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Résumé :

L'amphotéricine B (AmB) reste le traitement standard des infections fongiques systémiques mais
la formation d'espéces réactives de l'oxygéne réduit l'efficacité et la stabilité de cette molécule.

L’objectif de notre travail est une contribution a la compréhension du mécanisme d’action de
'amphotéricine B complexée a deux molécules antioxydantes, I'acide ascorbique et I'a tocophérol.

La complexation de I'amphotéricine B a l'acide ascorbique et I'a tocophérol utilisés a des
concentrations finales respectives de 3.10%ug/mL et 16pg/mL, augmente son activité antifongique
vis-a-vis de Candida albicans et réduit sa cytotoxicité vis-a-vis des globules rouges humains. De
plus, les résultats relatifs a I'effet de I'acide ascorbique et I'a tocophérol sur l'activité peroxydative
de l'amphotéricine B ont révélé une diminution du taux des substances réactives a l'acide
thiobarbiturique (sr-TBA) formé dans le milieu réactionnel de I'antifongique tout en maintenant sa
stabilité moléculaire.

Ces résultats nous ont permis de mettre en place un complexe efficace et moins toxique dont le
but principal est d’augmenter I'index thérapeutique de 'amphotéricine B.

Mots clés: Amphotéricine B, Acide ascorbique, a tocophérol, Efficacité, Cytotoxicité,
Peroxydation lipidique.

Abstract:

Amphotericin B (AmB) remains the standard treatment for systemic fungal infections, but the
formation of reactive oxygen species reduces the efficiency and stability of this molecule.

The objective of our work is to contribute to understanding the mechanism of action of
amphotericin B complexed to two antioxidant molecules, ascorbic acid and a tocopherol.

The complexation of amphotericin B with ascorbic acid and a tocopherol used at respective final
concentrations of 3.10%ug / mL and 16pg / mL, increases its antifungal activity against Candida
albicans and reduces its cytotoxicity against -to human red blood cells. In addition, the results
relating to the effect of ascorbic acid and a tocopherol on the peroxidative activity of amphotericin
B revealed a decrease in the level of substances reactive to thiobarbituric acid (sr-TBA) formed in
the reaction medium of the antifungal while maintaining its molecular stability.

These results allowed us to set up an effective and less toxic complex whose main goal is to
increase the therapeutic index of amphotericin B.

Key words: Amphotericin B, Ascorbic acid, a-tocopherol, Efficacy, Cytotoxicity, Lipid peroxidation.
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Introduction

Les infections fongiques systémiques ou invasives sont des pathologies graves
responsables d’une importante mortalité surtout chez les patients immunodéprimés.
La prise en charge de ces mycoses est basée essentiellement sur l'utilisation de
'amphotéricine B, antifongique polyénique, découvert en 1956. Les atouts majeurs
de cet antifongique sont, son large spectre d’action, son excellente activité fongicide
qui limite I'émergence des résistances et le faible taux d’apparition de souches

résistantes (Legrand et al., 2015).

Bien que l'amphotéricine B soit une molécule trés active, son utilisation est limitée
par des problémes de solubilité, de stabilité et d'absorption, ce qui est a l'origine

d’une toxicité trés sévere vis-a-vis des cellules animales hotes.

La toxicité rénale est la complication majeure liée a l'utilisation de cet antifongique.
Elle se traduit sur le plan clinique par une diminution de la filtration glomérulaire et
une atteinte tubulaire qui conduit a un déséquilibre du flux plasmatique (Benbella et
al., 2016).

Cette cytotoxicité est liée principalement au mécanisme d'action traditionnel de
'amphotéricine qui est basé sur son interaction avec les stérols membranaires a
savoir l'ergostérol des levures et fongi et le cholestérol des cellules animales qui sont
deux analogues structuraux. L'amphotéricine B présente alors une plus grande

affinité pour I'ergostérol des cellules fongiques (Gaboriau et al., 1997).

L'effet toxique de I'amphotéricine B s'exprime également par la production des
espéces réactives de I'oxygéne, principale cause de la peroxydation lipidique au
niveau des membranes plasmiques, ce qui induit une augmentation de la sensibilité

des cellules des mammiferes au choc osmotique (Czernel et al., 2016).

En effet, les premiers travaux d’Andrews et al., (1977) ainsi que ceux de
Beggs et al., (1978), ont montré que I'addition d’antioxydants tels que le n-propyl
gallate, I'hydroxytoluéne butylé et l'acide D-a-tocophérol succinate, protegent
'amphotéricine B contre son auto-dégradation et préservent ainsi son activité
antifongique vis-a-vis des levures responsables de pathologies humaines telle que
Candida albicans.

Par ailleurs, Brajtburg et al., (1985) et Sokol-Anderson et al., (1986), ont mis en
évidence l'effet protecteur de la catalase contre les dommages oxydatifs induits par

'amphotéricine B sur les membranes des érythrocytes humains.
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De plus, Ferreira et al., (2013) ont révélé que la production des especes réactives
de l'oxygéne augmente l'efficacité de I'amphotéricine B vis-a-vis de Candida
albicans, Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida krusei,

Cryptococcus neoformans et Cryptococcus gattii.

De ce fait, I'amélioration de lindex thérapeutique de l'amphotéricine B via sa
complexation a des molécules antioxydantes, semble étre une approche
prometteuse et peu onéreuse en raison de leurs disponibilités, leurs activités
anti-radicalaires et leurs toxicités négligées afin d’obtenir une formulation efficace,

stable et moins toxique.

Partant de ces données et pour mieux comprendre le mécanisme d’action de
'amphotéricine B, nous avons entrepris cette étude qui a porté sur I'évaluation de
I'efficacité et de la cytotoxicité de cet antifongique seul et complexé a deux molécules

antioxydantes, I'acide ascorbique (vitamine C) et I'a-tocophérol (vitamine E).
Afin d'atteindre ces objectifs, nous avons :

- Evaluer l'effet de ces deux vitamines sur l'efficacité de 'amphotéricine B vis-a-vis
de Candida albicans ATCC10231 par la mesure de la croissance en réalisant un
dénombrement des levures sur cellule de Thoma et vérification de leurs
morphologies au cours de la croissance par microscopie €lectronique a balayage.

- Evaluer l'effet de l'acide ascorbique et de I'a tocophérol sur la cytotoxicité de
I'amphotéricine B vis-a-vis des globules rouges humains par la mesure de la fuite de
I'hnémoglobine intracellulaire.

- Etudier l'effet de ces deux molécules antioxydantes sur l'activité peroxydative de
'amphotéricine B par la mesure des produits primaires (dosage des hydroperoxydes
et des diénes conjugués) et le dosage spectroscopique des substances réactives a
I'acide thiobarbiturique (sr-TBA) qui permet de mesurer les produits secondaires de

la réaction d’oxydation des lipides.
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L’amphotéricine B (AmB) est un antifongique, produit par fermentation d’un
actinomycete du sol Streptomyces nodosus. Elle se présente sous forme de poudre
jaune instable, insoluble dans l'eau, peu soluble dans les solvants organiques
apolaires comme I'éther de pétrole, et soluble dans les solvants organiques polaires
tels que le diméthylsulfoxide (DMSO) et le diméthylformamide (DMF) (Falcon-
Gonzalez et al., 2017).

Sa structure chimique a été établie en 1970. C'est un antifongique de la famille des
polyénes comportant 47 atomes de carbone et un cycle macrolactone lié a une
mycosamine par une liaison B-glycosidique au carbone n°19. L'amphotéricine B est
caractérisée par une partie hydrophobe formée d’un groupement chromophore
composé de sept doubles liaisons conjuguées en configuration trans et une partie
hydrophile, constituée de sept groupements hydroxyles et une fonction carboxylique
sur le carbone n°16 ce qui lui confére un caractére amphiphile (Gagos et Czernel,
2014).

L’amphotéricine B renferme aussi un cycle hemiacétal entre le carbone n°13 et le
carbone n°17. La présence d'une fonction carboxylique et d'un amino-sucre lui donne

un caractére amphotére (Figure n°la) (Kaminski, 2014).

Son poids moléculaire est de 924,079, avec des dimensions moléculaires de 0,6nm
de hauteur, 0,7nm de largeur et 2,4nm de longueur (Figure n°1b) (Neumann et al.,
2016).

A l'état solide, cet antifongique est photosensible. Les analyses thermiques ont
révélé que 'amphotéricine B chauffée dans une atmosphére d'argon conserve sa
structure moléculaire, ses propriétés chimiques et ne perd pas son activité jusqu'a
des températures pouvant atteindre 137°C. Cependant, sa décomposition compléete
est achevée a 447°C [(Lubkowski et al., 1989) ; (Zielinska et al., 2016)].

En revanche, en présence d'oxygene moléculaire, I'oxydation commence et se
termine a 150°C qui s'accompagne d'effet exothermique trés fort et d'une
volatilisation rapide de I'échantillon. La perte d’activité de cet antifongique peut étre
aussi causée par le processus d'auto-oxydation dans lequel la présence des

radicaux libres joue un réle important (Czernel et al., 2016).
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(a) Mycosamine
Partie polyéne lipophile
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Partie hydrophile polyhydroxylée
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Figure n°l: Structure chimique de I'amphotéricine B (a) (Kaminski, 2014),
Modeéle tridimensionnel avec les dimensions moléculaires de I'amphotéricine B
(b) (Neumann et al., 2016).
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La présence d'une série de doubles liaisons conjuguées permet I'étude de cet
antifongique par méthode d'absorption en UV dans un intervalle allant de 320 a
450nm (Alvarez et al., 2016).

Le spectre de la solution aqueuse de I'amphotéricine B a tres faibles concentrations
(de 'ordre de 10®M) ou & des concentrations plus élevées (de I'ordre de 10°M) dans
le propanol, montre la structure vibrationnelle propre aux polyénes conjugués qui
présentent une série de bandes principales a 409nm, 385nm, 366nm et 348nm
(Figure n°2a).

Par ailleurs, dans une solution aqueuse & une concentraton de 10°M
d'amphotéricine B, la structure vibrationnelle diminue, l'absorbance de la bande a
347nm augmente et une nouvelle bande apparait a 328nm alors qu'a une
concentration de 2,5.10°M, un nouveau pic apparait & 421nm (Starzyk et al., 2014)

(Figure n°2hb).
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Figure n°2 : Spectre d’absorption électronique et de dichroisme circulaire de
I’amphotéricine B solubilisé dans le propanol (a : forme monomérique) et dans
le PBS (b : forme agrégée) (Starzyk et al., 2014).
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Ces nouvelles bandes représentent le découplage des niveaux d'énergie causé par
I'interaction excitonique des molécules d’amphotéricine B (Mohamed-Ahmed et al.,
2013).

L’amphotéricine B avec un spectre d'action trés large, couvre la plupart des espéces
pathogénes pour 'homme. Elle est indiquée principalement dans les mycoses
systémiques causées par Candida sp, ou autres, comme les aspergilloses et les

cryptococcoses (Poissy et al., 2017).

Sa posologie est de 1mg/kg/24h en cas d’insuffisance cardio-pulmonaire et peut
atteindre 3mg/kg/24h pour les infections séveres causées par les germes les moins

sensibles a cette drogue (Della Pepa et al., 2016).

Sur le plan pharmacologique, I'amphotéricine B doit étre administrée par voie
parentérale pour la prise en charge des mycoses systémiques en raison de son

absorption digestive faible (moins de 5%).

Apres injection intraveineuse, I'amphotéricine B se lie fortement aux protéines
plasmatiques et aux lipoprotéines sériques (290%). Elle est largement distribuée
dans les tissus avec un volume de diffusion de 2,4 a 4L/kg. Elle s'accumule
essentiellement dans le foie et la rate et a un degré moindre dans les reins et les
poumons (Stone et al., 2016). Sa demi-vie plasmatique varie de 24 a 48 heures et
aucun meétabolite de l'amphotéricine B n'a été identifie. Son élimination totale de
'organisme est longue (demi-vie >15 jours) et est principalement assurée par les

reins, mais aussi par la bile (Kagan et al., 2014).

En solution aqueuse, 'amphotéricine B se répartit en trois états : une forme agrégée
responsable de la toxicité, une forme oligomérique (moins toxique) et une forme
monomeérique peu toxique, responsable de I'activité antifongique (Falcon-Gonzalez
et al., 2017).

Bien que son mécanisme d’action ne soit pas totalement élucidé, il reste
généralement admis que sa propriété antifongique résulte de son interaction
avec l'ergostérol, stérol dominant des cellules fongiques (Anderson et al., 2014)

(Figure n°3).
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Figure n°3: Mécanisme d’action de I'amphotéricine B par la formation des

canaux ioniques dans la cellule fongique (Gray et al., 2012).

L’amphotéricine B serait a l'origine d'une perméabilisation membranaire par la
formation de pores transmembranaires d’'un diamétre de 0,8nm, en provoquant la
fuite des ions (K*, Na*, H*, CI") et de petits composés intracellulaires suivie par une
lyse cellulaire. Ces canaux ioniques sont formés de 8 molécules d’antifongique
agrégees. L'ensemble constitue un canal ancré a la surface membranaire par ses
groupes chargés dont lintérieur est tapissé de groupes hydroxyles (Yang et al.,
2013) (Figure n°4).

De nombreuses études ont mis en évidence une corrélation entre la fixation
membranaire de I'antifongique et son action perméabilisante, précisant le role des
lipides membranaires et plus particulierement les stérols dans [linteraction
amphotéricine B-membrane [(Gray et al., 2012);(Wilcock et al., 2013);(Kaminski,
2014)].
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Figure n°4: Dimension des canaux ioniques au sein de la bicouche lipidique de

la cellule fongique (Yang et al., 2013).

