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INTRODUCCION



1. INTRODUCCION AL SISTEMA INMUNITARIO

l.as células fagociticas son muy importantes en la defensa de los seres vivos
frente a |0 que les es extrafio. Esta accién protectora se ve reforzada por el resto
de los sistemas de defensa que junto a las primeras, constituyen el sistemna
inmunolégico: las inmunidades especifica e inespecifica.

A) La inmunidad inespecifica 0 innata, se compone de las barreras naturales,
los factores celulares y los humorales.

a) Las barreras naturales estan formadas por el revestimiento mucocutdneo
gue impide la penetracién del antigeno, siendo el antagonismo microbiano un factor
fundamental para el mantenimiento de un equilibrio ecolégico de microorganismos
en la superficie corporal.

b} Los factores humorales son de localizacién variada; unos se encuentran
en la piel (como los 4cidos grasos saturados), otros en las lagrimas, saliva y
secreciones nasales {(como la lisozima) y otros en el suero (como los sistemas del
complemento y de la properdina y ciertas proteinas basicas).

¢) Los factares celulares proceden de células pluripotenciales a través de dos
lineas principales de diferenciacién:

- la linea linfoide, que dara lugar a los linfocitos.

- la linea mieloide, precursora de las células fagociticas.

Las células fagociticas comprenden dos clases bésicas: los monocitos y
macréfagos histicos y los leucocitos polimorfonucleares, que segun la tincién
histolégica de sus granulos se dividen a su vez en neutréfilos, baséfilos y
eosinéfilos. Todas ellas son capaces de migrar hacia el lugar del foco infeccioso,
reconocer al agente causal, unirse a €él, fagocitarlo y destruirlo.

B) La inmunidad especifica o adaptativa, surge tras la interaccién entre el
agente reconocido como extrafio y el sistema inmune, Existen dos tipos de
inmunidad especifica (Letonturier, 1981]):

a) Inmunidad mediada por células, dependiente de los linfocitos T.

b} Inmunidad humoral, dependiente de los anticuerpos producidos por los

linfocitos B.



2. LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES NEUTROFILOS

2.1. Origen.

Hace aproximadamente un siglo, Paul Ehrlich senté las bases de ia inmunidad
inespecifica al describir la existencia de tres tipos de células fagociticas en la
sangre: los neutréfilos, los eosindfilos y los monocitos, pero fue Elie Metchnikoff
quien delimité poco mas tarde sus funciones al observar que durante la respuesta
inflamatoria los leucocitos ingerfan microorganismos mediante el proceso que
denominé fagocitosis. Existen dos tipos de fagocitos: los leucocitos
polimorfonucleares (PMN}, que son células circulantes que emigran a los sitios de
inflamacién y los fagocitos mononucleares, que circulan por la sangre o bien se
encuentran fijos en los tejidos y que también se acumulan en los lugares de
inflamacion. De ahora en adelante nos dedicaremos a los leucocitos

polimorfonucleares neutréfilos exclusivamente.

2.2. Produccién y caracteristicas.

La médula ésea es el sitio de produccién de los polimorfos y su desarrollo se
puede dividir en dos etapas (Bainton, 1977): una primera fase proliferativa o
mit6ética seguida de una segunda fase de maduracién. En la primera fase, de
apraximadamente 7 dias de duracién, células madre pluripotenciales sufren una
serie de divisiones y de sucesos morfolégicos que dan como resultado la formacion
de metamielocitos. La fase de maduracién, cuya duracién media es de 6 dfas, se
caracteriza por cambios nucleares y citoplasmicos que transformardn al
metamielocito en PMN morfoldgicamente maduro (Zakhireh,1979). Durante el
desarrollo el PMN adquiere dos poblaciones de gradnulos mayoritarias; los granulos
primarios (azurofilicos) aparecen durante el primer periodo mitético y contienen
mieloperoxidasa, hidrolasas &cidas, lisozima, proteinas catiénicas y proteasas
neutras -entre las que se incluye elastasa-. Estos grénulos primarios se van a

fusionar con el fagosoma tras la fagocitosis, dotando de esta forma al PMN de



actividad microbicida localizada. Los granulos secundarios {especificos) se forman
durante el periodo de maduracién y contienen lactoferrina, lisozima, proteina
enlazante de vitamina B, ,, citocrcma b, colagenasa y ciertas moléculas receptoras
(Sawyer, 1989). Se cree que estos granulos especificos, cuyo contenido es vertido
practicamente en su totalidad al exterior de la célula, participan en una funcién
reguladora de la respuesta inmune especifica (Weissmann, 1980).

Recientemente se han identificado grénulos terciarios en los PMN; estos
grénulos contienen gelatinasa, citocromo b y el receptor glicoproteico MAC-1, el
cual ha sido clasificado como un importante mediador en la adherencia de estas
células (Sawyer, 1989).

Los PMN circulantes representan un 5% del total corporal y cerca de la
mitad de la poblacién intravascular de los PMN no son circulantes, sino que estan
adheridos al endotelio de pequefios vasos en un fendmeno llamado marginacién.

Tras permanecer en el torrente sanguineo durante la mitad de su vida, los
PMN entran a los tejidos en donde permanecen funcionales durante uno o dos dias.
Los PMN senescentes o incapacitados para ejercer su funcién adecuadamente son
eliminados por macrofagos esplénicos o excretados via superficies mucosas
(Sawyer, 1989).

La caracteristica mas llamativa de |la granulopoyesis es su enorme patencial
de recambio ya que se ha demostrado que la produccion diaria media de neutréfilos
en un hombre de 70 kilogramos es aproximadamente de 1x10", la cual puede
multiplicarse por un factor de al menos 5 veces durante una infeccién bacteriana
(Cartwright, 1964),

Un incremento en el ndmero total y en el porcentaje de PMN circulantes
también se puede inducir mediante la liberacién de subproductos bacterianos como
las endotoxinas y los esteroides. Este incremento se lleva a cabo mediante el
aumento de produccién a cargo de la médula 6sea, por una rapida liberacién de las
células producidas al torrente circulatorio y por la desmarginacién {Bishop, 1968).

Existen ademéas diversos factores que alteran el nimero de PMN; un
mecanismo que aumenta la produccién de la médula ésea actla a través del

componente C,e del sistema del complemento (Ghebrehiwet, 1979). También



participan unos factores soiubles derivados de los linfocitos T (por ejemplo el GM-
SCF o factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos)}, que estimulan
a las células madre de las lineas de eritrocitos, megacariocitos, eosinéfilos, PMN
y macréfagos (Platzer, 1985). El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF) probablemente gobierna la tasa y el porcentaje de granulocitos que emergen
de la médula ésea. La interleucina 1 (IL-1}, también conocida como pirégeno
endbégeno, produce neutrofilia tras inyeccién intravenosa (Kampschmidt, 1980).

También existen factores que disminuyen el nlimero de PMN por supresién
de la actividad de la médula 6sea, por destruccién periférica, por secuestro celular
0 por aumento de la adherencia. Un ejemplo de este Gltimo caso lo constituye la
activacién generalizada de la proteina C; del complemento, lo cual provoca un
aumento en la adherencia y unién de los PMN al endotelio capilar. Las citocinas
también modulan la interaccién del PMN con células endoteliales: la interleucina 1
estimula la adhesidn leucocito-célula endotelial y parece estar relacionada con la

expresiéon de una proteina de superficie sintetizada "de novo" (Pober, 1986).

2.3. Funciones.

La funcién de la célula fagocitica en la defensa del hospedador contra los
microbios depende de los siguientes pasos (Zakhireh, 1979} (Fig 1): migracién de
los fagocitos sanguineos al interior de los tejidos y establecimiento de contacto con
los microbios invasores, fagocitosis, y acontecimientos postfagociticos que
conducen a la muerte intracelular y digestién de los microbios.

2.3.1. Migracién de los neutréfilos al interior de los tejidos.

La secuencia de sucesos en la migracién de los neutréfilos comienza con la
adherencia de la célula al endotelio vascular, especialmente a las vénulas
postcapilares (Wilkinson, 1974). La adhesividad de los neutréfilos a las superficies
es un proceso activo y estd regulado por factores humorales no identificados
completamente (MacGregor, 1976) aunque si se conocen ciertas glicoproteinas de
la superficie celular que la aumentan, permitiendo a los leucocitos unirse a una gran

cantidad de dianas, especialmente cuando estan activados (Crowley, 1980},
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{Arnout, 1982}, (Harlan, 1985).

El receptor MAC-1, también llamado MO-1 y OKM-1, se encuentra en PMN
y también en monocitos, células NK y en algunos linfocitos; esta molécula funciona
como el receptor de C;b, (CR,) (Dana, 1984).

Aunque el mecanismo exacto de la regulacién no es bien conocido,
intervienen diversos factores como el factor Cgza del complemento, los
formilpéptidos (Dougherty, 1986}, la fibronectina, agentes relacionados con el
proceso inflamatorio, nucleétidos ciclicos, cationes divalentes, etc (Bryant, 1974),
{(Zakhireh, 1979), (McGuillen, 1980), {Seow, 1987).

E! siguiente paso es la migraciéon del neutréfilo a través de los espacios
intercelulares del capilar, un fendmeno que se conoce como diapédesis. La
diapédesis se logra por el movimiento natural de estas células y esta asistida por
la accién de factores de permeabilidad vasculares como son la histamina,
serotonina, bradiquidinas, componentes del complemento y enzimas lisosomales.

El mecanismo por el cual las células atraviesan la membrana basal no esta
totalmente esclarecido, aunque puede estar implicada la destruccion de la
membrana por enzimas proteoliticas producidas por células migrantes (Wilkinson,
1974). Una vez en el espacio extravascular, el comportamiento de las células estéa
modulado por diversos factores quimiotacticos liberados en el sitio de inflamacion.

El movimiento direccional de respuesta de los fagocitos hacia la inflamacién
es |la propiedad de quimiotaxis {(McCutcheon, 1946).

2.3.2. Quimiotaxis.

Los leucocitos son capaces de responder frente a determinadas sustancias
con un movimiento dirigido, desde una concentracién menor a una mayor. Este es
el fenémeno de la quimiotaxis y depende del complemento e indirectamente de las
inmunoglobulinas IgM e IgG que al unirse a los anticuerpos superficiales del
organismo activan secuencialmente los componentes del complemento. Entre
éstos, C,ay Cga tienen propiedades quimiotéacticas (Ward, 1977). La activacion del
factor Xll (de Hagman) durante la coagulacién también tiene actividad quimiotéctica
ya que se forman calicreina y activador de plasmindgeno, conocidos agentes

quimiotacticos (Kaplan, 1972, 1973). Otros productos gue inducen guimiotaxis en
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leucocitos son los peptidoglicanos y endotoxinas bacterianas (Ward, 1968) vy
ciertas linfocinas (Altman, 1978) que son sustancias biolégicamente activas

producidas por los linfocitos.

2 DIAPEDESIS

ADHERENCIA

QUIMIO
TAXIS I

DESGRANU _
UNION PMN LACION

PATOGENO ’5“5

NESTON 8 /

FIGURA 1. FUNCIONES DE LOS PMN
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2.3.3. Fagocitosis.

La fagocitosis es el proceso por el cual las células ingieren sustancias
particuladas. En ella hay un reconocimiento previo a la ingestion. Para que una
particula sea ingerida es necesario que se una a determinadas areas de la célula
fagocftica. Los microorganismos encapsulados evitan esa unién y por lo tanto
resisten la ingestién, contribuyendo este hecho a su patogenicidad. Esta propiedad
antifagocitaria puede quedar limitada por el proceso de opsonizacién, que consiste
en recubrir los microorganismos con anticuerpos y complemento.

Aunque solamente las 1gG tienen actividad opsonizante directa (Huber,
1968), las IgM y también las 1gG, cuando se unen a la bacteria pueden fijar
proteinas del complemento, y una de estas, la C;b, tiene receptores en la célula
fagocitaria (Huber, 1968}, {Quie, 1972). También existe la fagocitosis mediada por
receptores que puede ser estimulada por citoquinas, péptidos de bajo peso
molecular, etc. (Gresham, 1986), (Griffin, 1980).

El acto del reconocimiento es convertido en un movimiento activo de tipo
ameboide que traerda como resultado la ingestiébn de la particula. En dicho
movimiento intervienen las mismas proteinas contractiles que participan en la
guimiotaxis. El polimorfo extiende pseudépodos alrededor de la bacteria y éstos se
funden a nivel de sus extremos distales formando una vacuola fagocitica. La
formacion de esta vacuola requiere un gasto de energia metabélica que el PMN
obtiene de la glucolisis anaerobia, de aqui el elevado contenido de estas células en
glucogeno (Felid, 1983). El fagosoma asi formado se separa entonces de la
membrana y se mueve centripetamente interndndose en el interior celular,

2.3.4. Acontecimientos postfagociticos.

Una vez ingerido el agente patégeno tienen lugar a) una desgranulacién y b)
una estimulacion del metabolismo celular oxidativo.

a) Desgranulacién.

La desgranulacién es el proceso por el cual granulos citoplasmicos se
fusionan con la membrana del fagosoma y vierten su contenido enzimético al
interior de aquél. Este fendmeno se ve acompaniado de una cafda del pH en el

interior del fagosoma hasta valores de 3,5 o 4, acidez necesaria para activar las
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hidrolasas acidas vertidas por los granulos (Jensen, 1973).

b} Estimulacién del metabolismo celular oxidativo.

También llamado estallido respiratorio; implica un marcado aumento en el
consumo de oxigeno y a un sistema enziméatico, NADPH oxidasa, que cataliza la
transferencia de un eiectrén del NADPH al oxigeno molecular. El producto de esta
reaccion es el anién superdxido (O,) con la consiguiente formacién de agua
oxigenada gracias al pH 4cido del fagosoma (Root, 1977). También se activa el
"shunt” de la hexosa monofosfato.

2.3.5. Mecanismos microbicidas.

Los mecanismos microbicidas se clasifican en oxigeno dependientes y
oxigeno independientes, subdividiéndose los primeros en mieloperoxidasa {(MPO)
dependientes y mieloperoxidasa independientes.

A - Sistemas oxigeno dependientes.

a) Sistema mediado por mieloperoxidasa (fig.2).

El H,0, formado durante el metabolismo celular oxidativo interactda con los
iones de halégeno intracelulares y con la mieloperoxidasa, proteina presente en los
granulos azuréfilos de los fagocitos formando complejos oxidados como el
hipoclorito, potente agente microbicida que reacciona rapidamente con el amonio
{NH,), para formar monocloramina (NH,CI), y con las aminas para dar mono y
dicloraminas (RNHCI y RNHC1,).

La concentracién de compuestos nitrogenados in vivo es muy alta de modo
que el hipoclorito tiene pocas oportunidades de reaccionar directamente con las
células diana; por ello, la toxicidad del sistema MPO/H,0,/CI" estd mediada por las
cloraminas (Grisham, 1984),

Estas son capaces de oxidar metionina, cisteina y triptéfano, de clorar
residuos de tirosina y de reaccionar con muchos otros componentes celulares que
son rdpidamente oxidados (Thomas, 1986}.

b) Sistema mieloperoxidasa independiente (fig.3).

Los mecanismos MPO independientes se basan en la produccion del anién

superdéxido, del radical hidroxilo y del singlete de oxigeno (Babior, 1978).
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El anién superéxido, que por si mismo no mata a los microorganismos a
menos que se encuentre en grandes cantidades en el interior de los fagosomas
(Babior, 1978), es producido en una reaccidén que implica a la catalasa, enzima

presente en neutréfilos y monocitos cuyo sustrato es el H,0,:

El radical hidroxilo es un agente oxidante, altamente inestable, que reacciona
casi instantaneamente con la mayoria de moléculas orgédnicas, produciendo la
muerte del microorganismo por peroxidacion de los lipidos de fa pared ceiular. Su
sintesis es dependiente de la reaccion entre el O, y compuestos perdxidos:

O, + R-OOH e » OH-- + OR + O,

El singlete de oxigeno {'0,) es un estado excitado electrénicamente del O,
gque emite luz al regresar a su estado basal de triplete (propiedad de la
guimioluminiscencia). Este agente es capaz de reaccionar con una gran variedad de
compuestos que contienen dobles enlaces y que estdn presentes en la pared
bacteriana. Todos estos radicales son altamente tdxicos para las células; por
consiguiente estas células tienen sistemas de proteccién para su detoxicacién.
Existen al menos dos sistemas presentes en el citoplasma para la detoxicacién del
per6xido: la catalasa y el sistema glutation peroxidasa-glutation reductasa.

El mecanismo de accion de la catalasa (visto anteriormente) indica que ésta
es sélo efectiva a altas concentraciones de H,O, y por esta razén es el menos
importante de los dos sistemas.

El sistema glutation peroxidasa-glutation reductasa usa el H,0, para oxidar
glutation reducido (GSH) en una reaccién catalizada por {a glutation peroxidasa:
2 GSH + H,0, -—----------- » GSSG + 2 H,0

El glutation oxidado es entonces reconvertido a glutation reducido por medio
de la glutation reductasa produciéndose NADP*, que también seréd reconvertido a
NADPH por el "shunt” de la hexosa fosfato:

GSSG + NADPH ------eeeeeee- » 2 GSH + NADP*

El efecto téxico del aniébn superdxido puede anularse por medio de

superéxido dismutasa (SOD), transformandose en H,0,:
O,+ 0,4+ 2H" —omemoememee- » H,0, + O,
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El agua oxigenada asf formada por la accién de la SOD puede entonces ser
eliminada por los sistemas anteriormente descritos.

B - Sistemas oxigeno independientes {fig.3)

Los granulos citosdlicos de los PMN contienen agentes antimicrabianos
adicionales que se liberan al interior del fagosoma y que no requieren de la
produccién de oxidantes para realizar su funcion. Entre estos agentes estan la
lactoferrina, proteasas, fosfolipasas, glicosidasas y lisozima, ademas de otras
proteinas y péptidos que alteran funciones microbianas o componentes
estructurales (Thomas, 1988). Otro sistema oxigeno independiente consiste en la
disminucién de pH en el fagosoma, llegando a niveles que pueden ser microbicidas
para ciertos microorganismos acido sensibles como Streptococcus pyogenes y
microbiostaticos para otros como Escherichia coli.

Recientemente se han identificado unas moléculas peptidicas con un amplio
espectro de actividad /n vitro contra bacterias grampositivas y gramnegativas,
contra hongos y levaduras, incluyendo especies de Candida y Cryptococcus
neoformans y contra ciertos virus encapsulados. Estas moléculas se han
denominado defensinas y parece ser que sélo destruyen microorganismos

metabdlicamente activos (Ganz, 1985).
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3. CANDIDA ALBICANS

3.1. Biologia.

Candida albicans es una levadura polimérfica {Odds, 1979a) asociada
obligatoriamente a animales de sangre caliente. Normalmente esté presente en el
hombre como comensal asintoméatico pero se puede presentar como patégeno
produciendo infecciones. La candidiasis puede adoptar dos formas: superficial, en
la que se implican las mucosas, e invasiva o sistémica. De estas dos formas la
primera es la méas abundante, aunque en la mayoria de los casos la forma invasiva
proviene de la diseminacién desde los focos mucosos.

Bajo condiciones especiales de cultivo, por ejemplo en medio de agar con
harina de maiz, Candida albicans forma clamidiosporas que son estructuras de
pared engrosada y cuya produccidn se considera como prueba de identificacion.
Otra prueba de identificacién estd basada en la capacidad que tiene Candida
albicans de formar filamentos cuando se incuba en presencia de suero a 37°C
(Taschdjian, 1960). Esta levadura se desarrolla perfectamente a temperatura
ambiente o a 37°C, siendo las colonias jévenes en medio sélido como las de
algunas bacterias: lisas y cremosas y las de mayor edad aparecen con mayor

tamano, hundidas y rugosas. En ambos casos el color es blanco (Zinsser, 1971).

3.2. Pleomorfismo.

Generalmente Candida albicans crece en forma de levadura por gemacién,
pero también es capaz de desarroilar pseudomicelios, que son células de levadura
elongadas, formadas por gemacién polar y que presentan una constriccion a la
altura de las uniones celulares. Normalmente estas pseudohifas aparecen unidas
formando cadenas y racimos.

Estos pseudomicelios se confunden facilmente con los tubos de germinacion
que son el estado inicial de la transicion levadura-»hifa y que se caracterizan 1°) por

la ausencia de constriccién en la unién con la célula madre, 2°) por una localizacién
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del primer septo {al que acompaina un anillo filamentoso) a 2 micrémetros de
distancia de su unién con la célula madre y 3°) por una evaginaciéon del micelio al

azar, mas que polar, a partir de la célula madre (Mitchell, 1979}.

3.3. Patogenicidad.

Como patégeno, Candida albicans es capaz de invadir virtualmente todos los
tejidos y cavidades del cuerpo humano y en el caso de infecciones sistémicas, que
ocurren primordialmente en hospedadores inmunocomprometidos, puede causar la
muerte,

3.3.1. Factores de virulencia.

3.3.1.1. Proteinasa 4cida extracelular.

En 1965, Staib publicé sus primeras observaciones acerca del efecto
proteolitico extracelular de Candida albicans al crecer en medio con albimina sérica
como (Unica fuente de nitrégeno. Este efecto proteolitico fue posteriormente
relacionado con una proteasa acida (Remold, 1968} y clasificada por inhibicién
especifica como proteinasa de aspartico (Ray, 1982).

Las proteinasas de Candida (CP) se han encontrado en el medio de cultivo
de la mayoria de aislados de especies de Candida con relevancia clinica: C.
albicans, C. tropicalis y C. parapsilopsis y, mas recientemente, se han descrito
otras enzimas proteoliticas de Candida albicans, de localizacién intracelular, tales
como la proteinasa vacuolar B, carboxipeptidasa y proteinasas de alto peso
molecular {Portillo, 1986}, (L.ogan,1988). Ya que ain no existen pruebas de la
contribucién de estas (ltimas enzimas a la virulencia de Candida, se ha
profundizado en los estudios sobre las CP extracelulares. En algunos de estos
estudios se ha puesto de manifiesto la existencia de anticuerpos especificos contra
las CP en el suero de pacientes con candidiasis sistémica, lo cual confirma su
produccién en la candidiasis humana (Riichel, 1988} quedando establecida tal
relacién con la existencia de virulencia {(Macdonald, 1983), (Kwon-Chung, 1985).

La hidrdlisis de la albdmina sérica por parte de las CP es total, lo cual es

sorprendente ya que dicha molécula esta estabilizada por 17 puentes disulfuro. Por
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lo tanto, son pocas las proteinas que pueden resistir tal ataque. Entre éstas Ultimas
estdn la lisozima y la ferritina.

La mayorfa de las células de Candida que son fagocitadas por los neutréfilos
son muertas y sélo una pequena fracciébn son capaces de resistir la muerte
intracelular. Macdonald (1983} establecié una relacién entre la resistencia a la
muerte intracelular y la produccion de CP. Esta resistencia se debe a gue en el
interior del fagolisosoma, las CP atacan a proteinas implicadas en la generacion de
radicales de oxigeno microbicidas deprimiendo, de este modo, la respuesta
respiratoria de los fagocitos y promoviendo la resistencia de Candida.

3.3.1.2. Adhesinas manoproteicas de Candida albicans.

Para que Candida albicans pueda colonizar e infectar con éxito las superficies
mucosas del hospedador, tiene que adherirse a superficies epiteliales. En varios
experimentos se ha observado que las mucosas de animales libres de gérmenes
eran colonizadas en mayor proporcién que aquellas de animales control, y que los
tratamientos antibacterianos apoyaban la colonizacién por parte de Candida. Estos
datos sugieren que |a flora bacteriana indigena suprime la colonizacién por Candida
albicans.

Las manoproteinas comprenden una mezcla heterogénea de grandes
moléculas en las que el carbohidrato {manano}, que llega a ser hasta el 95% del
peso total, esta unido covalentemente a proteinas. Las manoproteinas de C.
albicans son similares a las de S. cerevisiae aunque estan mas fosforiladas, tienen
cadenas mas largas y contienen algunos residuos de manosa unidos por enlaces
R {(Nelson, 1991). Las cadenas laterales contienen los epftopos que determinan la
seroespecifidad (serotipo A o B).

C. albicans se adhiere a diferentes tipos de células epiteliales y por medio de
diferentes mecanismos; por ejemplo, una regulacién de la expresién de las
adhesinas estd mediada por azlcares. /n vivo, tal regulacién es importante en la
cavidad bucal donde se encuentran altas concentraciones de sacarosa y otros
azicares de la dieta. La adhesién inducida por glucosa también puede ser
determinante en la patogénesis de infecciones vaginales entre las mujeres

diabéticas y embarazadas, cuyos altos niveles de glucdgeno vaginal pueden ser
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transformados en glucosa por enzimas presentes en tejidos o producidas por la
flora normal. En un estudio reciente, Sweet {1991} demostré que el hierro también
representa un mecanismo de control in vivo.

Parece ser que ciertas adhesinas se expresan s6lo en la fase hifa de C.
albicans. Por ejemplo, los tubos de germinacion e hifas son capaces de unirse a
fibrindgeno (Page, 1988), laminina {Bouchara, 1990} y al producto de conversion
del complemento C,d (Calderone, 1988), mientras que las células de la fase
levadura no lo son. Ademés, la formacién del tubo de germinacién promueve la
adhesién a células epiteliales (Kimura, 1980) y al plastico (Tronchin, 1988),
sugiriéndose que al cambio morfoldgico le acompaina un aumento de la sintesis de
adhesinas.

Otro factor que influye en la adhesividad son las interacciones hidrofébicas
gue participan en la adhesién especifica y en procesos de anclaje no especificos
entre receptores (del hospedador) y adhesinas {de C. albicans) complementarios.
Por ejemplo, células en fase levadura son més hidrofébicas al crecer a temperatura
ambiente (22-24°C) que aquellas que lo hacen a 37°C (Hazen, 1986). Ademas, la
expresion de hidrofobicidad en la superficie celular de Candida albicans es un
proceso dindmico en el que células hidrofébicas e hidrofilicas pueden variar su
status en un periodo inferior a 30 minutos (Hazen, 1988). Los tubos de
germinacién son alta e invariablemente hidrofébicos (Hazen, 1987). De todos estos
estudios se puede concluir que la hidrofobicidad de la superficie celular esta
implicada en la adhesién, aungue no es el mecanismo predominante (Hazen, 1989).

