémica e € deslocada para o figado e outros o6rgdos. As
concentracbes de anfotericina B em areas inflamadas, tais como peritonio,
pleura e articulagbes sdo aproximadamente dois ter¢cos do nivel sérico de vale.
A anfotericina B penetra pobremente nas meninges em seu estado normal ou
com inflamacdo, como também no cérebro, saliva, secre¢cdes bronquicas,
humor vitreo, liquido amniotico, musculo e ossos (Bindschadler e Bennett,
1969).

O objetivo farmacocinético de qualquer tratamento antifingico é de
atingir concentracdes terapéuticas no sitio da infec¢do. Desta forma, devemos
considerar além do medicamento, qual o fungo que esta causando a infeccéo e
aonde estd localizada ou compartimentalizada. A maioria dos fungos
patogénicos encontra-se no meio extracelular; logo a concentracdo sérica seria
um marcador confiavel para terapéutica adequada. Entretanto, em infeccdes
compartimentalizadas como as do sistema nervoso central, tais como a
meningoencefalite criptocécica, a concentracdo no parénquima cerebral pode
ser mais importante. Estudos em animais demonstraram a penetracéo
equiparavel no parénquima cerebral de diversas formulacdes de anfotericina B
(Groll, Giri et al., 2000; Andes, 2006). De fato, os tratamentos com anfotericina
B deoxicolato (1 mg/kg/dia) ou anfotericina B lipossomal (5 mg/kg/dia)
proporcionaram as maiores concentracdes de pico plasméatico (CMax) e area

sobre a curva (AUC). A anfotericina B deoxicolato e a anfotericina lipossomal
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apresentaram maior eficacia antifungica. Esta atividade foi concentracdo e
tempo dependente (Groll, Giri et al., 2000).

A farmacodindmica estabelece a relacdo entre farmacocinética e
desfecho. No contexto de antimicrobianos, considera-se a relacdo entre a
exposicado a droga e uma medida de sua poténcia in vitro ou concentracao
inibitéria minima (MIC). Desta forma, temos trés parametros de fundamental
interesse para a descricdo desta relacdo, sendo estes: a concentracdo seérica
maxima sobre o MIC (CMax/MIC), a area sobre a curva sobre o MIC - area de
24 horas sobre a curva de concentracao sérica — (AUC/MIC), e o tempo em
gque a concentracdo da droga excede o MIC, expresso como uma porcentagem
do tempo (% T/MIC) (Figura 1). O conhecimento de qual destes trés parametros
descreve melhor a atividade anti-fUngica de uma droga fornece a base para
determinar-se a frequéncia na qual a mesma pode ser mais eficientemente
administrada. Por exemplo, se CMax/MIC correlaciona-se fortemente com a
atividade da droga A, a posologia mais adequada seria doses altas e mais
espacadas (agente concentracdo-dependente). Por outro lado, se %/T/MIC
descreve mais adequadamente a atividade de uma droga, esta necessitaria de
doses menores e mais freqientes - ou até uma administracdo continua - para
prolongar o periodo de tempo em que o nivel sérico da droga esta acima do

MIC (agente tempo-dependente) (Andes, 2006).
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Parameters of Interest:
I'r'--‘;rna:n: (Peak) Time = MIC

1 C,..../MIC ratio
S AUC/MIC ratio
©
= Area under the
o AUC curve
5
o

MIC = faned

Time = MIC

Time (hours)

Figura 1. Farmacocinética da administracdo de um antimicrobiano em relagcdo a
concentragdo inibitéria minima (MIC). (Retirado de: Andes D. Clinical pharmacodynamics of

antifungals. Infect Dis Clin N Am 2003; 17:635-49; com permisséo.)

Os antifingicos ndo sao divididos facilmente entre agentes tempo ou
concentracdo-dependentes. Os estudos existentes classificam os polienos —
anfotericina B — como compostos concentracdo-dependentes. Entretanto héa
resultados conflitantes nestes estudos, como por exemplo a observagdo de
acdo antifangica similar as primeiras horas e persistente apdés 24 horas de
administragao, o que pode refletir in vivo a difusdo lenta nos tecidos destes
compostos. Além disso, em um estudo recente avaliando a distribuicdo no SNC
de anfotericina B nas suas diferentes formula¢cées, em modelos animais, a
erradicacao fangica foi associada com parametros concentracdo-dependente
(CMax/MIC) como também tempo dependente(%T>MIC), e os autores
concluiram que a atividade antifungica foi tempo e concentragdo-dependente

(Groll, Giri et al., 2000; De Rosa, Bargiacchi et al.,, 2006). Embora esteja
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estabelecido que a anfotericina B claramente tem atividade concentracéo-
dependente, existe provavelmente um efeito de teto da fracao livre (bioativa) da
droga, baseado na ligacdo as proteinas plasmaticas e solubilidade, o que
poderia variar de acordo com o sitio da infeccdo em GOrgdos como 0s rins,
pulmbes, figado e cérebro (Lewis e Wiederhold, 2003). Todas estas
consideracbes levam em conta somente a erradicacdo microbioldgica.
Entretanto, tratando-se de uma droga como a anfotericina B, com importante
toxicidade associada como revisaremos a seguir, € importante valorizarmos a
importancia do parametro %T/MIC no tratamento para sustentarmos a
viabilidade da administracdo de anfotericina B em infusdo continua, uma
estratégia que poderia reduzir efeitos adversos. Mesmo apés 40 anos de uso
clinico, o regime posologico da anfotericina B ainda ndo estd completamente
definido, sendo indicado pelo fabricante a infuséo diéria de 2 a 6 horas.
Estudos de farmacodinamica mostraram que a anfotericina B exibe
atividade espécie-especifica e concentracdo-dependente com um efeito teto da
fracdo bioativa da droga, com concentragcbes 50% efetivas (ECsp) variando de
0,10 a 0,12 pg/ml para A.fumigatus, 0,36 a 0,53 pg/ml para A.terreus, 0,27 a >=
32 pg/ml para F.solani, 0,41 a 0,55 pg/ml para F.oxysporum, e 0,97 e 0,65 para
S.apiospermum e S.prolificans, respectivamente (Lewis, Wiederhold et al.,
2005; Wiederhold, Tam et al., 2006). Em relacdo a Candida albicans, atividade
otimizada similar de anfotericina B pode ser atingida maximizando a relag&o
concentracdo de pico sobre concentracdo inibitéria minima (CMax/MIC)

(Burgess, Hastings et al., 2000; Andes, Stamsted et al., 2001).
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2.4 Toxicidade

A toxicidade da anfotericina B pode ser dividida em efeitos
agudos(reagcOes agudas infusionais) e sub-agudos(nefrotoxicidade). Reacdes
agudas infusionais sdo caracterizadas por sintomas como calafrios, febre,
nauseas e vomitos, cefaléia, hipotensao, taquicardia e dispnéia, que ocorrem
durante a administracdo de anfotericina B deoxicolato. Tais reacdes
frequentemente requerem atencdo médica e uso de medicamentos, tais como
dexclorfeniramina ou meperidina. Ja foram descritos casos de arrtimias
cardiacas severas durante a administragdo de anfotericina B (Ellis, Al-Hokail et
al., 1992; Lemke, Kiderlen et al., 2005).

A incidéncia de nefrotoxicidade pode chegar a niveis entre 49% e 65%;
podendo chegar a perda significativa da funcdo renal, com necessidade de
didlise. O uso de outras drogas nefrotoxicas com AmB-d e a didlise como
consequéncia da perda de fungédo renal foram claramente associados com
mortalidade(Deray, 2002).

A fisiopatologia da nefrotoxicidade envolve dois mecanismos:
vasoconstricdo  severa, diminuindo o fluxo sanguineo renal e
consequentemente o grau de filtracdo glomerular (GFR); e uma interacao direta
da Amb-D com as membrana das células epiteliais do rim, causando disfungéo
tubular. Esses dois mecanismos conjuntamente determinam a perda de fungao
renal (Deray, 2002). Os dois mecanismos interagem em um feedback
tubuloglomerular, no qual a concentragdo baixa de sddio na méacula densa,
causada pela disfuncéo tubular proximal, aumenta a vasoconstricao aferente,

reduzindo ainda mais o fluxo sanguineo renal (Berdichevski, Luis et al., 2006).
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Fatores de risco em potencial para nefrotoxicidade da AmB-d incluem: a
dose diaria de AmB-d recebida pelo paciente; desidratacdo; dose cumulativa;
funcdo renal anormal no inicio do tratamento; drogas nefrotoxicas utilizadas
concomitantemente; e categoria de risco do paciente. Para a deteccdo da
nefrotoxicidade, é necessaria a vigilancia clinica para seus sinais, tais como a
disfuncéo tubular e insuficiéncia renal. A hipocalemia, causada por disfuncéo
tubular direta causada pela droga, € uma complicacdo frequente da terapia
com anforericina B deoxicolato, que pode levar a necessidade de
suplementacao diaria de potassio para a manutencao dos niveis séricos deste
ion. Em uma parcela significativa dos pacientes, AmB-d induzird as seguintes
alteracdes: hipomagnesemia, acidose tubular renal e polidria. Na azotemia
causada pela AmB-d caracteriza-se 0 aumento progressivo da creatinina
sérica. E usualmente reversivel com a suspensdo da droga; no entanto, em
doses cumulativas maiores (acima de 4g), podendo ser irreversivel. Um
aumento de mais de 25% na creatinina sérica deve ser considerado como sinal
de nefrotoxicidade (Deray, 2002).

Estdo descritos ainda como efeitos adversos as ocorréncias de anemia,
neutropenia, plaguetopenia e alteracdes de provas de funcdo hepatica. A
anemia pode decorrer da supressdo da producdo de eritropoetina, e
usualmente € normocitica e normocrémica. Embora esses efeitos secundérios
possam ser frequentes, especialmente anemia, ndo costumam acarretar em
morbidade ou mortalidade significativa (Lemke, Kiderlen et al., 2005; Bicanic,

Wood et al., 2008).
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2.5 Anfotericina B deoxicolato em infusdo continua

Tendo em vista o alto custo das anfotericinas lipidicas, tém-se procurado
estratégias que permitam o uso da anfotericina B deoxicolato com menor
toxicidade. Partindo do racional farmacocinético de que infusbes de 4 horas
resultam em uma ligacdo maior as proteinas plasmaticas, e niveis séricos mais
elevados do que infusdes de 24 horas, com maior e mais rapida distribuicdo de
anfotericina B nos tecidos e consequentemente maior nefrotoxicidade, a
infusdo continua (24 horas) de anfotericina B surge como uma estratégia
promissora para tentar diminuir a nefrotoxicidade associada, como ilustrado na
figura retirada do trabalho de Lewis (figura 2). Também a concepcdo da
importancia dos dois parametros (Cmax/MIC e %T/MIC) em conjunto, para a
erradicacdo microbioldgica, assegura a possibilidade e viabilidade do uso desta
estratégia. A reducao da toxicidade parece, pelo menos em parte, depender de
uma liberacdo mais lenta de anfotericina B aos tecidos (Lewis e Wiederhold,

2003).