L'interaction entre 'amphotéricine B et le cholestérol est responsable de sa toxicité
vis-a-vis des cellules des mammiféres. Selon Kaminski (2014), la sélectivité de
'amphotéricine B envers les cellules fongiques est due a une grande affinité de cette
drogue pour I'ergostérol membranaire, cela est probablement lié a la présence d’'une
double liaison en C22 sur l'ergostérol qui renforce l'interaction mettant en jeu la

chaine rigide de I'amphotéricine B et la molécule de stérol.

Ainsi, la conformation plane de I'ergostérol serait plus propice a une interaction avec

'amphotéricine B que le cholestérol (Nakagawa et al., 2014) (Figure n°5).
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Figure n°5 : Interaction de I'amphotéricine B avec le cholestérol et I'ergostérol

membranaires (Kaminski, 2014).

Un autre mécanisme a été mis en évidence par Anderson et al., (2014),
il s’agit du modéle de I'éponge de stérols «sterol sponge model» selon lequel,
les molécules d’amphotéricine B s’organisent sous forme de super agrégats
extra-membranaires au voisinage de la membrane plasmique fongique et tuent
la levure par extraction de l'ergostérol a partir de la bicouche lipidique.
Ce modele a permis d’expliquer la rareté de la résistance microbienne qui

caractérise cet antifongique en milieu hospitalier (Figure n°6).
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Figure n°6: Modele de I’éponge du stérol (sterol sponge model) (Anderson et
al., 2014).

Les études de Kawabe et al., (2017), ont montré que la toxicité cellulaire de
'amphotéricine B vis-a-vis des cellules fongiques et animales dépend de sa dose.
En effet, pour passer d’une stimulation a une perméabilisation irréversible de la
membrane aux cations, la dose d’amphotéricine B doit étre comprise entre 0,02uM et

0,3uM pour Candida albicans et entre 1uM et 20uM pour les lymphocytes murins.

Ces différents phénoménes ne peuvent pas s’expliquer uniquement par la formation
de pores transmembranaires et par des changements de perméabilité. En effet, en
1986, Sokol-Anderson et ses collaborateurs, ont mis en évidence le phénoméne
de la peroxydation des lipides membranaires comme un autre mécanisme d’action
de I'amphotéricine B qui pourrait étre responsable de la destruction des cellules
fongiques et animales. Ce mécanisme de peroxydation lipidique est un facteur
principal dans la dégradation auto-oxydative de cet antifongique, ce qui explique la

diminution de son efficacité avec le temps (Mesa-Arango et al., 2012) (Figure n°7).
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Figure n°7 : Toxicité cellulaire de ’'amphotéricine B et son activité peroxydative
dans la cellule fongique (Mesa-Arango et al., 2012).
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Ce travail est réalisé au laboratoire de recherche : Antibiotiques Antifongiques :
physico-chimie, synthése et activité biologique (LapSab) de la faculté des
Sciences de la Nature et de la Vie, des Sciences de la Terre et de I'Univers,

Université Aboubekr Belkaid, Tlemcen.
1. Matériel
1.1. Antifongique

Nous avons utilisé 'amphotéricine B pure provenant des laboratoires Bristol-

Meyers-Squibb France.
1.2. Molécules antioxydantes

Nous avons utilisé deux antioxydants ; I'acide ascorbique ou la vitamine C
(Vit C), disponible en poudre blanche (Sigma-Aldrich) avec une pureté de 99%
et I'a tocophérol ou vitamine E (Vit E), sous forme d’un liquide tres visqueux

avec une pureté = 97% (Sigma-Aldrich).

L’acide ascorbique est une molécule hydrosoluble qui présente une structure
apparentée a celle des sucres a six atomes de carbone (CgHgOg)
(Figure n°8a).

Avec son caractére hydrophobe, I'a tocophérol (vitamine E) est classée dans
la famille des tocophérols qui comprend 4 molécules qui different entre elles
par le nombre et 'arrangement des groupements méthyles autour du cycle

benzene du noyau chromanol (Aggarwal et al., 2010) (Figure n°8b).

HO

O

HO

\ I )

(@)

Cycle chromanol Chaine phytyle

Figure n°8: Structures chimiques de I'acide ascorbique (a) et de
I'a tocophérol (b) (Brewer, 2011).
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1.3. Candida albicans

Les tests d’efficacité de I'amphotéricine B ont été menés sur une souche de
levure de référence ; il s’agit de Candida albicans ATCC10231 (American Type
Culture Collection, Rockville, MD., USA.).

Les levures sont entretenues par repiguages réguliers sur gélose Sabouraud

et conservées a +4°C.
1.4. Globules rouges humains

Les tests de cytotoxicité des différentes formulations de I'amphotéricine B, ont
été effectués sur un modeéle universel des membranes cellulaires animales, le

globule rouge humain provenant d’un donneur unique sain.
2. Méthodes
2.1. Préparation des solutions antifongiques

La solution mére de l'antifongique est préparée en extemporané dans du
diméthylsulfoxide (DMSO) & une concentration de 10°3M puis ajustée a 10™*M
au spectrophotometre a 406nm selon la formule A= €. C. | (€406 = 160 000L.
mol™. cm™) aprés une dilution au 1/100 dans le méthanol absolu (Szlinder-
Richert et al., 2001).

L'amphotéricine B est utilisée a une concentration finale de 0,4ug/mL; ce qui
correspond a sa concentration minimale inhibitrice (CMI) vis-a-vis de Candida
albicans ATCC10231 (Boucherit et al., 2007). En revanche, pour les tests de
cytotoxicité, I'amphotéricine B est ajoutée a une concentration finale de
20pg/mL [(Knopik-Skrocka et Bielawski, 2002); (Espada et al., 2008)].

2.2. Préparation des vitamines

L’acide ascorbique et I'a tocophérol sont préparés en extemporané dans du
diméthylsulfoxide et utilisés & des concentrations finales de 3.10%ug/mL pour la
vitamine C et de 16ug/mL pour la vitamine E [(Khalil et al., 2012); (Andrade
et al., 2014)].

Pour une meilleure stabilité, les solutions méres ainsi préparées sont gardées

pendant 30 minutes a température ambiante, a I'abri de la lumiére.
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2.3. Préparation des complexes AmB/vitamine C et AmB/vitamine E

L'amphotéricine B est mélangée a la vitamine C ou a la vitamine E et les
complexes ainsi formés sont incubés pendant 20 minutes a température

ambiante avant leur utilisation.

2.4. Evaluation de l'efficacité de I'amphotéricine B en I'absence et en
présence de l'acide ascorbique (AmB/Vit C) et de l'a tocophérol
(AmB/Vit E) vis-a-vis de Candida albicans ATCC10231

Des tubes coniques de 30mL contenant les milieux de cultures sont
ensemencés aseptiquement par des levures provenant d’une préculture de
18 heures puis mis dans un incubateur de paillasse (Thermo Forma Orbital
Shaker) & 30°C sous agitation continue a une vitesse de 130 tours/minute.

La concentration cellulaire de départ est fixée & 2.10°cellules/mL.

Pour étudier le phénoméne de dormance des levures, la croissance est suivie
sur une période de 40 heures. La croissance est suivie par un dénombrement

des levures sur cellule de Thoma toutes les heures.

Le temps zéro correspond a l'addition de I'inoculum et de I'antifongique en

'absence et en présence des vitamines.

2.5. Observations au microscope électronique a balayage de Candida
albicans ATCC10231 en l'absence et en présence des complexes
AmB/Vit C et AmB/Vit E

Pour vérifier la viabilité des levures et leurs morphologies au cours de la
croissance, nous avons réalisé des observations microscopiques a l'aide d’'un
microscope électronique a balayage (HITACHI TM-1000) au laboratoire de
microscopie du département de physique-Université Aboubekr Belkaid de

Tlemcen.

Nous avons réalisé des frottis a partir des cultures de Candida albicans
ATCC10231 menées sur bouillon Sabouraud en I'absence et en présence
d’antifongique. Les frottis ainsi préparés sont maintenus dans des boites de

Pétri stériles.
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Les microphotographies sont traitées et analysées par le logiciel ImageJ
version 1.51a (2016), dans le but de déterminer la charge et les dimensions
cellulaires de Candida albicans ATCC10231 pendant la phase stationnaire en
'absence et en présence des différentes formulations (Benmansour et al.,
2014)

2.6. Evaluation de l'effet toxique induit par I'amphotéricine B en
labsence et en présence de l'acide ascorbique (AmB/Vit C) et de

I'a tocophérol (AmB/Vit E) vis-a-vis des globules rouges humains

Les globules rouges humains sont resuspendus dans le tampon phosphate
salé (PBS) pH 7,4, 10mM, a raison de 4000 cellules/mL.

La suspension érythrocytaire est incubée a 37°C sous agitation continue a

130 tours/minute pendant 120 minutes.

Dés l'addition de 'amphotéricine B complexée a [I'acide ascorbique, ou a
'a tocophérol qui correspond au temps zéro de la réaction, 500uL sont
prélevés a intervalles de temps irréguliers auxquels 2mL d’'une solution de
lavage glacée (NaCl 150mM, MgCl, 2mM) sont ajoutés. Aprés centrifugation a
4000 tours/minute pendant 5 minutes, le culot est éliminé et le surnagent est
récupéré et servira pour le dosage de I'hémoglobine par mesure de

'absorbance a une longueur d’'onde de 548nm (Serrano et al., 2013).

L’hémolyse totale est obtenue par la mise en suspension des globules rouges
dans de l'eau distillée. Le taux d’hémolyse est calculé selon I'équation

suivante :

Taux d’hémolyse(%) = ———29_ 100
au emolyse( o _AIOO—AO

ou:
AE: Absorbance de I'échantillon (AmB/Vit) a 548nm.

AO0: Absorbance du témoin négatif (PBS) a 548nm.
A100: Absorbance du témoin positif (100% d’hémolyse) a 548 nm.
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2.7. Etude spectrale de la forme monomérique de "amphotéricine B en
Ilabsence et en présence de l'acide ascorbique (AmB/Vit C) et de
I’a tocophérol (AmB/Vit E)

Afin de mettre en évidence la structure vibrationnelle propre aux polyénes
conjugués qui présentent une série de bandes principales a 408, 385, 366 et
348nm, nous avons utilisé 'amphotéricine B a une concentration finale de
10 mg/mL et I'étude spectrale des différentes formulations est réalisée a 37°C
selon le protocole de Mohamed-Ahmed et al., (2013).

Afin d’obtenir le spectre caractéristique de la forme monomérique de
'amphotéricine B a 408nm, les solutions préparées sont diluées dans le

méthanol absolu.

L’étude spectroscopique est réalisée par un balayage spectral dans le
domaine ultraviolet (UV) a laide d'un spectrophotometre d’absorption
UV-Visible SPECORD® PLUS-Analytik Jena. Les spectres obtenus sont
enregistrés dans un intervalle allant de 320 a 450nm et sont caractéristiques

des doubles liaisons conjuguées (groupement chromophore).

Selon Rouessac et ses collaborateurs (2000), il existe quatre effets
possibles sur une bande d’absorption d'un groupement chromophore

(Figure n°9) :

e Effet bathochrome : di principalement a une substitution et/ou une
conjugaison du groupement chromophore. Il correspond a un
déplacement des bandes d’absorption vers les grandes longueurs
d'onde.

o Effet hypsochrome : lié généralement a 'augmentation de la polarité du
solvant et correspond a un déplacement des bandes d’absorption vers
les courtes longueurs d'onde.

e Effet hyperchrome: c’est 'augmentation de lintensité d'absorption qui
est le résultat d’'une conjugaison et/ou une substitution.

e Effet hypochrome : c’est la diminution de l'intensité d'absorption qui est

probablement dle a une dégradation du groupement chromophore.
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Figure n° 9: Effets possibles sur une bande d’absorption d’un

groupement chromophore (Rouessac et al., 2000).

Selon la nature chimique de l'amphotéricine B, la présence de plusieurs
chromophores conjugés (partie lipophile apolaire contenant 7 doubles liaisons
conjuguées en configuration trans) entraine un déplacement du maximum
d’absorption vers les grandes longueurs d’onde (effet bathochrome), associé a
une augmentation du coefficient d’absorption molaire (effet hyperchrome)
(Biémont, 2008) (Figure n°10).
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Figure n°10 : Spectres d'absorption des polyéenes conjugués (n = nombre

de doubles liaisons) (Biémont, 2008).

2.8. Evaluation de I'effet de I’acide ascorbique et de I'a tocophérol sur

I’activité peroxydative de I'amphotéricine B

Afin de déterminer I'état d’oxydation de I'amphotéricine B en I'absence et en
présence des molécules antioxydantes, il est nécessaire de mesurer
simultanément les quantités des produits primaires et secondaires résultant de

'oxydation des lipides.
2.8.1. Dosage des hydroperoxydes par I’'indice de peroxyde (IP)

L’indice de peroxyde (IP) est défini comme étant la quantité d’oxygéne actif,
exprimée en mg, contenue dans 1g de corps gras et susceptible d’oxyder

l'iodure de potassium avec libération d’iode.

Il s’agit de la méthode la plus utilisée pour quantifier les hydroperoxydes totaux

correspondant au titrage iodométrique (Laguerre et al., 2007).
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En milieu acide, les hydroperoxydes réagissent avec l'ion iodure (01), pour
générer de l'iode qui est titré par une solution de thiosulfate de sodium en

présence d’empois d’amidon (02).
2ROOH + 2H" + 2KI' —— I, + 2ROH + H,0O + K,O  (01)
I + 2Na,S,03 —» Na,S,0¢ + 2Na‘I (02)

Afin de mesurer I'oxydation des lipides, nous avons utilisé le jaune d’ceuf

comme modéle lipidique.