3.3.1.3. Mimetismo molecular. Moléculas similares al receptor de
complemento humano de Candida.

El hallazgo fortuito de la unién de eritrocitos de carnero recubiertos de
complemento humano a las hifas de C. albicans, ha llevado al descubrimiento de
que el organismo posee moléculas que imitan ciertas caracteristicas funcionales y
estructurales de los receptores CR, y CR; de leucocitos humanos. Existen
similaridades sustanciales en estas moléculas como son la unidn especifica a ,C,b,
el reconocimiento por anticuerpos monoclonales especificos para receptores de

complemento humano y la unién a EAC,b y EAC,d, aunque dichas moléculas
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fungicas se diferencian de los receptores CR, y CR; humanos en el peso molecular,
la glicosilaciony en el reconocimiento por anticuerpos monoclonales que reconocen
a los receptores CR, y CR,.

3.3.2. Mecanismos de defensa del hospedador.

Los anticuerpos y el complemento no son capaces de lisar por ellos mismos
a Candida albicans, y la actividad protectora de los anticuerpos anti-candida esta
asociada con una fagocitosis mediada por complemento en el caso de los PMN y
por una 6ptima opsonizacion en el de los monocitos.

La destruccion de Candida albicans, que es relativamente resistente a los
neutréfilos humanos, requiere mieloperoxidasa y H,0,, siendo los mecanismos
oxigeno independientes minimamente efectivos contra C. albicans.

La capacidad de los leucocitos de destruir algunos hongos (Candida
parapsilopsis, Candida pseudotropicalis) en ausencia de metabolismo oxidativo
refleja la presencia de proteinas y péptidos con intrinseca actividad antifdngica.

Los grénulos primarios (azuréfilos) de PMN humanos contienen compuestos
con actividad antifingica; entre éstos se encuentran la CLCP (chymotrypsin-like
cationic protein}, proteina cuya actividad antifingica es independiente de la
enzimatica, y varias proteinas altamente catiénicas (Odeberg, 1975), (Drazin,
1977).

Existen otros compuestos granulociticos que también pueden apoyar las
defensas del hospedador contra los hongos. Por ejemplo, la apolactoferrina
(lactoferrina desprovista de hierro} puede, mediante el secuestro del hierro
necesario para el éptimo crecimiento del hongo, inhibir el crecimiento de Candida
albicans in vitro (Kirkpatrick, 1971} y destruir C. albicans, también in vitro, si es
preparada a partir de calostro humano (Arnold, 1980). La lisozima, una hidroiasa
de los granulos primarios y especfficos de PMN y macréfagos, es capaz de destruir
Coccidioides immitis y Cryptococcus neoformans (Gadebusch, 1966), (Collins,
1973}. Los leucocitos también poseen fosfolipasas que hidrolizan los triglicéridos
de la membrana formando acidos grasos libres e isolecitinas, aunque todavia faltan

pruebas directas de su actividad antifiingica.
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C. albicans coloniza las superficies mucosas predominantemente bajo la
forma levadura (blastospora) y la invasion de tejidos la realiza por medio del
desarrollo de tubos de germinacién, pseudomicelios e hifas verdaderas. Esto indica
que ambas formas -levadura y micelial- son patégenas, no limitandose su
localizacion unicamente a los lugares anteriormente descritos ya que se pueden
encontrar micelios, pseudomicelios y células levadura en tejidos infectados (Louria,
1963).

Estos diferentes fenotipos permiten a C. a/bicans escapar de la accion de los
fagocitos ya que 1°) los micelios y pseudomicelios de C. albicans no pueden ser
fagocitados y han de ser atacados por medio de la aposicién fagocito-micelio, con
descarga extracelular del interior de los grénulos lisos6micos (mecanismo
aparentemente menos eficaz) (Diamond, 1978), y 2° pueden evitar la muerte
intracelular por medio de la germinacién en el interior de la célula fagocitica
{Stanley, 1969), (Odds, 1979b).

3.3.3. Variacién fenotipica o Switching.

La variacidn fenotipica (switching) es un fenémeno que impiica un cambio
heredable en la morfologia de la colonia, forma celular o alteraciones en otras
caracteristicas tales como sensibilidad a los agentes antifungicos. Mas aun, ia
capacidad de producir tal variaciéon fenotipica es en si misma un rasgo heredable.
Por ello, el éxito de C. albicans en la colonizacién puede deberse en parte a su
capacidad de crecer en una gran variedad de entornos ecolégicos. C. albicans logra
tal capacidad de diferentes formas:

1) Variabilidad de cepas.

Intraespecificamente, pueden existir varias cepas cada una adaptada a una
circunstancia ambiental diferente. En este caso, cada nicho ambiental o estado
fisiolégico del hospedador seleccionaria la cepa mas adaptada. De hechao, existe
gran literatura sobre esta cuestion (revisada en profundidad por Odds en 1988) que
demuestra las diferencias entre cepas en antigenicidad, secrecién de proteasa
acida, condiciones ambientales para la formacién de hifas, sensibilidad a los
agentes antifungicos, adhesién a diferentes epitelios y plastico, asimilacién de

azucares...
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2} Fenotipos miiltiples a partir de un repertorio basico.

Cada célula individual puede tener en su repertorio de desarrollo un
abanico de fenotipos ademaés de las formas bésicas de levadura e hifa, y expresar
el mas adecuado en funcién del entorno en que se encuentre. Candida albicans es
capaz de presentar diferentes grados morfolégicos entre los fenotipos
blastoconidial y micelial (Merson-Davies, 1989) y se ha propuesto que las grandes
diferencias entre estas dos fases implican cambios temporales, espaciales,
cuntitativos y cualitativos (Soll, 1986). Si tales diferencias estan implicadas en la
adaptacién a un entorno concreto, entonces se esperaria encontrar en diferentes
localizaciones anatémicas o en diferentes tipos de infeciones unos fenotipos
particulares para cada caso. Por ejemplo, en los lugares de infeccién existe
propensién a la formacién de micelios, aunque a este fenotipo per sé no se le
puede considerar como diagnéstico de infeccion (Odds, 1988). Sin embargo, es
cierto que la formacién de hifas es importante en la patogénesis de Candida hasta
el punto que los mutantes no productores de hifa (hifa-) son menos virulentos al
ser inoculados a un ratén {Sobel, 1984).

3) Switching fenotipico de alta frecuencia.

Cada organismo individualmente puede poseer un sistema de transicion de
fase de alta frecuencia, esponténeo y reversible que genere continuamente
variabilidad en una poblacién, produciendo en cada entorno el fenotipo mejor
adaptado de este repertorio.

Este fenémeno ocurre en Candida spp, aunque el mecanismo molecular
aun se desconoce. La transicién de fase de alta frecuencia en C. albicans ha de
seguir unas reglas que son comunes para otras especies de Candida y que son
(Soll, 1990):

1) Existencia de un ndmero limitado de fenotipos provocados por la
transicion de fase.

2) Capacidad de lograr transiciones de fase a altisimas frecuencias.

3) Reversibilidad e interconvertibilidad.

4) Transiciones de fase de alta y baja frecuencias correlativas con los

diferentes fenotipos obtenibles por switching.
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5} Induccién de la transicién de fase por irradiacién con UV.

Candida albicans es capaz de f{levar a cabo una transicién de fase
levadura—~hifa ademas de variaciones fenotipicas de alta frecuencia, las cuales
abarcan desde diferencias en morfologia de la colonia hasta diferencias en forma
y superficie celulares y permeabilidad. Estas propiedades pueden ser importantes
en la patogénesis de Candida albicans (Soll, 1988) y son de gran interés como
procesos biol6gicos {Shepherd, 1985). De hecho, Soll demostré en otro trabajo
(1987) que cepas patogénicas procedentes de la cavidad oral, variaban su fenotipo
maés frecuentemente que cepas comensales de la misma procedencia.

La transiciébn mas estudiada ha sido la del sistema blance-oscuro hallado
primeramente en ia cepa OW-1 y posteriomente en otros 3 aislados. En esta
transicién, las células cambian, con una relativa frecuencia, de una unidad
formadora de colonia blanca a otra oscura, distinguibles por el tamafno, color y
altura de la capula de la colonia formada. Los rasgos fenotipicos afectados por esta
transicion son: morfologia de la colonia, contenido en esterol y lipidos, sensibilidad
a los agentes antifingicos, arquitectura de la pared y morfologfa celulares,
expresion génica, dindmica de la expansién de la pared celular, sensibilidad a los
PMN y oxidantes, adhesion al epitelio bucal y cohesion, antigenicidad, secrecién
de proteasa 4cida, patrones de asimilacién de azlcares, virulencia en modelos
animales e induccién ambiental de la transicién al fenotipo opuesto (Soll, 1991).

Todo esto nos indica el posible papel que juega la variacion fenotipica en el

comensalismo y patogénesis de Candida albicans.
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4. INTERACCIONES ENTRE QUIMIOTERAPICOS, MICROORGANISMOS Y
CELULAS FAGOCITICAS

La evolucién favorable de las enfermedades infecciosas depende
esencialmente de la eficacia de las células fagociticas para destruir
microorganismos y de una quimioterapia adecuada. Esto hace que sea necesario
conocer las interacciones que se establezcan entre microorganismos, células
fagociticas y quimioterapicos. La eleccién del tratamiento es especiaimente
importante en enfermos inmunodeprimidos o en el caso de que los mecanismos de
defensa no sean tan eficaces frente a estos microorganismos.

Los quimioterapicos pueden modificar la accién de las células fagociticas de
varias formas (fig.4}):

4.1. Induccién de neutropenia.

4.2, Penetracién de los quimioterdpicos al medio intraleucocitario y actividad
intracelular.

4.3. Interaccién de los quimioterapicos con la actividad funcional de la
células fagociticas.

4.4. Efecto de los quimioterapicos en las interacciones leucocito-microbio:
EFECTO POSTANTIBIOTICO, EFECTO POSTANTIFUNGICO Y EFECTO PALE.

Salvo la aparicibn de neutropenia, comprobada en relacién con la
administracion de determinados quimioterapicos, los otros efectos se han estudiado
en su mayotria "in vitro" y no se conocen totalmente su significado ni repercusion

clinicos, aunque estos hechos no pueden ser ignorados de ninguna manera.

4.1. Induccién de neutropenia.

La apariciébn de neutropenia en relacibn con la administracién de
determinados quimioterapicos es un hecho conocido hace tiempo y de gran interés
clinico. El mecanismo de produccién de neutropenia por quimioterapicos es
desconocido pero parece que en el caso de cloranfenicol y rifampicina se produce

una toxicidad directa sobre los precursores mieloides y en el caso de los
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betalactamicos el mecanismo parece ser inmunolégico, ya que en este caso el
quimioterapico se fija a la superficie de la célula y forma un complejo que actuia
como hapteno e induce la formacidn de anticuerpos contra el medicamento. Estos
anticuerpos se unen a los grupos haptenos y destruyen las células. Otro
mecanismo de accion consiste en la formacién de un complejo entre el farmaco y
las proteinas del plasma, que induce la formacién de anticuerpos actuando como
complejos inmunes. Otros quimioterapicos capaces de inducir neutropenia son

gentamicina, estreptomicina y sulfamidas.

HOSPEDADOR

FARMACOCINETIC INMUNIDAD
TOXICIDAD  INFECCION

SENSIBILIDAD

QUIMIOTERAPICO - ” PATOGENO

RESISTENCIA

FIGURA 4. TRIANGULO DE DAVIS
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4.2. Penetracion de los quimioterdpicos al medio intraleucocitario y actividad

intracelular.

Ciertos organismos son capaces de vivir en el interior de las células
fagociticas originando de este modo enfermedades infecciosas crénicas dificiles de
erradicar. En esta situacién, la capacidad de penetracién del quimioterapico en el
PMN vy su actividad en el medio intracelular son de gran importancia.

Estas dos caracteristicas varian grandemente segun el quimioterapico que
sea: la cilofungina, cefalosporinas y penicilinas presentan baja capacidad de
penetracion al interior del fagocito; los aminoglicésidos tienen diferentes grados de
penetracién; asi la gentamicina penetra poco aunque mas que la estreptomicina.
Entre los quimioterapicos que presentan buena penetracién estan las tetraciclinas,
el cloranfenicol, la anfotericina B, el ketoconazol, la polimixina B y la lincomicina.
Entre los que la tienen excelente estan la clindamicina y la eritromicina.

En cuanto a los mecanismos de actividad intracelular de los quimioterapicos
se sabe que algunos de ellos son bacteriostaticos a tiempos cortos {clindamicina
y eritromicina} y que estreptomicina, penicilina, cloranfenicol y gentamicina retienen
al menos algo de su actividad en el interior de los PMN. Con respecto a los
antifingicos, la anfotericina B y el ketoconazol inhiben completamente la formacion
del tubo de germinaciébn de Candida albicans tanto intracelular como
extracelularmente; el fluconazol y el itraconazol también son capaces de hacerlo,

aungue incompletamente (Van’'t wout, 1990).

4.3. Interaccién de los quimioterdpicos con la actividad funcional de las

células fagociticas.

Los quimioterapicos pueden actuar directamente sobre las células fagociticas
modificando su capacidad funcional. Este hecho reviste gran importancia en el
paciente inmunocomprometido ya que éste presenta alteraciones de las
inmunidades humoral y celular. Las funciones que pueden quedar alteradas son la

guimiotaxis, la fagocitosis y la capacidad microbicida {Cuadro 1}



29

CUADRO 1. EFECTO DIRECTO DE LOS QUIMIOTERAPICOS SOBRE LAS CELULAS

FAGOCITICAS
ACTIVACION INHIBICION SIN EFECTO
QUIMIOTAXIS Bacitracina Tetraciclinas Fluconazol
Clindamicina Cloranfenicol Ketoconazol
Ketoconazoi Eritromicina 5-FC
Anfotericina B Josamicina
Cefotaxima Quinolonas
Gentamicina Moxalactam
FAGOCITOSIS Pefloxacina Tetraciclinas Itraconazol
Polimixina B Anfotericina B Ketoconazol
Ketoconazol Cefotaxima Cilofungina
Anfotericina B Sulfonamidas Quinolonas
Bacitracina Aminoglicésidos
SCH-39304 Moxalactam
Clotrimazol Cefoxitina
Ampicilina
ACTIVIDAD Cefodizima Tetraciclinas Aminoglicésidos
MICROBICIDA Cilofungina Sulfonamidas Quinolonas
Anfotericina B Clotrimazol Itraconazol
Polimixina 8 5-FC Cilofungina
Cefotaxima Aminoglicésidos  Ketoconazol
Ketoconazol Anfotericina B Fluconazol
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4.3.1. Respuesta quimiotactica.

El comportamiento quimiotactico de los PMN puede estimularse por los
quimioterapicos aunque en la mayoria de los casos la inhibicién es mas frecuente.
Las tetraciclinas tienen un efecto depresor sobre la migracion; el cloranfenicol
afecta a la movilidad celular y la eritromicina también. En general, los
betalactamicos no poseen ningln efecto significativo sobre la quimiotaxis -a
excepcion de cefoxitina y cefotaxima- y los aminoglicésidos la inhiben en la
mayoria de los estudios.

De entre los antifiingicos, la anfotericina B produce una inhibicion reversible
de la guimiotaxis; el ketoconazol la aumenta y el fluconazol, 5-fluorocitosina y
cilofungina no poseen efecto alguno sobre ella.

4.3.2. Fagocitosis.

La mayoria de los estudios realizados, ademas de no contar con una
estandarizacién de las técnicas empieadas sobre la fagocitosis, nodiscriminan entre
las fases de opsonizacién, unién y englobe; por lo tanto las conclusiones acerca de
la naturaleza de los efectos de los quimioterédpicos sobre la capacidad fagocitica
deben ser tomadas con precaucion.

Los aminoglicésidos y tetraciclinas tienen un efecto depresivo sobre la
fagocitosis, especialmente en la ingestién de bacterias y hongos aunque sélo a
concentraciones muy elevadas. También se ha encontrado una disminucidén de la
misma por ampicilina y cefotaxima. La polimixina y bacitracina en grandes dosis
disminuyen la fagocitosis de S. aureus y de particulas de {atex.

La anfotericina B inhibe la fagocitosis a bajas concentraciones, el
ketoconazol la activa, y el fluconazol y 1a b-fluorocitosina la disminuyen, aunque
s0lo a concentraciones no terapéuticas (Roilides, 1990).

4.3.3. Actividad microbicida y metabolismo neutréfilo.

Los quimioterapicos pueden afectar ciertos sucesos postfagociticos como
son la actividad microbicida y el metabalismo neutréfilo. Este se puede evaluar por
diferentes métodos; uno de ellos es la medida de la quimioluminiscencia emitida,
que aumenta cuando existe fagocitosis, y que cuantifica la generacién de peréxido

de hidrégeno. Asi, la eritromicina y las cefalosporinas la mantienen neutral o la
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aumentan mientras que la rifampicina, anfotericina B, tetraciclinas y las propias
cefalosporinas a altas concentraciones lo deprimen.

La actividad microbicida de los PMN también se puede alterar segin el
quimioterapico utilizado. Las sulfonamidas interfieren con esta actividad, al igual
que la cefalotina; en las tetraciclinas este efecto es dosis dependiente y de entre
los aminoglicésidos, la gentamicina la disminuye. La anfotericina B disminuye la
capacidad microbicida de los PMN a altas concentraciones aunque la aumenta a
concentraciones terapéuticas, mientras que el ketoconazol, fluconazol, cilofungina

y 5-fluorocitosina no tienen efectos o la activan.

4.4, Efecto de los quimioterapicos en las interacciones leucocito-microbio:
EFECTOS PAE, PAFE Y PALE.

Los efectos de los quimioterdpicos sobre las células fagociticas descritos
anteriormente se pueden suplementar con los efectos independientes de los
quimioterapicos sobre los propios agentes patdgenos.

4.4.1. EFECTO POSTANTIBIOTICOQ. EFECTO POSTANTIFUNGICO.

El término efecto postantibiético (PAE) se refiere al fendmeno de supresidén
del crecimiento bacteriano que persiste tras una exposicién limitada a un
quimioterapico (Mc Donald, 1977). Esta supresién del crecimiento también se
puede producir en hongos; de ahi el término efecto postantifiingico (PAFE)
(Scalarone, 1992), (Minguez, 1993a).

El fenémeno PAE fue descubierto por Bigger en 1944 al observar un retraso
en el desarrollo de turbidez, después de afiadir penicilasa, en cultivos de
estafilococos y estreptococos previamente expuestos a penicilina G. Anos mas
tarde {1950), Eagle demostré la existencia de este efecto /in vivo.

La cuantificacién, tanto del PAE como del PAFE, se realiza mediante la
férmula (Mc Donald, 1977), (Bundtzen, 1981}):

PAEoPAFE =T -C
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donde 7T es el tiempo requerido para que el nimero de unidades formadoras de
colonias (UFC}) en cuitivos tratados aumente 1 log,, {10 veces} respecto a las UFC
contabilizadas inmediatamente después de la eliminacién de la droga, vy C es el
tiempo que se requiere para que el nimero de UFC en un control no tratado
aumente 1 log,, con respecto a las UFC observadas inmediatamente después de
realizar la misma operacién que con los tratados.

La duracidén de este efecto postantibidtico puede estar influido por diversos
factores {(Minguez, 1993b): tipo de organismo y quimioterapico, concentracién de
la droga, duracién de la exposicién, tamafio del indculo, fase de! crecimiento del
organismo, tipo de medio, pH, combinacién de quimioterapicos, presencia del suero
en el medio, presencia de iones Ca?* y Mg?* y presencia de agitacién mecénica.

Por otra parte, la determinacién del PAE in vivo se ha basado en 5 modelos
experimentales:

1) Infeccién en muslo de ratén {Craig, 1988), (Vogeliman, 1388).

2} Tiras subcuténeas infectadas en ratones (Rennenberg, 1988).

3) Meningitis en conejos (Tauber, 1984).

4} "Jaulas de tejido” infectadas {Odenholt, 1988).

5) Endocarditis en ratas (Hensen, 1989).

De estos b modelos, el de ia infeccién en muslo de ratén fue el primero que
se utilizé y en la actualidad es el mas empleado, aunque se ensaya con ratones
neutropénicos en lugar de ratones normales (Vogelman, 1988}).

El mecanismo de accién, tanto del PAE como del PAFE, no es conocido pero
es obvio gue estos efectos se deben a dafos subletales y a la persistencia del
farmaco en el lugar de actuacion; la duracién de tales efectos podria relacionarse
con el grado de reversibilidad del dafio causado.

La utilidad clinica del PAE y del PAFE reside en los regimenes de dosificacién
de quimioterapicos: la administracién del quimioterdpico en aquellos sistemas
farmaco-microorganismo que presenten PAE o PAFE, podria ser méas espaciada que
en aquellos que no los presenten; en otras palabras, el éxito de la terapia

intermitente se puede deber, en parte, a dichos efectos.
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4.4.2. Actividades antifingica y antibacteriana de quimioterapicos durante
las fases PAFE y PAE.

Aunque los datos sobre este apartado son limitados, parece ser que los
arganismos que se encuentren en fase PAE o PAFE demuestran una susceptibilidad
alterada a las actividades antibacteriana y antiflingica de ciertos quimioterapicos
(Gerber, 1981}, (Totsuka, 1988}. Asi, parece que existe una disminucién de la
actividad bactericida con B-lactamicos durante la fase PAE (Gerber, 1982}, aunque
la controversia continda ya que Odenholt (1989, 1990) sugiere en unos estudios
realizados /in vivo e in vitro que los microorganismos en fase PAE son mas sensibles
a los efectos inhibitorios de concentraciones sub-CMI de penicilina.

4.4.3. Sensibilidades bacteriana y fingica a los mecanismos microbicidas del
suero. Interacciones quimioterapico-suero-microorganismo.

La alteracién de la superficie bacteriana debida al quimioterapico puede
maodificar la susceptibilidad de la bacteria al complemento, afectando este hecho
a su posterior encuentro con las células fagociticas. Por ejemplo, la colistina y la
polimixina B actdan sinérgicamente con el suero en la actividad microbicida de
Escherichia coli, tanto suero sensible como suero resistente, y hace a otros
patégenos maés sensibles a la lisozima sérica. Del mismo modo, cocos gram
positivos como los estreptococos son mas sensibles a la muerte por suero si han
sido tratados previamente con concentraciones menores que la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de penicilina, incluso cuando el complemento ha sido
inactivado por calor. Sin embargo, a concentraciones no bactericidas de
cloranfenicol E. coliy S. dysenteryae son més resistentes a los efectos bactericidas
del suero. Respecto a los hongos, la incubacidn de Candida albicans (previamente
tratada con fluconazol} con 10% de suero humano, demostré que éste no poseia
efectos fungicidas apreciables {Chiu, 1993}.

Ademas de los efectos de los quimioterapicos sobre los mecanismos de
accion del suero, existen efectos del propio suero sobre los quimioterapicos que
pueden alterar su eficacia. De hecho, se sabe que la unién del quimioterépico a
proteinas séricas disminuye la cantidad de antibi6tico libre capaz de difundir a otros

lugares. Sin embargo, Meunier {(1990) ha demostrado que el suero incrementa la
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actividad inhibitoria de! SCH 39304 y del fluconazol frente a C. albicans. Este
efecto también se ha encontrado en bacterias ya que el suero normal potencia ios
efectos de colistina y polimixina sobre E. cofi suero resistente.

4.4.4. EFECTO PALE

Los agentes quimioterdpicos pueden aumentar la sensibilidad de las bacterias

y levaduras a la fagocitosis y muerte intracelular. Este fenémeno es conocido como
PALE (PostAntibiotic Leukocyte Enhancement) y fue observado por primera vez por
Pruul (1979) y Mc Donald {1981). Como su nombre indica, este efecto tiene lugar
sobre los organismos que se hallan en fase PAE o PAFE y en él podemos diferenciar
las etapas de fagocitosis y muerte intracelular.

4.4.4.1 Variacion de la sensibilidad a la fagocitosis.

El cambio puede ser a) por modificacién de la opsonizacién, o b) por
alteracién de la interaccién fagocito-microbio.

a) Modificacion de la opsonizacién.

Los quimioterdpicos, segun su naturaleza, pueden alterar la opsonizacién de
varias formas: a) interaccionando directamente con las opsoninas; b} uniéndose a
factores esenciales como los cationes divalentes; c¢) ocultando las moléculas
receptoras de las opsoninas de la superficies bacteriana o fingica; d) alterando los
receptores de superficie para la fagocitosis de los PMN, como el C;b y el receptor
para la porcién Fc de la 1gG y e} reduciendo la concentracién de factores
antifagociticos de la superficie de ciertos microorganismos.

Por ejemplo, la exposicién de estreptococos del grupo A a concentraciones
inferiores a la CMI de clindamicina induce la pérdida de varios antigenos de
superficie, incluida la proteina antifagocitica M, siendo la bacteria mas susceptible
a la fagocitosis, activando el complemento méas eficazmente y permitiendo un
aumento de la deposicién de C,b sobre su superficie. Asimismo, la anfotericina B
se une a membranas celulares flingicas e induce alteraciones estructurales, entre
las que destacan crateres y protusiones, aumentando este hecho también la

deposicion de C,b sobre la superficie del hongo.
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b) Modificacién de la adsorcién e ingestion.

Existen muchos estudios acerca de la modulacién de la fagocitosis que
demuestran que las bacterias y levaduras expuestas a los quimioterapicos, tanto
antes como durante el ataque de los neutréfilos, muestran una susceptibilidad
alterada frente a la ingestion por PMN (De Brabender, 1980}, (McDonald, 1981).