A infusdo continua de anfotericina B deoxicolato apresentaria algumas
limitacbes que devem ser consideradas quando da avaliagdo desta estratégia.
Existe a necessidade de um acesso venoso exclusivo, preferencialmente
central, para a infusdo da droga, através de uma bomba de infusdo. Agrega-se
ai o risco de complicacdes infecciosas e mecéanicas advindas deste dispositivo.
Evidentemente, o risco existente a mais, comparado a estratégia convencional
€ minimo, visto que na grande maioria das vezes anfotericina B deoxicolato ja é
administrada por acesso venoso central. O custo baixo de uma bomba de
infusdo e a n&o-possibilidade de compartilhamento deste acesso com a

administracdo de outras drogas, assim como a necessidade do paciente ficar
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ligado a bomba durante as 24 horas do dia (lembrando que muitos pacientes
apresentam doenca grave e sdo restritos ao leito) acabam por ser as uUnicas

limitacGes adicionais da infusdo continua de anfotericina B deoxicolato.

A AmB 4-hour infusion (1 ma/kg/day)
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34 T RES Liver and spleen Kidneys
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B AmB continuous infusion (1 mg/kg/day)

2 proteins
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¥

Em b &ydﬁﬁﬁﬁ:ﬁfﬁﬂmﬁfé* g 4-"” %?‘“C o :'U 7 pg/mL
Soluble “bioaclive” fraction

Figura 2. Modelo da fragcdo ligada as proteinas (sombreado) e livre (bioativa) de
concentracfes séricas de anfotericina B apds infusdo de 4 horas (A) ou infusdo continua (B).

As flechas significam ligacao ou equilibrio distributivo. RES — Sistema reticulo-endotelial.

Chabot e colaboradores avaliaram o uso de infusdo continua de
anfotericina B deoxicolato na modulacdo bioquimica de agentes
antineoplasicos em pacientes com carcinomas avancgados. Niveis terapéuticos
de anfotericina foram rapidamente alcancados e mantidos durante a infuséao,
com reducdo de toxicidade aguda relacionada a infusdo mais rapida.

Entretanto, a modulacéo dos agentes antineoplasicos pela infusdo continua de
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anfotericina B deoxicolato nédo foi demonstrada clinicamente(Chabot, Pazdur et

al., 1989).

Eriksson e colaboradores desenvolveram um ensaio clinico randomizado
comparando a infusdo de anfotericina B deoxicolato de 4 horas (convencional)
versus a infuséo de 24 horas (infusdo continua). Foram arrolados 86 pacientes
com indicacdo de uso de anfotericina B, a maioria deles neutropénicos com
neoplasias hematoldgicas. O estudo incluiu e definiu pacientes com febre
persistente, infeccdo fuangica possivel, infeccdo fungica provavel e infeccao
fungica comprovada; estes foram distribuidos igualmente conforme esta
classificacdo nos dois grupos de tratamento. Entre os pacientes com infec¢éo
fungica comprovada, incluiram-se pacientes com criptococose (1), aspergilose
(4), Rhizopus pulmonar, e aspergilose pulmonar angioinvasiva (3) (Eriksson,

Seifert et al., 2001).

Encontrou-se diferenca significativa em relagdo as reacdes agudas
infusionais, tendo estas ocorrido em maior ndmero nos pacientes que
receberam a infusdo de 4 horas. Os pacientes que receberam infusdo continua
necessitaram menor nimero de medicacdes contra essas reacgfes, tais como
febre ou calafrios. Em relacdo a nefrotoxicidade, observou-se maior aumento
significativo na concentragcdo de creatinina sérica no grupo que recebeu a
infusdo de 4 horas. Nao houve diferencas em relacdo a hipocalemia ou

hipomagnesemia (Eriksson, Seifert et al., 2001).

A mortalidade foi maior no grupo que recebeu a infusdo de 4 horas,
tendo todas as sete mortes reportadas ocorrido neste grupo. Embora um

namero maior de pacientes com infeccdo fangica comprovada tenha sido
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incluido no grupo que recebeu infusdo continua, ocorreram trés mortes por
infeccdes fungicas detectadas na necropsia no grupo com infusdo rapida e
nenhuma no grupo com infusédo continua. Fungemia de escape nao ocorreu em
nenhum dos grupos. Os dados relativos a eficacia neste trabalho suportam a
nocdo de que uma infusdo continua de anfotericina B seja pelo menos tao
efetiva, em pacientes com neutropenia febril, quanto as infusdes diarias de 4
horas. A reducdo nas reacbes agudas infusionais pode ser explicada pela
inducéo ou liberacdo mais demorada dos mediadores inflamatorios, tais como
proteina C reativa, quando da infusdo continua de anfotericina B, tendo sido
comparavel a reducdo observada nos ensaios com as formulagdes lipidicas.
Comparando a razdo de creatinina de pico sobre a creatinina na visita de inicio
de estudo, durante e ao final do tratamento, os autores observaram uma razao
maior no grupo da infusdo rapida. Esta reducdo marcada na nefrotoxicidade
observada também € comparavel a observada nos pacientes tratados com
anfotericina B lipossomal. Como néo foi observada diferenca na hipocalemia,
também de maneira semelhante aos estudos com Ambisome (formulacao
lipossomal de anfotericina B), a infusdo continua de anfotericina B parece
reduzir principalmente a toxicidade renal pré-tubular (Eriksson, Seifert et al.,

2001).

Em um estudo observacional, realizado na Faculdade de Medicina do
ABC — Sé&o Paulo, analisaram-se retrospectivamente dados de 12 pacientes
com neutropenia febril necessitando terapéutica antifingica e que receberam
infusdo continua de anfotericina B deoxicolato. Somente trés desses pacientes
apresentaram infec¢@o fangica comprovada. Ndo houve nenhuma morte no

periodo de 7 dias analisado a partir do inicio da administracdo de anfotericina
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B. A reducédo na nefrotoxicidade foi semelhante a observada nos estudos de
Eriksson, tendo 30,76% dos pacientes apresentado aumento de creatinina 1.5
vezes superior ao da visita do inicio do estudo — também comparavel ao estudo
de Walsh com anfotericina lipossomal (29,40%). A hipocalemia e
hepatoxicidade foram eventos adversos freqientes como também era
esperado e relatado nos outros estudos (Walsh, Finberg et al., 1999). Todos os
pacientes sobreviveram por pelo menos sete dias apés inicio do tratamento
com infusdo continua de anfotericina B deoxicolato, e resolugéo clinica ocorreu
em 76% dos pacientes. Os autores concluiram que a anfotericina B em infuséo
continua foi efetiva nestes pacientes com neutropenia febril, embora as
limitacbes do estudo sejam evidentes (retrospectivo, pequeno numero de
pacientes) , os resultados sao interessantes e encorajadores para a realizacao

de novos ensaios clinicos (Uehara, Sa et al., 2005).

Em pacientes submetidos a transplante pulmonar, Speich e
colaboradores desenvolveram um estudo piloto, utilizando anfotericina B
deoxicolato em infus@o continua. Foram arrolados neste pequeno trabalho seis
pacientes, com infeccao flngica comprovada; novamente os resultados foram
satisfatorios, tendo sido erradicada a infeccdo fungica em 5 dos 6 pacientes, e
a droga foi bem tolerada com ocorréncia de nefrotoxicidade em 1 paciente
(16%). Esses resultados também indicam que a infusdo continua oferece uma
possibilidade real de reduzir a nefrotoxicidade associada a anfotericina B, com
custos adicionais minimos, especialmente no contexto de uso concomitante de
drogas nefrotdxicas, ja que todos os pacientes do estudo utilizavam agentes
imunossupressores comprovadamente nefrotéxicos como a ciclosporina A

(Fluckiger, 2002; Furrer, Schaffner et al., 2002; Speich, Dutly et al., 2002).
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No estudo de Peleg e colaboradores, analisaram-se os dados de uma
coorte retrospectiva comparando-se a infusdo de anfotericina B em 4 horas
com a infusdo continua de 24 horas. Os pacientes eram portadores de
neoplasias hematologicas com necessidade de terapia anti-fungica; foram
divididos em pacientes com infeccdo fungica possivel, provavel ou
comprovada. Foi utilizada a dose de 0,6mg/kg nos pacientes com neutropenia
febril e 1mg/kg nos pacientes com suspeita de ou aspergilose confirmada. Foi
realizada troca para anfotericina lipossomal em pacientes que dobraram a
creatinina durante o tratamento ou quando a creatinina na visita de inicio do

estudo era superior a 1,4 mg/dL (Peleg e Woods, 2004).

O desfecho priméario deste trabalho era a nefrotoxicidade, que foi
definida também como a ocorréncia de um aumento de 2 vezes a creatinina da
visita de inicio do estudo. Foram também analisados como desfechos
secundéarios a mortalidade em 14 dias, auséncia de infec¢des fungicas de
escape durante o tratamento, como também a resolucdo de infec¢des fungicas
comprovadas. Um total de 77 pacientes foram incluidos para andlise. A média
de aumento na creatinina, a média da fracdo pico de creatinina durante o
tratamento sobre creatinina na visita de inicio de estudo, como também a
reducdo da depuragdo da creatinina, foram significativamente menores no
grupo que utilizou anfotericina B em infusdo continua de 24 horas. O
comprometimento da funcéo renal foi significativamente menor no grupo que
recebeu infusdo continua de anfotericina B deoxicolato comparado ao grupo
que recebeu infusdo em 4 horas (10% versus 45%, respectivamente, razao de
chances 0,14 — intervalo de confianca de 95% 0,04 a 0,5 valor p<0,001). Os

autores identificaram uma velocidade de infusdo alvo ideal, associada com
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menor nefrotoxicidade, menor do que 0,08 mg/kg/h. A anélise dos subgrupos
de pacientes que foram submetidos a transplantes de medula, assim como nos
que utilizaram concomitantemente drogas nefrotoxicas, também demonstrou
uma reducdo na toxicidade renal com a infusdo continua, mantendo a
significancia estatisitica observada na analise global. A mortalidade também foi
significativamente diferente nos dois grupos (sobrevivéncia em 14 dias: 95% -
infusdo continua e 79% na infusdo de 4h, p=0,03), embora ndo esteja
diretamente relacionada a infeccéo fungica. Nao houve diferenca na fungemia

de escape entre os dois grupos (Peleg e Woods, 2004).

O estudo de Peleg traz evidéncia suficiente para dar suporte a concluséo
de que a administracdo de anfotericina B em infusdo continua é menos
nefrotbxica do que a infusdo convencional em 4 horas, em pacientes
hematoldgicos. Foi o primeiro estudo a analisar dados de pacientes submetidos
a transplantes de medula, que frequentemente fazem uso de outras drogas
nefrotoxicas e toleram mal o acometimento da funcédo renal. A reducao na
nefrotoxicidade é clinicamente relevante, j& que a nefrotoxicidade traduz-se em
aumento na mortalidade, no tempo de hospitalizacdo e nos custos hospitalares,
como j& documentado na literatura. Os dados deste trabalho demonstraram
que pacientes que utilizaram a infusdo continua apresentaram uma chance 6
vezes menor de desenvolver nefrotoxicidade. Esses dados, juntamente com o
custo reduzido da anfotericina B deoxicolato, sugerem um potencial
farmacoecondmico relevante, considerando a infusdo continua como uma
alternativa viavel e de beneficio comparavel as formulacdes lipidicas de

anfotericina de elevado custo. A analise secundaria de eficacia também como

no estudo de Eriksson revelou uma mortalidade menor no grupo da infusdo
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continua, embora o estudo ndo tenha sido delineado para este tipo de

conclusao (Peleg e Woods, 2004).