Il faut noter que la quantité des lipides présente dépasse 32% avec une
composition variée telle que: les acides gras saturés, les acides gras

insaturés, les lipides chargés et le cholestérol.

1mL de jaune d’ceuf est mélangé avec 1mL de tampon phosphate a pH 7,4
(50mM). Aprés homogénéisation, le mélange est dispersé dans un volume de
chloroforme et d’acide acétique (2/3, v/v) auquel nous avons ajouté 20ug/mL
d’amphotéricine B en l'absence et en présence de 3.10%ug/mL d’acide

ascorbique ou de 16pg/mL d’a tocophérol (Cirlini et al., 2012).

Une solution aqueuse saturée en iodure de potassium (KI) est ensuite
additionnée et le mélange réactionnel est laissé pendant 5 minutes a I'abri de
la lumiere. Le diiode (l;) formé est titré avec une solution de thiosulfate de
sodium (NayS,03) a 0,0005N, jusqu’a la disparition compléte de la couleur

bleue-violette.
Lindice de peroxyde (IP) est exprimé en mmol de peroxyde.kg™ d’échantillon,
selon I’équation suivante :

_ V.N.1000
B m

1P
Ou:
V : volume de thiosulfate 0,0005N nécessaire pour titrer I'échantillon a
analyser (mL),

N : Normalité de la solution de thiosulfate (0,0005N),

m : la masse d’échantillon prélevée (g).
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2.8.2. Dosage des dienes conjugués

Les diénes conjugués sont des produits primaires de 'oxydation des lipides qui
se forment par réarrangement des doubles liaisons du radical lipoyle des
acides gras polyinsaturés. Les dienes conjugués sont mesurés par
spectrophotométrie a 234nm, selon le protocole expérimental décrit par
Barriuso et al., (2013).

Cette méthode est réalisée sur des extraits lipidiques a base de jaune d'ceuf et
du tampon phosphate a 50mM solubilisés dans un mélange méthanol/hexane
(3/1 viv).

Apres homogénéisation, nous avons réalisé deux séries de dilutions 'une dans
le tampon phosphate a pH 7,4 (50mM) et lautre dans le mélange
méthanol/hexane. Nous avons, ensuite ajouté 20ug/mL d'amphotéricine B

seule puis en complexée a I'acide ascorbique ou a I'a tocophérol.

La formation des diénes conjugués est suivie pendant 60 minutes a 37°C par
lecture de l'absorbance a une longueur d’'onde de 234nm a l'aide d'un

spectrophotométre d’absorption UV-Visible (Karppi et al., 2010).

La concentration en diénes conjugués, exprimée en mol. L™ d’émulsion, est
calculée a partir de la valeur d’absorbance obtenue (As), en considérant un
coefficient d’extinction molaire(€) des diénes conjugués égal a
29000L.mol™*.cm® (Farhoosh et al., 2012).

C = As. 102- P émulsion
&

Ou:
As: Absorbance spécifique des diénes conjugués a 234nm.

P demuision . densité de 'émulsion.
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2.8.3. Dosage des substances réactives a I'acide thiobarbiturique
(sr-TBA)

Le test a l'acide 2-thiobarbiturique (TBA) est basé sur la formation d’un
complexe coloré résultant de la réaction entre une molécule de malonaldéhyde
(MDA) et deux molécules d’acide 2-thiobarbiturique a une longueur d’onde de
532nm.

La réaction du TBA est réalisée a 100°C en milieu acide (pH 1-2) pour
accélérer la vitesse de réaction et augmenter la sensibilité. La concentration en
substances réactives au (sr-TBA) est exprimée en mmol de MDA.kg™

d’échantillon (Guzun-Cojocaru, 2010) (Figure n°11).

H.
2 s= \H +- e > W Y H
-& / ? H’ ? ‘H 4]_7 ) T 'H’O'“Cl
N—Q\ emperature SN Ho 07NN

% 100°C H

TBA MDA

Figure n°11 : Réaction de I’acide thiobarbiturique avec le malonaldéhyde
(Gao et al., 2013).

Les substances réactives au TBA (sr-TBA) ont été mesurées selon la méthode
de Sakanaka et Tachibana, (2006).

1mL de l'extrait lipidique est mélangé avec 0,5mL d’amphotéricine B a une
concentration finale de 20ug/mL auxquels nous avons ajouté les molécules
antioxydantes. La solution ainsi préparée est additionnée de 2mL de FeSO, a
0,01mM. Apres une incubation de 15 minutes a 37°C sous agitation continue,
1mL d'acide trichloracétique a 2,5% sont ajoutés. Le mélange obtenu est
centrifugé a 4000 tours/minute pendant 20 minutes a +4°C, le surnageant

récupéreé est additionné a I'acide 2-thiobarbiturique (0,8%, m/v).
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Les solutions réactionnelles sont ensuite placées dans un bain-marie a 100°C
pendant 15 minutes puis immédiatement a température ambiante pendant 20

minutes.

La teneur en substances réactives au TBA est évaluée par lecture de

'absorbance au spectrophotometre a 532nm.

Une gamme étalon est réalisée a partir de la solution de
1,1,3,3-tetraethoxypropane a des concentrations finales allant de 0 a 0,25mM.

Ce dernier se décompose en malonaldéhyde dans 'eau.
2.9. Analyse statistique

Nous avons réalisé des tests statistiques sur 'ensemble des résultats obtenus
afin de déterminer s’il existe des différences significatives (p < 0,05) entre les
différentes formulations de 'amphotéricine B. Ces études ont été effectuées a
I'aide du logiciel XLSTAT Version 2014.5.03.
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L’amphotéricine B induit des dommages oxydatifs sur les cellules fongiques et
animales [(Brajtburg et al., 1985); (Sokol-Anderson et al., 1986)]. Elle est a
lorigine de la formation de radicaux libres responsables des peroxydations
lipidiques et de la lyse cellulaire par sa liaison aux récepteurs des lipoprotéines de
basse densité (LDL) (Barwicz et al., 2000). De ce fait, la complexation de
'amphotéricine B avec des molécules antioxydantes semble présenter un grand

intérét thérapeutique.

Notre étude s’inscrit dans cet ordre d’idée et consiste a évaluer, in vitro, I'efficacité et
la cytotoxicité d’'une nouvelle formulation de I'amphotéricine B basée sur sa
complexation avec deux molécules antioxydantes, I'acide ascorbique (vitamine C) et

a-tocophérol (vitamine E).

1. Evaluation de I'efficacité de I’'amphotéricine B en I’absence et en présence
de I'acide ascorbique (AmB/Vit C) et de I’a tocophérol (AmB/Vit E) vis-a-vis de
Candida albicans ATCC10231

1.1. En ’absence d’amphotéricine B

La figure n°12 regroupe les résultats relatifs a l'effet de I'addition de l'acide
ascorbique (3.10%ug/mL) et l'a tocophérol (16ug/mL) sur la croissance de
Candida albicans ATCC10231.

e La courbe (a) représente la culture témoin sans aucune addition. Les levures
passent par une phase de latence de 2 heures caractérisée par un nombre
constant de cellules de départ. Ensuite, les cellules entrent en phase de
croissance exponentielle par trois générations successives. Le nombre de
cellules augmente pour atteindre un maximum au bout de 8 heures
d’'incubation. Ce taux reste inchangé durant une phase stationnaire allant
jusqu’a 10 heures d’incubation a 30° C sous agitation continue.

e La courbe (b) représente l'effet de I'acide ascorbique (vitamine C) sur la
croissance de Candida albicans ATCC10231. La culture menée en présence
de 'acide ascorbique (3.10%pg/mL) donne une courbe de croissance similaire
a la culture témoin.

e La courbe (c) représente I'effet de I'a tocophérol (vitamine E) (16ug/mL) sur la

croissance de Candida albicans ATCC10231. La culture menée en présence
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de l'a tocophérol donne une courbe de croissance similaire a la culture

témoin.
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Figure n°12 : Effet de I’addition de I'acide ascorbique (vitamine C) (3.10%ug/mL)
et de I'a tocophérol (vitamine E) (16pg/mL) sur la croissance de
Candida albicans ATCC10231.
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1.2. Amphotéricine B complexée a l'acide ascorbique (AmB/Vit C)

Les résultats relatifs & I'effet de 'addition de I'acide ascorbique (3.10%ug/mL) sur
l'activité antifongique de I'amphotéricine B (0,4ug/mL) vis-a-vis de Candida albicans

ATCC10231 sont représentés sur la figure n°13.

e La courbe (a) représente la culture témoin. Le taux de croissance est optimal
avec un nombre de cellules de 101.10° cellules/mL.

e La courbe (b) représente l'effet de l'acide ascorbique (vitamine C) sur la
croissance de Candida albicans ATCC10231. Les cultures menées en
présence de l'acide ascorbique (3.10°ug/mL) donnent des croissances
similaires a la culture témoin.

e La courbe (c) représente l'effet de I'amphotéricine B sur la croissance de
Candida albicans ATCC10231. Nous remarquons un prolongement de la
phase de latence. Cette derniere passe de 2 heures en l'absence de
lantifongique a 24 heures en présence de 0,4ug/mL d’amphotéricine B.
Ensuite, les cellules reprennent leur croissance pour atteindre un nombre
maximum de 59.10° cellules/mL avec un taux d'inhibition de 41% par rapport &
la culture témoin.

e La courbe (d) représente leffet du complexe amphotéricine B/acide
ascorbique (AmB/Vit C) sur la croissance de Candida albicans ATCC10231.
Nous remarquons que la phase de latence passe de 24 a 27 heures.
Le nombre de cellules maximum est de 48.10° cellules/mL avec un taux

d'inhibition de 52% par rapport a la culture témoin.

Il est important de noter que la complexation de 'amphoptéricine B (0,4pg/mL) avec
I'acide ascorbique (3.10%ug/mL) améliore son efficacité vis-a-vis de Candida albicans
ATCC10231 de 11%

Ce résultat est en accord avec celui de Brajtburg et al., (1989) et de Atmaca et
Cicek, (1996), qui ont montré que le pouvoir antioxydant de I'acide ascorbique
confére une protection contre I'autoxydation de la molécule de 'amphotéricine B et

par conséquent, augmente leur activité antifongique.

Le prolongement de la phase de latence au-dela de 24h correspond a un
ressuscitement d’'un certain nombre de cellules. En effet, le pourcentage des cellules

qui reprennent leur croissance est de 59% en présence d’amphotéricine B seule
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avec une phase de latence de 24 heures et de 48% en présence du complexe

AmB/acide ascorbique avec une phase de latence de 27 heures.
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Figure n° 13 : Effet de I'addition de I'acide ascorbique (3.10%ug/mL) sur P’activité
antifongique de I'amphotéricine B (0,4ug/mL) vis-a-vis de Candida albicans
ATCC10231.
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1.3. Amphotéricine B complexée a I’a tocophérol (AmB/Vit E)

La figure n°14 regroupe les résultats relatifs a I'effet de I'addition de I'a tocophérol
(16pg/mL) sur lactivité antifongique de I'amphotéricine B (0,4ug/mL) vis-a-vis de
Candida albicans ATCC10231.

e La courbe (a) représente la culture témoin a 100% de croissance.

e La courbe (b) représente I'effet de I'a tocophérol (vitamine E) sur la croissance
de Candida albicans ATCC10231. Les cultures menées en présence de
l'a tocophérol (16pg/mL) donnent des croissances similaires a la culture
témoin.

e La courbe (c) représente l'effet de I'amphotéricine B sur la croissance de
Candida albicans ATCC10231. Nous remarquons I'addition de 'amphotéricine
B & une concentration finale de 0,4ug/mL, entraine un prolongement de la
phase de latence qui passe de 2 a 24 heures. Les levures reprennent ensuite
leur croissance pour atteindre un nombre maximum égal & 59.10°%cellules/mL.
Le taux d’'inhibition est estimé a 41% par rapport a la culture témoin.

e La courbe (d) représente I'effet de I'addition de I'a tocophérol (vitamine E) sur
I'efficacité de de 'amphotéricine B vis-a-vis de Candida albicans ATCC10231.
Nous remarquons que la phase de latence passe de 24 a 28 heures le
nombre de cellules maximum est de 40.10°ellules/mL avec un taux
d’inhibition de 60%. En effet, la complexation de 'ampotéricine B (0,4ug/mL) a
l'a tocophérol (vitamine E) (16pg/mL) améliore son efficacité vis-a-vis de
Candida albicans ATCC10231 de 19%.

Ce résultat va dans le méme sens que celui de Andrews et ses collaborateurs
(1977) ainsi que celui de Baran et Thomas, (2009), qui ont montré que la
complexation de I'amphotéricine B avec la vitamine E permet de stabiliser cet
antifongique contre l'auto-dégradation et augmente par conséquent son efficacité

vis-a-vis de Candida albicans.

Par ailleurs, le pourcentage de cellules qui reprennent leur croissance est de 59% en
présence d’amphotéricine B seule avec une phase de latence de 24 heures et de
40% en présence du complexe AmB/vitamine E avec une phase de latence de
28 heures.
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Figure n° 14 : Effet de I’addition de I'a tocophérol (16ug/mL) sur I'activité

antifongique de I'amphotéricine B (0,4ug/mL) vis-a-vis de Candida albicans

ATCC10231.
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2. Observations au microscope électronique a balayage de Candida albicans
ATCC10231 en I'absence et en présence des complexes AmB/Vit C et
AmB/Vit E

2.1. En ’absence d'amphotéricine B

La figure n°15 correspond aux changements morphologiques de Candida albicans

ATCC10231 incubées en I'absence de I'antifongique (culture témoin).