Asi, E. coli tratada previamente con concentraciones inferiores a la CMI de
polimixina, gentamicina, estreptomicina o ampicilina es fagocitada con mas rapidez
por macréfagos peritoneales de ratén que fas bacterias sin tratar. También con
antifingicos se ha recogido este efecto; la incubacién de Candida glabrata con
bajas concentraciones de itraconazol aumenté tanto la fagocitosis como la muerte
intracelular {(Xhonneux, 1992} y el ketoconazol aumento la fagocitosis de Candida
albicans por PMN en cultivos mixtos (De Brabender, 1980).

4.4.4.2. Variacion de la sensibilidad a la muerte intracelular.

Los quimioterapicos pueden aumentar las susceptibilidades bacteriana y
fungica frente a la muerte intracelular, ya sea por penetracién al interior del
fagocito y actuacion directa sobre el microorganismo ingerido (efecto descrito
anteriormente} o mediante la alteracién del microorganismo previamente a su
ingestién, debiendo estar el mismo en fase postantibiética o postantifungica ya que
en este estado es mas susceptible a la actividad microbicida de los PMN.

Estas fases postantibidtica y postantifingica pueden lograrse a
concentraciones superiores o inferiores a la CMI y se caracteriza por una
disminucién del metabolismo y crecimiento bacterianos o fungicos, segun el caso,
durante un periodo que se sitGa mas alld del tiempo de exposicién (Minguez,
1993a), (Minguez, 1993c}. A estos cambios que ocurren en la fase postantibi6tica
se le han de anadir otros efectos debidos también a los quimioterapicos y que seran
determinantes para el PALE; entre ellos se cuentan la alteracion de la morfologia
y la modificacion de la adherencia, pero siempre manteniéndose la viabilidad.

Estos cambios en las superficies bacteriana o flngica atenuan la
patogenicidad al disminuir los factores de virulencia y paralelamente favorecen el
reconocimiento e ingestién de los microorganismos por las células fagociticas (Mc

Donald, 1981). De hecho S. aureus y S. pyogenes en fase postantibiftica {fase
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PAE) son fagocitadas y muertas por PMN a una tasa mayor que los organismos
control.

A) Exposicién a niveles mayores que la CMI.

Pruul en el afio 1981 demostré que leucocitos humanos fagocitaban y
destrufan E. coli tratada con cloranfenicol con méas eficacia que aquellas de las
pruebas control, asociando la disminucién de viabilidad bacteriana con el aumento
de la muerte intracelular de bacterias fagocitadas que se hallaban dafiadas por la
accién del quimioterapico. Otras pruebas, realizadas con grampositivos, incluyeron
a S. aureus expuesto durante 10 minutos con concentraciones 10 veces superiores
a la CMI de penicilina G, eritromicina, amoxicilina o rifampicina; en estos estudios,
Mc Donald demostré que bacterias tratadas previamente con los quimioterapicos
mencionados eran mas susceptibles a la fagocitosis por PMN que los organismos
control no tratados, no existiendo una disminucién importante del crecimiento
estafilocécico con ninguno de los quimioterapicos en ausencia de leucocitos {Mc
Donald, 1981).

También Pruul demostré con sus trabajos sobre Bacteroides fragilis, un
anaerobio, que éste podia ser modificado tras su exposicién a cloranfenicol y
clindamicina, haciéndole mas susceptible a la muerte intrafagocitica.

B} Exposicién a niveles menores que la CMI.

También se ha estudiado la misma interaccién a niveles bajos de quimioterapicos;
asi tenemos que el tratamiento previo de £. co/i con concentraciones menores de
la CMI de cloranfenicol, provocan una muerte mayor de E. coli fagocitadas; de la
misma forma, tanto concentraciones subCMI durante largo tiempo como altas
concentraciones en un corto espacio de tiempo, producen un aumento de la muerte
de Haemophilus influenzae tipo b por los PMN.

También se ha encontrado que la preincubacién de E. coli, Pseudomonas
aeuruginosay otras bacterias con subCMI de cefotaxima promueve la quimiotaxis
(Bassaris, 1984).

Las causas de estos hechos no se conocen totalmente pero se sabe que ia
preincubacién de Streptococcus con concentraciones subinhibitorias de

clindamicina modifica su superficie con pérdida de la proteina M, produciendo un
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aumento de la fagocitosis y digestién del microorganismo por las células
fagociticas. De la misma forma, el tratamiento de Streptococcus de tipo b con
penicilina induce la liberacion de componentes de su superficie, facilitando su
digestion {Horne, 1981).

En la mayoria de los casos no se conocen los mecanismos moleculares
implicados en estas observaciones, aunque se supone que los cambios
morfolégicos inducidos por quimioterapicos se corresponden con cambios
topogréficos o quimicos de la superficie bacteriana que darian lugar a un aumento
en la unién de componentes activados del complemento.

Respecto a los hongos, la falta de estandarizacién de las pruebas de
susceptibilidad, entre otras causas {Galgiani, 1987), ha limitado grandemente los
avances en el estudio sobre estos organismos. Sin embargo, algunos autores han
registrado la existencia del efecto PALE con ketoconazol (Farkas, 1983),
anfotericina B {(Johnson, 1986) e itraconazol {Xhonneux, 1992), entre otros
guimioterépicos.

Finalmente, se ha confirmado la importanciaclinica del PALE, demostrandose
que PAE/PAFE vy PALE ocurren en la realidad simultdneamente. En unos estudios
con animales, Vogelman (1988} y Craig (1990} demostraron que la duracién del
PAE in vivo era menor en ratones neutropénicos que en ratones normales,
sugiriendo que los leuocitos polimorfonucleares neutréfilos jugaban un papel

fundamental.
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FIGURA 5. INTERACCIONES PMN-QUIMIOTERAPICO
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5. ESTRUCTURA Y FUNCION DE LOS QUIMIOTERAPICOS

5.1. ANFOTERICINA B

La anfotericina B es un producto natural de la fermentacién de un
actinomycete -Streptomyces nodosus- extraido de suelo recogido en Venezuela en
1953. Ei compuesto tiene un amplio espectro de accion antifingica y pertenece al
grupo de {os antibiéticos polienos cuya caracteristica comun es el componente
macrélido con una porcion B-hidroxilada y un sistema de dobles enlaces conjugados

en el anillo lactona.

5.1.1. Estructura quimica.

La estructura quimica de la anfotericina B fue dilucidada en 1970
{Mechlinski, 1970). La molécula consiste en un gran anillo macrélido de lactona de
37 4tomos de carbono. Un lateral del anilio macrélido se compone de una cadena
lipofilica rigida de 7 dobles enlaces conjugados mientras que en el opuesto existe
igual nimero de grupos hidroxilo. De este modo, la molécula es anfipatica y se cree
que esta caracteristica estructural es importante en su mecanismo de accién
biolégica, aunque existe una correlacién clara entre el tipo de accién biolégica y el

tamano del anillo macrélido poliénico. El peso molecular es 924,1.

5.1.2. Mecanismo de accién.

La accion antifingica de la anfotericina B reside en el dafio a la membrana
celular fingica por medio de su unidén irreversible al ergosterol, el principal esterol
de la membrana, lo que provoca una disfuncién en los mecanismos de captacién,
induce pérdida de potasio, azlcares, amoniaco, fosfato, &cidos carboxilicos,
ésteres fosféricos, nucledtidos y proteinas y favorece la acidificacién celular.
Ademés de sus efectos antifingicos, la anfotericina B posee potentes efectos

inmunomoduladores en el hospedador.
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5.1.3. Espectro de actividad.

La anfotericina B es el antifingico de méas amplio espectro conocido.

Son sensibles Candida albicans y otras Candida spp excepto C. lusitaniae,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus spp, Histoplasma capsulatum, Blastomyces
dermatitidis, Zygomicetes, Coccidioides immitis y Paracoccidioides brasiliensis,
entre otros. Otros microorganismos sensibles son Leishmania spp, Plasmodium
falciparium y Naegleria fowleri.

Son resistentes los agentes del micetoma, hialoficomicosis vy
cromoblastomicosis. También hay algunos dermatofitos resistentes como son

Tricophyton, Microsporum, y Epidermophyton spp.
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5.1.4. Mecanismos de resistencia.

La resistencia de C. albicans y C. neoformans a la anfatericina B esta
asociada frecuentemente con alteraciones en la naturaleza de los esteroles de
membrana o en la cantidad de esteroles presentes, aunque se han registrado casos
de resistencia de cepas con niveles normales e incluso elevados de ergosterol. En
estos casos debe existir otro mecanismo de resistencia gue puede estar relacionado
con los altos niveles de catalasa encontrados en estas cepas, ya que dichos niveles
les protegen de posibles daihos por oxidacion.

Para acceder a la membrana fungica, la anfotericina B ha de ser primero
transportada a través de la rigida pared celular. En C. albicans las alteraciones en
el contenido de B-1,3-glucano de !a pared celular tras la supresién del crecimiento,
evitan que la droga alcance la membrana provocando que las células sean mas
resistentes a la anfotericina B (Gale, 1986). Sin embargo, esta resistencia
"fenotipica” se pierde tan pronto se reanuda el crecimento, desconociéndose su

significado clinico.

5.1.5. Farmacocinética.

La anfotericina B no se absorbe en el tubo gastrointestinal tras la
administracion oral. Por ello 1a via de administracién idénea es la intravenosa por
perfusion mantenida durante 6-8 horas. La penetracion en el LCR es pobre, tanto
si las meninges estan inflamadas como si no lo estan. La mayor parte del fa&rmaco
es degradada in situ y s6lo un pequefio porcentaje se elimina por la orina. La via de
eliminacién del farmaco es la biliar. La unién a las proteinas séricas es superior al
90%.
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5.2. KETOCONAZOL

El ketoconazol es un compuesto imidazdlico sintético, derivado dioxolénico
y relacionado con el miconazol, el clotrimazol y el econazol. El mecanismo de
accién es muy similar al del miconazol, aunque se diferencia de él por ser soluble
a pH 3. La solubilidad en solucién acucsa acida se debe en gran parte a su anillo
de piperazina basica, siendo la molécula altamente lipofilica. El ketoconazol requiere
para su absorcion la presencia de acidez géstrica, por lo que los antidcidos
interfieren con aquélla {Bodey, 1988).

5.2.1. Estructura quimica.
El ketoconazol es un compuesto imidazdélico sintético. En concreto, es el

derivado 1,3-dioxolanilmetilimidazol, similar al miconazol en su espectro de

actividad, aunque mas activo /n vitro. Su peso molecular es 531,43.

9/ N\
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Cl Cl

FIGURA 7.
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5.2.2. Mecanismo de accidn.

El mecanismo de accién de los azoles (ya sean imidazoles o triazoles) es el
mismo y consiste en la inhibicién especifica de la desmetilacién del C-14 del
lanosterol, el cual es necesario para la sintesis de ergosterol. La desmetilacién es
dependiente del sistema enzimético P,5, , sistema que es inhibido especificamente
por el ketoconazol. La diferencia de accién entre los imidazoles y los triazoles
consiste en que aquellos son menos selectivos que los triazoles.

Otro mecanismo de accién que poseen los azoles es el de la inhibicién de las
enzimas oxidativas y peroxidativas del citocromo ¢, lo cual lleva a una produccién
aumentada de peroxidasa intracelular; y el ketoconazol, en concreto, bloquea el
transporte electrénico de la cadena respiratoria de C. a/bicans (Shigematsu, 1982},
(Uno, 1982).

5.2.3. Espectro de actividad.

Los resultados sobre la actividad de los azoles in vitro depende de muchos
factores: tamano de in6culo, medio de cultivo, duracién y temperatura de
incubacién y fase proliferativa del hongo, entre otros. A pesar de todo, las pruebas
in vitro proporcionan informacién bésica sobre el espectro general de actividad util
que seria de esperar para un farmaco antimicético.

El ketoconazol es activo frente a la mayorfa de los hongos patégenos. Entre
ellos se encuentran: Candida albicans, Coccioidesimmitis, Blastomyces dermatitidis
e Histoplasma capsulatum. También es activo contra dermatofitos -Tricophyton
mentagrophytes y Microsporum canis- y, como otros imidazoles antimicdticos, es
activo /n vitro contra determinadas bacterias grampositivas -S. aureus, S.
epidermidis-. Respecto a protozoos ketoconazol, in vivo, tiene actividad contra
Plasmodium falciparium, tanto sensible como resistente a la cloroquina y contra

Leishmania.
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5.2.4. Mecanismos de resistencia.

La resistencia a los azoles antifingicos es rara en aguellos pacientes que
reciben terapia prolongada con ketoconazol, aunque se han descrito casos en
enfermos con candidiasis mucocutanea crénica y en pacientes de SIDA. También
hay algunos casaos de cepas de C. albicans resistentes al ketoconazol y que
mostraban resistencia cruzada con otros azoles (Ryley, 1984).

Se cree que la resistencia puede tener dos causas; una implica el blogueo de
la ingestién de la droga azdlica al interior del hongo y la otra sugiere que algunos
organismos son capaces de sintetizar ergosterol en una ruta que evita el paso de

la desmetilacién del C-14 bloqueado por los azoles (Ryley, 1984).

5.2.5. Farmacocinética.

El ketoconazol presenta buena absorcién tras la administracién oral, siendo
mucho mejor en presencia de alimentos que en ayunas. Puesto que se trata de una
sustancia dibésica, la acidez del estdmago tiene un papel importante, requiriendo
secrecion gastrica suficiente para su disolucién y posterior absorciéon. Se metaboliza
en el higado y se excreta por la bilis y por la orina, en forma inactiva,

principalmente. La unién a las proteinas séricas es superior al 90%.
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5.3. FLUCONAZOL

El fluconazol, un derivadoc de los agentes antimicéticos triazélicos, es un
inhibidor potente y especifico de la sintesis flingica de esteroles. En concreto es un
bistriazol propanélico con amplio espectro de actividad, una larga vida media en
suero que permite una Unica dosis diaria, y la suficiente solubilidad acuosa que
facilita su administracién intravenosa. Todas estas caracteristicas le permiten ser

una droga de especial relevancia en el tratamiento de las infecciones flngicas.
5.3.1. Estructura quimica.

El desarrollo de varios derivados triazélicos, incluido el flucanazol, ha sido
posible mediante la realizacion de modificaciones estructurales sobre imidazoles
previamente disponiblies. La sustitucion del anillo imidazdlico por uno triazélico, la
adicion de un segundo anillo triazélico y la sustitucidn de un grupo difluorofenil por
otro diclorofenil, han dotado al fluconazol de una mayor selectividad en la inhibicién
de sistemas enzimaticos fungicos, una mayor estabilidad metabdlica y una mayor
solubilidad (Richardson, 1988). La férmula molecular es C,, H,, F, N; O y su peso

molecular 306,3.

OH
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FIGURA 8.
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5.3.2. Mecanismo de accion,

E! N-4 del anillo triazélico se une al 6° grupo hemo axial de la enzima
lanosterol 14o:desmetilasa del citocromo P,g, flingico, parando de este modo la
conversién del lanosterol al ergosterol. Ya que el ergosterol es una molécula
integral de la membrana flngica, se producen malfunciones en la actividad de
enzimas ligadas a membrana, en la propia permeabilidad de la membrana y en la
coordinacién de la sintesis de quitina. Morfol6gicamente, las células expuestas al
fluconazol in vivo e in vitro presentan un engrosamiento irregular de la pared celular

y un gran acimulo de lipidos intracelulares y vesiculas membranosas.
5.3.3. Espectro de actividad.

Debido a que la actividad de los azoles puede quedar modificada segtin el
medio de cultivo, pH, tamaiio de in6culo, temperatura de incubacién y duraciéh
empleados (Galgiani, 1987), no existe una correlacién clara entre los resultados
obtenidos in vitro y la respuesta clinica in vivo. Los estudios in vitro demuestran
que el fluconazol es sensiblemente menos activo que la anfotericina B y el
ketoconazol contra hongos filamentosos y levaduras en medio de cultivo de tejidos
(TC) y més activo contra levaduras, incluyendo especies de Candida y a
Cryptococcus neoformans.

Los estudios con animales de experimentacién han demostrado la alta
eficacia que tiene el fluconazol /in vivo, de este modo mejora la supervivencia de
animales a los que se les ha inoculado una dosis letal de Candida, Cryptococcus,
Aspergillus, Blastomyces, Coccidioides o Histoplama. Ademas, el fluconazol parece
ser mas potente que el ketoconazol en animales infectados con inéculo intravenoso

de A. flavus, C. neoformans o C. albicans.
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5.3.4. Mecanismos de resistencia.

El desarrollo de resistencia al fluconazo! es muy raro, aungque hay algunos
casos registrados (C. albicans, C. glabrata) resultantes de la terapia prolongada con
dicho agente. Se cree que tal resistencia se debe a la disminucién de la
permeabilidad de la membrana a los azoles. Por otra parte, hay que tener en cuenta
que tras el tratamiento con fluconazo! (u otros agentes azélicos) el metabolismo
fungico de esteroles queda alterado, produciéndose una reduccion en la cantidad
de esteroles saponificables y consiguientes cambios en la susceptibilidad a otros

agentes antifiingicos, como por ejemplo a anfotericina B.

5.3.5. Farmacocinética.

A causa de su solubilidad en el agua, el fluconazol no se ve afectado por el
pH géastrico y se absorbe muy bien oralmente. La administracion por via intravenosa
se debe realizar en un perfodo de 30 minutos aproximadamente. El fluconazol,
debido a su gran solubilidad, su pequefio tamafio y su baja unién a proteinas

(12%), penetra muy bien en la mayoria de los tejidos, incuido el SNC.
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5.4. FLUCITOSINA (5-FLUOROCITOSINA)

La 5-fluorocitosina es una pirimidina sintética fluorada, relacionada con el 5-
fluoroacilo y con la floxuridina, que actida como antimetabolito de la citosina. Se
sintetiz6 por primera vez en 1957 como un potencial agente antitumoral y en 1964
se descubrieron sus propiedades antifungicas al ser efectivo en el tratamiento de
candidemia murina. El primer caso de eficacia en humanos como agente antifingico

data de 1967, siendo comercializado en los Estados Unidos en 1972.

5.4.1. Estructura Quimica.

La f6rmula de la flucitosina es 4-amino-b-fluoro-2(1H)-pirimidona y se trata
de un polvo blanco, inodoro, cristalino, moderadamente soluble en agua a 25°C y

totalmente en agua y alcohol a 60°C. El peso y la férmula moleculares son 129,1

y C, H, FN; O, respectivamente.

NH,

= ~F

N

A\

FIGURA 9.
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5.4.2. Mecanismo de accioén.

La flucitosina es un antimetabolito de la citosina. La 5-fluorocitosina para
poder actuar ha de atravesar la membrana celular de los hongos y por este motivo
necesita que éstos posean la enzima citosin-permeasa. Una vez que ha penetrado,
se produce una desaminacién por la intervencién de una citosin-desaminasa,
transformandose en 5-fluorouracilo, que a su vez se metaboliza a 5-fluorouridina
y tras fosforilacion se transforma en 5-fluorouridin-trifosfato que se incorpora al
RBRNA, bloqueando la sintesis de las proteinas indispensables para la vida de la célula
fingica. Las células humanas carecen de esta desaminasa, por lo cual la
metabolizaciéon de la 5-fluorocitosina no se produce en el hombre. También se
sugiere que la posterior conversion a monofosfato de fluorodesoxiuridina produce
una inhibicién de la actividad de la timidilato sintetasa y posteriomente de la
sintesis de DNA (Bennett, 1977}, (Diaso, 1978}, (Koldin, 1983).

5.4.3. Espectro de actividad.

Tiene muy buena actividad sobre C. albicans y la mayoria de las otras
especies de Candida, Cryptococcus neoformans, Geotrichum candidum, algunos
Aspergillus (especialmente A. fumigatus} y los patégenos de la cromoblastomicosis
(Phialophora y Cladosporium). '

Tiene accién sinérgica con la anfotericina B sobre Candida, C. neoformans
vy Aspergillus y carece de actividad sobre H. capsulatum, C. immitis, B.

dermatitidis, Epidermophyton, Mucor y otros hongos filamentosos y las bacterias.
5.4.4. Mecanismos de resistencia.

Se ha encontrado resistencia primaria en cepas de Candida, Cryptococcus
y Aspergillus. Durante el curso de tratamientos prolongados con 5-FC a dosis
insuficientes, se ha encontrado resistencia secundaria en Candida spp %

Cryptococcus neoformans. La resistencia que aparece durante siembras seriadas
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o largos tratamientos con 5-FC se produce frecuentemente por mutacién, que da
como resultado la pérdida de la actividad citosin-permeasa (Hoeprich, 1974). Otros
mecanismos de resistencia implican la pérdida de la permeasa (Jund, 1970), o Ia
de la actividad uridina monofosfato pirofosforilasa (Normak, 1972). No hay

resistencia cruzada con otros antifangicos.

5.4.5. Farmacocinética.

Se absorbe por via oral rédpida y completamente (90% de la dosis),
pudiéndose administrar también de forma intravenosa. Se distribuye muy bien por
todo el organismo, incluido el LCR. La unién proteica es minima (2,9-4%) y no
influye la concentracién de la droga (Block, 1974). Se elimina por via urinaria en

forma activa sin metabolizar.
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PROPOSITO DEL TRABAJO
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PROPOSITO DEL TRABAJO

La evolucion de las enfermedades infecciosas depende esenciaimente de los
mecanismos de defensa del hospedador y de la aplicacién de una quimioterapia
adecuada. Esto hace que sea necesario conocer las interacciones que se establecen
entre microorganismos, células fagociticas y quimioterdpicos, y sus implicaciones
clinicas.

Ciertos microorganismos como Staphylococcus aureus, Brucella spp,
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, etc, poseen la capacidad de sobrevivir
en el interior de las células fagociticas, siendo este hecho fundamental en la
patogénesis de ciertas enfermedades infecciosas. Ademas, en los Gltimos afios ha
aumentado considerablemente el nimero de hospedadoresinmunodeprimidos, cuya
evolucién favorable reside totalmente en la administracién de un tratamiento
adecuado.

De este modo, es esencial el uso de quimioterdpicos que unan a su efecto
antimicrobiano la capacidad de actuacion intracelular y la posibilidad de modificar
la susceptibilidad de los microorganismos remanentes al ataque de las células del
sistema inmune.

Dado que Candida albicans es capaz de sobrevivir en el interior de los PMN
y que tanto la anfotericina B, como el ketoconazol, el fluconazol y la b5-
fluorocitosina constituyen una terapia actual para el tratamiento de infecciones por
esta levadura, nos proponemos estudiar:

- la existencia de efecto postantifingico (PAFE) sobre Candida albicans
ATCC 10231 inducido mediante el tratamiento de dicha levadura con concentracio-
nes alcanzables en suero de anfotericina B, ketoconazol, fluconazol y b-
fluorocitosina, tanto en presencia como en ausencia de suero.

- el efecto de bajas concentraciones de estos quimioterapicos sobre el
crecimiento Candida albicans ATCC 10231 en fase postantifiungica, tanto en

presencia como en ausencia de suero.



53

- el efecto que tiene la exposicién previa de Candida albicans ATCC 10231
a determinadas concentraciones de los antifingicos anteriormente nombrados
sobre su susceptibilidad frente a los mecanismos microbicidas de los leucocitos

polimorfonucleares neutrdfilos.
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MATERIALES
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APARATOS

- Espectrofotémetro Hitachi U-1100.

- Medidor de pH eléctrico, Giralt.

- Balanza de precision, Precisa 80-200 M.

- Nevera Zanussi.

- Autoclave, Selecta Autester.

- Estufa, Selecta.

- Microscopio 6ptico Nikon SE.

- Agitador de tubos Heidolph Reax 200.

- Centrifuga de precision, Selecta Meditronic.

- Bafio de agitacion, Selecta Unitronic 3200 R.

MATERIAL

- Micropipetas fijas y regulables, Gilson.

- Puntas de micropipeta de 1000 y 100 ul, Soria Greiner S.A.
- Pipetas Pasteur.

- Placas Petri 100x15 mm, Soria Greiner S.A.

- Asas de siembra.

- Matraces, pipetas y probetas Simax y Schott Mainz.
- Jeringas estériles de un sélo uso, Soria Greiner S.A.
- Hemocitémetro de Neubauer.

- Tubos de plastico y vidrio, Soria Greiner S.A.

- Tubos cénicos de 1,5 ml en polipropileno, Labclinics.
- Tubos con fondo cénico de 20 ml, Labclinics.

- Tubos de B mi con EDTA desechables, Labclinics.
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REACTIVOS Y PRODUCTOS

- Alcohol metilico, Merk.

- Glucosa, Kodak.

- Cloruro aménico, Sigma.

- Cloruro sédico, Panreac.

- Cloruro potasico, Panreac.

- Cloruro magnésico, Panreac.

- Cloruro célcico, Panreac.

- Sulfato magnésico, Panreac.

- Fosfato disédico, Sigma.

- Fosfato monopotasico, Panreac.
- Bicarbonato sdadico, Panreac.

- Azul de tripano, Panreac.

- Azul de metileno, Panreac.

- Gelatina, Sigma.

- Caldo Base de Nitr6geno para Levaduras (YNB), Oxoid.
- Agar de Sabouraud, Oxoid.

- Desoxicolato sddico, Merck.

- Dimetil sulféxido, Panreac.
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METODOS
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METODOS |

lucién salina tampon on fosfato
L.a solucién fisiolégica utilizada tiene la siguiente composicion por litro:
- CINa.......... 9,00 gr.
- KH,PQ,....0,144 gr.
- Na,HPQ,....0,795 gr.
Tampoén fosfatp 0.01 M
Las siguientes cantidades se disuelven en 1 litro de agua destilada y se
esteriliza.
- Na,HPO,...... 0,33 gr.
- KH,PO,........ 0,92 gr.
Solucién salina
Se preparé disolviendo 9 gramos de CINa en 1 litro de agua destilada,
esterilizando posteriormente la disolucidn en autoclave y conservandola en nevera
a 4°C.
Medio de cultivo para células HBSS (Hank'’s Balanced Salt Solution
Se ha utilizado como medio de cultivo para PMN solucién fisiol6gica de Hank
(HBSS) a pH 7,0, preparada con la siguiente composicién por litro:
- HBSS sin Ca**, Mg* ™ ni NaHCO,.