Avaliou-se o0 uso de anfotericina B em infusdo continua em conjunto com
ciclosporina A, em pacientes submetidos a transplante alogénico de células da
medula, em um estudo retrospectivo conduzido por Furrer e colaboradores
(Furrer, Schaffner et al., 2002). Os autores concluiram que o uso de
anfotericina B em infusdo continua foi seguro, em pacientes recebendo outras
drogas nefrotoxicas, assim como em outros estudos (Ellis, Al-Hokail et al.,
1992; Barrett, Vardulaki et al., 2003). Destaca-se as limitacdes do estudo,

retrospectivo e com nimero reduzido de pacientes analisados.

Um contraponto as evidéncias de beneficio da infusdo continua de
anfotericina B é o trabalho de Altimannsberger. Os autores descrevem a
experiéncia com anfotericina B, analisando retrospectivamente duas coortes de
pacientes, uma utilizando a infusdo em 6 horas e outra com a infusdo continua
de 24 horas. Nao foram observadas diferencas em relacdo a nefrotoxicidade
entre 0s grupos. A mortalidade em 4 semanas também foi similar entre os dois
bracos de tratamento. Concluiu-se neste trabalho que, embora seja factivel a
administracdo de anfotericina B em infusdo continua, esta ndo apresentou
vantagens ou beneficios em comparacao a infusdo convencional, sugerindo-se

que este beneficio somente seria alcangcado com o uso das formulactes

lipidicas de anfotericina B (Altmannsberger, Holler et al., 2007).

Schulenburg et al. publicaram um relato de um estudo aberto,
prospectivo de 17 pacientes com neutropenia febril, com neoplasias

hematoldgicas. Utilizou-se anfotericina B em infusdo continua, e foram
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comparados os dados com um grupo de controles histéricos de 10 pacientes. A
infusdo continua de anfotericina B resultou em menos reacdes agudas
infusionais, menos hipocalemia e menor nefrotoxicidade do que os controles
com infusdo rapida de anfotericina. Nao houve diferenca na analise de eficacia
(mortalidade e resolucdo da febre). Novamente, a conclusdo foi de que a
infusdo continua de anfotericina B € segura, praticavel, e efetiva nesta

populacao de pacientes (Schulenburg, Sperr et al., 2005).

2.6 Tratamento da criptococose
O tratamento da criptococose ainda hoje representa um desafio para os

especialistas em doencas infecciosas. O balango entre eficacia e seguranca é
fundamental, visto que o tratamento de escolha estd associado a toxicidade
importante, e a eficacia microbioldgica é crucial para o controle da infeccéo e
desfecho clinico favoravel.

Ainda antes do advento da pandemia de HIV/AIDS, o Mycoses Study
Group ja havia estudado a criptococose e avaliado a possibilidade de uso de
doses menores de anfotericina B para tratamento. Os estudos iniciais que
apresentavam relevantes limitacdes, estabeleceram doses reduzidas de
anfotericina B combinado com flucitosina para o tratamento da criptococose.
Entretanto, apés o inicio da criptococose relacionada a AIDS, logo observou-se
que essas doses reduzidas eram inapropriadas para o0 tratamento da
criptococose disseminada associada a imunodepressao (Powderly, 2008).

A terapia para criptococose, conforme preconizado pela Infectious
Diseases Society of America (IDSA) ainda inclui a anfotericina B
deoxicolato(AmB-d), tradicionalmente administrada em infusfes intravenosas

diarias de 4 horas (0,7 mg/kg/dia) como pilar fundamental do tratamento
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antifingico. Deve ser associada a flucitosina(5-FC) por via oral, e apés a
inducéo do tratamento (fase inicial) que deve durar pelo menos 14 dias, pode-
se passar para terapia de manutencdo com fluconazol isoladamente (Saag,
Graybill et al., 2000). Essas recomendacdes sdo embasadas principalmente
por um ensaio clinico que envolveu 381 pacientes que utilizaram a dose acima
mencionada de anfotericina, associado ao uso oral de flucitosina (Van Der
Horst, Saag et al., 1997). O conceito de indu¢do com anfotericina B deoxicolato
mais flucitosina por 14 dias, com posterior conversao para fluconazol para
manutencao tem sido o padrao ouro de tratamento.

Dados in vivo e in vitro sugerem que a flucitosina tem um efeito pelo
menos aditivo, se ndo sinérgico, quando associada a anfotericina B. A adicdo
de flucitosina em dose reduzida (100 mg por kg por dia) a anfotericina B no
tratamento inicial da criptococose, nos primeiros 14 dias, foi associada com
melhor desfecho clinico e negativacdo mais precoce das culturas de liquido
cefalorraquidiano, quando comparada ao tratamento com somente anfotericina
B (Van Der Horst, Saag et al., 1997).

Outras modalidades de tratamento, incluindo combinagbes de
anfotericina B, flucitosina e fluconazol(ou itraconazol), ou anfotericina e
rifampicina, ndo demonstraram beneficio maior do que o padrao estabelecido
de tratamento. Tratamentos com somente azolicos e flucitosina demonstraram
eficacia inferior (Chotmongkol e Jitpimolmard, 1995; Saag, Graybill et al., 2000;
Chotmongkol e Methawasin, 2001; Brouwer, Rajanuwong et al., 2004;
Chotmongkol, Arayawichanont et al., 2005).

Estudo recente avaliou a possibilidade de utilizacdo de doses maiores de

anfotericina B, associado a flucitosina na dose convencional. Partindo do
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pressuposto que uma dose de 1 mg/kg/dia de anfotericina poderia proporcionar
uma atividade antifingica mais potente e uma resolugcdo mais rapida da
infeccdo (Brouwer, Rajanuwong et al.,, 2004). Bicanic e colaboradores
avaliaram o uso desta dose (1 mg/kg/dia), comparada a dose usual de 0,7
mg/kg/dia, em 64 pacientes na Africa do Sul. Foi demonstrada, através de
culturas quantitativas, uma melhor resposta micolégica do tratamento com a
dose mais elevada (Bicanic, Wood et al., 2008). Observou-se como esperado
um aumento na toxicidade, o que é ressaltado em um comentario sobre esse
artigo, que destacou a nefrotoxicidade e a anemia como efeitos adversos
importantes acentuados pelo aumento da dose (Pasqualotto, 2008).

Desta forma, permanece em aberto a possibilidade de novas estratégias
de tratamento da criptococose, considerando a mortalidade ainda relativamente
alta com o padrédo de tratamento atual, assim como a eficacia microbiolégica
moderada e elevada toxicidade associada. O progresso nesta area tém sido de
certa forma aquém do esperado, pela diminuicdo expressiva dos casos de
criptococose associado a AIDS (consequéncia da ampliacdo do acesso a
terapia antirretroviral), assim como pela dificuldade de se conduzir um ensaio
clinico em locais onde a criptococose ainda é muito prevalente. Por exemplo, a
situagdo vivenciada na Africa, onde a dificuldade de acesso a terapia
antirretroviral ocasiona uma elevada incidéncia de doencas oportunistas,
incluindo criptococose; nesses locais a realizacdo de pesquisa clinica e até

mesmo o0 acesso de pacientes ao sistema de saude € muito dificil.
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2.7 Medidas de desfecho microbioldgico

Como ja mencionado previamente, os estudos que avaliaram o desfecho
microbiolégico dos diferentes tratamentos antifungicos, utlizaram a
negativacdo das culturas como parametro para afericdo da eficacia micoldgica.
A simples dualidade (sim/ndo) € um parametro insuficiente para avaliacdo da
resposta ao longo do tempo. O grupo de Harrison e demais colaboradores
desenvolveu uma técnica mais acurada de afericdo de desfecho microbiolégico
para comparacdo de diferentes tratamentos anti-fungicos. Em um trabalho
desenvolvido com pacientes arrolados na Tailandia, comparou-se o efeito
microbiolégico de tratamentos com anfotericina B deoxicolato isolada,
associada a flucitosina, associada a fluconazol ou ainda associada a fluconazol
e flucitosina, em pacientes com meningoencefalite criptocécica e AIDS
(Brouwer, Rajanuwong et al., 2004).

O LCR obtido dos pacientes com meningoencefalite criptococica foi
diluido progressivamente, e em cada diluicdo semeado em placas de agar de
Sabouraud. Através da contagem das colbnias nas placas, pode-se obter o
namero de unidades formadoras de colbénias de Cryptococcus(UFC). Valor
inicial elevado de UFC (em log) foi associado independentemente com
mortalidade. Com a obtencao de liquor e contagem de UFC nos diferentes dias
de tratamento, obtém-se uma curva de reducdo das UFC em cada grupo de
tratamento. A curva de reducdo de UFC(log) mais expressiva foi observada
com o tratamento com AmB-d associado a flucitosina. A quantificacao do efeito
micolégico das drogas anti-fungicas através da mensuracdo da UFC permite

uma comparagdo acurada da atividade de regimes de tratamento diferentes,
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especialmente em subgrupos de pacientes, como pacientes com HIV/AIDS
(Brouwer, Rajanuwong et al., 2004).

Outros trabalhos, ja mencionados, também utilizaram a contagem de
UFC como medida de desfecho microbiolégico. A contagem de UFC foi
correlacionada com o titulo de antigeno criptocdcico na avaliacdo inicial (pré-
tratamento), mas esta correlacdo se perde ao longo dos dias de terapia
(Brouwer, Teparrukkul et al., 2005). Em um estudo de coorte que envolveu 272
pacientes, evidenciou-se a importancia das culturas quantitativas como afericéo
da resposta microbiolégica. Valores mais elevados de UFC e uma reducéo
menor de UFC por dia de tratamento foram associados independentemente

com mortalidade (Bicanic, Muzoora et al., 2009).

3. Justificativa

Os dados existentes até 0 momento apontam que uso o da anfotericina
B deoxicolato em infusdo continua é seguro e efetivo no contexto de pacientes
hematologicos com neutropenia febril. De um modo geral os estudos
retrospectivos, e os resultados dos ensaios clinicos disponiveis sugerem uma
efetividade clinica e microbiologica similar ao padrdo de tratamento com
anfotericina B deoxicolato. O beneficio alcancado na redugdo da
nefrotoxicidade € claro e comparavel ao relatado com o uso de formulacdes
lipidicas de anfotericina B. Entretanto, um grande numero de pacientes
arrolados nos estudos ndo apresentou comprovacgéo da infec¢ao fangica, pela
dificuldade diagnéstica inerente a estas condi¢des. Além disso, a efetividade do
tratamento pode variar com diferentes etiologias, sendo necessarios mais
estudos para avaliar-se a resposta clinica e microbioldgica contra os diversos

patdgenos fangicos.
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A seguranca e praticabilidade foram demonstradas de maneira evidente
e como observamos na grande maioria dos trabalhos, com reducdo nos efeitos
adversos, inclusive nefrotoxicidade. O baixo custo associado torna esta
estratégia uma alternativa importante, principalmente em centros com recursos
limitados, podendo-se obter as vantagens de reducdo na toxicidade
caracteristicas das formulacdes lipidicas de uma maneira muito mais
econdmica. Mais estudos sdo necessarios, prospectivos e especialmente em
pacientes com infeccdo fungica comprovada, para a adocdo em larga escala,
na rotina da prescricdo de anfotericina B, desta modalidade inovadora de

tratamento.