Nous constatons quau cours de la phase de latence (Figure n°15,
microphotographie a), les levures sont caractérisées par une augmentation de leur
taille. En revanche, sur les micrographies prises au cours de la phase exponentielle
et de la phase stationnaire, les levures sont regroupées en amas (formes agrégées)

(Figure n°15, microphotographies b et c).

Par ailleurs, nous avons vérifié la viabilité des cellules de Candida albicans par
rapport a leur forme morphologique et leur dimension cellulaire pendant la phase

stationnaire, par le logiciel Image J version 1.51a (2016).

Les résultats obtenus ont montré qu’au cours la phase stationnaire, en I'absence de
toute addition, la moyenne de la taille cellulaire de Candida albicans ATCC10231 est
de 3,43um.

33



Troisieme partie Résultats et discussion

LD1O x50k 20 um

L D19 x30k 30 um

L D19 x18k 50 um

Figure n°15 : Observations au microscope électronique a balayage de Candida
albicans ATCC10231 au cours de la phase de latence (a), exponentielle (b) et

stationnaire (c) sans aucune addition.
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2.2. Amphotéricine B complexée a l'acide ascorbique (AmB/Vit C)

La figure n°16 regroupe les microphotographies (a) et (b) relatives aux changements
morphologiques de Candida albicans ATCC10231, en présence d’amphotéricine B
seule (0,4pug/mL) et du complexe AmB/Vit C au cours de la phase stationnaire.

La vitamine C est utilisée & une concentration finale de (3.10%ug/mL).
Les microphotographies a et b montrent :

- Qu’en présence d’amphotéricine B seule et du complexe AmB/Vit C, la taille
des cellules augmente comparée a celle des cultures menées sans aucune
addition. En effet, I'analyse de ces résultats par le logiciel Image J a montré
gue la valeur moyenne de la taille cellulaire de Candida albicans ATCC10231
est de 7,60um en présence d’amphotéricine B seule (microphotographie a)
et de 8,47um en présence du complexe AmB/Vit C (microphotographie b).

- La présence de débris cellulaires qui correspondent probablement a une lyse
des levures de Candida albicans ATCC10231. Cet éclatement des levures en
présence d’amphotéricine B seule ou du complexe AmB/Vit C pourrait étre a
l'origine de la diminution de la charge cellulaire observée au cours de la phase

stationnaire.
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L D20 x18k 50 um

L D19 x18k 50 um

Figure n°16 : Observations au microscope électronique a balayage de Candida
albicans ATCC10231 au cours de la phase stationnaire en présence

d'amphotéricine B seule (0,4ug/mL) (a) et du complexe AmB/Vit C (b).
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2.3. Amphotéricine B complexée a I’a tocophérol (AmB/Vit E)

La figure n°17 regroupe les microphotographies (a) et (b) relatives aux changements
morphologiques de Candida albicans ATCC10231, en présence d’amphotéricine B
seule (0,4pug/mL) et du complexe AmB/Vit E au cours de la phase stationnaire.

La vitamine E est utilisée a une concentration finale de (16ug/mL).
Les microphotographies a et b montrent que :

- En présence d’amphotéricine B seule et du complexe AmB/Vit E, la taille des
cellules augmente comparée a celle des cultures menées sans aucune
addition. En effet, 'analyse de ces résultats par le logiciel Image J a montré
gue la valeur moyenne de la taille cellulaire de Candida albicans ATCC10231
est de 7,60um en présence d’amphotéricine B seule (microphotographie a)
et de 8,11um en présence du complexe AmB/Vit E (microphotographie b).

- La présence de débris cellulaires qui correspondent probablement a une lyse
des levures de Candida albicans ATCC10231. Cet éclatement des levures en
présence d’amphotéricine B seule ou du complexe AmB/Vit E pourrait étre a
I'origine de la diminution de la charge cellulaire observée au cours de la phase
stationnaire.
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L D20 x18k S0 um

50 um

Figure n°17 : Observations au microscope électronique a balayage de Candida
albicans ATCC10231 au cours de la phase stationnaire en présence
d'amphotéricine B seule (0,4ug/mL) (a) et du complexe AmB/Vit E (b).
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Il ressort de cette partie de I'étude que :

- L’addition de 'amphotéricine B seule au milieu de culture a une concentration finale
de 0,4pg/mL, induit un prolongement de la phase de latence qui passe de 2 heures a
24 heures avec un taux d’inhibition de 41% par rapport aux cellules témoins
incubées sans aucune addition. Ce résultat est en accord avec celui de Boucherit et
al., (2007) et de Benmansour et al., (2014) qui ont montré que Candida albicans
ATCC10231, incubée en présence de 0,4ug/mL d’amphotéricine B rentrent dans une
phase de latence de 21 heures avant de reprendre leur croissance avec des taux
d’inhibition respectifs de 45% et de 21%.

Rappelons que la phase de latence est une phase importante, dans laquelle les
cellules accomplissent leur travail cellulaire avant d'entrer en division
(Koutsoumanis et Sofos, 2005). De ce fait, les levures soumises a un stress
comme |'exposition a des concentrations sub-inhibitrices d’amphotéricine B, doivent
réparer les dommages métaboliques et cellulaires avant d’entamer la division ce qui
se traduit par un prolongement de la phase de latence. Selon Boucherit et al.,
(2007), les levures qui reprennent leur croissance lorsque le temps d’incubation est

prolongée au-dela de 24 heures, sont appelées les cellules dormantes

Le phénoméne de dormance des levures en présence d'amphotéricine B est encore
mal connu et les questions concernant le ressuscitement des cellules dormantes sont
a prendre en compte. En effet, le phénoméne de dormance pourrait étre la
conséquence du rétablissement des dommages induits par I'amphotéricine B au
niveau de la membrane plasmique des cellules souches hématopoiétiques de souris
[(Essers et al., 2009); (Trumpp et al., 2010)].

- L'addition de l'acide ascorbique et I'a tocophérol au milieu réactionnel de
lamphotéricine B a favorisé l'effet Iytigue de cette molécule sur les membranes
plasmiques des cellules fongiques et a provoqué une diminution de la croissance de

Candida albicans.

Ce résultat va dans le méme sens que celui de Benmansour et al., (2014) qui ont
montré que I'amphotéricine B a 0,4ug/mL, agit au niveau des radeaux lipidiques
«rafts» qui générent a leurs tours une élasticité membranaire pour s’adapter au

déséquilibre osmotique créé par cet antifongique.
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- La complexation de 'amphotéricine B a la vitamine C ou a la vitamine E, améliore
son efficacité vis-a-vis de Candida albicans ATCC10231 de 11% et de 19%
respectivement. Cela est probablement lié au pouvoir antioxydant de ces deux

vitamines.

Il est a noter que la complexation de I'amphotéricine B a la vitamine E (a tocophérol)
améliore son efficacité de 8% par rapport a la vitamine C (acide ascorbique).
Cela est da a la nature chimique de la vitamine E, son caractere lipophile et son
pouvoir antioxydant qui conferent au complexe formé une meilleure stabilité
(Thomas et al., 2014).

3. Evaluation de la cytotoxicité induite par lamphotéricine B en I’absence et en
présence de l’acide ascorbique (AmB/Vit C) et de I'a tocophérol (AmB/Vit E)

vis-a-vis des globules rouges humains

Lorsque la membrane plasmique du globule rouge est altérée par 'amphotéricine B,
il s’ensuit une lyse qui se traduit par une fuite de I'hémoglobine intracellulaire,
c’est pourquoi nous avons dosé le taux d’hémoglobine extracellulaire avant et aprés

addition des vitamines.

L’antifongique et les vitamines sont ajoutés aux milieux réactionnels au méme

moment que les globules rouges, ce qui correspond au temps zéro des expériences.
3.1. Amphotéricine B complexée al'acide ascorbique (AmB/Vit C)

La figure n°18 représente I'effet de I'addition de I'acide ascorbique (3.10%ug/mL) sur
la fuite de ’'hémoglobine intracellulaire induite par 'amphotéricine B (20ug/mL) chez

le globule rouge humain. Nous constatons que :

e Les globules rouges humains incubés en I'absence d’amphotéricine B et
d’acide ascorbique, courbe (a) (ttmoin) ainsi que ceux incubés en présence
d’acide ascorbique (vitamine C) seul & une concentration finale de 3.10%ug/mL
(courbe (b)), gardent la totalité de leur hémoglobine intracellulaire durant les
120 minutes d’incubation & 37°C sous agitation continue a 130 tours/minute.

e L’addition de 20ug/mL d’amphotéricine B seule aux globules rouges (courbe
(c)) induit une fuite de 'hémoglobine intracellulaire qui atteint un taux de 22%
aprés 5 minutes d’'incubation et prés de 73% aprés 15 minutes d’incubation.

Ce taux atteint un maximum de 85% apres 120 minutes d’incubation a 37°C.
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e Les globules rouges incubés en présence du complexe AmB/vitamine C
(courbe (d)), perdent prés de 20% de leur hémoglobine aprés 5 minutes
d’'incubation. Ce taux passe a 60% apres 15 minutes et atteint un maximum

de 68% aprés 120 minutes d'incubation.
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Figure n°18 : Effet de I’acide ascorbique (3.10°ug/mL) sur la toxicité induite par

I’amphotéricine B (20ug/mL) vis-a-vis des globules rouges humains.
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3.2. Amphotéricine B complexée a I’a tocophérol (AmB/Vit E)

La figure n°19 représente I'effet de I'addition de I'a tocophérol (16ug/mL) sur la fuite
de I'hémoglobine intracellulaire induite par 'amphotéricine B (20pg/mL) chez le

globule rouge humain. Nous remarquons que :

e Les globules rouges humains incubés en I'absence d’amphotéricine B et de
'a tocophérol, courbe a (témoin) ainsi que ceux incubés en présence de
l'a tocophérol (vitamine E) seul a une concentration finale de 16ug/mL
(courbe b), gardent la totalité de leur hémoglobine intracellulaire durant les
120 minutes d’incubation a 37°C sous agitation continue a 130 tours/minute.

e L’addition de 20ug/mL d’amphotéricine B seule aux globules rouges
(courbe c) induit une fuite de I’hémoglobine intracellulaire qui atteint un taux
de 22% aprés 5 minutes d’incubation et prés de 73% aprés 15 minutes
d’'incubation. Ce taux atteint un maximum de 85% aprés 120 minutes
d’incubation a 37°C.

e Les globules rouges incubés en présence du complexe AmB/vitamine E
(courbe d), perdent prées de 19% de leur hémoglobine apres 5 minutes
d’incubation. Ce taux passe a 58% aprés 15 minutes et atteint un maximum

de 65% aprés 120 minutes d'incubation.

D’aprés ces résultats, nous remarquons que I'amphotéricine B seule utilisée a une
concentration finale de 20ug/mL provoque une fuite massive de I'hémoglobine
intracellulaire chez le globule rouge humain qui atteint un maximum de 85% aprés
60 minutes d’incubation. En revanche, la complexation de cet antifongique a I'acide
ascorbique (vitamine C) (3.10%ug/mL) ou & I'a tocophérol (vitamine E) (16pg/mL),
réduit la fuite de I'hémoglobine qui atteint un maximum de 68% et 65%
respectivement aprés 60 minutes d’incubation a 37°C sous agitation continue a
130 tours/minute. Ce résultat est en accord avec celui de Brajtburg et al.,(1985),
qgui ont montré que la catalase et l'acide ascorbique protégent les érythrocytes
contre la toxicité de I'amphotéricine B. selon Ajith et ses collaborateurs, (2007),

cet effet protecteur serait du au pouvoir antioxydant des vitamines.

De plus, contrairement a I'acide ascorbique (vitamine C), I'a tocophérol (vitamine E)
présente une meilleure protection des globules rouges humains contre I'effet toxique

induit par 'amphotéricine B. cela peut étre expliqué par le caractére lipophile de la
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vitamine E qui augmente la solubilité de certains médicaments hydrophobes
(Nielsen et al., 2001).
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Figure n°19: Effet de I'a tocophérol (16ug/mL) sur la toxicité induite par

I’amphotéricine B (20ug/mL) chez les globules rouges humains.
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4. Etude spectrale de la forme monomérique de 'amphotéricine B en I'absence
et en présence de l’acide ascorbique (AmB/Vit C) et de I'a tocophérol
(AmB/Vit E)

Les résultats relatifs a I'étude spectrale de 'amphotéricine B seule et complexée a

I'acide ascorbique en fonction du temps sont représentés sur la figure n°20.
Nous remarquons que :

- Quelle que soit la forme de I'amphotéricine B utilisée, seule ou complexée a la
vitamine C, le pic caractéristique de sa forme monomérique ne subit aucun

changement et apparait a 408nm.

- Apres 18 et 24 heures d'incubation a 37°C, l'intensité du pic d’absorbance obtenue
a 408nm pour l'amphotéricine B complexée a la vitamine C est légérement
supérieure a celui de l'amphotéricine B seule. En effet, la complexation de cet
antifongique a la vitamine C induit une légere augmentation de lintensité des pics
d'absorbances qui passent de 0,47 pour l'amphotéricine B seule a 0,5 pour le

complexe AmB/Vit C.

La figure n°21 représente les résultats de I'étude spectrale de I'amphotéricine B

seule et complexée a I'a tocophérol en fonction du temps.
Nous constatons que :

- Le pic caractéristigue des formes monomeériques de I'amphotéricine B apparait a

408nm pour l'antifongique seul et complexé a la vitamine E.