- CINa........... 8.0 gr

- KClov.eiitns 0,4 qgr

- Na,HPQ,.....0,048 gr.
- KH,PQ,......... 0,06 gr.
- Glucosa........ 1,0 gr.

- CaCl,......... 0,14 gr.

- NaHCO,,........ 0,35 gr.

- MgSQ0, 2H,0....0,16 gr.
- MgCl, 6H,0....0,10 gr.
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Preparacion de HBSS al 0,1 % de gelatina

Se disuelve 1 gramo de gelatina purificada {Sigma) en 100 m! de agua desti-
lada estéril y se calienta al baiio maria para licuaria, guardandose posteriormente
en nevera. A 90 ml de HBSS se le afiaden 10 m! de gelatina al 1 %, obteniéndose
HBSS con un 0,1 % de gelatina.

Solucién isoténica de clorurg amoénico

Se pesan:

y se disuelven en 500 ml de agua destilada estéril.
Azul de Tripano al 4%
Se pesan 4 gr. de colorante en polvo azul de tripano y se disuelven en 100
ml de agua destilada estéril.
Agar abouraud
Se suspenden 65 gr del preparado comercial en 1 litro de agua destilada y
se lleva a ebullicién para su disolucién. Se esteriliza en autociave a 121°C durante
20 minutos.
Caldo Yeast Nitrogen Base tamponado al 1% lucosa {bYNB-gl
Se prepara 1 litro de tampdn fosfato, se ajusta el pH a 7,0 y se le afade:
- Medio YNB........ 3,35 gr.
- Glucosa............. 5,00 gr.
- Cloranfenicol...... 0,20 gr.
- Gentamicina........ 0.02 gr.
Una vez bien disuelto se vuelve a ajustar el pH y queda listo para su uso.
Preparacién de los quimioterdpicos.
Anfotericina B
Fue proporcionada en forma de polvo valorado por Bristol-Myers Squibb y
se prepar6 pesando 50 mg de anfotericina B, 41 mg de desoxicolato sédico y 25,2
mg de Na,HPO,, disolviendo el total de la pesada en 10 ml de agua destilada estéril
y dejandose reposar durante 30 minutos para su autoesterilizacién. Posteriormente

se tomaron alicuotas y se congelaron a -70°C hasta el momento de su utilizacién.
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Ketoconazol
Fue suministrado por Janssen Farmacéutica en forma de polvo valorado con

una potencia de 998 mg/gr. Se tomaron 50 mg del polvo valorado y se disolvieron
en 5 mi de dimetil sulféxido (DMSQ), esterilizandose posteriormente dicha solucion.

La distribucién de la droga en viales y su almacenamiento se realizaron de
la misma manera que con la anfotericina B.

Fluconazol

Fue proporcionado en forma de polvo valorado por Pfizer con una potencia
de 996 mg/gr y se preparé muy concentrado disolviéndolo en agua destilada estéril
y guardandose en alicuotas a -70°C hasta el momento de su utilizacion.

5-Fluorocitosina

Fue suministrada en forma de polvo valorado por Roche con una potencia de
999 mg/gr. Se preparé disolviendo 50 mg de la droga en un matraz con 5 ml de
agua destilada estérit y se situé en bafio de agua caliente a una temperatura de
52°C hasta la completa disolucién de Ja droga. Posteriormente se esteriliz6
mediante filtracién y se distribuyé en viales, congeldndose a -70°C hasta el

momento de su utilizacién.
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METODOS il

Obtencién de leucocitos polimorfonucleares neutréfilog
Preparacién de PMN y suero (fig. 10}.

Los PMN fueron extraidos de sangre humana tratada con EDTA (Ethylene
Diamine Tetracetic Acid) para evitar su coagulacién. A 4 ml de esta sangre se le
afiadieron 16 ml de una mezcla de cloruro amonico y bicarbonato sédico (Eggleton,
1989}, agitdndose todo durante 15 minutos en bano de agua fria a 4°C para lisar
los eritrocitos. Tras este tiempo, la mezcla se someti6 a centrifugacién durante 10
minutos a b5 g y se resuspendié en 10 ml de dicha disolucién de cloruro aménico,
repitiéndose el proceso una segunda vez. El sedimento asf obtenido se resuspendié
en 5 ml de HBSS sin calcio ni magnesio para evitar una activacién de los
neutréfilos no deseada. Las células se mantuvieron en bafo a 4°C hasta su
posterior uso en la fagocitosis, momento en el que se volvieron a centrifugar y
resuspender en HBSS, esta vez ya con calcio y magnesio, y suplementado con
gelatina al 0,1%, ajustdndose el nimero de células a 1x10° clas/ml en la cdmara
de Neubauer (la pureza en PMN fue siempre superior al 90%). Paralelamente se
evalué la viabilidad celular con el colorante azul de tripano {Metcalf, 1986) vy
siempre fue superior al 95%.

El suero se obtuvo de sangre humana haciéndose un pool universal a partir
de varios donantes y se congeld en viales de 500 ul a -80°C hasta su uso.

Microorganismos

Para los estudios con los antifingicos anfotericina B, ketoconazol, fluconazol
y b-fluorocitosina se utilizé Candida afbicans ATCC 10231.

Ajuste de organismos mediante espectrofotometria

Para poder determinar el nimero de ufc/ml de levadura durante todo el
estudio nos servimos de un espectrofotémetro; de este modo se prepararon rectas
patrones a 540 nm, siendo el in6culo de partida de 1x10%-10* ufe/ml y el medio
utilizado bYNB-glucosa. Para determinar el niimero de colonias viables de levaduras
se midio la absorbancia cada 30 minutos y se hicieron plaqueos en agar Sabouraud,

leyéndose los resultados a las 24 horas.
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Pruebas d s ibilidad empleadas

Las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de los quimioterapicos se
determinaron por el método de dilucion en tubo (Washington, 1974) y las
actividades de los antifiingicos se estimaron calculando la concentracion minima
que inhibia el 50% de la poblacién en un tiempo determinado {IC-bQ) mediante un
método turbidimétrico {Galgiani, 1978).

Determinacién de la CMI, 1C-50 e 1C-25 para Candida albicans

Una suspensién de Candida albicans en medio bYNB-glucosa se dejo crecer
durante toda la noche en bafo de agitacion a 37°C y 140 osc/min en un volumen
de 50 mil. Al dia siguiente se ajusté el cultivo a 1x10°-5x10° ufc/ml mediante
espectrofotometria (0,25 de absorbancia a 540 nm} y posteriormente se incubaron
19 mi de la suspensién de Candida albicans méas 1 mL del antifingico empleado
segin el caso y concentrado 20 veces en diversos matraces, cuyo namero era igual
al nimero de concentraciones utilizadas en el estudio, més uno de control. Las
concentraciones de antifingico utilizadas fueron para la anfotericina B y flucitosina,
0; 0,03; 0,07; 0,15; 0,3; 0,6; 1,25; 5, 10 y 20 ugr/mL; para el ketoconazol, O;
0,01; 0,03; 0,07; 0,15; 0,3; 0,6; 1,25; 5; 10 y 20 ugr/mL; y para el fluconazol,
0; 0,16, 0,8, 4, 20, 100 y 500 ug/ml.

Los frascos de control sin droga se prepararon anadiendo 1 ml de bYNB-
glucosa, incluido el disolvente de la droga en los casos de anfotericina B y
ketoconazol, a los 19 mL de la suspensién ajustada de Candida; seguidamente se
incubaron todos los matraces en bafio de agitacién a 37°C a 140 osc/min. y cada
cierto periodo de tiempo se determind su crecimiento tomando muestras de 2 ml
y midiendo el cambio de absorbancia y transmitancia. La CMI se determiné simulta-
neamente como la dltima concentracién de gquimioterdpico que impedia la
formacién de turbidez de la suspensién de Candida albicans.

Las concentraciones inhibitorias 1C-50 e IC-25 se calcularon a partir de los
datos obtenidos por espectrofotometria, como las més bajas concentraciones de

quimioterapicos gque cumplian el criterio:

%T > (%Tcontrol + N (100 T %Tcantrc-l”
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en donde:
-%T.,,.. €S el porcentaje de transmisién del control (libre de quimioterapico).
- N, puede ser % {IC-50) o % (IC-25); esta férmula fue disefiada para definir
la fraccién de inhibicién (N} como una funcién de la turbidez en los tubos control
libres de quimioterapico (Galgiani, 1978).

Estudio del retraso del ¢crecimiento de ndida albicans en_presencia

suero tras el pretratamiento con los quimioterapico
Este efecto se evalué cada t = 60 minutos y se expres6 como el porcentaje

de retraso en el crecimiento (RC) debido al quimioterdpico mediante la relacion:
RC, = 100 x (1 - (§T/SC))
donde ST representa, como log,, ufc/mL, la diferencia entre el nimero de candidas

pretratadas con el quimioterapico en el tiempo t respecto del tiempo O (principio

del experimento); y SC representa lo mismo pero con candidas control.

Valgracion de la susceptibilidad de Candida glbicans tratada previgmente
frente a los mecanismos microbicidas de los PMN (fig.11).

Candida albicans en crecimiento exponencial se ajusté a 5x10%-107 ufc/ml
y se incubd junto a una concentraciéon determinada de antifingico, que variaba
segin la droga en estudio, durante 6 horas en bYNB-gl a 37°C en baho de
agitacion y a 140 osc/min. Transcurrido dicho tiempo, se elimind la droga del
medio mediante tres centrifugaciones sucesivas y posteriormente se resuspendié
la levadura en la solucién de Hank suplementada con gelatina (HBSS-gelatina) y se
ajustd a una concentracién de 5,5x10%. Los PMN, previamente obtenidos por el
método descrito anteriormente, se ajustaron a 5,5x10° PMN/ml en HBSS-gelatina.

Alicuotas de 500 ul de la suspensidon de Candida albicans tratada
previamente, se afadieron a dos tipos de tubos: unos con 400 ul de HBSS-gelatina
mas 100 ul de suero y otros con 150 ul de HBSS-gelatina més 250 ul de PMN més
100 ul de suero. De esta manera, la relacién final levadura/PMN fue 2:1. También

se prepararon del mismo modo tubos de levaduras sin tratar.
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Los cuatro tubos (2 tratados y 2 controles) se incubaron a 37°C en bano de
agitacién a 140 osc/min y cada 60 minutos se tomaron alicuotas de 20 ut y se
afiadieron a tubos con agua destilada estéril a pH 11 para lisar los PMN (Gargan,
1989). Todos estos tubos de agua bésica se agitaron vigorosamente y se realizaron
diluciones seriadas en solucidn salina; de estos ultimos tubos se tomaron alicuotas
de 20 ul y se sembraron en agar Sabouraud por triplicado; tras 24 horas de
incubacién en estufa a 37°C se procedi6 al recuento de las placas, expresando los
resultados como log, ufe/mL.

El aumento de susceptibilidad de C. albicans pretratada con los diferentes
quimioterédpicos se determiné a tiempos determinados t = 60 minutos y se expreso
como el incremento del efecto fungicida de los PMN debido al quimioterapico (EF)

expresado en porcentajes mediante la relacion:

EF, = 100 x (ST-PT/SC-PS - 1)

donde ST representa, en log,, ufc/mL, la diferencia entre el nimero de candidas
pretratadas con el quimioterapico en el tiempo t respecto del tiempo O (principio
del experimento}; y SC representa lo mismo pero con candidas control. PT
representa la diferencia entre el nGmero de levaduras viables (previamente tratadas
con quimioterapico) incubadas con PMN en el tiempo trespecto del tiempo O; y PS
representa lo mismo pero con candidas control.

Estudio del efecto postantifingico de anfotericina B, fluconazol, ketoconazol

flucitosina sobre Candida albicans en presencia o ausencia de suer

Una vez obtenida la fase de crecimiento exponencial de un inéculo de
Candida albicans, se prepararon tres matraces con la levadura ajustada a una
concentracion de 10° ufc/mL y se distribuyeron de la siguiente forma: un matraz
fue el control (libre de quimioterdpico); un segundo matraz fue expuesto a una
cantidad determinada de quimioterapico y el tercer matraz fue también expuesto,
peroc a una concentracion de droga mayor. Los tres matraces fueron incubados
durante 12 horas en presencia o ausencia de suero a 37°C y 140 osc/min.

Transcurrido este tiempo se eliminé del medio de incubacién el quimioterapico
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mediante 3 centrifugaciones sucesivas, resuspendiéndose finalmente en bYNB-gL.
Los cultivos control fueron tratados de idéntica forma. Estos tres matraces, ya
libres de la droga, se subdividieron cada uno en dos matraces, anadiéndose un
submultiplo de las concentraciones iniciales de los quimioterapicos a s6lo uno de
los matraces resultantes de la divisién. A partir de entonces se estudiaron durante
12 horas {con toma y sembrado de muestras cada dos horas en agar Sabouraud)
los siguientes efectos, tanto en presencia como en ausencia de suero:

- Efecto postantifiingico de dos concentraciones del mismo quimioterapico
sobre el crecimiento de Candida albicans.

- Efecto de bajas concentraciones del mismo quimioterapico sobre Candida
albicans previamente expuesta a dicha droga (en fase postantifingica).

La duraciéon del efecto postantifiingico se calculé a partir del contaje de

viables resultantes de |las curvas de recrecimiento usando la férmula {Mc Donald,
1977):

PAFE = T-C

en la que T es el tiempo requerido para gue el nimero de unidades formadoras de
colonias -ufc/mL- en cultivos tratados aumente 1 log,, {10 veces) respecto a las
ufc/mL contabilizadas inmediatamente después de eliminar la droga; y C es el
tiempo que se requiere para que el nimero de ufc/mL en un control no tratado
aumente 1 log,, con respecto a las observadas inmediatamente después de realizar

la misma operacién gue con los cultivos tratados.
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FOTOGRAFIA 1. Fagocitosis y muerte de varias candidas por un leucocito

-
»

polimorfonuclear neutréfilo.
FOTOGRAFIA 2. Fagocitosis de dos levaduras, una de ellas con tubo
germinativo.
FOTOGRAFIA 3. Fagoeitosis y muerte de dos candidas, una de ellas con

tubo germinativo.

FOTOGRAFIA 1.



FOTOGRAFIA 2.

FOTOGRAFIA 3.
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ANALISIS ESTADISTICO

Se calcularon para cada grupo de datos la media aritmética y la desviacién
estandar, mediante las férmulas habituales para el nidmero de datos manejados.

Para comparar estadisticamente ias medias de dos grupos experimentales
{tratados y no tratados), se utilizé el método estadistico de la U de Mann-Whitney.

Se considerd que la diferencia de las muestras era no significativa (n.s.)
cuando el valor de la probabilidad de la significacién (p} era mayor que 0,05
{(p>0,05), vy que la diferencia de las muestras era significativa cuando dicho valor
fue menor que 0,05 {p <0,05).
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RESULTADOS



Con

ntraciones minim

72

para Candida albicans ATCC 10231.

Las CMI obtenidas para un inéculo de 1x10° ufc/mL de Candida albicans a

las 24 horas de incubacidén fueron:

inhibitori

CMI los antifungicos empilead

Agente antifingico CMI (ugr/mL)
 ———
anfotericina B 1
ketoconazol 5
fluconazol 40
b-fluorocitosina .5
Concentraciones inhibitori | 259 % del crecimiento de Candid,
albicans (1C-25, 1C-50).
Agente Tiempo de iIC-25 IC-50
antifingico incubacidn (tgr/mL) (ugr/mij
e —]
mf
I 24 horas 0,6 1,25
anfotericina B 48 horas 5 5
72 horas 5 5
24 horas 0,6 0,6
ketoconazol 48 horas 5 5
72 horas b ]
24 horas 0,8 0,8
fluconazol 48 horas 100 100
72 horas >100 > 100
24 horas 0,07 0,07
B5-fluorocitosina 48 horas 0,3 0.3
72 horas 0,3 0.3
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Ef ntifingico de Candida albicans inducido por anfotericina B en
presencia o ausencia de suero mediante incubacién durante 12 horas.

Se probaron 2 concentraciones de anfotericina B sobre el crecimiento de
Candida albicans ATCC 10231, tanto en presencia como en ausencia de suero al
10%; estas concentraciones fueron 0,5 ugr/mL y 1 ugr/mL. Con 0,5 ugr/mL de
anfotericina B se consiguié inducir en la levadura un efecto postantifungico de
1,3+0,4 horas; y con 1 ugr/mL, un PAFE de 2,4+0,7 horas. En presencia de
suero, con 0,5 ugr/mL se obtuvo un PAFE de 1,8 +0,4 horas, mientras que con 1

pgr/mL, se obtuvo uno de 3,4 +0,9 horas.

Efec tantifdngico d ndi tbicans in id r k nazol en
resenci ncia d ro por medio de una in cion 12 horas.

Con este quimioterapico también probamos dos concentraciones, que fueron
1 ugriml v 4 ugr/mL. En ausencia de suero, no se pudieron inducir PAFE paositivos:
todos fueron negativos, en los que la poblacién expuesta al imidazol crecia mas
rdpidamente que la poblacién control {-1,4+0,7 v -1,5+0,8 horas con 1y 4
ugr/mL, respectivamente}. Contrastando con lo anteriar, aquellos experimentos en
los que el suero era incorporado trajeron como resultado PAFE positivos; con 1
ugr/mbL de ketoconazol se consiguié un PAFE de 0,15+ 0,05 horas y con 4 ugr/ml,
uno de 0,52 +0,2 horas.

Efecto staniifingico de Candida albicans inducido por fluconazol en
presencia 0 ausencia de suerp en incubacién de 12 horas.

Este triazol fue ensayado a concentraciones de 4 ugr/mL y 8 ugr/mL. En
ausencia de suerc, pudimos comprobar que los azoles presentan PAFE nulos o
negativos. El fluconazol no fue una excepcién a este hecho, ya que a ambas
concentraciones no se pudo inducir ningin tipo de PAFE (-0,4+0,3 vy -0,3+£0,2
horas con 4 y 8 ugr/mL, respectivamente}. Curiosamente, a! igual que el imidazol
en presencia de suero, el fluconazol produjo PAFE positivos e incluso mayores que
aquellos obtenidos con ketoconazol: con 4 y con 8 ugr/mL de fluconazol se

consiguieron unos PAFE de 2+0,6 vy 2,5+ 1,0 horas, respectivamente.
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Efe stantifingico de Candi /bicang inducido por 5-flugrocitosina en

resencia o ausenci uero en incu i6n conjunta durante de 12 horas.

Tanto en presencia como en ausencia de suero, nosotros pudimos conseguir
con la flucitosina los PAFE de mads larga duraciéon de todos los antifldngicos
ensayados. En ausencia de suero obtuvimos unos PAFE de 1,7+0,7 y 3,6+0,9
horas utilizando concentraciones de 4 y 20 ugr/mL, respectivamente. En presencia
de suero, con 4 ugr/mL obtuvimos un PAFE de 2,9+ 0,5 horas, mientras que con

20 ugr/mb logramos un PAFE de 3,8 +0,8 horas.

Efec e bajas concentraciones nfotericina B, ketoconazol, fluconazol
B-flugrocitgsina re Candida albicans en fase PAFE.

Una vez que la levadura se encontraba en fase PAFE, se le volvia a exponer
al antifangico que le habia inducido dicho estado, aunque a concentraciones
menores. Como resultado de esta reexposiciéon en fase postantifingica pudimos
comprobar que este segundo tratamiento prolongaba dicha fase PAFE en todos los

Caso0s.

Efecto del pretratamiento de Candida albicans con anfotericina B,
ketaconazol, fluconazol y 5-fluorocitosina sobre su crecimiento y su susceptibilidad
frente a la accion fungicida de los PMN humanos.

En este estudic hemos valorado dos parametros: el primero depende
exclusivamente de la droga; es el retraso en el crecimiento {RC) de la levadura, v
el segundo implica a la droga y a los leucocitos; es decir, cuantificamos el efecto
fungicida (que puede aumentar o disminuir} de los PMN sobre Candida albicans
previamente tratada con los antifiUngicos anteriormente nombrados.

Efecto del tratamien uimioterapico sobre el crecimiento C. albicans

La incubacion de C.albicans junto con las drogas siempre tuvo la misma
duracion y fue igual a 6 horas. La exposicién a 1 ugr/mL de anfotericina B produjo
un retraso en el crecimiento que, una vez eliminada la droga del medio de cultivo,
perdurd durante las tres horas siguientes alcanzando valores de 66% a la primera

hora, 50% a la segunda y 48% a la tercera. La flucitosina también presenté una
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gran actividad a la concentracién de 4 ugr/mL, siendo del 91% a la primera hora,
del 65% a la segunda y del 54% a la tercera.

Respecto a los azoles, el ketoconazol a 1T ugr/mL present6 unos retrasos def
85% en la primera hora, del 65% en la segunda y del 34% a la tercera, mientras
que en el caso del fluconazol, el retraso obtenido en el crecimiento de Candida
albicans tras su exposicién a 4 ugr/mL durante 6 horas fue del 72% en la primera
hora, del 60% en la segunda y del 55% en la tercera.

Efecto fungicida de los PMN sobre Candida albicans pretratada con
anfotericina B.

El pretratamiento de C. albicans con 1 ugr/mL durante 6 horas produjo un

aumento de su susceptibilidad a la acciéon fugicida de los PMN que tuvo como
valores 109% a la primera hora, 41% a la segunday 32% a la tercera {p <0,05}.

Efecto fungici e | PMN re ndida albicans pretrat c
ketoconazol.

El ketoconazol, a concentraciones de 1 wgr/mL, hizo que la levaduras
presentasen una muerte intracelular de! 80% a la primera hora, del 54% a la
segunda y de! 32% a la tercera (p <Q,05).

Efe fungici e | PMN sobre ndida albican retratad on
fluconazol.

La previa incubacion de C. albicans con 4 ugr/mL trajo como resultado un
aumento de su sensibilidad a los mecanismos microbicidas de los PMN que fue
significativo s6lo a la primera hora, siendo del 44%. (p <0,05).

fecto fungici { PMN r nai lbicans _pret
flucitosina.

El pretratamiento con este agente a una concentracién de 4 ygr/mL produjo
en la levadura [a mayor tasa de muerte intracelular registrada en los estudios de
los cuales esta Memoria es objeto, y fue a la primera hora del 122%, del 90% a

la segunda y del 77% a la tercera (p <0,05).
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Gréafica 1. Curva de crecimiento de Candida albicans ATCC 10231 en la que

se relacionan absorbancias medidas a 540 nandémetros con tiempos de lectura.
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Gréfica 2. Equivalencia entre absorbancias medidas a 540 nanémetros y ufc/mL.
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Grafica 3. Efecto del incremento de la concentracion de anfotericina B en el
crecimiento de Candida albicans en medio bYNB-gl tamponado a pH 7, durante 72
horas y con un in6culo de partida de 10° ufc/mL. Las concentraciones utilizadas

aparecen en {a clave.
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Grafica 4. Efecto del incremento de la concentraciéon de ketoconazol en el
crecimiento de Candida albicans en medio bYNB-gl tamponado a pH 7, durante 72
horas y con un inéculo de partida de 10° uf¢/mL. Las concentraciones utilizadas

aparecen en la clave.
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Grafica 5. Efecto del incremento de la concentracién de fluconazol en el
crecimiento de Candida albicans en medio bYNB-gl tamponado a pH 7, durante 72
horas y con un inéculo de partida de 10° ufe/mL. Las concentraciones utilizadas

aparecen en la clave.
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Gréafica 6. Efecto del incremento de la concentracién de flucitosina en el
crecimiento de Candida albicans en medio bYNB-gl tamponado a pH 7, durante 72
horas y con un inéculo de partida de 10° ufc/mL. Las concentraciones utilizadas

aparecen en la clave.
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Gréafica 7. Variacién del crecimiento y efecto fungicida de PMN humanos sqbre Candida albicans sin tratar y tratada
durante 6 horas con 1 ugr/mL de anfoterigina B. SC: levaduras sin tratar, en presepcia de suero; ST: levaduras tratadas, en

presencia de suero; PS: levaduras sin tratar, en presencia de suero y PMN; PT: levadufas tratadas, en presencia de sueroy PMN;

RC: porcentaje de retraso en el crecimiento de ST respecto a SC; EF: efecto fungicida de PMN sobre Candida albicans. Los

resultados se expresan como variacién de log,,ufc/mL. Nivel de significacion: p <0,05. Curvas realizadas a partir de 8 individuos.
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Grafica 8. Variacién del crecimiento y efecto fungicida de PMN humanos sobre Candida albicans sin tratar y tratada
durante 6 horas con 1 ugr/mL de ketoconazol. SC: levaduras sin tratar, en presencia de suero; ST: levaduras tratadas, en
presencia de suero; PS: levaduras sin tratar, en presencia de suero y PMN; PT: levaduras tratadas, en presencia de sueroy PMN;
RC: porcentaje de retraso en el crecimiento de ST respecto a SC] EF: efecto fungicida de PMN sobre Candida albicans. Los

resultados se expresan como variacién de log,,ufc/mL. Nivel de significacion: p<0,05. Curvas realizadas a partir de 8 individuos.
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Gréafica 9. Variacién del crecimiento y efecto fungicida de PMN humanos sobre Candida albicans sin tratar y tratada
durante 6 horas con 4 ygr/mL de fluconazol. SC: levaduras sin tratar, en presencia de suero; ST: levaduras tratadas, en presencia
de suero; PS: levaduras sin tratar, en presencia de suero y PMN; PT: levaduras tratadas, en presencia de suero y PMN; RC:
porcentaje de retraso en el crecimiento de ST respecto a SC; EF: efecto fungicida de PMN sobre Candida albicans. Los resultados
se expresan como vatiacion dellog,,ufc/mL. Nivel de significacién: p <0,05; ns., no significativo. Curvas realizadas a partir de

8 individuos.
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Grafica 10. Variacion del crecimiento y efecto fungicida de PMN humanos sobre Candida albicans sin tratar y tratada
durante 6 horas con 4 pygr/mL de flucitosina. SC: levaduras sin tratar, en presencia de suero; ST: levaduras tratadas, en
presencia de suero; PS: levaduras sin tratar, en presencia de suero y PMN; PT: levaduras tratadas, en presencia de suero y PMN;
RC: porcentaje de retraso en el crecimiento de ST respecto a SC; EF: efecto fungicida de PMN sobre Candida albicans. Los

resultados se expresan como variacién de log,,ufc/mL. Nivel de significacion: p <0,05. Curvas realizadas a partir de 8 individuos.