N&o existem estudos prévios com pacientes com infeccdo fungica
comprovada comparando AmB-d em infusdo convencional e infusdo continua.
A infusdo continua de anfotericina B em pacientes com AIDS e criptococose
poderia diminuir a morbidade relacionada ao tratamento, ao mesmo tempo
mantendo-se a eficacia clinica e reduzindo a nefrotoxicidade. Pode-se validar
uma estratégia importante, onde o ganho principal em relacdo as formulacdes
lipidicas € o custo, visto que diminuindo-se a nefrotoxicidade os desfechos
clinicos parecem ser os mesmos. Como ja observamos, o impacto do custo das
anfotericinas com formulacado lipidica pode ser significativo para o sistema
publico de saude. A utilizacdo de culturas quantitativas é um diferencial

importante que procura documentar a resposta antifingica, e acrescenta

bastante em uma avaliagcdo de uma nova estratégia de tratamento.

Desta forma, propomos um ensaio clinico aberto, n&o-controlado,
avaliando o uso de AmB-d em infusdo continua (24 horas), em pacientes com

AIDS e criptococose, avaliando a seguranca e eficacia clinica e microbiolégica.
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Inicialmente, esse delineamento seria 0 mais adequado para um estudo piloto,
concentrando as andlises em dados de seguranca e eficacia microbiolégica, e
substanciando o calculo de tamanho da amostra para um estudo maior,
comparativo entre a modalidade padréo de tratamento (infusédo de 6 horas) e a
infusdo continua de anfotericina B. O protocolo ainda prevé para mensuracao
da eficacia microbioldgica das diferentes posologias de tratamento a utilizac&o

de culturas quantitativas (contagem de UFC de Cryptococcus neoformans).

4. Objetivos
Avaliar a resposta microbioldgica, utilizando a contagem de unidades
formadoras de Cryptococcus no liquor antes, durante e ap0s o tratamento da
meningoencefalite criptococica com anfotericina B deoxicolato em infusédo

continua, em pacientes com AIDS.

Avaliar a toxicidade renal e hematoldgica, utilizando mensuracdes de creatinina
sérica, eletrdlitos(potassio e magnésio) e hemoglobina, antes, durante e apos
tratamento da meningoencefalite criptococica com anfotericina B deoxicolato

em infusdo continua, em pacientes com AIDS.

Avaliar a resposta clinica, aferindo a mortalidade geral dos pacientes ap6s 14
dias e apds 12 semanas do tratamento da meningoencefalite criptocécica com

anfotericina B deoxicolato em infusdo continua, em pacientes com AIDS.
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6. Artigo 1 (Mycoses)

Review article

Continuous infusion of amphotericin B deoxycholate: an
innovative, low-cost strategy in antifungal treatment

Diego R. Falci, Rodrigo P. dos Santos, Fernanda Wirth and Luciano Z. Goldani
Infectious Diseases Unit, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil ©

Summary

The combination of amphotericin B and sodium deoxycholate is the formulation most used in clinical practice.
The development of new agents such as amphotericin with lipid formulations, caspofungin, voriconazole and
other azolic derivatives, promoted alternatives to amphotericin B deoxycholate. However, because of the high
cost of these new drugs, their use is difficult in a scenario of limited resources. A few strategies have been
devised to make the use of amphotericin B deoxycholate less toxic. In this review, we seek to describe the
accumulated knowledge about this molecule, with focus on its use in continuous infusion, which appears to be
an alternative to reduce toxicity, while maintaining its clinical efficacy.

Keywords: Amphotericin B deoxycholate, continuous infusion, low cost, toxicity, nephrotoxicity, efficacy.

Introduction

The significant increase in the number of patients
with immunosuppressive conditions in the last few
decades has resulted in a corresponding increase in
the frequency of fungal infections. The prolonged
survival of patients with neoplasms, transplants of
solid organs and bone marrow cells, HIVV/ AIDS and
chronic use of immunosuppressive medications are
examples of these conditions. The growing
importance of systemic mycoses in this context
shows the need to learn more about the diagnosis and
treatment of these conditions.

The difficulty to diagnose and the high mortality
associated with systemic mycoses make empirical or
even prophylactic treatments necessary.
Amphotericin B deoxycholate is presently the most
important of antifungal agents especially in
institutions of healthcare settings with limited
resources. However, considerable toxicity is
frequently associated with its use, especially in the
kidneys.:®

The development of new agents such as amphotericin
with lipid formulations, echinocandins, voriconazole
and other azolic derivatives promoted alternatives to
amphotericin B deoxycholate. However, because of

the high cost of these new drugs, their use is difficult
in a scenario of limited resources. For instance, a
daily dose of 5 mg kg)" of liposomal amphotericin B
for a patient of 70 kg body weight is 22 times more
expensive than a daily dose of 1 mg kg)* of
amphotericin B. Furthermore, the benefit of these
alternatives in most situations appears to be the
decrease in toxicity and improved clinical response,
but probably comparable with amphotericin B
deoxycholate in terms of microbiological efficacy.*®
Although there is much experience in using this drug
and it has been available on the market for a long
time, there is as yet no consensus on the ideal way of
administering amphotericin B deoxycholate. A few
strategies have been devised to make its use less
toxic, such as sodium loading and use of
premedications to avoid infusion-related toxicities. In
this review, we seek to describe the accumulated
knowledge about this molecule, with focus on its use
in continuous infusion, which appears to be an
alternative to reduce toxicity.”

Amphotericin B deoxycholate
Amphotericin B is a polyene antibiotic, which was
isolated for the first time in 1959 from Streptomyces
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nodosus cultures. The strain was collected in 1944 in the
Orinoco Delta, in Venezuela. The substance is still being
extracted from cultures on an industrial scale. It is
considered a non-aromatic polyene antimycotic.

All polyenes are characterised by low solubility. This low
solubility explains why little or no gastrointestinal absorption
of amphotericin occurs, and hence there is very low
bioavailability when administered orally. Therefore, the
drug is usually administered intra- venously, mixed with a
solubilising agent such as sodium deoxycholate.® The
combination of amphoteri- cin B and sodium deoxycholate is
the formulation most used in clinical practice worldwide,
especially in under- developed countries.

Amphotericin deoxycholate B is generally used to treat
systemic and invasive fungal infections such as those caused
by species of Candida, Aspergillus, Fusarium, Zygomycetes,
Trichosporon and Cryptococcus. Besides being essential for
the treatment of fungal infections, it is also the most
important second-line drug to treat
visceral and cutaneous leishmaniasis.8

Mechanism of action

Sterols are essential components of biological mem-

branes and are responsible for the fluidity of the membrane.
In mammalian cells, cholesterol is the predominant sterol,
while in fungi, amoebas and pro- tozoans of genus
Leishmania, ergosterol is the major membrane component.
The polyenic structure of amphotericin B allows it to form
pores in the cellular membrane. In this context,
amphotericin B strongly favours ergosterol compared with
cholesterol. The polyenic chain interacts with the cholesterol
or ergos- terol molecule and the membrane phospholipids
through the Van der Waals forces. The affinity of
amphotericin B for cholesterol results in the potential
toxicity against mammalian cells. Because of pore
formation in the membrane, there is a loss in cellular
integrity, resulting in rapid efflux of ions, especially
potassium.8

Pharmacokinetics and pharmacodynamics

Gastrointestinal absorption of amphotericin B deoxy-
cholate is minimal and detailed data remain fully unknown.
Approximately 20-30% of amphotericin B is removed from
the blood in the liver and excreted with bile in the faeces, and
2-5% of the amphotericin B deoxycholate found in the urine
has not been metab- olised and remains biologically active.?
Bekersky et al. [9] found that two-thirds of the
amphotericin B

deoxycholate was excreted unchanged in the urine (20.6%)
and faeces (42.5%) with >90% accounted for in mass balance
calculations at 1 week, suggesting that metabolism plays at
most a minor role in amphotericin elimination. When
colloidal amphotericin B is admixed in serum, deoxycholate
separates from amphotericin B and more than 95% of the
latter binds to serum proteins. Most of the drug leaves the
circulation and is stored in the liver and other organs. The
concentration of amphotericin B in inflamed areas such as
the peritoneum, pleura and joint is approximately two-
thirds of the through serum level. Amphotericin B
penetrates poorly into either normal and inflamed meninges,
brain, saliva, bronchial secretions, vitreous
humour, amniotic fluid, muscle and bone.°

The pharmacokinetic aim of any anti-fungal treat- ment is
to reach therapeutic concentrations at the infection site.
Thus, we must consider, besides medica- tion, the causative
fungus of the infection and its location or
compartmentalisation. Most of the patho- genic fungi are
present extracellularly, and therefore the serum concentration
would be a reliable marker for appropriate therapy.
However, in compartmentalised infections such as those of
the central nervous system, like cryptococcal meningitis, the
concentration in the brain parenchyma may be more
important. In fact, animal studies have shown comparable
and adequate penetration of different formulations of
amphotericin B in the brain parenchyma.”11 In fact,
treatment with amphotericin B deoxycholate (1 mg kg>*
day??) or liposomal amphotericin B (AmB) (5 mg kg??
day??) yielded the highest peak plasma concentration
[C(max)] and area under concentration. Amphotericin B
deoxycholate and liposomal AmB had the greatest antifungal
efficacy. This activity was concentration and
time dependent.®

Pharmacodynamics establishes the relationship between
pharmacokinetics and outcome. In the context of
antimicrobials, the relationship between exposure to the drug
and fungicidal activity or minimum inhibitory concentration
(MIC) is considered. Thus, we have three parameters that are
very useful to describe this relation, which are: (i) maximum
serum concentration over the
MIC (Cmax/ MIC), (ii) the 24 h area under the curve
divided by MIC (AUC/ MIC), and (iii) the time during
which the drug concentration is greater than MIC over
a period of time, which is expressed as %/ time/MIC
(Fig. 1). Knowledge regarding which of these three
parameters best describes the antifungal activity of a drug
provides the basis to determine the frequency at which it can
be most effectively administered. For
instance, if Cmax/MIC is strongly correlated with the
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Parameters of interest:
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C g/ MIC ratio
5 AUC/MIC ratio
o
= Area under the
' AUC — curve
5
O
MIC =
[ Time > MIC —

Time (h)

Figure 1 Pharmacokinetics of antimicrobial dosing relative to
organism MIC. (From Andes D. Clinical pharmadynamics of anti-
fungals. Infect Dis Clin N Am 2003; 17: 635-49; with permission).

activity of drug A, the most appropriate therapeutic regimen
would be high doses at prolonged intervals (concentration-
dependent agent). On the other hand, if

%/ T/ MIC describes drug activity most adequately,

lower and more frequent doses or even continuous
administration would be required to prolong the period during
which the serum level of the drug is above MIC
(time-dependent agent).”