- L'intensité des pics d’absorbances obtenues a 408nm pour le complexe AmB/Vit E
est nettement supérieure a celle de I'amphotéricine B seule. Cette variation diminue
au cours du temps. En effet, en présence de la vitamine E, lintensité des
absorbances des pics passe de 0,5 a 0,71 et de 0,49 a 0,6 apres 1 heure et
18 heures d'incubation a 37°C.

- Aprés 24 et 36 heures d'incubation les intensités des pics de I'amphotéricine B

seule et du complexe AmB/Vit E redeviennent identiques.
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Les résultats de I'analyse spectrale de I'amphotéricine B seule et complexée a I'acide
ascorbique et I'a tocophérol ont montré que I'addition des deux vitamines a des
concentrations finales respectives de 3.10%ug/mL et 16ug/mL au milieu réactionnel
ne modifie pas la stabilité moléculaire et la valeur du pic caractéristique de la forme
monomeérique de cet antifongique qui reste fixe a 408nm. En revanche, les deux

vitamines, générent un effet hyperchrome qui est meilleure pour la vitamine E.

Selon Biémont (2010), I'intensité et la forme des bandes d’absorption des composés
en solution dépendent de différents criteres tels que la nature du solvant et la
température. De ce fait, les changements observés traduisent des interactions
physigues soluté-solvant qui modifient la différence d’énergie entre I'état fondamental
et I'état excité. C'est pourquoi, I'effet hyperchrome que nous avons observé peut
renseigner sur la taille de la molécule de 'amphotéricine B et sa capacité a former un
complexe moléculaire avec l'acide ascorbique et I'a tocophérol. Cet effet traduit
eégalement une augmentation de la concentration des formes monomériques de

I'amphotéricine B responsable de son activité antifongique.

Par ailleurs, nous remarquons que l'effet lié a 'addition de ces vitamines au milieu
réactionnel de I'amphotéricine B persiste généralement au-dela de 24 heures.
Ce résultat peut expliquer I'amélioration de [efficacité de I'amphotéricine B
complexée a la vitamine E vis-a-vis de Candida albicans ATCC10231. Ce résultat est
en accord avec les travaux de Nielsen et ses collaborateurs, (2001), qui ont révélé
gue l'addition de l'a tocophérol a des solutions micellaires mixtes augmente leur

solubilisation.
5. Analyse statistique

Les résultats que nous avons obtenus sont traités par un test non paramétrique
permettant de comparer deux échantillons indépendants (Mann-Whitney) et un test

de corrélation de Spearman.

Le choix de ces tests est justifié par le fait que la variable dont provient I'échantillon

ne suit pas une loi Normale (p<0,05).

La comparaison entre l'efficacité de I'amphotéricine B seule et complexée a I'acide
ascorbique ou a l'a tocophérol vis-a-vis de Candida albicans ATCC10231 a été

étudiée par le test de Mann-Whitney.
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L’activité antifongique de I'amphotéricine B seule differe de fagon significative par
rapport aux formes complexées (AmB/Vit C et AmB/Vit E) (P@ams/ vit )= 0,0368/ pame/
vii 5= 0,0237) (p<0,05). En revanche, la comparaison entre ['efficacité des deux
complexes de lI'amphotéricine B vis-a-vis de Candida albicans ATCC10231, montre

une différence non significative avec une valeur de p= 0,0589 (p>0,05)

De plus, les résultats du test de Mann-Whitney relatifs a I'étude spectrale de la forme
monomeérique de I'amphotéricine B seule et complexée a I'acide ascorbique et I'a
tocophérol ont révélé que I'addition de I'acide ascorbique (p= 0,4189), présente un
effet non significatif sur la stabilité de la molécule de 'amphotéricine B contrairement

a I'a tocophérol ou nous remarquons un effet hautement significatif (p= 0,0002).

Par ailleurs, en comparant I'effet des complexes AmB/Vit C et AmB/Vit E sur la
stabilité de cet antifongiqgue, nous constatons un effet hautement significatif en
présence de la vitamine E (p< 0,0001).

Nous avons également comparé entre l'efficacité et la stabilité de I'amphotéricine B
en l'absence et en présence d'acide ascorbique et de I'a tocophérol en réalisant des
corrélations par le test de Spearman. Les résultats de ce test ont montré que quelle
gue soit la vitamine utilisée, une corrélation positive avec une valeur de p inférieure
au seuil de signification (p<0,0001) et un coefficient de corrélation supérieur a 0,7

sont obtenus.

L'analyse statistique nous a permis de confirmer les résultats que nous avons
obtenus lors de la premiere partie de cette étude et qui ont mis en évidence le rble
de la vitamine E dans l'amélioration de l'index thérapeutique et la stabilité de

'amphotéricine B par rapport a la vitamine C.

6. Evaluation de I'effet de I’acide ascorbique et de I’a tocophérol sur I’activité

peroxydative de ’'amphotéricine B
6.1. Dosage des hydroperoxydes

La figure n°22 regroupe les résultats relatifs a lindice de peroxyde de
d'amphotéricine B dans le milieu réactionnel en l'absence et en présence de l'acide

ascorbique et de I'a tocophérol.

Nous remarquons que lI'amphotéricine B utilisée a une concentration finale de

20ug/mL  en [l'absence de vitamines, induit la formation d'hydroperoxydes,
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représentée par un indice de peroxyde égal a 16,66mEq O,/Kg. En revanche,
I'utilisation de I'amphotéricine B complexée & I'acide ascorbique (3.10%ug/mL) ou a
I'a tocophérol (16ug/mL), induit une diminution des hydroperoxydes. Les indices de
peroxyde sont de 1,51mEqg O./Kg pour le complexe AmB/Vit C et de 4,54mEq O./Kg

pour le complexe AmB/Vit E.

Il est important de signaler que l'indice de peroxyde permet d'évaluer le degré
d'oxydation des acides gras insaturés dans le milieu réactionnel d'amphotéricine B
en l'absence et en présence de I'acide ascorbique et I'a tocophérol au cours de la
phase initiale. Les produits formés représentés par des peroxydes sont des
composés aldéhydiques volatils qui peuvent étre reliés a un autre indice qui prend
en compte les composés aldéhydiques non volatils.

I S T S
o N B~ O
1 1 1 1

Indice de péroxyde (mEq 02/Kg)
> (o)} (0]

Témoin AmB Seule AmB /Vit C AmB /Vit E
(H20)

Figure n°22: Effet de I'addition de I'acide ascorbique et de I'a tocophérol dans
le milieu réactionnel de [IPamphotéricine B sur la formation des

hydroperoxydes.

49



Troisieme partie Résultats et discussion

6.2. Dosage des dienes conjugués

La figure n°23 représente l'effet de I'addition de I'acide ascorbique et I'a tocophérol
dans le milieu réactionnel de I'amphotéricine B sur l'absorbance des diénes

conjugués en fonction du temps.

Nous observons que I'absorbance des dienes conjugués dans le milieu réactionnel
de I'amphotéricine B en l'absence et en présence de l'acide ascorbique et de
I'a tocophérol augmente au cours du temps puis se stabilise au bout de 50 minutes.
La valeur de l'absorbance enregistrée aprés 60 minutes représente l'absorbance
spécifique (As) pour chaque échantillon. Cette valeur permet de mesurer les

concentrations des dienes conjugués formeés dans le milieu réactionnel.

Les résultats relatifs a I'évaluation de la concentration des dienes conjugués formés
dans le milieu réactionnel de 'amphotéricine B sous l'effet de I'addition de I'acide
ascorbique et I'a tocophérol sont représentés sur la figure n°24.

Nous remarquons que I'amphotéricine B sans aucune addition induit la formation de

diénes conjugués & une concentration égale & 2,491.10°mol. L™

bY

La complexation de cet antifongique a l'acide ascorbique ou a I'a tocophérol
provogue une diminution du taux de dienes conjugués avec des concentrations de
2,325.10°mol. L™ pour le complexe AmB/Vit C et de 0,957.10°mol. L™ pour le
complexe AmB/Vit E. Ce résultat met en évidence [lintérét de [addition de
I'a tocophérol et son effet sur l'inhibition de la formation des diénes conjugués dans

le milieu réactionnel en présence d'amphotéricine B.
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Figure n°23 : Effet de I'acide ascorbique et de I'a tocophérol sur I'absorbance

des dienes conjugués dans le milieu réactionnel d'amphotéricine B.
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Figure n°24 : Concentrations des dienes conjugués formés dans le milieu
réactionnel d'amphotéricine B en I'absence et en présence de l'acide

ascorbique et de I'a tocophérol.
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A lissue de cette partie de notre étude, nous pouvons dire que I'amphotéricine B
favorise la formation des espéces réactives d’oxygéne telles que les hydroperoxydes
et les diénes conjugués. Ces derniers représentent les produits primaires de la
peroxydation lipidique, formés dans I'étape de propagation et sont impliqués dans la
dégradation auto-oxydative de la molécule d'amphotéricine B, ainsi que dans son
activité peroxydative au niveau des membranes cellulaires, ce qui expligue sa

cytotoxicité vis-a-vis des cellules animales (Gaboriau et al., 1997).

L’addition des molécules antioxydantes au milieu réactionnel de I'amphotéricine B
gue nous proposons semble étre une approche efficace. En effet, ces molécules
antioxydantes peuvent limiter la propagation de la réaction d’oxydation des lipides
permettant ainsi une meilleure stabilité de I'amphotéricine B contre son auto-

dégradation afin de prolonger son efficacité vis-a-vis des levures et des fongi.

Nos résultats montrent également que la complexation de cet antifongique a l'acide
ascorbique et a I'a tocophérol lui confere un effet protecteur contre les dommages
auto-oxydatifs. Cet effet protecteur se traduit par une diminution des taux
d'hydroperoxydes et de dienes conjugués. Ce résultat va dans le méme sens que
celui de Lamp-freund et al., (1985) ainsi que celui de Belenky et Collins, (2011).

Il est a noter que pour les produits instables tels que les hydroperoxydes et les
dienes conjugués, ces mesures ne permettent pas de déterminer le niveau
d’oxydation des lipides car ces produits intermédiaires sont rapidement décomposeés
en produits secondaires (Eymard et Genot, 2003). De ce fait, il nous a semblé
nécessaire de quantifier les produits secondaires de I'oxydation des lipides,
composés plus stables, qui permettent une estimation plus précise du degré

d’oxydation des lipides.

6.3. Mesure des produits secondaires: dosage des substances réactives a
I’acide thiobarbiturique (sr-TBA)

Les produits secondaires de I'oxydation des lipides résultent de la décomposition des
produits primaires. Les plus dosés sont les aldéhydes représentés essentiellement
par le dialdéhyde malonique (MDA) qui est connu comme étant un biomarqueur de la

peroxydation lipidique.
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La figure n°25 représente la courbe d’étalonnage réalisée a partir de la solution de
1,1,3,3-tetraethoxypropane (0 - 0,25mM), qui se décompose en malonaldéhyde dans

I'eau.

D’aprés les résultats de I'absorbance mesurée a une longueur d'onde de 532nm,
nous avons obtenu une courbe de tendance de type polynomial d’ordre 2 avec

I'équation suivante :
y = -30,46x% + 11,99x + 0,097.

La teneur en substances réactives au TBA est mesurée par une lecture de

'absorbance a 532nm au spectrophotometre.

La figure n°26 représente la concentration en malonaldéhyde dans le milieu
réactionnel de 'amphotéricine B en I'absence et en présence de I'acide ascorbique et

de I'a tocophérol en fonction des valeurs de 'absorbance mesurées.

Les résultats obtenus montrent que I'amphotéricine B présente une capacité de
former le dialdéhyde malonique estimé a 0,035mM. Cette concentration diminue
pour les formes complexees, elle est estimée a 0,015mM pour le complexe AmB/Vit

C et a 0,028mM pour le complexe AmB/Vit E.

Ce résultat confirme les résultats précédents qui ont mis en évidence le rble
protecteur des vitamines contre les réactions d'auto-oxydation de I'amphotéricine B
qui se traduisent par la formation des produits secondaires représentés

essentiellement par le dialdéhyde malonique (MDA).
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y =-30.46x2 + 11.99x + 0.097
R2=0.9826

Absorbance a 532 nm

0 T T T T T T 1
0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3

Concentration en malonaldéhyde (mM)

o

Figure n°25: Courbe d’étalonnage pour la détermination de la concentration de
dialdéhyde malonique (MDA).
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Figure n°26 : Concentrations en malonaldéhyde dans le milieu réactionnel
d’amphotéricine B en |I'absence et en présence de l'acide ascorbique et de I'a

tocophérol.
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Les résultats de cette partie ont montré que I'amphotéricine B favorise la réaction
d’oxydation des lipides par la formation des espéeces réactives d’oxygene quel que

Soit ces produits ; primaires ou secondaires.

Selon Sokol-Anderson et al., (1986) ainsi que Brajtburg et al., (1985), l'effet
toxique de I'amphotéricine B sur les sphéroplastes de Candida albicans et les
globules rouges est lié principalement a la formation de radicaux libres d’O;

responsables des peroxydations lipidiques qui conduisent a la lyse cellulaire.