86



87

|

Log .0 ufc/mi.
<>

0 2 4 8 § 10 12
Tlempo (horas)

Gréafica 11. Efecto Postantifiingico de anfotericina B en ausencia de suero.
Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar (X} y tratadas con 0,5 (Y) y
1 pugrimbL (Z) de anfotericina B durante 12 horas, y efecto de 0,25 gr/mL de
anfotericina B sobre Candida albicans control {Xa) y en fase PAFE (Ya, Za). Los

resultados vienen expresados como log,ufc/mL.
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Gréfica 12. Efecto Postantifiingico de anfotericina B en presencia de suero.
Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar (X) y tratadas con 0,5 (Y} y
1 pugr/mL (Z) de anfotericina B durante 12 horas, y efecto de 0,25 gr/mL de
anfotericina B sobre Candida albicans control (Xa) y en fase PAFE {Ya, Za). Los
resultados vienen expresados como log, ufc/mL.
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Gréfica 13. Efecto Postantifingico de ketoconazol en ausencia de suero.
Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar (X) y tratadas con 1 (Y} y 4
ugr/mL (Z) de ketoconazol durante 12 horas, y efecto de 1 ugr/ml de ketoconazol
sobre Candida albicans control (Xa) y en fase PAFE (Za). Efecto de 0,25 ugr/mL
de ketoconazol sobre C. albicans en fase PAFE (Ya). Los resultados se expresan

como log,ufc/mL.
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Grafica 14. Efecto Postantiflingico de ketoconazol en presencia de suero.
Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar {X) y tratadas con 1 (Y)y 4
ugr/mL (Z) de ketoconazol durante 12 horas, y efecto de 1 ygr/mL de ketoconazol
sobre Candida albicans control (Xa} y en fase PAFE (Za). Efecto de 0,25 ugr/mL

de ketoconazol sobre C. albicans en fase PAFE (Ya). Los resultados se expresan
como log,,ufc/mL.
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Gréfica 15. Efecto Postantifingico de fluconazol en ausencia de suero.
Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar (X) y tratadas con 4 {Y)y 8
ugr/mL (2} de fluconazol durante 12 horas, y efecto de 1 ygr/mL de fluconazol

sobre Candida albicans control (Xa) y en fase PAFE (Ya, Za). Los resultados vienen
expresados como log;qufc/mL.
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Grafica 16. Efecto Postantifingico de fluconazol en presencia de suero.
Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar {X) y tratadas con 4 {Y)y 8
pgr/mL (Z) de fluconazol durante 12 horas, y efecto de 1 ugr/mL de fluconazol

sobre Candida albicans control (Xa} y en fase PAFE (Ya, Za). Los resultados vienen
expresados como log,,ufc/mL.
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Grafica 17. Efecto Postantifingico de flucitosina en ausencia de suero.
Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar (X) y tratadas con 4 ugr/mL
{Y) de flucitosina durante 12 horas, y efecto de 1 ygr/mL de flucitosina sobre

Candida albicans control {Xa) y en fase PAFE (Ya). Los resultados estdn expresados
como log,oufc/mL.
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Gréafica 18. Efecto Postantifingico de flucitosina en presencia de suero.
Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar (X) y tratadas con 4 ugr/mL
(Y) de flucitosina durante 12 horas, y efecto de 1 ygr/mL de flucitosina sobre

Candida albicans control (Xa) y en fase PAFE (Ya). Los resultados se expresan
como log,ufc/mL.
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Gréafica 19. Efecto Postantifungice de flucitosina en ausencia de suero.
Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar {X) y tratadas con 20 ygr/mL
(Y} de flucitosina durante 12 horas, y efecto de 5 y 1 ugr/mL de flucitosina sobre
Candida albicans control {Xa, Xb, respectivamente) y en fase PAFE (Ya, Yb,

respectivamente). L.os resuitados se expresan como log, ufc/mL.
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Grafica 20. Efecto Postantifingico de flucitosina en presencia de suero.
Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar {X) y tratadas con 20 ugr/mL
(Y) de flucitosina durante 12 horas, y efecto de 5 y 1 ugr/mL de flucitosina sobre
Candida albicans control (Xa, Xb, respectivamente) y en fase PAFE (Ya, Yb,

respectivamente). Los resultados se expresan como log,,ufc/mL.
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Gréfica 21. Actividad fungicida de PMN humanos sobre Candida albicans sin
tratar y tratada previamente con 1 ygr/mL de anfotericina B durante 6 horas. SC:
levaduras sin tratar, en presencia de suero; ST: levaduras tratadas, en presencia
de suero; PS: levaduras sin tratar, en presencia de suero y PMN; PT: levaduras
tratadas, en presencia de suero y PMN. Los resultados se expresan como
log,oufc/mL. Curvas realizadas a partir de 6 determinaciones y usando PMN de
distintos individuos. Significancia: p <0,05.
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Gréfica 22. Actividad fungicida de PMN humanos sobre Candida albicans sin
tratar y tratada previamente con 1 ugr/mL de ketoconazol durante 6 horas. SC:
levaduras sin tratar, en presencia de suero; ST: levaduras tratadas, en presencia
de suero; PS: levaduras sin tratar, en presencia de suero y PMN; PT: levaduras
tratadas, en presencia de suero y PMN. Los resultados se expresan como

log,qufc/mL. Curvas realizadas a partir de 6 determinaciones y usando PMN de
distintos individuos. Significancia: p<0,05.
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Grafica 23. Actividad fungicida de PMN humanos sobre Candida albicans sin
tratar y tratada previamente con 4 ugr/mL de fluconazo! durante 6 horas. SC:
levaduras sin tratar, en presencia de suero; ST: levaduras tratadas, en presencia
de suero; PS: levaduras sin tratar, en presencia de suero y PMN; PT: levaduras
tratadas, en presencia de suero y PMN. Los resultados se expresan como
log,cufc/mL. Curvas realizadas a partir de 6 determinaciones y usando PMN de

distintos individuos. Significancia: p <0,05. Las horas 2 y 3 no son significativas.
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Grafica 24. Actividad fungicida de PMN humanos sobre Candida albicans sin
tratar y tratada previamente con 4 ugr/mlL de flucitosina durante 6 horas. SC:
levaduras sin tratar, en presencia de suero; ST: levaduras tratadas, en presencia
de suero; PS: levaduras sin tratar, en presencia de suero y PMN; PT: levaduras
tratadas, en presencia de suero y PMN. Los resultados se expresan como

log,oufe/mL. Curvas realizadas a partir de 6 determinaciones y usando PMN de
distintos individuos. Significancia: p<0,05.
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DIS ION DE LOS EFECTOS POSTANTIFUNGICQ Y DE BAJAS

IMIQTERAPICO SOBRE CANDIDA ALBICANS EN FASE
POSTANTIFUNGICA

En comparacién con los agentes antibacterianos, los avances en el desarrollo
de farmacos para el tratamiento de infecciones producidas por hongos son muy
recientes. De hecho, la anfotericina B, a falta de otros agentes, ha sido la piedra
angular de la terapia antifingica durante los Oltimos treinta afos, mientras que las
sulfamidas ya se utilizaban hace sesenta afnos; por lo tanto, no es de extranar que
exista un gran retraso en el campo de los antifdngicos.

En la actualidad se ha detectado un gran aumento de las infecciones por
hongos, predominantemente en pacientes inmunodeprimidos (Horn, 1985), {Walsh,
1988), {Anaissie, 1989). Ademas, hongos considerados anteriormente comensales
inofensivos ahora se han transformado en patégenos, y algunos de ellos son
resistentes a varios antifingicos (Lutwick, 1976), (Anaissie, 1989), (Reuben,
1889). Todo esto ha hecho que se promueva ei desarroiio y produccién de nuevos
farmacos y también que aumente la necesidad de realizar pruebas de
susceptibilidad fiables para informar a los clinicos de cuéles son los tratamientos
mas adecuados.

El principal problema que presentan los antifingicos es la falta de
reproducibilidad encontrada en las pruebas de susceptibilidad. Esto ha quedado
patente en los trabajos de varios grupos de investigacién que estudiaron una gran
cantidad de farmacos entre los que se encontraban anfotericina B, flucitosina,
ketoconazol y fluconazol (Cathoun, 1986), (Galgiani, 1987}, {Mclntyre, 1989),
(Cook, 1990}).

Existen varios factores que pueden alterar las pruebas de susceptibilidad;
uno de elios es el medio de incubacién (Utz, 1976), (Bannatyne, 1978), {Johnson,
1978), (Calhoun, 1984), {Doern, 1986), (Galgiani, 1986}, (MacKerrow, 1987). De
este modo, la flucitosina puede resultar antagonizada por las purinas y pirimidinas

del medio de incubacién. Otro factor condicionante es el pH del medio; por
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ejemplo, el ketoconazol a pH<6 puede quedar inactivo (Bannatyne, 1978),
(Johnson, 1978), (Minagawa, 1983), (Calhoun, 1984),

Asimismo, el tiempo de lectura puede influir en el efecto del antifingico y
también el tamafo de inéculo, que cuanto mayor sea, mayor pérdida de
susceptibilidad existe, como en los casos de la flucitosina y algunos imidazoles
{Block, 1973}, {Galgiani, 1976}, (Galgiani, 1978), {Calhoun, 1986)

Ademéas, existen estudios (Craig, 1991) en los que se sugiere que las
concentraciones minimas inhibitoria y bactericida (CMI y CMB) y, por extension,
la concentracién minima fungicida (CMF), por si mismas, pueden no ser buenos
predictores de las actividades antibacteriana y antifingica. Hay dos razones para
ello:

- Las CMB y CMF no indican la rapidez con la que el microorganismo muere,
o si la muerte se aumenta a concentraciones mayores de las CMB y CMF.

- La CMI no indica si existen o no efectos que persisten una vez que la
concentracion de quimioterdpico ha caido por debajo de la CMI {éstos son los
efectos postantibidtico y postantifingico).

Por otra parte, existen 2 factores que son importantes determinantes de
eficacia cuando se combate una infeccidn: las distribuciones en suero y en tejidos
{Bergan, 1991).

Hay diferentes modelos que estudian la penetracién de quimioterapicos al
interior de los tejidos; una caracteristica importante que todos estos modelos han
demostrado es que el quimioterapico aicanza los liquidos extracelulares (linfa,
liquido peritoneal o0 vesicular) rapidamente tras la administracion, y este fenémeno
ocurre con independencia de si la unién al suero es baja o alta (ampicilina 5 %,
temocilina 85 % vy flucloxacilina 96 %) (Bergan, 1991).

Esto sugiere que la uniébn proteica al suero tiene sélo consecuencias
moderadas sobre la capacidad de los quimioterapicos para penetrar a los tejidos y
erradicar la infeccién. Por ejemplo, pese a su diferente unién proteica, se han
encontrado tasas de penetracién similares para R-lactamicos como temocilina y

ampicilina. Esto también es vélido para otros quimioterapicos como la flucloxacilina,
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que con un 96% de unién proteica al suero humano, alcanza relativamente altas
concentraciones en linfa periférica y liquido vesicular tras sélo 10-30 minutos de
ser administrado (Bergan, 1986).

Por ultimo, s6lo queda por recordar que la cantidad de droga libre esta
relacionada con la fraccion unida a proteina, aunque la solucién de este problema
tan so6lo radica en aumentar la dosis total de quimioterdpico administrado para
obtener niveles efectivos de droga en el sitio de infeccion.

Teniendo en cuenta todos estos hechos, cuya conclusién final es que los
tradicionales parametros de valoracién de susceptibilidad son menos aplicables de
lo deseable a los hongos, nosotros hemos utilizado en nuestros estudios aquellas
concentraciones de quimioterdpico que tienen significado terapéutico; es decir,
aquellos niveies de farmaco que se encuentran -tanto en concentracién como en
duracién- en el suero durante un tratamiento antifingico standard.

Nuestros estudios, bien sean del efecto postantifingico como del efecto
PALE, estan disefados de forma que la fase con la que se trabaja siempre sea la
fase levadura. Previamente a cualquier experimento, lo que se hace es obtener un
crecimiento exponencial, en el cual sélo existe la fase levadura o blastoconidial.
Dicha fase se obtiene mediante la incubacién de Candida albicans en placa de agar
Sabouraud durante 24 horas a 37°C (en estas condiciones C. albicans s6lo crece
en fase blastoconidial y con ausencia total de tubos de germinacién y pseudohifas}.

Posteriormente, obtenemos la fase de crecimiento exponencial por la
reincubacion del inbculo anterior en medio de ensayo fresco (bYNB-gl) durante 5
horas a 37°C, bajo continua agitacién (Roilides, 1990}, (Van Etten, 1991).

Esta agitacién se mantiene durante todo el experimento y, por lo tanto, la
fase exponencial se ve favorecida a lo largo del mismo.

En este trabajo se ha querido estudiar también la influencia del suero en la
cinética de crecimiento de Candida albicans.

Ya que el suero contiene factores aglutinantes estables al calor que pueden
agrupar a las células fingicas y a que es un inductor del crecimiento del

microorganismo en fase miceliar, se esperarian una reduccién en el contaje de
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viables en piaca y una disminucién de ia tasa de muitiplicacién al hacer recuento
en ufc/mL, respectivamente. Esta reduccién puede evitarse mediante el efecto
disgregante de la agitacién previa al plaqueo {Minguez, 1994) sumada al efecto
inhibitorio de !a filamentacién del propio antifingico empleado (Borgers, 1979},
{(Nugent, 1986}, (Nugent, 1987). Para la mayoria de los estudios, el hecho de que
se cuenten unidades formadoras de colonias mas que células individuales no altera
la validez del contaje de colonias {Knaysi, 1935).

De todas formas, al emplear este método se asume que existe una
proporcionalidad constante entre el nimero de colonias formadas y el ndmero de
organismos viables en la muestra de ensayo (Lehrer, 1969a). Volviendo al efecto
qgue el suero provoca, se ha encontrado que su presencia promueve la produccién
de tubos de germinacién por Candida albicans e interacciona sinérgicamente con
azoles (SCH 39304 y Fluconazol) contra Candida spp (Meunier, 1990). Ademas,
el propio crecimiento exponencial se ha asociado a8 un aumento de susceptibilidad
a los azoles {Odds, 1985).

Los pardmetros de crecimiento para la estimacién de la actividad de una
droga mas ampliamente usados son, en orden de preferencia, (Petrou, 1991):
densidad 6ptica, contaje de viables y contaje total. Nosotros nos hemos decantado
por el método de contaje de viables en placa ya que su uso estd ampliamente
difundido en la actualidad (Van't Wout, 1990), {Van Etten, 1991), (Petrou, 1991).

Ademads, el métedo por densidad dptica presenta problemas que ya fueron
puestos en evidencia por primera vez por Odds {1979b) al ensayar actividades de
drogas antifungicas en medio liquido. Por otra parte, con este Gltimo método se
han obtenido resultados solamente reproducibles con polienos, pero no con

imidazoles {Petrou, 1991).
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DISCUSION DEL PAFE DE CANDIDA ALBICANS INDUCIDO POR
ANFOTERICINA B Y DEL EFECTO DE BAJAS CONCENTRACIONES SOBRE LA
LEVADURA EN FASE POSTANTIFUNGICA

La supresi6én del crecimiento bacteriano, o efecto postantibiético (PAE), tras
la exposicién a un agente antibacteriano es un fenémeno que se ha observado
durante décadas (Bigger, 1944}. El efecto postantifingico (PAFE) es una extensién
del PAE en el que el quimioterdpico y el microorganismo utilizados son un
antifungico y un hongo, respectivamente.

La anfotericina B induce una desestabilizacién de la membrana celular por
medio de la unién a los esteroles y se entiende el PAFE como el tiempo para la
“reparaciéon” de la membrana antes de que se puedan restablecer la gemacion y
multiplicacién activas.

Obviamente, esta desestabilizacién ocurre tanto a bajas concentraciones
{como las utilizadas en este estudio 0,5-1 ygr/mi) como a altas, aunque en este
dltimo caso aquellas que son superiores a 5 ygr/mL se consideran téxicas (Roilides,
1990).

La incubacién de Candida albicans durante 12 horas obedece al hecho de
que la anfotericina B es capaz de permanecer activa en el medio de incubacién
durante el periodo anteriormente citado; es méas, Van Etten (1991) demostré que
la anfotericina B mantenia su actividad antifingica en el medio de incubacién
durante al menos 24 horas.

Tras la incubacion de C. albicans durante 12 horas con 0,5 ugr/mL de
anfotericina B pudimos registrar un efecto postantifungico (PAFE) de 1,3+0,4
horas, y utilizando una concentracion mayor {1 uygr/mL) obtuvimos un PAFE de
2,4+0,7 horas.

Estos resultados coinciden con los de Turnidge (1982), quien obtuvo un
PAFE de 5,7 horas, aunque con concentraciones mayores.

Teniendo presente -a la vista de estos resultados- que el PAFE con

anfotericina B es dosis dependiente, la diferencia entre los PAFE obtenidos por
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Turnidge y por nosotros, probablemente se deban a que nuestra incubacion
{aunque de mayor duracién: 12 horas versus 2 horas) se realiz6 con una
concentracién menor, ya que estd demostrado que la anfotericina B presenta
efectos estimuladores del crecimiento a bajas concentraciones, aumentando
consiguientemente el nimero de ufc/mL (Brajtburg, 1981).

Algunos autores han sefalado que el suero ejerce un profundo efecto sobre
la anfotericina B al ensayar contra Candida albicans extracelularmente. Meunier, en
1990, encontré que las concentraciones minimas inhibitoria y fungicida (CMI y
CMF, respectivamente) se duplicaban cuando se exponia C. albicans a la
anfotericina B en presencia del 25 % de suero humano. La explicacion de la
reducciéon de actividad antiflingica de la anfotericina B en presencia de suero puede
explicarse por la alta unién proteica que presenta la anfotericina B, que reduce su
biodisponibilidad.

Sin embargo, este Ultimo dato contrasta fuertemente con los obtenidos por
Petrou en 1991, quien utilizando el mismo tamafo de in6culo que nosotros {1x10%
10°), el mismo medio de incubacién (YNB), la misma proporcién de suero (10%)
y la misma concentracién de anfotericina B (0,5 ugr/MI} que nosotros, encontré
que la adicién de suero aumentaba la actividad de anfotericina B, siendo ésta
mayor que sin suero. Nosotros, segun este esquema, hemos encontrado unos PAFE
de 1,8 +0,4 horas usando 0,5 ugr/mL y de 3,4+ 0,9 horas utilizando 1 ugr/mL.

Respecto al efecto de una segunda exposicién {(a una menor concentracién
de anfotericina B, 0,25 wpgr/mL) sobre Candida albicans previamente tratada,
pudimos comprobar que el efecto debido a este segundo tratamiento era mayor que
el originado por la primera exposicion. Este hecho ocurrié independientemente de
la presencia 0 ausencia de suero y alcanzé su méximo valor en las levaduras

previamente tratadas con 1 ugr/mL en presencia de suero.
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DISCUSION DEL PAFE DE CANDIDA ALBICANS INDUCIDO POR
KETOCONAZOL Y DEL EFECTO DE BAJAS CONCENTRACIONES SOBRE LA
LEVADURA EN FASE POSTANTIFUNGICA

Los imidazoles, como el ketoconazol, tienen al menos dos modos de accion
reconocidos: el primero estd basado en una accidén directa sobre la membrana (Sud,
1979) (Anséhn, 1984); y el segundo es la inhibicién de la conversiéon enzimética
de lanosterol a ergostero! por medio de su accién sobre el citocromo P450
(Brajtburg, 1982).

E! primer mecanismo de accién es inmediato a altas concentraciones de la
droga y puede causar la muerte de la célula fungica, mientras que a
concentraciones mas bajas la droga es capaz de causar alteraciones en la
membrana celular y puede tardar tan s6lo dos horas en suprimir el crecimiento
{(Swamy, 1974), (Borgers, 1982). La concentracion maxima segura alcanzable en
plasma para el ketoconazol es de 5 ygr/mL (Roilides, 1990).

Nosotros hemos estudiado el efecto postantifingico de 2 concentraciones
de ketoconazol (1 y 4 ygr/mL) sobre Candida albicans en presencia o ausencia de
del 10% de suero. En ausencia de suero no pudimos encontrar PAFEs positivos,
tanto al utilizar 1 ygr/mL como 4 ugr/ml.

Estos resultados concuerdan con el conocido hecho de que los azoles
presentan PAFE negativos o nulos. Las causas exactas por las que los azoles no
presentan tal efecto se desconocen, pero probablemente influya el hecho de que,
por ejemplo, el ketoconazol posea una baja actividad contra Candida albicans in
vitro en medios de cultivo convencionales (Dixon, 1978). Sin embargo, hay
estudios que demuestran lo contrario; Turnidge, en 1982, hall6 que cortas
exposiciones de varias especies de Candida a los antifingicos ketoconazol y
miconazol, producfan un retraso persistente en sus tasas de crecimiento.
Posteriores experimentos, que para la eliminacién de la droga utilizaban lavados
sucesivos seguidos de una dilucidbn, demostraron que el efecto encontrado por

Turnidge se debfa sin duda a la droga residual que permanecia activa incluso
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a concentraciones de 1/1000 de la CMI.

En presencia de suero, la situacién fue bien diferente: con ambas
concentraciones, 1 y 4 ugr/mL, se obtuvieron PAFE de 0,15+0,05 y 0,62+0,2
horas, respectivamente. Esto indica que el PAFE de ketoconazol sobre C. albicans
en presencia de suero es dosis dependiente. De hecho, Georgopapadakou (1987)
observé que imidazoles como el ketoconazol, el miconazol, el clotrimazol y el
econazol no sélo presentaban un efecto dependiente de concentracion, sino que,
ademas, también era dependiente del! tiempo de exposicion.

En principio, se podria pensar que la adicién del suero a nuestros estudios
traerfa como consecuencia una inhibicién de la actividad del ketoconazol in vitro,
ya que, al igual que la anfotericina B, esta droga tiene un alto porcentaje de unién
proteica (> 90%). Este caso, al igual que e! del polieno, presenta sorprendentes
hallazgos; en contra de lo que se podria pensar a priori, la adicién de suero no
altera la actividad normal del ketoconazo! (Odds, 1982}, sino que aquél hace que
la droga tenga una mayor actividad (Aerts, 1980).

Hawkins (1980), trabajando con suero humano termoinactivado al 50%
enconiré que aungue la CM) de ketoconazo! para Histoplasma capsulatum se
incrementaba considerablemente, la droga seguia siendo fungicida para el hongo
a concentraciones tan bajas como < 1 ygr/ml. Esto indica que la inactivacion del
suero sugiere que el compiemento o algin otro componente labil al calor puede
tener un importante papel en el efecto postantifingico, tal y como ocurre con las
fluoroquinolonas y Staphylococcus aureus o con la tetraciclina y Escherichia coli
(Davidson, 1991).

Ademds, con respecto a la alta afinidad por la unién proteica por parte del
ketoconazol, Block (1974) asume que el sitio primario de unién esperado de la
membrana celular fungica serian las proteinas de dicha membrana, produciendo,
de esta manera, otro efecto negativo sobre Candida albicans.

También hemos estudiado el efecto de una segunda exposicién de la
levadura al ketoconazol (con 0,5 ugr/mL si la exposicién previa fue de 1 ugr/mL y

con 1 ugr/mL si la exposicién previa fue de 4 ugr/mL}; pudimos observar que sus
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efectos fueron mayores que los provocados por la primera exposicion, hecho légico

si se considera que las células expuestas ya estaban previamente danadas.

DISCUSION DEL PAFE DE CANDIDA ALBICANS INDUCIDO POR
FLUCONAZOL Y DEL EFECTO DE BAJAS CONCENTRACIONES SOBRE LA
LEVADURA EN FASE POSTANTIFUNGICA

Una caracteristica comun de las drogas antifungicas es que presentan una
gran dificuitad a la hora de poder establecer una correiacién clara entre sus
actividades jin vitro e in vivo. El fluconazo! representa uno de los casos mas
extremos de este problema, hasta el punto de que la droga no se hubiese
desarrollado si Unicamente se hubiese prestado atencién a sus resultados de
actividad in vitro (Graybill, 1989).

Una prueba de esto es que aunque el fluconazol es capaz de inhibir el
desarrollo de hifas y ramificaciones de C. albicans a concentraciones de 0,3 ugr/mi,
el ketoconazol y el miconazol, en las mismas pruebas, son igualmente activos a
concentraciones 100 veces menores que la del triazo! {Odds, 1986).

A pesar de todo, el fluconazol es muchisimo més activo /n vivo que el
ketoconazol (20 veces), tal y como demuestran los estudios de Rogers (1986), en
los que se comparan las actividades de fluconazol y ketoconazol contra Candida
albicans in vitro e in vivo.

El fluconazol, ademas de las mismas caracteristicas de otros azoles, presenta
una mayor selectividad para la desmetilaciéon del C-14 de intermediarios metilicos
de la sintesis de ergosterol y un minimo efecto sobre otras reacciones mediadas por
el citocromo P450. De hecho, Marriott (1987) comprobé que el fluconazol era
10,000 veces més selectivo para la enzima C-14 desmetilasa fungica que para su
homoéloga mamifera (Gull, 1986).

Odds (1986) y Yamaguchi (1989) hallaron que el fluconazol a
concentraciones de 0,3 y 0,2 ugr/mL, respectivamente, inhibia la ramificacién de

las hifas casi totalmente y reducia la longitud la longitud del micelio en 1/3.
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Nosotros, utilizando 4 y 8 ugr/mL de fluconazo! en ausencia de suero no
pudimos obtener un efecto postantifungico positivo, aunque en su presencia
obtuvimos 2+ 0,6 y 2,5+ 1 horas, respectivamente. El empleo de suero en nuestro
sistema de susceptibilidad como aproximacién a la situacién que se produce in
vivo, puede ser una de las razones por las que el fluconazo! exhiba una mayor
actividad in vivo que in vitro. De hecho, los resulitados obtenidos por nosotros
concuerdan con los de Meunier {1990} quien utilizando una concentracién de suero
del 25%, encontré que éste incrementaba Ja actividad inhibitoria del fluconazol
sobre Candida albicans. Una de las razones por las que ocurre esto es que el suero
induce una mayor tasa de crecimiento de las células de levadura, lo cual trae como
consecuencia la entrada de un mayor nimero de células en fase exponencial. Dicha
fase de crecimiento exponencial estd asociada a una mayor susceptibilidad a los
azoles (Odds, 1985).