Antifungals are not easily divided among time or
concentration-dependent agents. Existing studies classsify
the polyenes such as amphotericin B deoxycholate as
concentration-dependent compounds. However, there are
conflicting results in these studies, as for instance, the
antifungal action similar to that during

Continuous infusion of amphotericin B deoxycholate

the first few hours is persistent even after 24 h of
administration, which may reflect in vivo the slow diffusion
of these compounds into the tissues. Moreover, in a recent
study evaluating the distribution of ampho- tericin B
deoxycholate in its different formulations in the CNS of
animal models, fungal eradication was associ-
ated with concentration-dependent parameters (Cmax/
MIC), and the authors concluded that the antifungal
activity was time and concentration dependent.11.12
Although amphotericin B clearly has concentration-
dependent activity, their is probably a ceiling effect of the
free (bioactive) drug based on protein binding and drug
solubility, which varies according to the site of infection
such as in the kidney, lung, liver and brain. These
considerations take into account only the micro- biological
eradication. However, in the case of a drug such as
amphotericin B deoxycholate, which has major toxicity
associated with it, as we will review below, it is important to
value the importance of parameter
%T/MIC in the treatment to sustain the feasibility of
administering amphotericin B deoxycholate in a con-
tinuous infusion, a strategy that can reduce adverse effects.
Even after 40 years of clinical use, the appro- priate regime
of amphotericin B deoxycholate has not yet been fully
defined, and the manufacturer indicates a daily infusion of 2-
6 h.

In vitro pharmacodynamics has shown that ampho- tericin
B exhibited species-specific concentration-depen- dent
activity with a ceiling effect of the bioactive drug,
with 50% effective concentrations (ECs,S) ranging from
0.10 to 0.12 mg mP? for Aspergillus fumigatus, 0.36 to

Table 1 Reported studies describing the efficacy and decreased toxicity of continuous 24-h infusion of amphotericin B deoxycholate

Infusion
type Number of Diminished Microbiological Decreased

Reference Study design compared patients toxicity efficacy mortality

Eriksson et al. Prospective, randomised, comparative Febrile 4h 86 Rendl, Not shown Yes
neutropenia; haematological malignancy infusional

Uehara et al. Retrospective, non-comparative; febrile, None 12 Renal Not shown yes
neutropenia; haematological malignancy

Speich et al. Prospective, non-comparative; lung transplant None 6 Rerdl Yes yes
Candida Pneumonia

Peleg et al. Prospective, comparative; febrile neutropenia 4h 4 Reral Not shown Yes
haematological malignancy

Furrer et al. Retrospective; non-comparative febrile None 22 Renal Not shown Not shown
neutropenia; HSCT!

Altmannsberger et al. Retrospective, comparative; febreile 6h 7 Not shown Not shown Not shown
neutropenia, HSCT

Schulenburg et al. Prospective, comparative; febrile, neutropenic, 26h 17 Rerdl Not shown Not shown
haematological malignancy infusional

Falci et al. Pilot, prospective, Non-comparative None 6 Renal, Yes Not shown
cryptococcosis and HIV infusional

Haematological ~stem cell transplant.
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0.53 mg mPP! for Aspergillus terreus, 0.27 to 32 mg mP?
for Fusarium solani, 0.41 to 0.55 mg mP1

for Fusarium oxysporum, and 0.97 and 0.65 mg mP:

for Scedosporium apiospermum and S. prolificans, respec-
tively.* With regard to Candida albicans, similar optimal
activity of amphotericin B may be achieved by maxi-
mising the peak drug concentration/MIC ratio.1516

Toxicity

The toxicity of amphotericin B can be divided into acute
(acute reactions to the infusion) and subacute effects
(nephrotoxicity). Acute infusional reactions are charac-
terised by symptoms such as chills, fever, nausea and
vomiting, headache, hypotension, tachycardia and dyspnoea
that occur during the administration of amphotericin B
deoxycholate. These reactions often require medical
attention and the use of medications such as
dexchlorpheniramine or meperidine. Cases of severe cardiac
arrhythmias have been already described during the
administration of amphotericin B deoxy-

cholate.817

The incidence of nephrotoxicity may reach levels
between 49% and 65%; it may result in the significant loss
of renal function and require dialysis. The use of other
nephrotoxic drugs along with amphotericin B deoxycholate,
and consequently, dialysis as a result of the loss of renal
function were clearly associated with
mortality.?

The pathophysiology of nephrotoxicity involves two
mechanisms: severe vasoconstriction resulting in reduced
renal blood flow and, consequently, the glomerular filtration
rate (GFR); and direct interaction
between amphotericin B deoxycholate and the
membranes of the renal epithelial cells causing tubular
dysfunction. These two mechanisms collec- tively determine
the loss of renal function.?® The two mechanisms interact in a
tubuloglomerular feedback in which the low sodium
concentration in the dense macula caused by proximal
tubular dysfunction increases afferent vasoconstriction,
further reducing
renal blood flow.18

Potential risk factors for nephrotoxicity include the daily
dose of amphotericin B deoxycholate received by the patient,
dehydration, cumulative dose, duration of therapy over 2
weeks, abnormal baseline renal function and nephrotoxic
drugs used concomitantly.® To detect nephrotoxicity, it is
necessary to maintain clinical surveillance for the symptoms
such as tubular dysfunc- tion and renal failure.
Hypokalaemia is a frequent complication of amphotericin B
deoxycholate therapy, which requires potassium
supplementation to maintain

normal potassium levels. In a significant number of patients,
amphotericin B deoxycholate will induce the changes
including hypokalaemia, hypomagnesaemia, renal tubular
acidosis and polyuria. There is a progres- sive increase in
serum creatinine, and is usually reversible with the
suspension of the drug; however, in cases of larger
cumulative doses (above 4 g), it may be irreversible. Twenty-
five per cent increase in serum creatinine should be
considered as an evidence of a clinically significant
decrease in the GFR.3 Before and during treatment,
hydration and increased urinary output are essential to
prevent nephrotoxicity. In addition, sodium loading has been
shown to prevent amphotericin B deoxycholate-induced
nephrotoxicity.

Other adverse effects described include anaemia,
neutropenia, thrombocytopenia and changes in the liver
function tests. However, these side effects, espe- cially
anaemia, do not usually cause significant mor-
bidity or mortality.®

Amphotericin B deoxycholate in a continuous
infusion

Clinical studies

Considering the high cost of lipid amphotericin, strat-

egies have been sought that allow the use of ampho- tericin
B deoxycholate with a lower level of toxicity.1® Based on the
pharmacokinetic rationale that 4-h infusions will result in
greater binding of plasma proteins, and higher serum levels
than the 24-h infusions, with greater and faster distribution
of amphotericin B deoxycholate in the tissues and

consequently greater nephrotoxicity, studies with
continuous infusion of amphotericin B deoxycholate for 24 h
appears to be a promising strategy to diminish the associated
nephrotoxicity, as shown in the Table 1. Moreover, the
concept of the importance of

the two parameters (Cmax/ MIC and %T/ MIC)

together, for microbiological eradication, ensures the
possibility and feasibility of using this strategy. In this way,
the reduction of toxicity appears, at least partly, to depend
on a lower release of amphotericin B deoxycholate into the
tissues.20 For instance, Chabot et al. [21] evaluated the role
of continuous infusion of AmB over a period of 52-120 h in
the biochemical modulation of antineoplastic agents
administered in patients with advanced carcinomas.
Therapeutic plas- ma levels of amphotericin B were rapidly
reached and maintained for the duration of infusion, with a
reduction in acute toxicities associated with shorter
infusions. Biochemical modulation of antineoplastic
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agents by continuous amphotericin B deoxycholate infusion
was not demonstrated clinically.

Eriksson et al. [1] developed a randomised clinical trial
comparing the 4-h infusion of amphotericin B deoxycholate
(conventional) vs. 24-h infusion (contin- uous infusion).
Eighty-six patients were enrolled with an indication to use
amphotericin B, most of them febrile neutropenic with
haematological malignancies. The study included and
defined some patients with persistent fever and proven
fungal infection, which included cryptococcosis (1),
aspergillosis (4) and pulmonary Rhizopus infection (1) in
the rapid infusion group and proved angioinvasive mould
pulmonary infection (3) in the 24-h infusion group. A
significant difference was found with respect to an increase
in acute infusional reactions such as fever and chills in the
patients who received a 4-h infusion. The patients who
received a continuous infusion required lesser medications
against infusional reactions. In addition, higher levels of
serum creatinine were seen in the group that received the 4-h
infusion. There were no differences in relation to
hypokalaemia or hypomagnesaemia. The highest mor- tality
rate (total of seven deaths in the study) was seen in the group
that received the 4-h infusion. Despite a higher number of
proved or probable fungal infections, there was no death in
the continuous infusion group, whereas three patients died
with proved fungal infec- tions at necropsy in the rapid
infusion group. Break- through fungaemia did not occur in
any of the groups. The data on the efficacy in this study
support the notion that continuous infusion of amphotericin
B deoxycho- late is at least as effective as the daily 4-h
infusions. The reduction of acute infusional reactions in this
study can be explained by the induction or slower release of
inflammatory mediators such as C reactive protein during
the continuous infusion of amphotericin B deoxycholate,
which was comparable with the reduc- tion observed in trials
with lipid formulations. Compar- ing the ratio of peak serum
creatinine with baseline creatinine concentrations during
and at the end of treatment, the authors found a significantly
higher ratio in the rapid infusion group. This marked
reduction of nephrotoxicity observed in continuous infusion
group is comparable with that observed in patients treated
with liposomal amphotericin B. As no difference was
observed in hypokalaemia, similarly to the studies with
liposomal amphotericin B, the continuous infusion of
amphotericin B deoxycholate appears to reduce mainly
pretubular renal toxicity.122

A retrospective study analysed data from 12 patients with
febrile neutropenia requiring antifungal therapy, who were
treated with a 24-h continuous infusion of
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amphotericin B deoxycholate.2 Only three of these patients
presented proven fungal infection. No death occurred during
the 7-day period analysed from the beginning of the
administration of amphotericin B deoxycholate. The
reduction in nephrotoxicity was similar to that observed in
the study by Eriksson. Only four patients (30%) presented
1.5 times higher creat- inine levels than the baseline. These
findings were similar to the study by Walsh with liposomal
ampho- tericin, where 29.40% of the patients were found to
develop nephrotoxicity. Hypokalaemia and hepatotox- icity
were frequent adverse effects as was expected, and as was
also reported in other studies.# All patients survived for at
least 7 days after starting continuous infusion of AmB-D, and
clinical resolution occurred in 76% of the cycles. The
authors concluded that amphotericin B deoxycholate was
effective in contin- uous infusion; although there are
limitations in the study (retrospective, small number of
patients), the results were interesting and encouraged new
clinical trials.

In patients who underwent lung transplant, Speich et al.
[23] developed a pilot study using amphotericin B
deoxycholate in continuous infusion. Six patients with semi-
invasive bronchopulmonary azole-resistant candi- dal
infections were enrolled in this small study. Once again, the
results were satisfactory and the fungal infection was
eradicated in five of the six patients, and the drug was well
tolerated with the occurrence of nephrotoxicity in one patient
(16%). These results also indicate that continuous infusion
offers a real possibility of reducing the nephrotoxicity
associated with ampho- tericin B deoxycholate without
additional costs, espe- cially in the context of the
concomitant use of nephrotoxic drugs, as all the patients
were using immunosuppressive agents that had proven
nephrotox- icity, such as cyclosporine A.