La complexation de I'amphotéricine B a des molécules antioxydantes permet de
limiter les réactions d’oxydation des lipides et protéger cet antifongique contre les
attaques radicalaires. Cet effet protecteur a été mis en évidence par une inhibition
importante d’'un marqueur précoce de la peroxydation lipidique (hydroperoxydes et
dienes conjugués) et de produits terminaux (acide thiobarbiturique (sr-TBA)).
Ces résultats sont en accord avec ceux de Kovacic et Cooksy, (2012).
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L’objectif que nous nous sommes fixés pour cette étude consiste a :

- Evaluer l'effet de la complexation de I'amphotéricine B a deux vitamines,
'acide ascorbique (vitamine C) et de lI'a tocophérol (vitamine E) sur la
modulation de sa toxicité sélective vis -a-vis de Candida albicans ATCC10231 et

des globules rouges humains.

- Etudier l'intérét de cette complexation sur la stabilité moléculaire et I'activité

peroxydative de cet antifongique.
Il ressort de cette étude que :

- L’addition de 'amphotéricine B seule au milieu de culture a une concentration
finale de 0,4pg/mL, induit un prolongement de la phase de latence qui passe de
2 heures a 24 heures avec un taux d’inhibition de 41% par rapport aux cellules
témoins incubées sans aucune addition. Les levures qui reprennent leur
croissance lorsque le temps d’incubation est prolongée au-dela de 24 heures,

sont appelées les cellules dormantes.

Le phénomeéne de dormance des levures en présence d'amphotéricine B est
encore mal connu et les questions concernant le ressuscitement des cellules
dormantes sont a prendre en compte. En effet, le phénoméne de dormance
pourrait étre la conséquence du rétablissement des dommages induits par
'amphotéricine B au niveau de la membrane plasmique des cellules souches

hématopoiétiques de souris [(Essers et al., 2009); (Trumpp et al., 2010)].

- La complexation de I'amphotéricine B a la vitamine C ou a la vitamine E,
améliore son efficacité vis-a-vis de Candida albicans ATCC10231 de 11% et de
19% respectivement. Cela est probablement lié au pouvoir antioxydant de ces
deux vitamines. En effet, la complexation de I‘amphotéricine B a la vitamine E
(a tocophérol) améliore son efficacité de 8% par rapport a la vitamine C (acide

ascorbique).

- La complexation de I'amphotéricine B a I'acide ascorbique et a I'a tocophérol a
des concentrations finales de 3.10%ug/mL et 16pg/mL respectivement, protége
les globules rouges humains contre la cytotoxicité induite par cet antifongique
seul. Cette amélioration est de 17% pour la vitamine C et de 20% pour la

vitamine E.
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- L'analyse spectrale de I'amphotéricine B seule et complexée a 'acide ascorbique
et 'a tocophérol a montré que 'addition des deux vitamines a des concentrations
finales respectives de 3.10%ug/mL et 16ug/mL au milieu réactionnel ne modifie pas
la stabilité moléculaire et la valeur du pic caractéristique de la forme monomérique
de cet antifongique qui reste fixe a 408nm. En revanche, les deux vitamines,
générent un effet hyperchrome qui est meilleur pour la vitamine E. Cet effet se
traduit par une augmentation de la concentration des formes monomeériques de

'amphotéricine B responsable de son activité antifongique.

- L’'amphotéricine B favorise la formation des espéces réactives d’oxygene telles
gue les hydroperoxydes et les dienes conjugués qui représentent les produits
primaires de la peroxydation lipidique, formés dans I'étape de propagation et sont

impliqués dans la dégradation auto-oxydative de cet antifongique.

- La complexation de cet antifongique a I'acide ascorbique et a I'a tocophérol lui
confére un effet protecteur contre les dommages auto-oxydatifs. Cet effet se

traduit par une diminution des taux d'hydroperoxydes et des dienes conjugués.

- L'amphotéricine B présente également une capacité a former les dialdéhydes
maloniques estimés a 0,035mM. Cette concentration diminue pour les formes
complexées, elle est estimée a 0,015mM pour le complexe AmB/Vit C et a

0,028mM pour le complexe AmB/Vit E.

- L'effet inhibiteur de I'acide ascorbique et de I'a tocophérol sur la formation des
produits primaires de la peroxydation lipidique (hydroperoxydes et diénes
conjugués) et des produits terminaux (substances réactives a [Iacide
thiobarbiturique "sr-TBA") dans le milieu réactionnel de I'amphotéricine B,
présente des conséquences directes sur la propagation des réactions d’auto-

oxydation et sur l'activité antifongique de cette molécule.

Cette stratégie pourrait apporter une réponse aux problemes de solubilité, de
stabilité et de toxicité couramment rencontrés en chimiothérapie. De plus, il est

possible de concevoir des schémas thérapeutiques a plus faible dose qui

fournissent des niveaux de toxicité plus tolérables avec une meilleure efficacité.
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Pour compléter ce travall, il serait intéressant de :

Approfondir les études spectrales de nos formulations par la modulation

de I'environnement physico-chimique.
Tester I'activité biologique de nos formulations in vivo.
Elargir cette étude a d’autres antioxydants et d’autres souches de levures.

Réaliser des études comparatives avec d’autres molécules antifongiques.
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Summary Amphotericin B (AmB) remains the antifungal polyene of choice in deep fungal
infections, but its high toxicity to mammalian cells limits its use. This toxicity is partly due to
lipid peroxidation exerted by amphotericin B in cell membranes. The work we have undertaken
focused on the one part the evaluation of the efficacy of amphotericin B in the presence of some
antioxidants vitamins (vitamin C ""ascorbic acid’’ and vitamin E "'a-tocopherol’’) against the
yeast Candida albicans ATCC 10231. Secondly, we have tested the cytotoxicity of these
formulations on human red blood cells. The results showed a significant improvement in the
efficiency of our formulations tested from 7% to 12% compared with amphotericin B alone at
therapeutic concentrations. Furthermore, the addition of vitamin C and vitamin E protects
human red blood cells against the cytotoxicity induced by amphotericin B with 17%. This is due
may be to the antioxidant power of vitamins which confer protection against the autoxidation of
the molecule of amphotericin B. On the other hand, it is noticed that the yeast regrows after 24 h
whatever in complex with vitamin C or vitamin E of the stock solution. On completion of this
study, the incorporation of antioxidant vitamins that we propose to the reaction medium of
antifungal improved the therapeutic index of amphotericin B.
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Résumé L’amphotéricine B (AmB) reste encore I'antifongique polyenique de premier choix
dans la plupart des infections fongiques profondes, mats sa toxicité élevée envers les cellules de
mammiféres limite son utilisation. Cette toxicité est due partiellement & la péroxydation
lipidique exercée par "amphotéricine B au niveau des membranes cellulaires. Le travail que
nous avons entrepris a porte, d'une part, sur |'évaluation de ["efficacité de ["amphotéricine B en
présence de quelques molécules antioxydantes (vitamine C - acide ascorbique - et vitamine
E « n-tocophérol «) | vis-a-vis (a levure Candida albicans ATCC 10231, D"autre part, nous avons
testé la cytotoxicité de ces formulations sur les globules rouges humains. Les résultats obtenus
ont montré une nette amélioration de |'efficacité de nos formulations testées de 7% a 12 % par
rapport & "amphotéricine B seule 4 la concentration thérapeutique. Par ailleurs, |'addition de la
vitamine C et a vitamine E protége les globules rouges humains contre la cytotoxicité induite par
I'amphotéricine B avec un pourcentage de 17 X. Cela est dli au pouvoir antioxydant des vitamines
qui confére une protection contre {*autoxydation de la molécude d'amphotéricine B, Par allleurs,
concernant la dormance des levures, aprés 24 heures d'incubation en présence des solutions
antifongicues, les levures reprennent leur croissance. L"index thérapeutique de I'amphotéricine
B supplémentée des vitamines est nettement améliore, le meilleur résultat obtenu correspond a
{"addition de la vitamine E au milieu réactionnel d'AmB.

1 2014 Elsevier Masson SAS, Tous droits réserves,

Introduction

Amphotericin B (AmB) remains the reference treatment for
invasive furgal infections and the current guidelines for the
treatment of haematogenous candidiasis recommend the use
of AmB [11,14,20]. Despite the diversity of antifungal drugs to
cure these infections, only the action of AmB spectrum covers
most of the Candida organisms, which are pathogenic species
to humans [9,13,22]. In addition to this, the cost of the
treatment is an important element in the therapeutic strategy
as fluconazole, voriconazole, and caspofungin, which are
significantly more expensive than AmB [10,16,19,24].

While AmB is relatively cheaper, it has a large number of
side effects, such as renal toxicity, which constitutes the main
reason for its restricted use [4] and its autoxidation in the
reaction medium limits their effectiveness against the yeast
Candida albicans. This autoxidation induced the lipid peroxi-
dation, which allows degradation of the molecule and conse-
quently decrease the antifungal activity of this drug [5,6,21].

To overcome this problem, some solutions have been
proposed, including two antioxidants vitamins: vitamin C
""ascorbic acid'" and vitamin E "'«-tocopherol™ [1,3] which
allows a reduction of toxicity. However, after exposing yeast
cells to AmB, they were in a dormant state for 24 h, then the
cells re-grew [7]. Dormancy is one of the causes that reduce
the effectiveness of the antifungal strategy. Furthermore,
previous studies have showed that the complexation with
antioxidant vitamins of stock antifungal solution can modu-
late the selective activity of the AmB [8,23].

The aim of this study was to evaluate both the selective
toxicity of AmB and the phenomenon of ‘"dormancy’’ of
C. albicans cells with some antioxidant vitamins.

Material and methods
Biological materials

For the tests of selective toxicity, we used human red blood
cells (universal model of animal cells membrane) coming
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from a healthy single donor (presenting no apparent patho-
logy). In addition to this, we used the yeast C. albicans
ATCC10231 American Type Culture collection (Rockville,
Mandelvium, USA) coming from the Pasteur Institute of Paris.
This stock is maintained by successive road repairs on gelose
Sabouraud preserved at + 4°C,

Methods

Preparation of the human erythrocyte suspension
Human venous blood (from one healthy donor) was collected
in tubes containing heparin, The tubes were centrifuged at
1500 g for 10 min to remove the plasma and buffy coat.

Erythrocytes were then washed three times with phos-
phate buffer saline PBS (150 mM NaCl, 10mM NaHPO,,
10 mM NaH,PO,, pH 7.4), suspended in PBS at a hematocrit
of 40% and used on the same day,

Preparation of antifungal solutions

We used the amphotericin B pure from laboratories Bristol—
Meyers—Squibb France. The stock solution is prepared by
extemporaneous antifungal in dimethyl sulfoxide (DMSO) at a
concentration of 10~ M and then adjusted to 107 M with a
spectrophotometer at 416 nm according to the formula
A =cCl (2416 = 121,400). From this stock solution, antifungal
solutions were prepared at 20 pM to measurement of anti-
biotic-induced hemotysis and at 0.4 uM corresponding to the
CMI against the yeast studied to measurement of antifungal
activity [12].

The vitamins C and E were obtained from Sigma—Aldrich
Co, LLC. Were prepared extemporaneously in dimethyl sul-
foxide (DMSO) and added to the culture medium at time zero
to a final concentration of 1.4 « 10° uM for vitamin C and
8 uM for vitamin E.

Several vitamin concentrations were tested in order to
choose the most effective concentration for the preparation
of antifungal solutions [26,27]. The choice of these concen-
trations is related to the antioxidant power of each vitamin
[1,31.
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Measurement of antibiotic-induced hemolysis
Appropriate amounts of antifungal solutions were added to
PBS at 37 *C at a final concentration of 20 uM. The suspension
was immediately mixed by vortexing and incubated during
5 min at the same temperature. The red blood cells were
then added to a final concentration of 4000 celts/mL, which
corresponds to time zero of measurement. Erythrocytes
suspensions were incubated at 37 °C under continuous agita-
tion for 120 min. For the kinetic measurements, aliquots of
500 pL from the reactional solution were carried out at
regular intervals, and 2 mL of a frozen solution of washing
(150 mM NaCl, 2 mM MgCl;) was added. The suspension was
immediately centrifuged at 4000x g for Smin. Cellular
hemolysis was determined on the supernatant by optical
density at 548 nm (which correspond to DO548 nm sample).
All experiments were performed three times in duplicate.

Five hundred microlitres of erythrocytes suspension (with
no addition) was added to 2 mL of distilled water and after a
strong agitation, the red blood cells were completely lysed
which correspond to total hemoglobin.

The rate of hemolysis sample (%) = (D0O548 nm supema-
tant of the simpie/DO548 nm total hemoglobin) x 100.

Measurement of antifungal activity against yeasts

C. albicans ATCC10231 cultures were carried out in Sabou-
raud broth (pH 5.6 + 0.2) at 30 °C with continuous agitation
at 130 rpm (revolution/min) in the presence and the absence

W hemmatysin

of the antifungal solution. The cellular starting concentra-
tion was 2 x 10* cells/mL.

Antifungal solutions were added to the culture medium at
a final concentration of 0.4 uM at the same time as the
inoculums, which corresponds to time zero of the growth.
The culture was observed during 35 h. For kinetic growth
measurements, samples of 100 L were taken each hour. The
yeast cells were enumerated using a counting chamber, All
experiments were repeated three times in duplicate.

Results
Measurement of antibiotic-induced hemolysis

The nature of the interaction of erythrocytes with polyene
antibiotics has been widely addressed. This is because these
cells provide a handy toot for many reasons:

« they are readily available;

o their intracellular metabolism is reduced;
o their membrane properties are well known;
« cell lysis is easy to monitor [17].

The erythrocyte suspension in the absence of AmB did not
induce hemolysis during 120 min of incubation. Moreover, pH
of the medium was maintained at 7.4, Similar results were
obtained with control vitamins.