El fluconazol -a diferencia de los otros agentes antiflingicos utilizados en este
estudio- no presenté un efecto dependiente de la concentracién, ya que el PAFE
obtenido por la exposicidn de Candida albicans a 4 ugr/mL no difiere mucho del
obtenido con 8 yg/mL. Estos resultados concuerdan con los de Hughes {1988},
quien demostré que el aumento en las dosis de fluconazol no se asociaba con un
aumento en la actividad antifingica; este hecho fue posteriormente confirmado por
Meunier (1990).

Respecto ala reexposicién de levaduras previamente tratadas con fluconazol,
pudimos observar que el efecto inhibitoric obtenido por esta segunda exposicién

era mucho mayor que el gue se obtuvo mediante una exposicién (Gnica.

DISCUSION DEL PAFE DE CANDIDA ALBICANS INDUCIDO POR
FLUCONAZOL Y DEL EFECTO DE BAJAS CONCENTRACIONES SOBRE LA
LEVADURA EN FASE POSTANTIFUNGICA

La induccién de Efecto Postantiflingico por esta droga es posible gracias a

su mecanismo de accion: la flucitosina interfiere con la sintesis de 4cidos nucleicos
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mediante su comportamiento como antimetabolito de la citosina y por medio de su
unién no competitiva a la enzima timidilato sintetasa (Bennet, 1977), (Diaso,
1978), (Koldin, 1983).

Es posible que el PAFE que se induce tras la exposicién a esta droga
represente el periodo de latencia que se produce en la sintesis de dcidos nucleicos
{DNA y RNA) previa a la divisién de la célula fungica, y que este fenémeno ocurra
mediante un mecanismo similar a los que operan sobre las bacterias que han sido
expuestas a quinolonas y rifampicina.

Tanto en presencia como en ausencia de suero hemos observado que la
actividad de la flucitosina es dependiente de la duracién de la incubacién y de la
concentracién con la que se realiza la misma; estos hechos también han sido
observados por Scalarone {1993) y Van der Auwera (1986), encontrando éste
dltimo una relacién entre retraso en el crecimiento y concentracion de flucitosina,
aunque en ausencia de suero.

El PAFE de la flucitosina puede tener aplicacién clinica en relacién a su
administracién en infecciones sistémicas provocadas por hongos, ya que este
periodo de retraso en el crecimiento persistiria todavia cuando las concentraciones
de la droga hubiesen ya descendido. Este hecho sugiere que existe la posibilidad
de administrar la flucitosina a intervalos mas espaciados de lo que lo son ahora
recomendados (Gudmundsson, 1991).

En nuestros estudios, en ausencia de suero y utilizando 4 ugr/mL, hemos
inducido un PAFE de 1,7+0,7 horas, y con 20 ugr/mL, un PAFE de 3,6 0,9
horas. Estos resultados son bastante interesantes ya que estas concentraciones
fueron capaces de producir un PAFE a niveles de 5-fluorocitosina
considerablemente menores que aquellas que normaimente se alcanzan en suero
durante la administracidn de dosis standard {Bodey, 1988). Ademés, estas
concentraciones son claramente superiores a las CMI e IC-50 de flucitosina
registradas en este estudio para Candida albicans (0,5 y 0,3 ugr/miL,
respectivamente), lo cua! indica que este agente es especialmente efectivo con

aquellas cepas que son sensibles a dicha droga.
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Afortunadamente, la concentracién de flucitosina no influye sobre la tasa de
induccién de resistencia a dicho antifingico /n vitro (Normak, 1972}, aunque se ha
observado que la emergencia de resistencias /in vivo parece ocurrir con mayor
frecuencia a bajas dosis més que a altas (Shadomy, 1970}.

Sabiendo que la unién proteica de la flucitosina al suero es minima {2,9-4 %}
y que dicha unién no esté afectada por la concentracién de la droga, se esperarian
resultados como minimo similares a los gue se obtuvieron sin suero en la induccion
del PAFE. Esto fue asi, ya que con cualquiera de las concentraciones utilizadas, el
PAFE obtenido fue mayor que en ausencia de suero.

Entre los factores que influyen en el efecto postantifingico, tanto en hongos
como en bacterias, se encuentran el complemento o alguin otro componente labil
al calor ya gque la inactivacion del suero por calor reduce tal efecto (Davidson,
1991}, y el pH; de hecho Turnidge (1994} ha hallado recientemente que los PAFE
inducidos por la flucitosina a pH 7 tienen mayor duracién que aquellos encontrados
a pH 5. Una explicacién a este hecho puede que sea que el grupo amino de la
molécula de 5-fluorocitosina tenga un pk, de 10,71 (Diaso, 1978). Esto significa
que a pH neutro, dicho grupo estd menos ionizado que a pH acido, pudiendo
incrementarse, de este modo, la actividad de la droga ya que en ese estado de
menor ionizacién la transferencia del compuesto a través de la membrana celular
fingica se realiza con mayor facilidad. Ademas, Davies {(1971) y Schénebeck
(1973) han hallado que la presencia del suero no disminuye la actividad bioldgica
de la 5-fluorocitosina.

También se ha estudiado el efecto de una segunda exposiciéon de flucitosina
sobre Candida albicans previamente expuesta y en fase PAFE; esta reexposicion
se ha hallado que ejercia un efecto inhibitoric muy prolongado, con independencia

de la presencia o ausencia de suero.
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N DE LA VARIACION DE CEPTIBILIDAD DE CANDIDA ALBICANS A

LOS MECANISMOS MICROBICIDAS DE PMN HUMANQS A RESULTAS DE SU
TRATAMIENTOQ PREVIO CON VARIOS QUIMIOTERAPICQS

La fagocitosis es el proceso por el cual ciertas células ingieren objetos
particulados. Este fenémeno juega un papel de especial importancia en la
proteccién contra las infecciones en la mayoria de las especies.

La susceptibilidad de Candida albicans a la fagocitosis depende de la
deposicién del complemento o de anticuerpos especificos en la superficie de la
levadura. Este hecho hace que las células fagociticas sean capaces de reconocer,
por medio de sus receptores especificos, al hongo. Los agentes antifingicos, por
medio de la alteracién de la topografia de la superficie celular fingica, pueden
inhibir o fomentar este proceso {Domer, 1989).

Respecto a Candida albicans, los PMN humanos son capaces de fagocitar
la fase blastoconidial y eliminar aproximadamente, de este modo, un tercio de los
organismos intracelulares (Lehrer, 1969a), ya que en ausencia de antifingicos la
levadura es capaz de germinar en el interior de los fagocitos y provocar la lisis
celular en un tiempo inferior a 4 horas (Louria, 1974). Los neutr6filos humanos
forman la primera Ilnea de defensa contra C. afbicans (Rogers, 1980}, y el
descenso de su numero © la existencia de defectos en su funcién son factores
importantes en el asentamiento de candidiasis graves (Lehrer, 1969b).

La mayoria de los agentes antifingicos son fungistaticos mas que fungicidas
a concentraciones terapéuticas normales y la funcién fagocitica es, por lo tanto,
normalmente crucial para la erradicacién de las infecciones por Candida albicans.
De este modo, la modulacién de la funcién celular de ios PMN inducida por
quimioterapicos puede tener una significancia determinante (Johnson, 1986).

En este estudio se han valorado 2 parametros: Retraso en el Crecimiento y
Efecto Fungicida sobre un inéculo de Candida albicans de 5x10°-107 ufc/mL, el

cual es facilmente encontrable en una situacion infecciosa /n vivo (Sugar, 1991).
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El retraso en el crecimiento se debe exclusivamente a los efectos que el
quimioterapico provoca sobre el organismo; por ejemplo, dafhos subletales que
impiden el correcto crecimiento de la levadura.

En la pagina 31 se habla de Efecto Postantifingico (PAFE) y se define como
el tiempo de retraso inducido por un guimioterapico sobre un cultivo para alcanzar
1 log,, de crecimiento, respecto del tiempo que tarda su control en alcanzar 1
l0g10.

Aquf realmente no podemos hablar de la existencia del PAFE en un sentido
estricto, ya que no se le da el tiempo necesario al cultivo para que alcance el
logaritmo. Lo que realmente se pretende, mas bien, es imitar la situacion que se da
in vivo tras la administracién del farmaco; es decir, se utilizan concentraciones
proximas a los picos séricos de cada quimioterépico y se incuban con la levadura
durante un tiempo aproximado y similar al que permanecerian tales picos en el
cuerpo humano (6 horas). De hecho, los 4 antifingicos estudiados demuestran la
existencia de este "mini PAFE" o retraso tras 6 horas de incubacién.

El tiempo de exposicidn de las levaduras previamente tratadas a los PMN se
determiné finalmente en 3 horas ya que la maxima fagocitosis se produce a los 20
minutos del contacto PMN-Candida y la muerte intracelular alcanza su pico
transcurrida la primera hora, no aumentando significativamente si se prolonga la
incubacién hasta 4 horas (Belcher, 1973). Ademas, estd el problema de la
formacion de filamentos por Candida albicans en presencia de suero (Taschdjian,
1960), (Chilgren, 1968); la existencia del suero en nuestros experimentos se
justifica porque sus factores se requieren para una opsonizacién y fagocitosis
Optimas de Candida por parte de los PMN (Lehrer, 1969a}.

Aunque nuestros estudios se han llevado a cabo bajo condiciones que
favorecen la fase blastospora de C. albicans (alta agitacién, alta oxigenacion,
crecimiento exponencial...), el crecimiento de esta levadura en presencia de suero
se realiza de formar micelial al ser incubados juntos durante 4 horas (Lehrer,
1969a). Este estado micelial no es el adecuado para la fagocitosis por los PMN,

aunque si que es susceptible al ataque por estas mismas células (Diamond, 1978).
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DISCUSION DEL EFECTO INDIRECTO DE LA ANFOTERICINA B SOBRE
CANDIDA ALBICANS

La anfotericina B es un quimioterapico antifingico poliénico usado
principalmente en el tratamiento de infecciones sistémicas. Se ha demostrado que
posee propiedades inmunoactivas entre las que se incluyen: incremento de la
adherencia y agregacién de los PMN (Marmer, 1981} {Berliner, 1985}, activacion
de los macréfagos (Lin, 1977), induccién de la produccién del factor alfa de
necrosis tumoral {TNF-oc) vy de la R-interleucina-1 (IL-18) (Gelfand, 1988),
activacion de las inmunidades humoral y mediada por células en ratones (Medoff,
1977) e inhibicién de la adherencia de Candida albicans in vitro (Vuddhakul, 1988).

Ademds, es capaz de inhibir la induccién de tubos de germinacién en
presencia de suero (Nugent, 1986) y también en el interior de las células
fagociticas {Van’'t Wout, 1990), {Van Etten, 1991}).

En el presente estudio hemos incubado C. afbicans con una concentracidn
de anfotericina B igual a 1 wugr/mL durante & horas. Esta concentracién es
facilmente alcanzable en el cuerpo humano ya que tras una dosis de 50 mg por via
intravenosa, se obtienen niveles de 2 ygr/mL.

Las concentraciones arriba mencionadas no son en absoluto téxicas, ya que
se ha comprobado que el limite seguro de concentracién de la anfotericina B
alcanzable en plasma es de 4 ygr/mL (Roilides, 1990}; de hecho la anfotericina B,
a concentraciones de 5 ugr/mL, compromete la viabilidad de los PMN {Chunn,
1977), aunque esta concentracién se puede alcanzar en el interior de los tejidos
(Collette, 1989).

La gran ventaja que posee la anfotericina B en su accién antifingica, y que
comparte con los imidazoles, es que su actuacibn no necesita células
metaboélicamente activas a diferencia de la cilofungina (Roilides, 1990).

La incubacién de Candida albicans durante 6 horas produjo un retraso en el
crecimiento del 66 % a la primera hora, del 50 % a la sequnda y del 48 % a la

tercera hora de haber sido retirado el quimioterépico. Estos resultados contrastan
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fuertemente con los de Van Etten (1991), quien obtuvo una tasa de muerte {que
no de retraso en el crecimiento) de C. albicans del 99% a concentraciones tan
bajas como 0,2 pygr/mL.

Este retraso en el crecimiento debido a la accién del antifungico concuerda
con los estudios de Turnidge (1982}, gquien encontré un PAFE significativo de la
anfotericina B tras la incubacion de C. albicans durante 2 horas y a
concentraciones de 4 a 8 veces la CMI, |

Respecto a la muerte intracelular, hemos encontrado que a la primera hora
fue del 109 %, a ia segunda del 41 % y del 32 % a la tercera.

El alto porcentaje de muerte intracelular a la primera hora -109 %- es
bastante l6gico ya que la anfotericina B a concentraciones de 1 ugr/mL inhibe
totalmente la capacidad de Candida albicans para formar tubos de germinacién
{(Nugent, 1986}, (Van't Wout, 1990) e inhibe la quitina sintasa de la levadura (Rast,
1981), entre otros efectos (Nugent, 1987}.

Una concentracion subletal, como la usada en este estudio {1 ugr/mL}, no
destruye a Candida albicans aungue si altera su sensibilidad de algun modo para
ser mas facilmente ingerida y muerta por los neutréfilos. De hecho, la inhibicién de
la formacion de tubos de germinaciéon favorece la continuidad de la fase
blastoconidial, que es mas apta para ser fagocitada que la micelial. Si a este efecto
le sumamos otros como el de la inhibicidn de ciertas enzimas, la produccién de
irregularidades en la topografia superficial f(ingica, la salida de iones esenciales (H*,
K* y Mg?*), el aumento de la permeabilidad de membrana y la reduccién de la
cantidad de manano superficial (Al-Bassam, 1985), podremos asumir que las
células de C. albicans estan gravemente dafadas y con crecimiento nulo a la hora
de enfrentarse con los PMN, siendo mé4s fragiles a los mecanismos microbicidas de
estas mismas células {(Van der Auwera, 1989). Otros autores también sugieren que
el aumento de muerte intracelular de C. a/bicans debido a la anfotericina B puede
deberse, ademas, a sus grandes propiedades inmunoadyuvantes a concentraciones
terapéuticas (Roilides, 1990).
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Se podria pensar que el disolvente usado para solubilizar la anfotericina B,
el desoxicolato sédico, podria ser el responsable de los efectos que aqui se
atribuyen a la anfotericina B. Esto no es asi ya que previamente se hicieron pruebas
en las que se puso de manifiesto la inocuidad del desoxicolato sddico en el sistema
anfotericina B-desoxicolato sédico-HNa,PO,. Ademas, se contaba con estudios
gue defendian justamente esto mismo (Van der Auwera, 1991) y con el precedente
de que la formulacion de este sistema coincidia con la preparacién farmacéutica de

anfotericina B que se perfunde a pacientes (Fungizone, Bristol Myers-Squibb).

DISCUSION DELEFECTO INDIRECTO DELKETOCONAZOL SOBRE CANDIDA
ALBICANS

Los agentes antifiingicos azélicos son las drogas mas frecuentemente usadas
en e} tratamiento de infecciones fungicas superficiales, siendo muy utiles a la vez
en la terapia de micosis sistémicas (Fromtling, 1984).

E! grupo de los azoles engloba a los derivados imidazdlicos -tales como el
ketoconazol y clotrimazol-, y a los derivados triazélicos como el fluconazol y el
itraconazol.

Aunque todos estos compuestos poseen caracteristicas farmacocinéticas
que varian considerablemente de una droga a otra, comparten un modo de accién
antifingica comun: la inhibicién de la actividad del citocromo P450 fungico que
conduce a una alteracién de la composicién de esteroles de la membrana fldngica
{Vanden Bossche, 1985). Los imidazoles, ademds, poseen un efecto indirecto
sobre los acidos grasos insaturados fungicos -complementario del efecto inhibitorio
de la sintesis de ergosterol- y se cree que son dependientes de concentracion y
tiempo de exposicion {Georgopapadakou, 1987).

Debido a que el pH acido antagoniza la actividad del ketoconazol, en
nuestros estudios nos vimos obligados a utilizar YNB-gl tamponado {(bYNB-gl), ya
que Anséhn (1984) comprobé que mantenia el pH inicial del medio incluso tras 24

horas de crecimiento. De todas formas, hay que tener presente que la acidez del
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estémago es importante para su disolucién y posterior absorcién, ya que se trata
de una sustancia dibasica.

Para nuestros experimentos hemos utilizado 1 ygr/mL de ketoconazol en el
tratamiento previo de Candida albicans, ya que consideramos que es una
concentracion asequible en plama durante al menos 6 horas, que son precisamente
las que dura dicho pretratamiento. Ademds, su farmacocinética indica que se
alcanzan picos séricos de 3-4,5 ugr/mL. tras 1-2 horas de su administracion y que
su curva de desaparicién es de 7-10 horas, siendo la concentracion maxima segura
alcanzable en plama de 5 ygr/mL (Roilides, 1990},

Partiendo del hecho de que el crecimiento celular y la fluidez de membrana
aumentan segln se incrementa la cantidad de acidos grasos libres insaturados
presentes en la membrana, podemos aceptar como validos los altos retrasas en el
crecimiento de C. albicans encontrados, ya que, por ejemplo, Kuroda (1978) y Sud
{1979) hallaron, al estudiar modelos de membrana cuyos componentes
mayoritarios eran acidos grasos libres insaturados, que tales membranas eran muy
susceptibles a la accién de imidazoles.

De hecho, Medoff en 1983 propuso que hongos y bacterias Gram positivas
son susceptibles a imidazoles porque sus membranas son precisamente ricas en su
contenido de acidos grasos libres, mientras que las células de mamifero y bacterias
Gram negativas son resistentes a estas drogas a causa de sus bajos niveles de
acidos grasos libres. El ketoconazol, ademas, no ejerce efectos adversos sobre los
efectos de los PMN {Van Rensburg, 1983) {Johnson, 1986) y se ha establecido
como una alternativa eficaz de la anfotericina B para el tratamiento de individuos
inmunocomprometidos.

Respecto a la muerte intracelular, los porcentajes registrados en nuestros
estudios tras el tratamiento previo de Candida albicans con ketoconazol,
probablemente sean debidos a la inhibiciébn de la capacidad germinativa de la
levadura en presencia de la droga, 10 cual implica una mavyor facilidad de los PMN
para eliminar células de C. albicans. Estos resultados no concuerdan con los de

Johnson (1986} quien encontré que ni el ketoconazol ni el itraconazol afectaban
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la fagocitosis o la muerte intracelular de C. albicans, tanto si las drogas se usaban
para pretratar los hongos o los leucocitos, como si se ahadian a una mezcla de
ambos tipos celulares.

Por el contrario, De Brabender {1980) halld0 que la adicibn de bajas
concentraciones de ketoconazol a incubaciones mixtas de C. albicans y PMN,
aumentaba extraordinariamente ta muerte intracelular de la levadura, hecho que
posteriormente confirmaron Farkas en 1983 y Cockayne en 1984. Este ultimo
observé que el ketoconazol afectaba claramente la morfologia del hongo, pudiendo
quedar alteradas, de este modo, caracteristicas superficiales importantes en la
resistencia de C. albicans al ataque de los PMN. Ademaés, -como nosotros- también
hallé6 una reduccién en la tasa de crecimiento del hongo, lo que permitié una
fagocitosis y muerte intracelular mas eficiente por parte de los PMN.

Todos estos hechos pueden explicar la diferencia de actividad del

ketoconazol encontrada in vitro e in vivo (Odds, 1980).

DISCUSION DEL EFECTO INDIRECTO DEL FLUCONAZOL SOBRE CANDIDA
ALBICANS

La mayoria de los nuevos agentes antifingicos que han aparecido durante
los Gltimos 15 afos han sido derivados imidazélicos o triazélicos N-sustituidos. Los
compuestos que pertenecen a este tipo quimico generalmente poseen un amplio
espectro en su actividad antifdngica, pero su actividad /n vitro es mas dificil de
demostrar que su actividad in vivo. Asi, el fluconazol representa un nuevo extremo
en términos de su relativa inactividad /n vitro y su alta potencia in vivo.

Para la incubacién durante 6 horas hemos utilizado la concentracién de 4
pgr/mL ya que la vida media del fluconazo! en suero es de al menos 6 horas
(Rogers, 1986). Respecto a la concentracion utilizada, aunque el limite maximo
seguro alcanzable en suero es de 25 ugr/ml., nos hemos decantado por el uso de
4 ugr/mL ya que es una concentracién faciimente obtenible {por ejemplo, tras una
dosis de 100 mg/dia} (Tucker, 1988).
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Tras este pretratamiento, lo primero que se observé en el crecimiento de
Candida albicans fue un retraso en la recuperacién de las levaduras tratadas
respecto de las control en ausencia de PMN, siendo del 72% a la primera hora, del
60% a la segunda y del 55% a la tercera. Este efecto se debi6 exclusivamente al
quimioterapico ya que el suero -con cualquiera de los antifingicos empleados en
la realizacién de esta Memoria- no tuvo ningun efecto fungicida apreciable.

El efecto del fluconazol se ha estudiado en una gran variedad de procesos
metabdlicos como la sintesis de ergosterol, sintesis proteica, sintesis de acidos
nucleicos, ete; el ergosterol es el esterol que se encuentra en mayor cantidad en
las membranas de hongos y levaduras. La inhibicién de tal sintesis puede tener
numerosos efectos, incluyendo uno sobre la actividad de las enzimas de membrana
{(Vanden Bossche, 1983}, (Vanden Bossche, 1985), (Vanden Bossche, 1986}.

Se cree que todos los triazoles podrian tener un modo de accion mas directo
sobre los fosfolipidos de membrana y también podrfan inhibir la oxidacion del
citocromo ¢ y las enzimas peroxidasas, provocando, por tanto, un aumento en la
generacién de perdxidos intracelulares (De Nollin, 1977), (Shigematsu, 1982),
{Uno, 1982).

Con respecto a la interaccién del fluconazo! con los mecanismos de defensa
del huésped, Van't Wout tratd ratones normales y neutropénicos infectados con
Candida albicans con diferentes concentraciones de fluconazol (2,5 a 20 mgr/kg)
y no encontrd diferencias en su efectividad (Van't Wout, 1989); Abruzzo, al
incubar neutréfilos con fluconazol observé un descenso en la produccién de
guimioluminiscencia (Abruzzo, 1987), mientras que Roilides no hallé ningin defecto
de interferencia del fluconazol sobre las funciones de los PMN (Senior, 1988),
{Roilides, 1990}). Van Etten estudié el efecto intracelular de! fluconazol en
macrdéfagos infectados por Candida albicans y no detectd ningun efecto (Van Etten,
1991}, pese a que este triazol tiene una buena penetracién intracelular (Wildfeuer,
1990}; ni tan siquiera el previo tratamiento de C. a/bicans durante 30 minutos,

aumentoé la actividad intracelular posterior.
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En nuestro estudio, vimos un efecto potenciador de !a sensibilidad de
Candida albicans a la accion fungicida de los PMN; éste dur$ una hora tras 6 de
preincubacion con 4 ugr/mi de fluconazol {se incrementé un 43,8% en relacion a
su control). Este resultado coincide, en parte, con los de Wildfeuer (1990), quien
encontréd que las células fagociticas actuaban sinérgicamente con fluconazol en la
reduccién de la supervivencia intracelular de C. albicans.

Una posible explicacién puede ser que Candida albicans tras el tratamiento
con fluconazol, sufra alteraciones morfolégicas y funcionales y pueden ser més
facilmente opsonizadas y fagocitadas por los PMN. De hecho, se ha visto que
células fungicas expuestas al fluconazol in vitro e in vivo presentan tipicos
engrosamientos irregulares de la pared celular y una acumulacién anémala de
vesiculas membranosas y de lipidos intracelulares {Gull, 1986), (Troke, 1987). Una
vez en su interior, serian destruidas por la mieloperoxidasa, una enzima lisosomal
{Schuitz, 1962), produciéndose un aumento del consumo de oxigeno y una
generacién de peréxidos de hidrégeno (Schultz, 1962), (Paul, 1968).

Estos hechos podrfan explicar parcialmente las diferencias de efecto entre
las pruebas de susceptibilidad /in vitro y Jos resultados terapéuticos reales, ya que
es posible que la terapia antifungica complemente los mecanismos de defensa del

hospedador implicados en el control local o sistémico de las infecciones fingicas.

DISCUSION DEL EFECTO INDIRECTO DE LA FLUCITOSINA SOBRE
CANDIDA ALBICANS

La 5-fluorocitosina, una pirimidina fluorada, es el Unico agente antimicético
usado en la clinica que se comporta como un verdadero antimetabolito; debe su
actividad antimicética al hecho de gque las enzimas de los hongos son, hasta cierto
punto, incapaces de distinguir entre la pirimidina fluorada y anélogos naturales.

Por otra parte, existen diferentes medios de cultivo que contienen en su
composicion citosina, hipoxantina y adenina, moléculas que compiten con la

flucitosina en su uniodn a la citosin permeasa fungica y posterior entrada en la



123

célula. Por ello, al realizar las pruebas de susceptibilidad se usé como medio el
Yeast Nitrogen Base tamponado y suplementado con el 1% de glucosa (bYNB-gl)
(Polak, 1980).

En nuestro estudio, hemos tratado previamente Candida albicans con 4
ugr/mL de flucitosina durante 6 horas antes de exponerla a la accién fungicida de
los neutréfilos. En principio se podria pensar que tal concentracion pudiera ser
demasiado baja para el tratamiento ya que los valores normales de la flucitosina
alcanzables en suero son de 35-70 ygr/mlL tras un tratamiento standard {Bodey,
1988).