The use of amphotericin B deoxycholate in a contin- uous
infusion together with cyclosporine A was evalu- ated in
patients submitted to allogenic transplant of bone marrow
cells in a retrospective study conducted by Furrer et al. [24]
As shown in previous studies, the authors concluded that
the use of amphotericin B deoxycholate in continuous
infusion was safe in patients who were receiving other
nephrotoxic drugs.”-1° The limitations of the retrospective
study included a small number of patients analysed.

A retrospective cohort was analysed by Peleg et al. [25]
which compared the infusion of amphotericin B in 4 h vs.
continuous 24-h infusion. The patients had haematological
malignancies, and required antifungal therapy. A dose of 0.6
mg kg?! was used in patients
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with febrile neutropenia and 1.0 mg kg?! in patients with
suspected or confirmed aspergillosis. A switch to liposomal
amphotericin was performed in patients whose creatinine
levels doubled during the treatment, or when the baseline
creatinine was higher than 1.4 mg dP*. The primary
outcome of this study was nephrotoxicity, which was also
defined as the occur- rence of twofold increase in baseline
creatinine. Mor- tality within 14 days, absence of fungal
breakthrough infections during treatment and the resolution
of proven fungal infections were also analysed as secondary
outcomes. A total of 77 patients were included for analysis.
The mean increase in creatinine, the mean peak fraction of
creatinine during treatment and the reduction of creatinine
clearance were significantly lower in patients treated with a
continuous 24-h infusion of amphotericin B deoxycholate.
Renal impair- ment occurred significantly less frequently
with contin- uous infusion of amphotericin B deoxycholate
compared with 4 h infusion of amphotericin B [10% vs.
45%, respectively, odds ratio (OR) 0.14; 95% confidence
interval (ClI) 0.04-0.5, P < 0.001]. The authors iden- tified a
target infusion rates associated with less nephrotoxicity
<0.08 mg kg?* 1. The analysis of the subgroups of patients
who were submitted to bone marrow transplants and of those
who used nephrotoxic drugs concurrently showed a reduction
in renal toxicity with continuous infusion, maintaining the
statistical significance seen in the overall analysis. Mortality
was significantly different in the two groups (14-day sur-
vival: 95% in continuous infusion vs. 79% in 4-h infusion,
P =0.03), and it was not directly related to fungal infection.
There was no difference in the break- through fungaemia
between the two groups.

A counterpoint to the evidence of the benefit of
continuous amphotericin B deoxycholate infusion was a
study performed by Altmannsberger et al. [26] The authors
describe the experience with amphotericin B deoxycholate
by retrospectively analysing two cohorts of patients, one with
a 6-h infusion and the other with a continuous 24-h infusion.
No differences were observed in relation to nephrotoxicity
among the groups. The 4-week mortality was also similar
among the two treatment arms. In this study, it was
concluded that although it is feasible to administer
amphotericin B deoxycholate in a continuous infusion, it did
not present advantages or benefits compared with
conventional 6-h infusion, suggesting that this benefit would
be achieved only using the lipid formulations of amphotericin
B. The study was funded by the pharmaceutical industry,
which developed Ambisome (liposomal formulation of
amphotericin B.)

Schulenburg et al. [27] published a report on an open,
prospective study of 17 patients with febrile neutropenia and
haematological malignancies. Ampho- tericin B
deoxycholate was used in a continuous infusion and the
data were compared with a control group consisting of 10
patients. The continuous infu- sion of amphotericin B
deoxycholate resulted in no acute infusional reactions,
hypokalaemia, and severe nephrotoxicity than controls
treated 2-6 h infusions. There was no difference in the
analysis of efficacy (mortality and resolution of the fever).
Once again, it was concluded that the continuous infusion of
ampho- tericin B deoxycholate is safe, practicable and
effective in this patient population.

A recent prospective study included patients with
disseminated cryptococcosis and AIDS who received
continuous 24-h infusion of amphotericin B deoxy-
cholate (0.7 mg kg>! daily) and oral 5¢-flucytosine
(25 mg kg?* four times a day) during an induction
phase of 14 days.28 We measured fungicidal activity using
serial quantitative cultures of cerebrospinal fluid (CSF)
obtained from lumbar punctures on days 3, 7 and 14 of
treatment. At this time, six patients have been included in
the study. The analysis has shown that all six patients
included presented a progressive reduction in CSF
cryptococcal colony-forming units (CFU) and CSF was sterile
at 2 weeks of treatment. Although two patients developed
severe hypokalaemia, glomerular renal function was well
preserved in all patients with creatinine serum levels below
1.5 mg dP* at the end of 14 days of antifungal therapy. The
authors observed the occurrence of anaemia (decrease in
haemoglobin at least of 3 g dP?) in three patients.

Considering possible interactions with other medica- tions,
which might compromise its stability, continuous infusion of
amphotericin B deoxycholate should be carried out through
a specific and unique central venous line.

Conclusions

The data so far reviewed suggest that the use of
amphotericin B deoxycholate in a continuous 24-h infusion
seems to be safe and effective in the context of
haematological malignancy, haematopoietic stem cell
transplant with febrile neutropenia and HIV-infected patients
with cryptococcosis. In general, the retrospective and
prospective studies and the results of the clinical trials
available suggest a clinical and microbiological effective-
ness similar to the standard of treatment with amphoter- icin
B deoxycholate. The nephrotoxicity benefit achieved is clear
and comparable with that reported with the use of
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lipid formulations of amphotericin B. However, a large
number of patients enrolled in the studies did not present a
proof of fungal infection, because of the inherent difficulty
in diagnosing these conditions. Furthermore, treatment
efficacy may vary with different aetiologies, and further
investigations are necessary to evaluate the clinical and
microbiological response against the different fungal
pathogens.

The low cost associated with this type of treatment makes
this strategy an important alternative, especially at centres
with limited resources, and one may obtain the advantages of
toxicity reduction characteristics of lipid formulations much
more economically. However, the studies published so far
included a too small number of patients to evaluate the
effectiveness. Further pro- spective randomised studies are
needed, especially in patients with proven fungal infection,
for the large-scale adoption of this innovative mode of
treatment in the routine use of amphotericin B deoxycholate.
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Abstract

Continuous infusion of amphotericin B deoxycholate for the treatment of fungal
infections like cryptococcosis could reveal a promising strategy. Our objective in
this study is to evaluate safety and mycological efficacy of continuous infusion of
amphotericin B deoxycholate in treatment of cryptococcal meningoencephalitis.
Patients received continuous infusion of amphotericin B deoxycholate and oral
flucytosine during induction phase of 14 days. We measured fungicidal activity
using quantitative cultures of cerebrospinal fluid (CSF) obtained from lumbar
punctures at baseline, days 3, 7 and 14 of treatment. Our study included 10 patients.
Overall mortality after 2 weeks of treatment was 10%. Mycological analysis has
shown a progressive reduction in CSF cryptococcal colony-forming units (CFU).
We calculated EFA (early fungicidal activity) using the slope of reduction in CFU
counts. Mean EFA was -0.37 +0.05 log CFU/mL of CSF per day. Although two
patients developed hypokalemia and hypomagnesemia, glomerular renal function
was preserved in all patients with creatinine serum levels below 1.5 mg/dl at end of
study. Our data suggest that continuous infusion of amphotericin B seems to be safe
and well tolerated, despite the development of anemia, and hypokalemia in some
patients. Mycological efficacy was comparable to standard 4-hours infusion of

amphotericin B, with adequate reduction rate of fungal burden.
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Introduction

The mainstay of treatment of cryptococcosis in HIV-infected patients keeps still
amphotericin B deoxycholate, according to current antifungal treatment guidelines.
The administration of intravenous amphotericin B is associated with nephrotoxicity
and electrolyte abnormalities, along with other side effects like anemia.

An innovative form of administration of amphotericin B deoxycholate,
continuously, was proposed to achieve the same benefits while keeping its good
antifungal efficacy. Continuous infusion of amphotericin B deoxycholate has been
studied for the empirical treatment of neutropenic fever in patients with
hematological malignancies. Indeed it reduced the toxicity associated with this
treatment. However, all trials in this scenario had included patients with probable or
unproven fungal infection, keeping the doubt on efficacy concerns.[1, 3-6]

We report our experience in a pilot, non-comparative clinical trial with continuous
infusion of amphotericin B deoxycholate, plus oral 5 flucytosine, in the treatment of

HIV-associated cryptococcal meningoencephalitis.

Patients and Methods

The study was conducted from Set 2007 to May 2009 at Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, a 600-bed university hospital in southern Brazil. The study was
approved by the hospital research ethics committee, recognized by the Brazilian
national ethics committee(CONEP) and by the office for human research protections

(OHRP/USDHHS) as an institutional review board (IRB0000921).
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We considered as eligible for the study all consecutive patients with a positive India
ink in direct examination of cerebroespinal fluid (CSF), or a positive CSF
cryptococcal antigen test, plus a positive serology for HIV. Inclusion of the patient
was further confirmed by grown of Cryptococcus neoformans in media culture of
CSF samples. Exclusion criteria were baseline serum creatinine concentration >3.00
mg/dL, an absolute neutrophil count <500 X 10° cells/L, platelet count <50,000 X
10° cells/L, aminotransferases levels >5 times the upper limit of normal values
(>200 IU/L), pregnancy or breastfeeding, previous severe reactions to amphotericin
or 5" flucytosine use, or any amphotericin use during the past 30 days.

All patients in this pilot single-arm study received amphotericin B deoxycholate
(generic formulation) and 5 flucytosine (generic formulation). After 2 weeks of
therapy, patients changed to fluconazole (generic formulation). Subjects received
continuous (24 hours) infusion of amphotericin B deoxycholate (0.7 mg/kg/daily),
given in 500 ml of 5% glucose. The drug was delivered by an infusion-pump. Use of
a central venous line was encouraged. Patients also received oral flucytosine
(25mg/kg four times a day). Both drugs were maintained during induction phase of
14 days. Unless contraindicated, patients received 1 L of normal saline 0.9%
solution daily. Potassium and magnesium supplementation were provided as
necessary, and the use of pre-medication was permitted by the protocol. Lumbar
punctures were performed on baseline, days 3, 7, and 14 of treatment. Patients with
CSF opening pressure> 35 cm H20 or symptoms attributable to elevated intracranial
pressure underwent additional lumbar punctures. The use of antiretroviral therapy
could be appropriated if indicated by the assistant physician.

We evaluated prospectively patients for side effects, clinical and microbiological

efficacy during 14 days. Renal function, blood cell count and electrolytes were
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checked at baseline and every 3 days. Fungicidal activity was measured using serial
quantitative cultures of cerebrospinal fluid (CSF) obtained from lumbar punctures.
Quantitative fungal culture was made as described elsewhere , obtaining the number
of cryptococcal colony-forming units (CFU) in each time of treatment[7]. Clearance
of Cryptococcus was further calculated, with the slope of linear regression of log
CFU counts against time for each patient, giving the rate of decrease in log CFU/mL
of CSF per day. Negative cultures were assigned a value of 1 CFU/mL (log 0)[7].
We also performed polyssaccharide capsular cryptococcal antigen test in serum and
CSF samples.

Azotemia was defined as an increase in serum creatinine concentration to 2,5
mg/dL; in this case the switch of therapy to fluconazole or another formulation of
amphotericin B could be done by the assistant physician, and the patient considered
as failure by toxicity. We defined hypokalemia as a value < 2.5 mEg/L and
hypomagnesemia < 1,5 mEg/L. We also evaluated mortality, measuring subject
survival at 14 days, and after 12 weeks of enroliment.