Thne (rebsutes)

(a] =e—Amb [20pM)

|t} ~o— Comtral

Figure 1

1B) o Acnlt 20uM} s Vit € 1AM

(i) ~o—  Comrol VEC
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Effect of ascorbic acid (vitamin C) (final concentration at 1.4 x 10° M) added with the stock solution of AmB (final

concentration at 20 uM) on kinetic of hemoglobin release from human erythrocytes. Cells suspensions at 4000 cells/mL. Incubation at

37°C and pH 7.4.

Effet de l'acide ascorbique (vitamine C) (la concentration finale est de 1,4 x 10° uM) additionnée dans la solution mere de AmB (ia
concentration finale est de 20 uM) sur la cinetique de la fuite de ['hemoglobine des érythrocytes humains. La concentration cellulaire
de depart est de 4000 cellules/mL. Incubation est a 37°C et a pH 7,4.

70



Sixieme partie

e140

Articles publiés

M.H. Bethachemi et al.

i

)

I -
X
7

Kl

i)
* 2 A 20 " 108 120 o
Theow (memstes)
Wl e Al 000 o3 =l [0 M|V E M)

Kl e~ Contrnl W) = Coonrd Ve £ AUM)

Figure 2  Effect of a-tocopherol (vitamin E) (final concentra-
tion at BpM) added with the stock solution of AmB (final
concentration at 20 uM) on kinetic of hemoglobin release from
human erythrocytes. Cells suspensions at 4000 cells/mL. Incu-
bation at 37 °C and pH 7.4.

Effet de I'a-tocophérol (vitamine E) (la concentration finale est
de 8 uM) additionnee dans la solution mere de AmB (la concen-
tration finale est de 20 uM) sur la cinétique de la fuite de
1"hémoglobine des érythrocytes humains. La concentration cel-
lulaire de départ est de 4000 cellules/mL. Incubation est a 37 °C
et apH74.

In the presence of 20 uM of solutions of AmB, we observed
an important hemolysis of erythrocytes (85%) after 120 min
of incubation.

On the other hand, in the presence of 20 uM of ampho-
tericin B incorporated with vitamin C (Fiz. 1) and vitamin E
(Fig. 2), we observed that protective effect against hemo-
lysis depends on the concentration and antioxidant power of
each vitamin, The rate of hemolysis was reduced: 69% of
hemoglobin leakage from erythrocytes with vitamin C at
1.4 x 10’ uM and 67% with vitamin E at B uM after 120 min
of incubation.

Measurement of antifungal activity against
yeasts

The addition of vitamins, used for the preparation of the
antifungal solutions, to the medium cultures in the absence
of amphotericin B did not affect the kinetic growth of yeasts.

Moreover, pH of the medium is maintained at 5.6. After
exposing C. albicans to final concentration of 0.4 uM of the
stock solutions of AmB, the yeasts were in the latency phase
for 24 h, then they multiplied in a way similar to the pilot
cells in the absence of an antifungal solution to achieve
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Figure 3  Effect of ascorbic acid (vitamin C) (final concentra-
tion at 1.4 x 10" uM) added with the stock solution of AmB (final
concentration at 0.4uM) on the growth of C. albicans
ATCC10231. Inoculums of 2 x 10°cells/mL. Incubation at
30 °C and pH 5.6 In continuous agitation.

Effet de l'acide ascorbique (vitamine C) (la concentration finale
estde 1,4 x 10° uM) odditionnée dans la solution mére de AmB (la
concentration finale est de 0,4 uM) sur lacroissance de C. albicans
ATCC10231. Inocutum de départ 2 » 10° cellutes/mL. Incubation
a 30°C et pH 5,6 sous agitation continue,

maximum growth equal to 57.5 x 10° celis/mL which cor-
responds an inhibition effect of 42.5%,

On the other hand, with 0.4 uM of stock antifungal solu-
tions prepared with vitamin C at 1.4 x 10° uM and vitamin £
at 8 pM, the yeasts were in the latency phase for 28 h, and
then they grew to achieve maximum growth equal to
50.5  10° cells/mL for vitamin C and 42.5 » 10° cells/mL
for vitamin E.

Furthermore, in comparison with the growth of the pilot
culture, the inhibition effect of stock antifungal solutions
prepared with vitamin C attained 49.5% (Fig. 3) and 57.5%
with vitamin E (Fig. 4).

Discussion

The unstable nature of amphotericin B probably reflects its
susceptibility to autoxidative attack, as suggested for other
members of th polyene group [15]. The conjugated carbon—
carbon double-bond system in the polyunsaturated drug
molecule possibly undergoes spontaneous oxidation by a
light and heat stimulated free radical mechanism similar
to that proposed for autoxidation of unsaturated lipids.
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Figure 4 Effect of a-tocopherol (vitamin E) (final concentra-
tion at 8 uM) added with the stock solution of Am8 (final
concentration at 0.4 uM) on the growth of C. albicans ATCC
10231. Inoculums of 2 x 10° celis/mL. Incubation at 30 *C and pH
5.6 in continuous agitation.

Effet de I'a-tocapherol (vitamine E) (la concentration finale est
de 8 uM) additionnée dans la solution mere de Am8 (la concen-
tration finale est de 0,4 uM) sur la croissance de C. albicans
ATCC10231. Inoculum de départ 2 » 10° cellules/mL. Incuba-
tion & 30°C et pH 5,6 sous ogitation continue.

One might expect, therefore, that antioxidants would sta-
bilize the agent and thereby preserve it in its native biolo-
gically active form for extended periods [6].

In this work, we have studied the effect of vitamins C and
vitamins E on the therapeutic index of Amphotericin B. At the
red blood cells, lyses resuit in the release of hemoglobin.
AmB-induced hemolysis also seems to result from oxidative
damage to the membrane [17].

Qur results showed that the incorporation of vitamins in
the reaction medium induces protection against the toxicity
of AmB toward red blood cells, which is most probably due to
antioxidant power of vitamins. The best result corresponds
to the addition of vitamin E in the reaction medium.

It is generally admitted that cell sensitivity to polyene
antibiotics is determined by the presence of sterol in the
membrane and that the greater activity of AmB against fung
than against mammalian cells results from the drug's
greater avidity for ergosterol containing membranes than
for cholesterol containing membranes [17,25].

However, Boucherit et al. [7] show that AmB activity
toward fungal cells develops In three steps. First, all cells
sustain strong perturbations that result in a marked shrink-
ing. Then, for a long period that can extend over 24 h, no
change appears. Finally, a number of cells resume activity

and growth, and it may be assumed to have been in a
“"dormant’’ state. The remainder of cells without activity
may be assumed to be dead cells. Dormancy is the term,
which describes this intervening period, Dormancy is defined
as a reversible state of low activity, where cells can persist
for extended periods without division (2, 18], which corres-
ponds exactly to what we observed with our stock solutions
of AmB prepared with vitamins, The logarithmic growth
phase began between 24 and 28 h of incubation at 30 *C.
Furthermore, these stock solutions inhibited yeast growth
between 49 and 57% after 32 h of culture growth, The better
effect was observed of stock antifungal solutions prepared
with vitamin E.

It follows from this result that the reaction medium of
amphotericin B (0.4 uM) supplemented with vitamin C and
vitamin E at final concentration of 1.4 x 10° uM and 8 yM
respectively, increases the antifungal activity of amphote-
ricin B against C. albicans ATCC 10231 to 7% in the case
of vitamin C and 12% in the case of vitamin E. This is
due probably to antioxidant potency of vitamins that pro-
vides protection against autoxidation of the molecule of
amphotericin B [1,3].

According to study of Beggs et al., based on viability
determinations, showed an apparent synergistic amphote-
ricin B—antioxidant relationship. With a concentration
of drug producing only transient fungistasis when used
alone, there was fungicidal activity in the presence of an
antioxidant [6).

Comparing the inhibition effect of amphotericin B asso-
ciated with vitamins, we note that the antifungal activity in
the presence of vitamin E is as high in comparison with
vitamin C, which is probably related to the fact that accord-
ing Zhang and Omaye [26,27], showed that the antioxidant
power of vitamin E is higher than that vitamin C,

It would seem then that the improvement of therapeutic
index of amphotericin B directly and parallel related to the
antioxidant power of vitamins, which protect against the
autoxidation of the molecule of amphotericin B.

Conclusion

In conclusion, yeast dormancy was one of the causes in the
failure of antifungal therapy. Our study fits in this light and
consists of correct treatment failures of amphotericin B
with antioxidant vitamins by improvement in antifungal
activity.

These antioxidant vitamins could conceivably provide an
answer to the toxicity problem commonly encountered in
amphotericin B chemotherapy. With antioxidants vitamins,
it may be possible to design lower-dose regimens that pro-
vide more acceptable levels of toxicity without compromis-
ing therapeutic effectiveness. Moreover, antioxidants
might be used in commercial amphotericin B preparations
to stabilize the drug and thereby prolong its shelf life,
Finally, perhaps the greatest potential lies in the area of
amphotericin B susceptibility testing.
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Introduction

he antifungal treatment has serious problems

since there are no medications that are both

cffective and non-toxic; moreover, the increase

in the resistance to antifungals can lead to
tremtment  failure  [1-3], Among the most  used
antifungals, amphotericin B (AmB) s still  the
medication  used against  life-threatening  systemic
infections caused by various fungi, such as Candida
albicans [4, 5]. Despite the fact that AmB is o very
active molecule, its use is limited due to problems of
solubility, stability, and absorption which induce high
toxicity [5, 6], This cytotoxicity 1s mainly due to the
mechanism of action of AmB that is based on its
interaction with membrane sterols and also o the
production of reactive oxygen species [7].

Formation of these highly reactive intermediates
would reduce the effective concentration of the
medication in solution uand also possibly contribute to
its toxicity as has been reported for several unsaturated
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lipids [8]. However, the unstable nature of AmB
probably reflects its susceptibility to  autoxidative
attack as suggested for members of the polyene group
[9-11]. Nevertheless, the addition of an antioxidant to a
yeast culture treated with AmB should improve s
stability and the biological activity of the antibiotic for
extended pertods [10, 11].

In this regard, the § study d 10 eval
the effect of two antioxidant molecules, namely
ascorbic acid and a-tocopherol, on the reaction medium
of AmB in order to limit autoxidation reactions and
increase its therapeutic efficacy.

Materials and Methods

This study was camed out in the Antifungal
Antibiotics Laboratory: Physical Chemistry, Synthesis,
and Biological Activity, Department of Biology,
University of Tlemcen, Tlemcen, Algeria (decree:
N7256 du, 11/04/2001).
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Yeast strain and growth conditions (1.28%10° 10 0.25 pg/mL) was reduced while the

The yeast C. albicans ATCCI0231 (Amencan
Type Culture Collection, Mendelevium, USA) coming
from the Pasteur Insutute of Pans, This stock was
maintained by successive road repairs on Sabouraud
dextrose agar (Sigma-Aldrich, Germany) and preserved
at+4 °C,

Preparation of antifungal solutions

The pure AmB was obtained from the Bristol
Myers Squibb laboratory in France. The stock solution
was prepared by extemporancously prepared antifungal
i dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich,
Germany), From this stock solution, antifungal
solutions were prepared at 20 pg/mL to measure the
level of the anti-lipid peroxidation activity at 0.4
pg/mL and evaluate the antifungal activity [12, 13].
The ascorbic seid and a-tocopherol (Sigma-Aldrich,
Germany) were prepared extemporaneously in DMSO
and added 1o the culture medium at time zero.

Antifungal susceptibility testing

The antifungal susceptibility testing of AmB
alone and with ascorbic acid and o-tocopherol was
performed according to the recommendations of the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST) [14]. The minimum inhibitory
concentrution (MIC) wvalues were determined in
Roswell Park Memorial Institute 1640 medium
(RPMI 1640) (Sigma-Aldrich, Germany) buffered
with 3-(N-morpholino)-propane-sulfonic acid (pH
7.0 with 0.165 M) obtained from Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Germany.

Concentration of the C. albicans 10231 in the study
was adjusted by measuring the absorbunce in a
spectrophotometer at a wavelength of 530 nm and
adding sterile distilled water as required. A working
suspension was prepared from a 1 in 10 dilution of the
standardized suspension in sterile distilled water 1o
yield 1-5%10° colony-forming unit (CFUYmL.,

The antifungal stock solution was two-fold diluted
with RPMI of 16-0.03 pg/mL for AmB. A volume of
100 pL of inoculum suspension was added to each well
except the stenlity control, It must be mentioned that
sterile water was added to the well instcad. The
microtitre plates were incubated for 24 h at 35 °C and
the MIC was determined visually,

The MIC was defined as the lowest concentration of
the antifungal agent that produced no visible fungal
growth, compared to the medication-free control well,
The control wells included the well without the
antifungal (i.e. growth control), without microorganisms
(Le. sterility control), and with the solvent.