Nosotros hemos dado prioridad en nuestro estudio al hecho de que se
pueden inducir PAFEs (Efectos Postantifingicos} prolongados sobre Candida
albicans con concentraciones de flucitosina considerablemente menores (0,1-3,2
ugr/mL) que aquellas que normalmente se alcanzan en suero (Scalarone, 1992).

Ademas, 4 ugr/mL es una concentracién de la cual se puede disponer
permanentemente durante la vida media de la flucitosina en suero {(aprox. 6 horas).

El tratamiento de C. albicans con 4 ugr/mlL de 5-fluorocitosina durante 6
horas produjo un retraso en el crecimiento que tuvo su méaximo valor a la primera
hora de haberse retirado el guimioterdpico. Este retraso en el crecimiento, que
perduré a lo largo del experimento, probablemente se deba a los efectos de la
droga sobre la sintesis de acidos nucleicos fingicos, ya que el trastorno en la
sintesis de DNA conduce a una divisién celular defectuosa y la disfuncién del RNA
acarrea la incorrecta sintesis proteica,

La gran sensibilidad de Candida albicans encontrada en este estudio in vitro
contrasta fuertemente con la existencia de cepas de C. albicans altamente
resistentes a la flucitosina -que lo son incluso antes del contacto con la droga- y
que limitan su utilidad cifnica.

Por ello, la flucitosina se usa clinicamente en combinacién con la anfotericina
B, ya que ésta altera la membrana celular flngica de tal manera que potencia la
entrada de aquélla al interior celular, permitiéndola, de este modo, actuar con

independencia de la existencia de la citosin permeasa {cuya ausencia de la
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membrana celular fdngica se considera como un factor de resistencia).

El efecto fungicida registrado con la flucitosina fue el méximo de todos los
hallados con los antifingicos estudiados, siendo a la primera hora del 122% y
disminuyendo al 90% vy al 77% a la segunda y tercera horas, respectivamente.

Dichos resulitados coinciden con los de Hoeprich {(1975), quien encontré que
la flucitosina era mas activa que la anfotericina B frente a una misma cepa de
Candida albicans e igualmente activa que la anfotericina B frente a Cryptococcus
neoformans.

Ademés, existen varios estudios en los que se ponen de manifiesto las
modificaciones ultraestructurales que la flucitosina provoca: formacidén de pliegues
en la superficie de las levaduras {Anséhn, 1974) y tumefaccién de los nidcleos con
aparicidn de particulas filamentosas intranucleares {Arai, 1977), entre otras. Tales
modificaciones, creemos, influyen determinantemente en la habilidad de los PMN
para destruir intracelularmente Candida albicans con la eficacia anteriormente
hallada.
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NCLUSION

1. La exposicién de Candida albicans ATCC 10231 a varias concentraciones
de anfotericina B y 5-fluorocitosina en ausencia de suero durante 12 horas indujo
PAFE positivos.

2. La exposicién de Candida albicans ATCC 10231 a varias concentraciones
de ketoconazol y fluconazol en ausencia de suero durante 12 horas no indujo PAFE
positivos.

3. La exposicion de Candida albicans ATCC 10231 a varias concentraciones
de anfotericina B, 5-fluorocitosina, ketoconazol y fluconazol en presencia de suero
durante 12 horas indujo PAFE positivos en todos los casos.

4. La reexposicion de Candida albicans ATCC 10231 a concentraciones de
anfotericina B, 5-fluorocitosina, ketoconazol y fluconazol menores que aquellas con
las gue anteriormente habia sido expuesta la levadura, prolongan en todos los
casos el PAFE que previamente habia sido inducido.

5. La incubacién de Candida albicans ATCC 10231 durante 6 horas con
varias concentraciones de anfotericina B, 5-fluorocitosina, ketoconazol y fluconazol
produjo un retraso, en todos los casos, que perdurd durante las 3 horas siguientes
a la retirada de la droga del medio de incubacién.

6. La incubacién previa de Candida albicans ATCC 10231 con 1 uygr/mL de
anfotericina B y 4 pgr/mL de 5-fluorocitosina durante 6 horas, aumenté su
susceptibilidad a la muerte intracelular por PMN humanos durante tres horas tras
la eliminacién del quimioterapico.

7. La previa incubacién de Candida albicans ATCC 10231 con 1 ugr/mL de
ketoconazol durante 6 horas, aumenté su susceptibilidad a la muerte intracelular
por PMN humanos durante las tres horas siguientes a la eliminacién del
quimioterdpico; y {a previa incubacién de la levadura con 4 ugr/mL de fluconazol
durante 6 horas s6lo pudo aumentar su susceptibilidad durante la primera hora tras

la eliminacién del quimioterapico.



127

BIBLIOGRAFIA



128

ABRUZZO, G.K.; FROMTLING, R. A.; TURNBULL, T. A.; GILTINAN, D.M.;
(1987). "Effects of bifonazole, fluconazole, itraconazole and terbinafine on the
chemiluminiscence response of immune cells". J. Antimicrob. Chemother. 28: 61-
68.

AERTS, F.; DE BRABENDER, M.; VAN DEN BOSSCHE, H.; VAN CUTSEM,
J.; BORGERS, M.; (1980). "The activity of ketoconazole in mixed cuitures of fungi
and human fibroblasts". Mykosen 3: 53-67.

AL-BASSAM, T.; POULAIN, D.; GINMELLY, P.; LEMATRE, J.; BONALY, R.;
(1985). "Chemical and antigenic alterations of Candida albicans cell walls related
to the action of amphotericin B subinhibitory doses”. J. Antimicrob. Chemother.
15: 263-269.

ALTMAN, L.C.; {1978). "Chemotactic limphokines: a review." In: Gallin,
J.J.; Quie, P.G. (Eds.): "Leukocyte chemotaxis ". Raven Press, New York, 267-
287.

ANNAISIE, E.; BODEY, G.P.; RINALDI, M.G. {1989}). "Emerging fungal
pathogens". Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 8: 323-330.

ANSEHN, S.; BOQUILT, L.; SCHONEBECK, J.; WINBLAD, B.; {1974). "Effect
of antimycotics on the surface morphology of Candida albicans” . Castellania 2: 41-
44,

ANSEHN, S.; NILSON, L.; (1984). "Direct membrane-damaging effect of
ketoconazole and tioconazole on Candida albicans demostrated by bioluminiscent
assay of ATP". Antimicrob. Agents Chemother. 26: 22-25.

ARAI, T.; MIKAMI, T.; YOHOYSMA, K.; KAWATA, T.; NARUDA, K.; {1977).
"Morphological changes in yeasts as a result of the action of b-fiuorocytosine".
Antimicrob. Agents Chemother. 72: 255-260.

ARNOLD, R.R.; BREWER, M.; GAUTHIER, J.J.; (1980). "Bacterial activity
of human lactoferrin: sensitivity of a variety of microorganisms™. Infect. Immun.
28: 893-898.

ARNAOUT, M.A.; PITT, J.; COHEN, H.J.; MELAMED, J.; ROSEN, F.S.;
COLTEN, H.R.; (1982). "Deficiency of a granulocyte-membrane glycoprotein (GP-



129

150) in a boy with recurrent bacterial infections”. New Engl. J. Med. 306: 693-
699.

BABIOR, B.M.; (1978). "Oxygen-dependentmicrobial killing by phagocytes”.
New Engi. J. Med. 298: 659-668, 721-725.

BAINTON, D.F.; (1977). "Differentiation of human neutrophilic granulocytes:
Normal and Abnormal. In: Greenwalt, T.J.; Jamieson, G.A. (Eds.): " The
granulocyte: Function and clinical utilization”. Alan, R.; Liss, Inc., New York, 1-27.

BANNATYNE, R.M.; CHEUNG, R.; (1978). "Susceptibility of Candida
albicans to miconazole”. Antimicrob. Agents Chemother. 73: 1040-1041,

BASSARIS, H.P.; LIANON, P.E.; VOTTA, E.G.; PAPAVASILIOU, J.Th.;
{1984). "Effects of subinhibitory concentrations of cefotaxime on adhesion and
polymorphonuclearleukocyte function with gram negative bacteria". J. Antimicrob.
Chemother. 74 (suppl. B): 91-96.

BELCHER, R.W.; CARNEY, J.F.; MONAHAN, F.G.; (1973). "An electron
microscopic study of fagocytosis of Candida albicans by polymorphonuclear
leukocytes”. Lab. Invest. 29: 620-627.

BENNETT, J.E.; (1977). "Flucytosine". Ann. Intern. Med. 86 319-322.

BERGAN, T.; ENGESET, A.; OLSZEWSKI, W.; OSTBY, N.; SOLBERG, R.;
(1986). "Extravascular penetration of highly protein-bound flucloxacillin™.
Antimicrob. Agents Chemother. 30: 729-732.

BERGAN, T.; (1991). "Tissue penetration of antibiotics”. En: Medical
Masterclasses-Tissue penetration of antibiotics. Vol 7 n°1, pags, 2-14.

BERLINER, S.; WEINBERGER, M.; BEN-BASSAT, M.; LAVIE, G,
WEINBERGGER, A.; GILLER, S.; PINKHAS, J.; (1985). "Amphotericin B causes
aggregation of neutrophils and enhances pulmonary leukostasis”. Am. Rev. Respir.
Dis. 732: 602-605.

BIGGER, J.W.; (1944}, "The bactericidal action of penicillin on S. pyogenes”.
Irish J. Med. Sci. 22: 533-568.

BISHOP, C.R.; ATHENS, J.W.; BOGGS, D.R.; WARNER, H.R.;
CARTWRIGHT, G.E.; WINTROBE, M.M.; (1968). "Leukokinetic studies. XlIl. A non-



130

steady-state kinetic evaluation of the mechanism of cortisone-induced
granulocytosis”. J. Clin. Invest. 47: 249-260.

BLOCK, E.R.; JENNINGS, A.E.; BENNETT, J.E.; (1973). "Variables
influencing susceptibility testing of Cryptococcus neoformans to 5-fluorocytosine”.
Antimicrob. Agents. Chemother. 4: 392-395.

BLOCK, E.R.; BENNETT, J.E.; LIVOTI, L.G.; KLEIN, W.J.; MACGREGOR,
R.R.; HENDERSON, L.; {(1974). "Flucytosine and amphotericin B: Hemodialysis
effects on the plasma concentration and clearance, studies in man”. Ann. Intern.
Med. 80: 613-617.

BODEY, G.P.; (1988). "Topical and systemic antifungal agents”. Med. Clin.
North Am. 72: 637-659.

BORGERS, M.; VAN DEN BOSSCHE, H.; DE BRABENDER, M.; VAN
CUTSEM, J.; (1979). "Promotion of pseudomycelium formation of Candida
albicans in culture: a morphological study of the effects of miconazole and
ketoconazole”. Postgrad. Med. J. 55. 687-691.

BORGERS, M.; VAN DEN BOSSCHE, H.; (1982). "The mode of action of
antifungal drugs”. En: Ketoconazole in the management of fungal disease. (Levine,
H.B.; Ed.) ASIS PRESS, Auckland; pag. 25-42.

BOUCHARA, J.P.; TRONCHIN, G.; ANNAIX, V.; ROBERT, R.; SENET, J.M,;
(1990). "Laminin receptor of Candida albicans germ tubes”. Infect. Immun. 58: 48-
b4.

BRAJTBURG, J.; ELBERG, S.; MEDOFF, G.; KOBAYASHI, G.S.; (1981).
"Increase in colony-forming units of Candida albicans after treatment with polyene
antibiotics". Antimicrob. Agents Chemother. 79: 199-200.

BRAJTBURG, J.; KOBAYASHI, D.; MEDOFF, G.; KOBAYASHI, G.S.; (1982).
"Antifungal action of amphotericin B in combination with other polyene or
imidazole antibiotics™. J. Infect. Dis. 746: 138-1486.

BRYANT, R.E.; SUTCLIFFE, M.C.; (1974). "The effect of 3,5 -adenosine
monophosphate on granulocyte adhesion”. J. Clin. Invest. 54: 1241-1244.

BUNDTZEN, R.W.; GERBER, A.M.; COHN, D.L.; CRAIG, W.A.; (1981),



131

"Postantibiotic suppression of bacterial growth". Rev. Infect, Dis. 3: 28-37.

CALDERONE, R.A.; LINEHAN, L.; WADSWORTH, E.; SANDBERG, A.L.;
(1988). "ldentification of C.d receptors on Candida albicans". Infect. Immun. 56:
252-258.

CALHOUN, D.L.; GALGIANI, J.N.; (1984). "Analysis of pH and buffer effect
on flucytosine activity in broth dilution susceptibility testing of Candida albicans in
two synthetic media”. Antimicrob. Agents. Chemother. 26: 364-367.

CALHOUN, D.L.; ROBERTS, G.N.; GALGIANI, J.N.; BENNET, J.E.;
FEINGOLD, D.S.; JORGENSEN, J.; KOBAYASHI, G.S.; SHADOMY, S.; (1986)
"Results of a survey of antifungal susceptibility test in the United States and
interlaboratory comparison of broth dilution testing of flucytosine and amphotericin
B". B. J. Clin. Microbiol. 23: 298-301.

CARTWRIGHT, G.E.; ATHENS, J.W.; WINTROBE, M.D. (1964). "The
kinetics of granulopoesis in normal man”. Blood 24: 780-803.

CHILGREN, R.A.; HONG, R.; QUIE, P.G.; {1968}. "Human serum interactions
with Candida albicans”. J. immunol. 707: 128-1132.

CHIU, M.L.; (1993). "Actividad fagocitica de leucocitos polimorfonucleares
sobre Staphylococcus aureus y Candida albicans previamente tratados con
quimioterapicos”. Tesis de Licenciatura,

CHUNN, C.J.; STARR, P.R.; GILBERT, D.N.; (1977). "Neutrophi! toxicity of
amphotericin B". Antimicrob. Agents Chemother. 72: 226-230.

COCKAYNE, A.; ODDS, F.C.; {1984). "Interactions of Candida albicans
yeast cells, germ tubes and hyphae with human polymorphonuciear leucocytes /in
vitro”. J. Gen, Microbiol. 730: 465-471.

COLLETTE, N.; VAN DER AUWERA, P.; PASCUAL-LOPEZ, A.; HAYMANS,
C.; MEUNIER, F.; (1989). "Tissue concentrations and bioactivity of amphotericin
B in cancer patients treated with amphotericin B-deoxycholate”. Antimicrob.
Agents Chemother. 33: 362-368.

COLLINS, M.S.; PAPPAGIANIS, D.; {1973). "Effects of lysozyme and chiti-

nase on the spherules of Coccidioides immitis in vitro”. Infect. Immun. 7: 812-822.



132

COOK, R.A.; McINTYRE, K.A.; GALGIANI, J.N.; (1990). "Effect of
incubation temperature, inoculum size and medium on agreement of macro- and
microdilution broth susceptibility test results for yeasts". Antimicrob. Agents
Chemother. 34: 1542-1545.

CRAIG, W.A,; LEGGETT, J.; TOTSUKA, J.; VOGELMAN, B.; (1988). "Key
pharmacokinetic parameters of antibiotic efficacy in experimental animal
infections™. J. Drug Dev. 7 (sup/ 3): 7-15.

CRAIG, W.A,; EBERT, S.; LEGGETT, J.; REDINTON, J.; {1990). "Effect of
neutrophils on in vivo potency of antibiotics against Klebsiella pneumoniae". En:
Abstracts of the 30th Interscience Conference on Antimicrobial Agents and
Chemotherapy. Abstract n® 757. ASM, Washington, D.C., pag. 112.

CRAIG, W.; {1991). "Animal models in predicting antimicrobial efficacy”. En:
Medical Masteclasses-Tissue penetration of Antibiotics. Vol. 7 n°7, pags. 40-48.

CROWLEY, C.A.; CURNUTTE, J.T.; ROSIN, R.E.; ANDRE-SCHWARTZ, J.;
GALLIN, J.I.; KLEMPNER, J.1.; SNYDERMAN, R.; SOUTHWICK, F.S.; STASSEL,
T.0.; BABIOR, B.M.; (1980). "An inherited abnormality of neutrophil adhesion: its
genetic transmission and its association with a missing protein™. New Engl. J. Med.
302: 1163-1168.

DANA, N.; TODD, R.F.lll; PITT, J.; SPRINGER, T.A.; ARNAOUT, M.A,;
(1984). "Deficiency of a surface membrane glycoprotein (MO-1) in man". J. Clin,
Invest. 73: 1563-159.

DAVIDSON, R.J.; ZHANEL, G.G.; PHILLIPS, R.; HOBAN, D.J.; {1991).
"Human serum enhances the postantibiotic effect of fluoroquinolones against
Staphylococcus aureus™. Antimicrob. Agents. Chemother. 35 1261-1263.

DAVIES, R.R.; REEVES, D.S.; {1971). "5-fluorocytosine and urinary
candidiasis". Br. Med. J. 7: 577-579.

DE BRABENDER, M.; AERTS, F.; VAN CUTSEN, J.; VAN DEN BOSCHE, H.;
BORGERS, M.; (1980). "The activity of ketoconazole in mixed cultures of
leukocytes and Candida albicans". Saboraudia 78: 197-210.



133

DE NOLLIN, S.; VAN BELLE, H.; GOOSSENS, F.; THONE, F.; BORGERS, M.;
(1977). "Cytochemical and biochemical studies of yeasts after in vitro exposure
to miconazole". Antimicrob. Agents Chemother. 77: 500-513.

DIAMOND, R.D.; KRZESICKI, R.; JAQO, W.; (1978). "Damage to
pseudohyphal forms of Candida albicans by neutrophils in the absence of serum in
vitro". J. Clin, Invest. 6 7. 349-359.

DIASO, R.B.; BENNETT, J.F.; MEYERS, C.E.; (1978). "Mode of action of 5-
fluorocytosine™. Biochem, Pharmacol. 27: 703-707.

DIXON, D.; SHADOMY, S.; SHADOMY, H.J.; ESPINEL-INGROFF, A.;
KERKERING, M.; {1978). "Comparison of the in vitro antifungal activities of
miconazole and a new imidazole, R-41,400". J. Infect. Dis. 738: 245-248.

DOERN, G.V.; TUBERT, T.A.; CHAPIN, K.; RINALDI, M.G.; (1986). "Effect
of medium composition on results of macrobroth dilution antifungal susceptibility
testing of yeasts”. J. Clin. Microbiol. 24: 507-511,

DOMER, J.E.; CARROW, E.W.; {1989). "Candidiasis". En: Immunology of
the fungal diseases. Cox R.A. (ed.}). CRC Press, Boca Raton pag. 57-92.

DOUGHERTY, R.W.; NIEDEL, J.E.; (1986). "Cytosilic calcium regulates
phorbol diester binding affinity in intact phagocytes”. J. Biol. Chem. 267: 4097-
4100.

DRAZIN, R.E.; LEHRER, R.l.; (1977). "Fungicida! properties of a
chymotrypsin-like cationic protein from human neutrophils: adsorption to Candida
parapsilopsis”. Infect. Immun. 77: 382-388.

EAGLE, H.; FLEISCHMAN, R.; MUSSELMAN, A.D.; (1950). "The bactericidal
action of penicillin in vivo: the participation of the host, and the slow recovery of
the surviving organisms”. Ann. Inter. Med. 33: 544-571.

EBDEN, P.; NEIL, P.; FARROW, P.R.; {1989). "Sputum levels of fluconazole
in humans”. Antimicrob. Agents Chemother. 33: 963-964.

EGGLETON, P.; GARGAN, R.; FISHER, D.; (1989). "Rapid method for the
isolation of neutrophils in high yield without the use of dextran or density gradient
polymers”. J. Immunol. Meth. 727: 105-113.



134

FARKAS, B.; DOBOZY, A.; {(1983). "The effect of ketoconazole on the
phagocytosis and intracellular killing of Candida albicans by polymorphonuclear
leukocytes". Mykosen 26 22-26.

FELIU, E.; {1983). "Enfermedades infecciosas”. Vo/ 7-6 Nov-Dic.

FROMTLING, R.A.; (1984). "Imidazoles as medically important antifungal
agents: an overview". Drugs Today 20: 325-349.

GADEBUSCH, H.H.; JOHNSON, A.G.; (1966}. "Natura! host resistance to
infection with Cryptococcus neoformans IV. The effect of some cationic proteins
on the experimental disease”. J. Infect, Dis. 776- 551-565.

GALE, E.F.; (1986). "Nature and developement of phenotypic resistance to
amphotericin B in Candida albicans". Adv. Microb. Physiol. 27: 278-320.

GALGIANI, J.N.;STEVENS, D.A.; (1976)." Antimicrobial susceptibility testing
of yeasts: a turbidimetric technique independent of inoculum size". Antimicrob.
Agents Chemother. 70: 721-726.

GALGIANI, J.N.; STEVENS, D.A.; (1978}."Turbidimetric studies of growth
inhibition of yeasts with three drugs: an inquiry into inoculum-dependent
susceptibility testing, time of onset of drug effect, and implications for current and
newer methods”. Antimicrob. Agents. Chemother. 73: 249-254.

GALGIANI, J.N.; YTURRALDE, C.A.; DUGGER, K.O.; (1986)."Susceptibility
of Candida albicans to flucytosine when tested in different formulations of Yeast
Nitrogen Base broth™. Diag. Microbiol. Infect. 5: 273-276.

GALGIANI, J.N.; (1987). "Antifungal susceptibility tests". Antimicrob.
Agents Chemother. 37: 1867-1870.

GANZ, T.; SELSTED, M.E.; SZKLAREK, D.; HARWIG, S.S.L.; DAHER, K.;
BAINTON, D.F.; LEHRER, R. (1985). "Defensins: natural peptide antibiotics of
human neutrophils™ J. Clin. Invest. 76: 1427-1435.

GARGAN, R.A.; BRUMFITT, W.; HAMILTON-MILLER, J.M.T.; (1989).
"Failure of water to lyse polymorphonuclear neutrophils completely". J. Immunol.
Meth. 724: 289-291.



135

GELFAND, J.A.; KIMBALL, K.; BURKE, J.F.; DINARELLO, C.A.; {(1988).
" Amphotericin B treatment of human mononuclear cells /n vitro results in secretion
of tumor necrosis factor and interleukin-1". Clin. Res. 36: 456A.

GEORGOPAPADAKOQOU, N.H.; DIX, B.A.; SMITH, S.A.; FREUDENBERG, J.;
FUNKE, P.T; {1987). "Effect of antifungal agents on lipid biosynthesis and
membrane integrity in Candida albicans”. Antimicrob. Agents Chemother. 37: 46-
51.

GERBER, A.U.; CRAIG, W.A.; (1981). "Growth kinetics of respiratory
pathogens after short exposures to ampicillin and erythromycin in vitro”. J.
Antimicrob. Chemother. 8: S81-5S89.

GERBER, A.U.; WIPRACHTIGER, P.; STETTLER-SPICHIGER, V.; LEBEK, G.;
(1982). "Constant infusions versus intermittent doses of gentamicin against
Pseudomonas aeuruginosa in vitro™. J. Infect. Dis, 745: 554-560.

GHEBREHIWET, B.; MULLER-EBERHARD, H.J.; (1979). "C,e: an acidic
fragment of human C; with leukocytosis-inducing activity”. J. Immunoi. 723: 616-
621.

GRAYBILL, J.R.; {1989). "New antifungal agents”. Eur. J. Clin. Microbiol.
Infect. Dis. 8- 402-412.

GRESHAM, H.D.; CLEMENT, L.T.; LEHMEYER, J.E.; GRIFFIN, F.M.;
VOLANAKIS, J.E.; (1986). "Stimulation of human neutrophil F, receptor-mediated
phagocytosis by a low molecuiar weight cytokine”. J. Immunol. 737: 868-875.

GRIFFIN, F.M.; GRIFFIN, J.A.; {1980). "Augmentation of macrophage
complement reception function in vitro". ll. Characterization of the effects of a
unique iymphokine upon the phagocytic capabilities of macrophages”. Antimicrob.
Agents Chemother. 27: 241-247.

GRISHAM, M.B.; JEFFERSON, M.M.; MELTON, D.F.; THOMAS, E.L.;
(1984). "Chlorination of endogenous amines by isolated neutrophiles. Ammonia-
dependent bactericidal, cytotoxic, and cytolytic activities of the chloramines”. J.
Biol. Chem. 259: 1404-1413.



136

GUDMUNDSSON, S.; CRAIG, W.A_; (1991). "The postantibiotic effect”. En:
Antibiotics in Laboratory Medicine. 3° Ed. (Lorian, V.; Ed.) Williams and Wilkins,
Baltimore, pags. 403-431.

GULL, K.; MARRIOT, M.S.; {1986). "The effect of fluconazole on the
morphology and ultrastructure of Candida albicans in vitro and in vivo"™. 26th
Interscience Conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy. Abstract,
New Orleans. Sep-29, Oct-1.

HARLAN, J.M.; KILLEN, P.D.; SENECAL, F.M.; SCHWARTZ, B.R.; YEE,E.K.;
TAYLOR, R.F.; BEATTY, P.G.; PRICE, T.H.; OCHS, H.D.; {1985). "The role of
neutrophil adherence membrane glycoprotein GP-150 in neutrophil adherence to
endothelium in vitro". Blood 66: 167-178.

HAWKINS, S.; ALFORD, R.; (1980). "Human serum inhibition of
ketoconazole activity against Histoplasma capsulatum in liquid culture". 20th
Interscience conference on Antimicrobial Agents and Chemotherapy, New Orleans,
Louisiana, Estados Unidos. 22-24 de Septiembre.

HAZEN, K.C.; PLOTKIN, B.J.; KLIMAS, D.M.; (1986). "Influence of growth
conditions on cell surface hydrophobicity of Candida albicans and Candida
glabrata”. Infect. Immun. 54 269-271.

HAZEN, K.C.; HAZEN, B.W.; (1987). "A polystirene microsphere assay for
detecting surface hydrophobicity variations within Candida albicans popuiations”,
J. Microbiol. Meths. 6: 289-299. |

HAZEN, B.W.; HAZEN, K.C.; (1988). "Dynamic expression of cell surface
hydrophobicity during initial yeast cell growth and before germ tube formation of
Candida albicans”. Infect. Immun. 56: 2521-2525.