Statistics. Results were presented as medians (range), or otherwise specified. A
linear regression model was made for each patient to calculate decline of CFU
counts. Continuous variables between before and after treatment were compared
using a two-tailed paired-samples T test. Statistical analysis was made using SPSS

For Windows version 16.0 (SPSS Inc, 2007).

Results
Study population. During the study period, 12 consecutive patients with HIV disease
and cryptococcal meningoencephalitis were considered eligible for the study. Two

patients did not give their consent. We enrolled therefore 10 patients in the study.
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One patient has died during the study. This patient presented untreatable intracranial
hypertension and severe cerebral edema, which most probably caused death. He
received only 3 days of amphotericin B plus 5 flucytosine treatment, and had not
developed any adverse events of these drugs that could be linked to fatal outcome.
An autopsy was not performed.

The mean age of this sample was 37 years. There were 9 male patients and 1 female
in this sample. All of patients were severely immunocompromised with advanced
stage HIV disease. Baseline characteristics and clinical outcome of patients are
described in table 1.

Mycological analysis. At baseline, we had CSF high fungal burden, expressed in the
elevated counts of cryptococcal colony-forming (CFU) units. Four patients present
baseline CSF counts above 100,000 CFU. The range of baseline counts was 15,000
— 80,000 CFU in other patients. In all patients that entered the mycological analysis
we observed a progressive reduction in CSF cryptococcal colony-forming units(
CFU) with sterilization of CSF at 14 days of treatment. An exponential reduction in
CFU counts was observed, as seen in figure 1.

Early fungicidal activity (EFA) or fungal clearance was calculated for each patient
as mentioned above. The mean EFA (xSD) was -0.37 £0.05 log CFU/mL of CSF
per day. Cryptococcal latex agglutination tests were positive in all patients but titers
did not correlate with reduction in CFU counts (data not shown).

Mortality. Mortality rate during the study was 10% (1 of 10 patients) at 2 weeks,
and also 10% (1 of 10 patients) at 12 weeks.

Safety. As shown in table 2, glomerular function was well preserved in all patients,
with creatinine serum levels below 1.5 mg/dL at the end of 14 days of amphotericin

B deoxycholate. The mean serum creatinine level increased from 0.70 (range 0.40-
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1.16) to 0.86 mg/dL (range 0.49-1.12). However, we observed a mean increase of
50% in creatinine concentrations during treatment. Indeed, 3 patients had increases
above 50% at the end of treatment and one patient had a maximum increase of
150%, partially reversed after cessation of amphotericin B therapy. Comparison
between baseline and after 14 days of treatment demonstrated that the change
observed in mean creatinine was not significant. No patient required dialysis. Every
patient but one(death) received 14 days of amphotericin B deoxycholate plus
5 flucytosine as planned in the protocol. No severe infusion-related side effects were
observed. The treatment was not changed to fluconazole or another formulation of
amphotericin B during the first 14 days of induction phase. Hypokalemia was
observed in 2 patients. Mean serum potassium concentrations decreased from 3.88
to 3.63 mEg/L. We observed no signs of cardiac arrhythmia. Hypomagnesemia was
observed in 2 patients. Mean magnesium serum levels decreased from 1.93 to 1.7
mEg/L. Differences in potassium and magnesium concentrations before and after
treatment were not significant. Anemia was a common observation. Mean
hemoglobin levels decreased from 11.49 to 7.92 g/dL; five patients had decreases of
at least 3 g/dL. In one patient, blood transfusion was required. Comparison of mean
hemoglobin concentrations before and after 14 days of treatment demonstrated a

statistically significant decrease (p=0.001).

Discussion

Our study confirms the fungicidal activity of amphotericin B deoxycholate plus

5 flucytosine, even with continuous infusion. The mycological response observed
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was remarkable. We have demonstrated microbiological efficacy with this regimen,
using an established method to assess the rate of reduction in the fungal burden of
disease. [7] Regarding to sterilization of CSF, all patients have achieved with 14
days of treatment, as expected in a regimen with conventional amphotericin B plus
5 flucytosine. [11] The clearance of infection, measured as EFA, was similar as
other studies using the same technique.[12]. This endpoint is suitable for evaluation
of new treatment regimens for this disease, as recently reported[13], and our results
suggest that this new form of administration can be an effective alternative to
clinicians in settings where lipid formulations of amphotericin B are unavailable or
unaffordable.

Decreased renal blood flow and increased tubular membrane permeability are the
believed causes of amphotericin B deoxycholate nephrotoxicity with incidence rates
that may be up to 50%.[9]. Dose —dependent alterations in protein binding and
distribuition of amphotericin B deoxycholate may explain why nephrotoxicity has
been less frequently observed among patients who received amphotericin B by
continuous infusion.[4, 6] In our study, the rates of nephrotoxicity was comparable
to those reported by previous studies with continuous infusion of amphotericin B
deoxcyholate, and also similar to lipid formulations trials (table 2); these rates are
far lower from the trials evaluating conventional administration of amphotericin B
deoxycholate, demonstrating the potential advantage with this regimen.[9, 14]
Hypokalemia and hypomagnesmia was frequently observed, as we expected.
Continuous infusion can protect glomerular function, but seems to have little effect
in tubular damage. Anemia was a very common phenomenon, attributed to
suppression of erythropoietin production by amphotericin B. As this suppression

apparently is not dependent by the distribution of the drug, even with continuous
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infusion it will remain an important problem, particularly in HIV/AIDS patients
who often receive myelotoxic drugs.

The rescue of amphotericin B deoxycholate as a safe drug, with continuous infusion,
can reveal a new and promising strategy to treat systemic mycoses. Our results
suggest that continuous infusion could reduce nephrotoxicity while keeping
fungicidal activity against Cryptococcus neoformans. The efficacy of continuous
infusion in this high-mortality condition could ensure additional studies and its use
in other settings. Larger and comparative trials, against new lipid formulations and
even novel antifungal agents, are necessary to further evaluate this treatment

regimen.

Acknowledgements:

We would like to thank FIPE, Hospital de Clinicas de Porto Alegre for partial
support of this study.

Potential conflict of interests: All authors : no conflicts

59



References

1. Jarvis, J.N. and T.S. Harrison, HIV-associated cryptococcal meningitis. Aids,
2007. 21: 2119-29.

2. Pappalardo, M.C. and M.S. Melhem, Cryptococcosis: a review of the Brazilian
experience for the disease. Rev Inst Med Trop Sao Paulo, 2003. 45: 299-305.

3. Peleg, A.Y. and M.L. Woods, Continuous and 4 h infusion of amphotericin B: a
comparative study involving high-risk haematology patients. J Antimicrob
Chemother, 2004. 54: 803-8.

4. Eriksson, U., B. Seifert, and A. Schaffner, Comparison of effects of
amphotericin B deoxycholate infused over 4 or 24 hours: randomised controlled
trial. Bmj, 2001. 322: 579-82.

5. Imhof, A., R.B. Walter, and A. Schaffner, Continuous infusion of escalated
doses of amphotericin B deoxycholate: an open-label observational study. Clin
Infect Dis, 2003. 36:943-51.

6. Lewis, R.E. and N.P. Wiederhold, The solubility ceiling: a rationale for
continuous infusion amphotericin B therapy? Clin Infect Dis, 2003. 37:871-2.

7. Brouwer, A.E., et al., Combination antifungal therapies for HIV-associated
cryptococcal meningitis: a randomised trial. Lancet, 2004. 363:1764-7.

8. Uehara, R.P., et al., Continuous infusion of amphotericin B: preliminary
experience at Faculdade de Medicina da Fundacao ABC. Sao Paulo Med J, 2005.
123:219-22.

9. Walsh, T.J., et al., Liposomal amphotericin B for empirical therapy in patients
with persistent fever and neutropenia. National Institute of Allergy and Infectious
Diseases Mycoses Study Group. N Engl J Med, 1999. 340:764-71.

10. Furrer, K., et al., Nephrotoxicity of cyclosporine A and amphotericin B-
deoxycholate as continuous infusion in allogenic stem cell transplantation. Swiss
Med WKkly, 2002. 132:316-20.

11.van der Horst, C.M., et al., Treatment of cryptococcal meningitis associated with
the acquired immunodeficiency syndrome. National Institute of Allergy and
Infectious Diseases Mycoses Study Group and AIDS Clinical Trials Group. N Engl J
Med, 1997. 337:15-21.

12. Brouwer, A.E., et al., Baseline correlation and comparative kinetics of
cerebrospinal fluid colony-forming unit counts and antigen titers in cryptococcal
meningitis. J Infect Dis, 2005. 192:681-4.

13. Bicanic, T., et al., Independent association between rate of clearance of
infection and clinical outcome of HIV-associated cryptococcal meningitis: analysis
of a combined cohort of 262 patients. Clin Infect Dis, 2009. 49:702-9.

14. Deray, G., Amphotericin B nephrotoxicity. J Antimicrob Chemother, 2002. 49
Suppl 1:37-41.

60



Table 1. Baseline characteristics and clinical outcome of patients with
cryptococcal meningoencephalitis treated with continuous amphotericin B

deoxycholate infusion

Age, median years (range)
Female sex, no.(%) of patients
Baseline laboratory parameters,
median value (range)

ANC*, neutrophils/mm?
Hemoglobin, g/dL

Platelet count, platelets x 10°/L
Creatinine, mg/dL

Potassium, mEg/dL

Sodium, mEqg/dL

37.5 (20-52)
1 (10%)

3095 (1420-5580)

11.35 (8.7-14.4)
173,500(97,000-216,000)
0.61 (0.40-1.16)
3.75(3.20-4.60)
134(129-144)

Magnesium, mEqg/dL 1.80(1.5-2.3)
CD4 count, CD4+/puL 41 (10-255)
Death, no. (%) of patients

By week 2 1 (10%)

By week 12 1 (10%)

*ANC=Absolute neutrophil count.
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Mycological Analysis
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Figure 1. Cryptococcal colony-forming units (CFU) in cerebrospinal fluid, at
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baseline and days 3,7 and 14 of treatment with continuous infusion of amphotericin

B deoxycholate plus 5 flucytosine. Patient 10 was excluded from mycological

analysis. EFA (early fungicidal activity) was -0.37 £0.05 log CFU/mL of CSF per

day.
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Table 2. Laboratory findings of patients with cryptococcal meningoencephalitis
treated with continuous infusion of amphotericin B deoxycholate plus 5 flucytosine.