In order to determine the MIC of AmB and the
concentrations of the combined vitamines, they were
manipulated in several ways according tw the EUCAST
protocol with some modificationsto determine the
effective concentrations against C. albicans strains. For
this purpose, the range of concentrations of ascorbic
acid (48x10° 10 937 pgml) and e-tocopherol
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concentrations of the antifungals were kept fixed (15,
16]. At each manipulation, the concentration of AmB
was reduced by a ratio of 1:2 until the achievement of
the effective MIC of the antifungal which was
compatible with one of the concentrations of the tested
vitamins,

Crowth curves

Antifungal activity of AmB with and without
vitamins against C. albicans was evaluated by time kill
curve using the viable cell counting according to the
methodology described by Klepser et al. [17] with
some modifications. This broth-based method was

at the starting inoculum of C. albicans 10231
at 2x10" CFU/mL by sampling the tubes or flasks that
contained the control (i, the organism with
no medication) and antifungal agent  groups.
Concentrations of the AmB alone or in combination
with ascorbic acid and a-tocopherol were tested in
accordance with the MIC results,

At predetermined time points (i.e., 0, 6, 12, 18, 24,
and 33 h), the samples were continuousty shaken and
incubated at 30 °C. A 50 pL aliguot from each dilution
was spread on a microscopic slide to determine the
survivor colony count (i.e., CFU/mL). The kill curves
were constructed by evaluation of the percentage
growth inhibition at cach time point in the presence
and absence of the antifungal agent | 18],

Scanning Electron Microscopy

Morphological changes of C. albicans ATCC
10231 during growth by AmB alone and in
combination with vitamins were observed by a TM-
1000 scanning electron microscope (SEM) (Hitachi,
Japan) with an accelerating voltage of 18 kV in the
microscopy laboratory of the Physics Department it
the University of Tlemcen,

For purposes of the study, 10 mL of the C. albicans
cell suspension at the starting concentration of 2x10°
CFU/mL was incubated at 30 °C for 33 h on a broth
Sabouraud containing AmB with and without vitamins
and the control group (i.e., the medium containing no
AmB),

To perform the SEM analyses on samples, they
were fixed in ethanol, stained with methylene blue, and
nnsed in a buffer. Afterward, the smears were spread
on the microscope slide and kept in the sterile Petri
dishes [19, 20]. The photomicrographs were processed
and analyzed by Image J software (version 1.51a) to
determine the charge and cell dimensions of C.
albicans ATCC 10231 during the stationary phase in
the absence and presence of antifungal agents [19].

UV-visible absorbance

The medication concentrations in dispersions were
calculated based on absorbance at 406 nm after
appropnate dilution in methanol. Monomer state of
AmB was determined by scanning the UV sbsorbance
of AmB within the range of 300450 nm using the

Curr Med Mycol, 2021, 7(1): —
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Specord 200 PLUS spectrophotometer (Analytik Jena,
Germany) [21].

For evaluation of the monomeric state of AmB
formulations (with and without vitamins) at 37 °C, the
samples were dissolved in phosphate buffer (pH 7.4/10
mM) and the spectroscopic measurements were carried
out at 10° M of AmB concentration after dilution of
cach AmB formulation with absolute methanol,
Measurements were repeated in triplicate over a period
of 1, 18, 24, and 33 h, and the samples were stored in a
place protected from light at room temperature during
the experiment [21, 22].

Lipid peroxidation assay

Lipid peroxidation activity was determined
according to the method of Sakanaka S. and Tachibana
Y. with some modifications [23]. Morcover, the
formations of TBARS were determined by mixing |
mL of the egg yolk solution and 0.5 mL of AmB alone
(20 pg/mL) or in combination with vitamins (the
concentrations were according to the MIC results).
Subsequently, 2 mL of FeSO4 at 0,01 mM was added
1o the prepared solution.

The mixture was shaken at 37 °C for 1S min;
afierward, | mL of 2.5% trichloroacetic acid was added
1o it, The mixture was mixed well and centrnifuged at
4000 =g for 20 min. In addition, 3 mL of the
supernatant was mixed with 2 mL of 0.8% 2-
thiobarbituric acid and heated to 100 °C for 10 min,
Absorbance of the mixture was measured at 532 nm in
triplicate.

To evaluate the results of this experiment, a
standard curve was prepared with malonyldialdehyde
(MDA) from 1,13 3-tetramethoxypropane (Sigma-
Aldrich, Germany).

Statistical analysis

Statistical analysis of the different experimental
groups was performed using XLSTAT sofiware
(vers* Moreover, the significance of differences in
the ngal activity and the monomeric state of
AmB formulations was determined by the Mann-
Whitney U test. It must be noted that a p-value of less
than 0.05 was considered statistically significant,

Results
Antifungal susceptibility testing

To determine the MIC of AmB in combination with
uscorbic acid and a-tocopherol, several microdilution
tests were carried out by decreasing the MICs of the
antifungal, According to the obtained results, a
significant decrease (from 0.5 to 0.12 pg/mL) was
observed in the MIC of AmB in combination with
vitamins against C. albicans ATCC 10231. However,
the concentrations compatible with ascorbic acid and
a-tocopherol with the obtained MIC were 3 10° ug/mL
and 16 pg/mL, respectively.

Growth curves
Antifungal activity of AmB with and without

Curr Med Mycol, 2021, 7(1); —
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Figure L Effect of the addition of ascorbic acid (Vit C=3x107
pg'ml) and @ woopherol (Vit E=16 pgiml) on the antifungal
actvity of amphotenicin B (AmB=04 pg/mL) against Candids
albicans ATCC 10231, The duta are presented with mean values and
standard errors of fungal counts, Each point represents an average of
triplicate measurements {P=0.0368, AmB vs, AmB-Vit C; P=0.0237,
AmB vs, AmB-Vit E; P=0.0589, AmB-Vit C ve. AmB-Vit E; Maon-
Whitney U- test).

ascorbic acid and e-tocopherol against C. albicans
ATCC 10231 is represented by the growth curves
shown in Figure 1. According to the results, the
addition of ascorbic acid (3x10° pg/ml) and a-
tocopherol (16 pg/mL) to the reaction medium of AmB
(0.4 pe/mL) increased the efficacy of the antifungal
agent to 11% and 19%, respectively. Percentage of
growth inhibition of fungal cells was estimated at 41%
in the presence of AmB alone with a maximum growth
of 59x 10" CFU/mL and a latency phase of 24 h,

On the other hand, it was noted that the addition of
ascorbic acyd and a-tocopherol to the reaction medium
of AmB increased its antifungal activity against the
strvin of C. albicans ATCC 10231 with o percentage
inhibition of 52% and 60%, respectively, which
represents cell loads of 48%10° CFU/mL and 40x10°
CFU/mL, respectively. This inhibition in growth is
accompanied by a prolongation of the latency phase
which goes from 24 h (AmB alone) to 27 h
(AmB/Ascorbic acid) and 28 h (AmB/a-tocopherol).

Scanning electron microscopy

Figure 2 shows the morphological changes of C.
albicans ATCC 10231 cultured in the absence und
presence of the antifungal agents during the stationary
phase using a SEM. There was an increase in the cell
sizes of yeasts incubated in the presence of AmB alone
(0.4 pg/mL) and in combination with ascorbic acid
(AmB-Vit C; 3x10°ug/mL) and a-tocopherol (AmB-
Vit E; 16 pg/mL) after 33 h (which corresponds the
stationary phase). Moreover, it must be noted that there
wits a burst in the C. albicans cells incubated in the
presence of AmB alone.

Based on the results ofthe Image J software
(version |.51a), the mean values of the cell sizes of C.
albicans ATCC 10231 were 7.60, 847, and 8,11 pym in
the presence of AmB alone and AmB in combination
with ascorbic acid and a-tocopherol, respectively. it is
noteworthy that the same value was 3.43 um in the
control group.
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Figure 2, Results of scannng electron microscopy of Candids albrcans ATCC 10231 cultured in the shsence and presence of the antifungal agents
during the stationary phase (amphotericin B [AmB}=0.4
pe/ml, ascorbic acid [Vit CF=3< 1P py/ml. a tocopherol [Vit E}=16 pg/ml.)

U'V-visible absorbance measuring the UV-visible absorbance of them and the
Monomeric state of AmB was evaluated by results are shown in Figure 3. Spectra of AmB with
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Figure 3. Characienstic spectr of the ic state of amphotericin B (AmB=10"" M) i the presence of ascorbic acid (Vit C=3x 10" pg/mL) and

@ tocopherol (Vit E=16 pg/mL) as a function of time. Each poant represents the mesn of tnplicate measuresnents (P=0. 41589, AmB vs. AmB-Vit C;
P=0.0002, AmB vs. AmB-Vit E; P<0.0001, AmB-Vit C vs. AmB- Vit E; Mann- Whitney U- test),
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meansSD values (n=3),

and without ascorbic acid and a-tocopherol displayed
strong absorption in the 408 nm region with different
intensities. Indeed, AmB keeps its molecular stability
where the characteristic peak always retains its
maximum value at 408 nm.

In contrast, a decrease was noted in the absorbance
infensity of AmB over time. Spectral analysis of AmB
(10° M) in combination with ascorbic ascid (3x10°
pg/mL) and a-tocopherol (16 pg/ml) revealed a
hyperchromic effect during 24 h in the combination of
AmB and a-tocopherol.

Lipid peroxidation assay

Figure 4 represents the concentration of
malonaldehyde in the reaction medium of AmB
(20ug/mL) in the absence and presence of ascorbic
acid (3.10°pg/mL) and a-tocopherol (16 pg/mL) as a
function of the measured absorbance values.

Based on the obtained results, AmB had a great
capacity to produce malonic dialdehyde in the reaction
medium with a concentration of 35 uM. This
concentration was significantly reduced by the addition
of ascorbic acid and a-tocopherol in the reaction
medium of AmB 10 15 uM and 28 uM, respectively.

Discussion

A preliminary study based on data from the
literature {11, 16, 24, 25] has indicated that the addition
of ascorbic acid and a-tocopherol to the reaction
medium of AmB reduces its toxicity to human red
blood cells without affecting its antifungal activity
[10]. In this regard, the present study aimed to
determine the effective concentrations of vitamins
which are compatible with the AmB molecule in order
to himit the autoxidation reactions and increase its
therapeutic effectiveness. These two molecules were
selected due to their chemical nature, anti-radical
nctivities, and low toxicities.

The MIC of AmB and concentrations of the
combined vitamins were determined according to the
EUCAST protocol. Based on the results, there was a
decrease in the MIC of AmB from 0.5 to 0.12 pg/mL
against . albicans ATCC 10231 in combination

Curr Med Mycol, 2021, 7(1):

acid reactive substance (TBARS) in the reaction medum of amph
uscoebic acid (Vit C=3=1F pgfml) and a tocopherol (Vit Exl6 pgml), c !
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with ascorbic acid and a-tocopherol with  final
concentrations of 3x10° pg/mland 16 pg/ml,
respectively.  This  result showed an  apparemt
synergistic AmB-antioxidant relationship according to
Beggs WH [26].

Based on the results of the growth curves, the
addition of ascorbic acid and a-tocopherol with final
concentrations  of 3x10° pg/mL and 16 pg/ml,
respectively, to the reaction medium of AmB (0.4
pg/mL; corresponds to the MIC agamnst C. albicans
ATCC 10231 [13]) inhibited the growth of C. albicans
ATCC 10231, Moreover, the latency phase was
extended from 24 h in the presence of AmB alone to 28
h in its combination with the vitamins,

This result is in line with those of the studies
performed by Atmaca and Cigek [25], as well as Baran
and Thomas [27] which have indicated that the
addition of antioxidant molecules 10 AmB stabilizes
this molecule against auto-degradation and prolongs its
antifungal activity against a strain of yeast C. albicans.

In addition, the microscopic study (e, SEM)
revealed that the incorporation of ascorbic acid (3<10°
pe/mL) and a-tocopherol (16 pg/mL) o the reaction
medium of AmB (0.4 pg/mL) reduces the cell load and
increases the size of C. albicans ATCC 10231 cells,
compared to the yeasts incubated in the presence of
AmB alone [19]. Investigation of the effect of
antioxidants on the reaction medium of AmB offers a
simple way to solve the problem of therapeutic efficacy
and stability of this antifungal molecule. Therefore, the
addition of sscorbic acid and a-tocopherol 1o the
reaction medium of AmB did not influence the
molecular stability and value of the peak characteristic
of the monomer state of AmB which remained constant
a1 408 nm.

According to Biémont [28], the study of the spectra
of a large number of molecules has made it possible to
establish ~ correlations  between  structures  and
absorption maxima [29). However, the hypochromic
and hyperchromic effects caused a variation in the
intensity of the maximum peak over time. Indeed, this
variation can suggest the size of the AmB molecule
and the capacity to form a molecular complex with
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Monomenc state of AmB is the most effective with
less toxicity due to its solubility in the agueous
medium. According to Nielsen et al, [16], the addition
of a-tocopherol to mixed micellar solutions increases
their solubilization which may explain the better
efficiency and stability of the combination of AmB and
a-tocopherol [30].

According to Gaboriau et al, [31], AmB promotes
the formation of reactive oxygen species, such as
hydroperoxides. conjugated dienes, and certain
aldehydes. Formation of these molecules i the result
of the oxidation reaction of lipids that are added 1o the
primary and secondary products [32, 33]. According to
Eymard and Genot [34], in the case of unstable
products, such as hydroperoxides and conjugated
dienes (i.e., primary products), these measurements do
not allow the determination of the exact level of hipid
oxidation. The reason is that these intermediate
products are quickly broken down into secondary
products. The main stable aldehyde formed is MDA
which is recognized as a biomarker of [lipid
peroxidation,

Addition of the antioxidant molecules to the AmB
reaction medium appears (o be an effective approach to
limit the spread of the lipid oxidation reaction and
stabilize the AmB molecule in order to increase its
activity against C. albicans. Results of this study are
consistent with those of a study performed by Kovacic
and Cooksy [35] who concluded that ascorbic acid and
a-tocopherol form a stable and active complex with
AmB to increase their antifungal activity.

Conclusion

Addition of ascorbic acid and a-tocopherol to the
reactive medium of AmB could provide an answer to
the solubility, stability, and toxicity problems
commonly encountered in  chemotherapy. These
advantages are due 1o the antioxidant power of the
added molecules; they protect AmB against oxidative
damage and retain its molecular stability.
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