Time of Baseline Day 3 Day 6
treatment

Creatinine  0.70£0.09 0.92+0.11  0.99+0.11
(mg/dL)

Potassium  3.88+£0.14 3.66+0.26 4.14+0.36
(mEg/L)

Magnesium  1.94+0.12 1.9+0.09 1.9+0.11
(mEqg/L)
Hemoglobin 11.49+0.6 10.29+0.62 8.69+0.49
(g/dL)

Day 9 Day 12
0.98+0.10 0.87+0.07
3.72£0.30 3.82+0.25

1.86+0.11 1.64+0.09

Day 15
0.86+0.08
3.63+0.22
1.7+0.06

7.92+0.41

Note. Data are mean *standard error.
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8. Consideracgdes gerais

Este trabalho € a primeira experiéncia, a nivel mundial, utilizando anfotericina B
deoxicolato em infusdo continua como tratamento da criptococose. Utilizamos
um modelo de doenca altamente letal, e um acurado método de afericdo de
resposta microbioldgica, o que pode permitir e incentivar o uso desta estratégia
de tratamento em outros cenarios. Tentamos promover um resgate da
anfotericina B convencional que proporcione os mesmos beneficios das
dispendiosas formulacdes lipidicas. Este é um estudo piloto e evidentemente o
pequeno numero de pacientes arrolados traduz-se em limitacbes, mas o0s
resultados estédo indicando que a infusdo continua parece ser segura e bem
tolerada, como ja foi reportado em outros estudos, no contexto de neutropenia
febril e neoplasias hematologicas. Alguns diferenciais em nosso projeto sao:
todos pacientes com doenca fungica comprovada por cultura, imunidade celular
severamente diminuida e auséncia de drogas nefrotdxicas concomitantes.
Como ja mencionado acima, também a afericdo da resposta microbiologica é
um aspecto a ser destacado, ja que permite uma avaliacdo mais objetiva da
velocidade de resolucao da infec¢do no sistema nervoso central.

O trabalho confirma a atividade antifingica da anfotericina B deoxicolato por
infusdo continua mais flucitosina. A resposta micolégica observada foi notavel.
Foi demonstrada eficacia microbiologica com este regime de tratamento,
utilizando-se um método estabelecido para aferir a reducdo da carga fungica.
Em relacdo a esterilizacdo do liquido cefalorraquidiano, todos os pacientes
atingiram-na em 14 dias de tratamento, como esperado em um regime

convencional de anfotericina B mais deoxicolato. A resolucdo da infeccéo,
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mensurado pela EFA (Early Fungicidal Acitivity ou atividade fungicida inicial) foi
similar a outros estudos utilizando a mesma técnica. Esse desfecho é
adequado para avaliacdo de novos tratamentos para esta doenca, como
relatado recentemente, e nossos resultados sugerem que esta nova forma de
administracdo pode ser uma alternativa efetiva em locais onde as formulacdes
lipidicas de anfotericina B estdo indisponiveis. Entretando, estudos maiores e
comparativos, como planejamos conduzir em breve, sdo necessarios para
confirmar estes achados.

A diminuicdo do fluxo sanguineo renal e a permeabilidade aumentada da
membrana tubular sdo as causas estabelecidas atualmente para a
nefrotoxicidade da anfotericina B deoxicolato. Embora definicbes de
comprometimento renal podem variar bastante, a incidéncia pode chegar até
50%. AlteracBes dose-dependente na ligacdo as proteinas plasméaticas e na
distribuicdio da anfotericina B deoxicolato podem explicar porque a
nefrotoxicidade foi menor em pacientes que receberam anfotericina B
deoxicolato em infusdo continua. Em nosso trabalho, a nefrotoxicidade
observada foi comparavel a estudos anteriores com infusdo continua de
anfotericina B deoxicolato, e de certa forma similar ao observado nos ensaios
clinicos com as formulagfes lipidicas de anfotericina B. Essa incidéncia de
nefrotoxicidade € bem menor do que a observada nos trabalhos avaliando a
administragdo convencional de anfotericina B deoxicolato, demonstrando
vantagem em potencial com este regime (infusdo continua). A hipocalemia e
hipomagnesemia foram frequentemente observadas, como esperado. A infusdo
continua pode proteger a funcdo glomerular, mas parece ter pouco efeito no

dano tubular. Anemia foi um fenbmeno muito comum, atribuida a supresséao da
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producdo de eritropoetina. Como esta supressdo aparentemente nao €
dependente da distribuicio da droga, mesmo com a infusdo continua
continuarad sendo um problema importante, particularmente em pacientes com
HIV/AIDS que frequentemente recebem drogas mielotoxicas.

A alta mortalidade associada a esta condicdo e a toxicidade advinda do
tratamento tornam a criptococose disseminada um desafio para o especialista
em doencas infecciosas. Novos compostos tém o custo como um obstaculo
importante para seu uso, especialmente nos locais onde esta doenca fungica €
mais prevalente. O resgate da anfotericina B como uma droga segura, com a
infusdo continua, pode revelar uma estratégia promissora para tratar outras
micoses sistémicas. Nossos resultados sugerem que a infusdo continua pode
reduzir a nefrotoxicidade mantendo a eficAcia microbiolégica contra
Cryptococcus neoformans. A efetividade da infus@o continua nessa entidade de
alta mortalidade deve encorajar novos estudos e usos em outras situcoes.
Estudos maiores e comparativos com as formulacfes lipidicas de anfotericina
B, e até mesmo com novos agentes antifungicos, sdo necessarios para avaliar

mais profundamente este regime inovador de tratamento.
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9. Anexos

9.1 Instrumento de coleta de dados. (Ficha de exames)

Nome paciente/prontuario/hospital:

Data da inclusdo do paciente(dia 0):

ldade:

Peso:

Basal
Dia0

Dia
1

Dia
2

Dia
3

Dia
4

Dia
5

Dia

Dia

Dia

Dia

Dia
10

Dia
11

Dia
12

Dia
13

Dia
14

Dia
15

Leveduras no
LCR

Antigeno
cripto LCR

Antigeno
cripto sérico

Celularidade
LCR

Diferencial
LCR

Glicose LCR

Proteinas
LCR

Hemoglobina

Neutroéfilos

Plaugetas

Sédio

Potassio

Magnésio

Bicarbonato

Creatinina

Uréia

DCE

Imagem
(CT/MRI)

Cefaléia

Alteracdes
focais

Glasgow

Puncéo
lombar alivio

Febre

Calafrios

Flebite
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9.2 Termo de consentimento informado

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para participar da pesquisa
sobre tratamento da criptococose disseminada com anfotericina B continua
Responsaveis: Dr. Luciano Z. Goldani (Fones: 32228910 - 21018152)
Dr. Diego Falci (Fones 33572348 - 34511773).

O senhor (ou seu familiar préximo) estd com uma infeccéo
gue deve ser tratada com um medicamento chamado anfotericina B, que
tem diversos efeitos colaterais. Entre os principais efeitos adversos da
anfotericina B esta a nefrotoxicidade — danos ao rim do paciente- que
pode resultar em insuficiéncia renal. Além disso, durante a infusdo do
medicamento pode ocorrer uma reagcdo aguda com febre, calafrios e
tremores intensos. Esses e outros efeitos colaterais sdo frequentes em
todos os pacientes que recebem a anfotericina B. Este medicamento
tradicionalmente € adminstrada uma vez ao dia, em uma infusdo que dura
aproximadamente seis horas.

Vérias pesquisas tem procurado descobrir uma maneira mais
efetiva de tratamento desta doenca, e diminuir a sua mortalidade. A
anfotericina B ainda hoje parece ser o medicamento mais potente para o
tratamento da criptococose. Foi pesquisada em pacientes a utilizagcdo da
anfotericina B em infus8o continua - onde o paciente recebe
ininterruptamente o medicamento na corrente sanguinea até completar a
dase inicial do tratamento — e os resultados foram satisfatérios quanto a
seguranca deste método; ndo ocorreu aumento nos efeitos adversos
relacionados ao tratamento com a anfotericina B. O tratamento com
infusdo continua parece causar, por estas pesquisas preliminares, menos
lesdes no rim dos pacientes em terapia.

Esta pesquisa tem como objetivo avaliar o uso da
anfotericina B em infusdo continua em pacientes com criptococose em
gue esteja indicado o uso da anfotericina B. Seréo verificados parametros
de seguranca como por exemplo a ocorréncia de insuficiéncia renal e
sera medida diretamente e comparada a eficacia do tratamento, em
relacdo ao uso convencional de anfotericina B. O presente consentimento
foi oferecido a vocé por que existe esta indicacdo terapéutica para o seu
tratamento (ou de seu familiar proximo), feita pela equipe médica que o
esta assistindo.

Concordando em participar do estudo, vocé sera sorteado
para realizar o tratamento da forma tradicional (infusdo de 6 horas) ou
para realizar o tratamento com infusdo continua (24 horas). No grupo que
realizard o tratamento da maneira tradicional, serdo realizadas infusfes
de 6 horas como usualmente € empregado no tratamento desta doenca e
vocé terd apenas 0 seu acompanhamento e exames registrados com o0s
dados do estudo. No grupo do tratamento com infusdo continua, o
medicamento sera infundido de maneira continua durante as 24 horas do
dia, estratégia que estamos pesquisando no momento. Ambos 0s grupos
serdo monitorados através de exames laboratoriais e com a realizacéo de
puncdes lombares (para obtencdo do liquido cefalorraquidiano) de
controle, como estad recomendado na rotina do manejo desta doenca.
Caso aceite participar, vocé sera submetido ao mesmo acompanhamento
médico e laboratorial normal de todos os pacientes. Seus dados de
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exames serdo incluidos anonimamente na pesquisa. Os riscos inerentes a
pesquisa sdo 0s mesmos associados ao uso da anfotericina B; em
quaisquer dos grupos, vocé estara sujeito a ocorréncia dos efeitos
adversos relacionados, tais como danos para o rim e reagdes agudas a
infusdo do medicamento. Mesmo aceitando participar do estudo, vocé
podera sair do mesmo a qualquer momento se desejar.

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro
gue autorizo a minha participacdo neste projeto de pesquisa, pois fui
informado de forma clara e detalhada, livre de qualquer forma de
constrangimento e/ou coercéo, a respeito dos objetivos, da justificativa e
dos procedimentos aos quais serei submetido. Também fui informado
dos riscos, desconfortos e beneficios da minha participacéo, todos acima
listados.

Fui igualmente informado:
- da garantia de receber respostas ou esclarecimento sobre qualquer
duvida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e outros detalhes
relacionados com a pesquisa;

- daliberdade de retirar meu consentimento, a qualquer momento, e
deixar de participar do estudo, sem que isso traga prejuizo a continuacao
do meu tratamento;

- da garantia que néo serei identificado quando da divulgacdo dos
resultados e que as informacgdes obtidas serédo utilizadas apenas para fins
cientificos vinculados ao presente projeto de pesquisa;

- do compromisso de proporcionar informacao atualizada obtida durante
o estudo, ainda que possa afetar a minha vontade em continuar
participando;

- de que o estudo presta-se a testar uma nova forma de administracdo do
medicamento e ndo um novo medicamento.

- de que todos os medicamentos utilizados ja foram liberados para
uso em pacientes pelas autoridades competentes;

- de gque se existirem gastos adicionais, relacionados a pesquisa,
estes serdo absorvidos pelo orcamento da mesma.

O pesquisador responsavel por este Projeto de Pesquisa € o Dr.
Luciano Goldani; em caso de duvidas o senhor podera entrar em contato
com o Dr. Diego Falci (fone 3451-1773, cel. 9299-2946). Tendo este
documento sido revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre em 04/04/2007.

Data I
nome nome
assinatura do paciente assinatura do responsavel pela

obtencéo do consentimento
Observacgao: O presente documento, baseado no item IV das Diretrizes e
Normas Regulamentadoras para a Pesquisa em Saude, do Conselho Nacional
de Saude (Resolugdo 196/96), sera assinado em duas vias, de igual teor,
ficando uma via em poder do Paciente ou seu Responsavel Legal e outra com
0 Pesquisador Responsével.
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