HAZEN, K.C.; (1989). "Participation of yeast cell surface hydrophobicity in
adherence of Candida albicans to human epithelial cells". Infect. Immun. 57: 1894-
1900.

HENSEN, M.T.; PITSAKIS, P.G.; LEVISON, M.E.; (1989). "Postantibiotic
effect of penicillin plus gentamicin versus Enterococcus faecalis in vitro and in
vivo". Antimicrob. Agents Chemother. 33: 608-611.



137

HOEPRICH, P.D.; INGRAHAM, J.L.; KLEKER, E.; WINSHIP, M.J.; (1974)}.
"Development of resistance to 5-fluorocytosine in Candida parapsilopsis during
therapy”. J. Infect. Dis. 730: 112-118.

HOEPRICH, P.D.; HUSTON, A.C.; {1975}. "Susceptibility of Coccidioides
immitis, Candida albicans and Cryptococcus neoformans to Amphotericin B,
Flucytosine, and Clotrimazole”. J. Infect. Dis. 732: 133-141.

HORN, N.; WONG, B.; KIEHN, T.E.; ARMSTRONG, D.; (1985). "Fungemia
in a cancer hospital: changing frequency, earlier onset, and results of therapy”.
Rev. infect. Dis. 7: 646-654.

HORNE, D.; TOMASZ, A.; (1981). "Hypersusceptibility of penicillin-treated
group B Streptococcito bacterial activity of human polymorphonuclearieukocytes™.
Antimicrob. Agents Chemother. 79: 745-753.

HUBER, H.; FUDENBERG, H.H.; (1968). "Receptor sites of human
monocytes for IgG". Int. Arch. Allergy Appl. Immunol. 34: 18-31.

HUGHES, C.E.; BENNET, R.L.; TUNA, |.C.; BEGGS, W.H.; (1988). "Activities
of fluconazole {UK-49,858) and ketoconazole-susceptible and -resistant Candida
albicans". Antimicrob. Agents Chemother.

JENSEN, M.S.; BAINTON, D.F.; {(1973). "Temporal changes in pH within the
phagocytic vacuole of the polimorphonuclear neutrophilic leukocyte”. J. Cell Biol.
56. 379-388.

JOHNSON, B.; WHITE, R.J.; MERRY, J.M.; WILLIAMSON, G.M.; (1978).
"Factors influencing the susceptibility of Candida albicans to the polyenic
antibiotics nystatin and amphotericin B". J. Gen. Microbiol. 704; 325-333.

JOHNSON, E.M,; WARNOCK, D.W.; RICHARDSON, M.D.; DOUGLAS, C.J.;
(1986). "/In-vitro effect of itraconazole, ketoconazole and amphotericin B on the
phagocytic and candidacidal function of human neutrophiis”. J. Antimicrob.
Chemother. 78: 83-91.

JUND, R; LACROUTE, F.; (1970). "Genetic and physiological resistance to

5-fluoropyrimidines in Saccharomyces cerevisiae". J. Bacteriol. 730: 112-118.



138

KAMPSCHMIDT, R.F.; UPCHURCH, H.F.; {1980). "Neutrophii release after
injections of endotoxin or leukocytic endogenous mediator into rats". J
Reticuloendothel. Soc. 28: 191-201.

KAPLAN, A.P.; KAY, A.B.; AUSTEN, K.F.; (1972}, "A prealbumin activator
of prekallicrein Hl ; Appearance of chemotactic activity for human neutrophils by
the conversion of human prekallicrein to kallicrein™. J. Exp. Med. 735: 81-97.

KAPLAN, A.P.; GOETZEL, E.J.; AUSTEN, K.F.; {(1973). "The fibrinolytic
pathway of human plasma Il. The generation of chemotactic activity by activation
of plasminogen proactivator”. J. Clin. Invest. 52: 2591-2599.

KIMURA, L.H.; PEARSALL, N.N.; {1980). "Relationship between germination
of Candida albicans and increased adherence to human buccal epithelial cells”.
Infect. Immun. 28: 464-468.

KIRKPATRICK, C.H.; GREEN, [; RICH, R.R.; SCHADE, A.L.; {1971).
"Inhibition of growth of Candida albicans by iron-unsaturated lactoferrin: relation
to host defense mechanisms in chronic mucocutaneous candidiasis”. J. Infect. Dis.
124: 539-544.

KNAYSI, G.; {1935). "A microscopic method of distinguishing dead from
living bacterial cells". J. Bacteriol. 30: 193-206.

KOLDIN, M.H.; MEDQFF, G.; (1983). "Antifungal chemotherapy". Pediatr.
Clin. North Am. 30: 49-61.

KURODA, S.; UNO, J.; ARAI, T.; (1978). "Target substances of some
antifungal agents in the cell membrane”. Antimicrob. Agents Chemother. 73: 454-
459.

KWON-CHUNG, K.J.; LEHMAN, D.; GOOD, C.; MAGEE, P.T.; (1985).
“"Genetic evidence for a role of extracellular proteinase in virulence of Candida
albicans”. Infect. Immun. 49: 571-578,

LETONTURIER, P.H.; {1981). "Manual de inmunologia general". Masson (ed.)
Barcelona-Méjico.

LEHRER, R.l.; CLINE, M.J.; (1969a). "Interactions of Candida albicans with
human leukocytes and serum”. J. Bacteriol. 98: 996-1004.



139

LEHRER, R.1.; CLINE, M.J.; {1969b}. "Leukocyte myeloperoxidase deficiency
and disseminated candidiasis: the role of myeloperoxidase in resistance to Candida
infection”. J. Clin. Invest. 48: 1478-1488.

LIN, H.; MEDOFF, G.; KOBAYASHI, G.S.; (1977). "Effects of amphotericin
B on macrophages and their precursor cells". Antimicrob. Agents Chemother. 77
154-160.

LOGAN, D.A.; (1988). "Regulation of intracellular carboxypeptidase activity
in Candida albicans”. Exp. Mycol. 12: 386-390.

LOURIA, D.B.; BRAYTON R.G.; FINKEL, G.; (1963). "Studies on the
pathogenesis of experimental Candida albicans infections in mice”. Sabouraudia 2
271-283.

LOURIA, D.B.; BRAYTON, R.G.; (1974}, "Behaviour of Candida cells within
leukocytes”. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 775: 93-96.

LUTWICK, L.; GALGIANI, J.; JOHNSON, R.; STEVENS, D.; (1976). "Visceral
fungal infections due to Petriallidium boydii {Allescheria boydii). In vitro drug
sensitivity studies”. Am. J. Med. 67: 632-640.

MACDONALD, F.; ODDS, F.C.; {1983). "Virulence for mice of a proteinase-
secreting strain of Candida albicans and a proteinase-deficient mutant™. J. Gen.
Microbiol. 729: 431-438.

MACGREGOR, R.R.; (1976). "The effect of anti-inflammatory agents and
inflamation on granulocyte adherence”. Am. J. Med. 67: 319-326.

MACKERROW,S.D.; MERRY, J.M.; HOEPRICH, P.D.; {1987). "Effect of
buffer on testing of Candida species susceptibility to flucytosine™. J. Clin.
Microbiol. 25: 885-888.

MARMER, D.J.; FIELDS, B.T.; FRANCE, G.L.; STEELE, R.W.; ({1981}.
"Ketoconazole, amphotericin B and amphotericin B methylester: comparative in
vitro and in vivo toxicological effects on neutrophil function”. Antimicrob. Agents
Chemother. 20: 660-665.

MARRIOTT, M.S.; RICHARDSON, K.; {1987). "The discovery and mode of

action of fluconazole”. En: Recent Trends in the Discovery, Development and



140

Evaluation of Antifungal Agents. R.A. Fromtling (Ed.) J.R. Prous Science
Publishers, S.A.

MCCUTCHEON, M.; {1946}. "Chemotaxis in leukocytes™. Physiol. Rev. 26:
319-326.

MC DONALD, P.J.; CRAIG, W.A.; KUNIN, C.M.; (1977). "Persistent effect
of antibiotics on Staphylococcus aureus after exposure for limited periods of time”,
J. Infect. Dis. 735: 217-223.

MC DONALD, P.J.; WETHERALL, B.L.; PRUUL, H.; (1981). "Postantibiotic
feukocyte enhancement: increased susceptibility of bacteria pretreated with
antibiotic to the activity of leukocytes”. Rev. Infect. Dis. 3: 38-44.

MCGUILLEN, J.; PATTERSON, R.; PHAIR, J.P.; (1980). "Adherence of
polymorphonuclear leukocytes to nylon: Modulation by Prostacyclin (PGl,),
corticosteroids, and complement activation”. J. Infect. Dis. 747: 382-388

MCINTYRE, K.A.; GALGIANI, J.N.; (1989). "/n vitro susceptibilities of yeasts
to a new antifungal triazole, SCH 39304: Effects of test conditions and relation to
in vivo efficacy”. Antimicrob. Agents Chemother. 33: 1095-1100.

MECHLINSKI, W.; SCHAFFNER, C.P.; GANIS, P.; AVITABILE, G.; {1970).
"Structural and absolute configuration of the polyene macrolide amphotericin B".
Tetrahedron Letters 44: 3873-3876.

MEDOFF, G.; VALERIOTE, F.; RYAN, J.; TOLEN, S.; (1977). "Response of
transplantated AKR leukemia to combination therapy with amphotericin B and 1,3-
bis (2-chloroethyl}-1-nitrosourea-dose and schedule dependency”. J. Natl. Cancer
Inst. 58 949.

MEDOFF, G.; BRAJTBURG, J.; KOBAYASGI, G.S.; {1983}). "Antifungal
agents useful in therapy of systemic fungal infections". Annu. Rev. Pharmacol.
Toxicol. 23: 303-330.

MERSON-DAVIES, L.A.; ODDS, F.C.; (1989). "A morphology index for
characterization of cell shape in Candida albicans". J. Clin. Microb. 735: 3143-52.

METCALF, J.A.; GALLIN, J.l.; NAUSEF, W.M.; ROOT, R.K.; (1986).

"Preparation of cells and material for functional assays". En "Laboratory Manual of



141

Neutrophil Function", Raven Press. New York.

MEUNIER, F.; LAMBERT, C.; VAN DE AUWERA, P.; (1990). "/n-vitro activity
of SCH-39304 in comparison with amphotericin B and fluconazole”. J. Antimicrob.
Chemother. 25: 227-236.

MINAGAWA, H.; KITAWRA, K.; NAKAMIZO, N.; (1983). "Effect of pH on
the activity of ketoconazole against Candida albicans”. Antimicrob. Agents
Chemother. 23: 105-107.

MINGUEZ, F.; CHIU, M.L.; PRIETO, J.; {1993a). "Efecto postantiflingico".
Rev. Esp. Quimioterap. 677/, 33-35.

MINGUEZ, F.; PRIETO, J.; {(1993b). "Efecto postantibidtico”. Enf. Infec. y
Microbiol. Clin. 77 (3): 147-15b5.

MINGUEZ, F.; RAMOS, C.; LOSCOS, A.; CHIU, M.L.; PRIETO, J.; (1993c).
"In vitro killing kinetics and postantibiotic effect of josamycin and other
macrolides on several bacteria”. Chemother. 39: 163-168.

MINGUEZ, F.; CHIU, M.L.; RIQUE, R.; LIMA, E.J.; PRIETO, J.; (1994).
"Activity of fluconazole: postantifungal effect, effects of low concentrations and
of pretreatment on the susceptibility of Candida albicans to leucocytes”. J.
Antimicrob. Chemother. 34: 93-100.

MITCHELL, L.; SOLL, D.R.; (1979). "Septation during synchronous mycelium
and bud formation in released stationary phase cuitures of Candida albicans”. Exp.
Mycol. 3: 298-309.

NELSON, R.D.; SHIBATA, N.; PODZORSKI, R.P.; HERRON, M.J.; (1991).
"Candida mannan: chemistry, suppression of cell-mediated immunity, and possible
mechanisms of action™. Clin. Microb. Rev. 4: 1-19.

NORMAK, S.; SCHONEBECK, J.; (1972). "In vitro studies of 5-
fluorocytosine resistance in Candida albicans and Torulopsis glabrata"™. Antimicrob.
Agents Chemother. 2: 114-121.

NUGENT, K.M.; COUCHOT, K.R.; (1986). "Effects of sublethal

concentrations of amphotericin B on Candida albicans". J. Infect. Dis. 754 665-9.



142

NUGENT, K.M.; COUCHOQOT, K.R.; GRAY, L.D.; (1987). "Effect of Candida
morphology on amphotericin B susceptibility”. Antimicrob. Agents Chemother. 37
335-336.

ODDS, F.C.; (1979a). "Candida and candidosis”. L eicester University Press.
Pg.382.

ODDS, F.C.; (1979b). "Morphogenesis in Candida, with special reference to
C. albicans. In Candida and Candidosis", pp. 29-41. Leicester University Press,
Leicester.

ODDS, F.C.; MILNE, L.J.R.; GENTLES, J.C.; BALL, E.H.; (1980). "The
activity in vitro and in vivo of a new imidazole antifungal, ketoconazole". J.
Antimicrob. Chemother. 6: 97-104.

QDDS, F.C.; (1982). "Interactions among amphotericin B, 5-fluorocytosine,
ketoconazole, and miconazole against pathogenic fungi /n vitro™. Antimicrob.
Agents Chemother. 22: 763-770.

ODDS, E.C.; CHEESMAN, S.L.; ABBOT, A.B.; (1985}, "Suppression of ATP
in Candida albicans by imidazole and derivative antifungal agents". Sabouraudia 23:
415-424.

0ODDS, F.C.; CHEESMAN, S.L.; ABBOTT, A.B.; (1986). "Antifungal effects
of fluconazole (UK-49,858), a new triazole antifungal, in vitro". J. Antimicrob.
Chemother. 78: 473-478.

ODDS, F.C.; {1988). "Candida and candidosis: a review and bibliography"”.
Bailliare Tindall. London.

ODEBERG, H.; PELSSON, I.; {(1975). "Antibacterial activity of cationic
proteins from human granulocytes”. J. Clin. Invest. 56: 1118-1124.

ODENHOLT, |.; HOLM, S.E.; CARS, O.; (1988). "An in vivo model for
evaluation of the postantibiotic effect”. Scand. J. Infect. Dis. 20: 97-103.

ODENHOLT, I.; HOLM, S.E.; CARS, 0.; (1989). "Effects of benzylpenicillin
on Streptococcus pyogenes during the postantibiotic phase /n vitro”. J. Antimicrob.
Chemother. 24: 147-156.



143

ODENHOLT, I.; HOLM, S.E.; CARS, 0.; {(1990). "Effects of supra and sub-
MIC benzylpenicillin concentrations on group A B-haemolytic streptococci during
the postantibiotic phase in vivo". J. Antimicrob. Chemother. 26; 193-201.

PAGE, S.; ODDS, F.C.; (1988). "Binding of plasma proteins to Candida
species /in vitro”. J. Gen. Microbiol. 734: 2693-2702.

PAUL, B.; SBARRA, A.J.; (1968). "The role of the phagocyte in host-
parasite interactions. Xlll. The direct quantitative estimation of H,0, in
phagocytizing cells”. Biochem, Biophys. Acta 756: 168-178.

PETROU, M.A.; ROGERS, T.R.; (1991]. "Interactions /in vitro between
polyenes and imidazoles against yeasts". J. Antimicrob. Chemother. 27: 491-506.

PLATZER, E.; WELTE, K.; LU, L.; GABRILOVE, J.L; LEVI, E.;
MERTELSMANN, R.; MOORE, M.A.S.; (198b). "Purification and biochemical
characterization of human pluripotent hematopoietic colony-stimulating factor”.
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S5.A. 82: 1526-1530.

POBER, J.S.; BEVILACQUA, M.P.; MENDRICK, D.L.; LAPIERRE, L.A.; FIERS,
W.; GIMBRONE, M.A. Jr.; (1986). "Two distinct monokines, interlukin 1 and tumor
necrosis factor each independently induce biosynthesis and trasient expression of
the same antigen on the surface of cuitured human vascular endothelial cell lines".
J.mmunol. 736: 1680-1687.

POLAK, A.; SCHOLER, H.J.; (1980)}. "Mode of action of 5-fluorocytosine”.
En: Chemotherapy, vol 6, ed. J.D. Williams y A.M. Geddes. Plenum Press, New
York Pgs. 137-142.

PORTILLO, F.; GANCEDO, C.; (1986). "Purification and properties of three
intracellular proteinases from Candida albicans". Bioch. Byophys. Acta 887: 229-
235.

PRUUL, H.; MC DONALD, P.J.; (1979). "Enhancement of leukocyte activity
against Escherichia coli after brief exposure to chloramphenicol”. Antimicrob.
Agents Chemother. 76: 695-700.

PRUUL, H.; WETHERALL, B.L.; MC DONALD, P.J.; (1981). "Enhanced

susceptibility of Escherichia colito intracellular killing by human polymorphonuclear



144

leukocytes after in vitro incubation with chloramphenicol”. Antimicrob. Agents
Chemother. 79: 945-951.

QUIE, P.J.; (1972). "Bactericidal function of human polimorphonuclear
leukocytes"”. Pediatrics 50; 264-270.

RAST, D.M.; BARTNICKI-GARCIA, S.; (1981). "Effects of amphotericin B,
nystatin and other polyene antibiotics on chitin synthase"”. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 78: 2233-2236.

RAY, T.L.; PAYNE C.D.; {1982). "Characterization of an acid protease
produced by Candida albicans and related species”. Clin. Res. 30 (Abstract}: 801A.

REMOLD, H.; STAIB, F.; FASOLD, H.; (1968). "Purification and
characterization of a proteolytic enzyme from Candida albicans". Bioch. Biophys.
Acta 767: 399-406.

RENNENBERG, J.; WALDER, M.; {1988). "A mouse model for simultaneous
pharmacokinetics and efficacy studies of antibiotics at sites of infection”. J.
Antimicrob. Chemother. 22: 51-60.

REUBEN, A.; ANASSIE, E.; NELSON, P.E.; HASHEM, R.; LEGRAND, C.; HO,
D.H.; BODEY, G.P.; {1989). "Antifungal susceptibility of 44 clinical isolates of
Fusarium species determined by using a broth microdilution method"™. Antimicrob.
Agents Chemother. 33: 1647-1649.

RICHARDSON, K.; COOPER, K.; MARRIOT, M.S.; (1988). "Design and
evaluation of a systemically active agent, fluconazole". Ann. N.Y. Acad. Sci. 544:
4-11.

ROGERS, T.J.; BALISH, E.; (1980}). "Immunity to Candida albicans".
Microbiol. Rev. 44: 660-682.

ROGERS, T.E.; GALGIANI, J.N.; (1986). "Activity of fluconazole (UK-
49,858) and ketoconazole against Candida albicans in vitro and in vivo".
Antimicrob. Agents Chemother. 30: 418-422.

ROILIDES, E.; WALSH, T.J.; RUBIN, M.; VENZON, D.; PIZZ0, P.A.; (1990).
"Effects of antifungal agents on the function of human neutrophils in vivo".
Antimicrob. Agents Chemother. 34: 196-201.



145

ROOT, R.K.; METCALF, J.A.; (1977). "H,0, release from human
granulocytes during phagocytosis”. J. Clin. Invest. 60: 1266-1279.

RUCHEL, R.; BONING-STUTZER, B.; MARI, A.; (1988). "A synoptical
approach to the diagnosis of candidosis, relying on serological antigen and antibody
tests, on culture, and on evaluation of clinical data". Mycoses 37 87-106.

RYLEY, J.F.; WILSON, R.G.; BARRETT-BEE, K.J.; (1984). "Azole resistance
in Candida albicans™. Sabouraudia 22; 53-63.

SAWYER, D.W.; DONOWITZ, G.R.; MANDELL, G.L.; (1989).
"Polymorphonuclear neutrophils: An efective antimicrobial force". Rev. Infect. Dis.
Vol If {suppi.) Nov.- Dec.

SCALARONE, G.M.; MIKANI, J.; KURITA, N.; YAZAWA, K.; MIYAJ], M.;
{1992). "The postantifungical effect of 5-fluorocytosine on Candida albicans". J.
Antimicrob. Chemother. 29: 129-136.

SCHONEBECK, J.; POLAK, A.; FERNEX, M: (1973). Pharmacokinetic studies
on the oral antimycotic agent b-fluorocytosine in individuals with normal and
impaired kidney function”. Chemotherapy 78: 321-336.

SCHULTZ, J.; KAMINKER, K.; {1962). "Myeloperoxidase of the leukocyte
of normal human blood. 1. Content and localization”. Arch. Biochem. Biophys. 96:
465-467.

SENIOR, D.S.; SHAW, J.T.B.; (1988)}. "In vitro effect of fluconazole (UK-
49,858) and ketoconazole on mouse lymphocyte proliferation and on Candida
blastospore destruction by human polymorphonuclear leukocytes”. Int. J.
Immunopharmacol. 70: 169-173.

SEOW, W.K.; SEYMOUR, G.J.; THONG, Y.H.; (1987). "Direct modulation
of human neutrophil adherence by coaggregating periodontopathic bacteria”. Int.
Archs. Allergy Appl. Immun. 83: 121-128.

SHADOMY, S.; (1970). "Further in vitro studies with 5-fluorocytosine”.
Infect. Immun. 2: 484-488.

SHEPHERD, M.G.; POULTER, R.T.; SULLIVAN, P.A.; (1985). "Candida albi-
cans: biology, genetics, and pathogenicity". Annu. Rev. Microbiol. 39- 579-614.



146

SHIGEMATSU, M.L.; UNO, J.; ARAI, T.; (1982). "Effect of ketoconazole on
isolated mitochondria from Candida albicans". Antimicrob. Agents Chemother. 27.
919-924.

SOBEL, J.D.; MULLER, G.; BUCKLEY, H.R.; {1984). "Critical role of germ
tube formation in the pathogenesis of candidal vaginitis”. Infect. Immun. 44: 5676-
580.

SOLL, D.R.; {1986). "The regulation of cellular diferentiation in the dimorphic
yeast Candida albicans™. Bioassays 5: b-11.

SOLL, D.R.; SLUTSKY, B.; MACKENZIE, S.: LANGTIMM, C.; STAEBELL, M.;
(1987). "Switching systems in Candida albicans and their possible roles in oral
candidiasis”. En: Mackenzie, J.; Squier, C.; Dabelsteen, E.; (eds.) "Oral mucosa
diseases: biology, etiology and therapy”. Laegeforeningens Forlarg Denmark, pags.
52-59.

SOLL, D.R.; {(1988). "High-frequency switching in Candida albicans and its
relations to vaginal candidiasis™. Am, J. Obstet. Gynecol. 754: 997-1001.

SOLL, D.R,; {(1990). "Dimorphism and high frequency switching in Candida
albicans” . En: Kirsch, D.R.; Kelly, R.; Kurtz, M.B. (eds) "The genetics of Candida".
CRC Press. Boca Raton, pags. 147-176.

SOLL, D.R.; ANDERSON, J.; BERGEM, M.; (1991). "The developmental
biology of the white-opaque transition in Candida albicans”™. En: Prasad, R. (ed.)
"The molecular biology of Candida albicans". Springer-Verlag, Berlin, pags. 20-45.

STAIB, F.; (1965). "Serum proteins as nitrogen source for yeastlike fungi”.
Sabouraudia. 4: 187-193.

STANLEY, V.C.; HURLEY, R.; (1969). "The growth of Candida species in
cultures of mouse peritoneal macrophages”. J. Pathol. 97: 357-366.

SUD, 1.J.; CHOU, D.L.; FEINGOLD, D.L.; {1979). "Effects of free fatty acids
on liposome susceptibility to imidazole antifungals”. Antimicrob. Agents
Chemother. 76: 660-663.

SUGAR, A.M.; GOLDANI, L.Z.; PICARD, M.; {(1991). "Treatment of murine

invasive candidiasis with amphotericin B and cilofungin: Evidence for enhanced



147

activity with combination therapy"”. Antimicrob. Agents Chemother 35: 2128-
2130.

SWAMY, K.H.S.; SIRSI, M.; RAQ, G.R.; (1974). "Studies on the mechanism
of action of miconazole: effect of miconazole on respiration and cell permeability
of Candida albicans”. Antimicrob. Agents Chemother. 5: 420-425.

SWEET, S.P.; DOUGLAS, L.J.; (1991). Effect of iron deprivation on surface
composition and virulence determinants of Candida albicans". J. Gen. Microbiol.
7137: 859-865.

TASCHDJIAN, C.L.; BURCHALL, J.J.; KOZZIN, P.J.; (1960). "Rapid
identification of Candida albicans by filamentation on serum and serum
substituted”™. Amer. J. Dis. Child. 99: 212-215.

TAUBER, M.G.; ZAK, O.; SCHELD, W.M.; HENGSTLER, B.; SANDE, M.A.;
{(1984). "The postantibiotic effect in the treatment of experimental meningitis
caused by Streptococcus pneumoniae in rabbits”. J. Infect. Dis. 749: 575-584.

THOMAS, E.L.; GRISHAM, M.B.; JEFFERSON, M.M.; (1986). "Cytotoxicity
of chloramines™. Methods Enzymol. 732: 5685-593,

THOMAS, E.L.; LEHRER, R.l.; REST, R.F.; (1988). "Human antimicrobial
activity”. Rev. Infect. Dis. 70: 450-4586.

TOTSUKA, K.; SHIMIZU, K.; LEGGETT, J.; VOGELMAN, B.; CRAIG, W.A;
(1988). "Correlation between the pharmacokinetic parameters and the efficacy of
combination therapy with an aminoglycoside and a R-lactam”. En Proceedings of
the International Symposium on Netilmicin, Ueda, J., editor. Professional
Postgraduate Services, Tokyo, Japan, pags. 41-48.

TROKE, P.F.; SMITH, M.J.; (1987). "The in vitro and in vivo activity of
fluconazole against Cryptococcus neoformans”. 27th Intenscience Conference on
Antimicrobial Agents and Chemotherapy. Abstract, New York. Oct 4-7.

TRONCHIN, G.; BOUCHARA, J.P.; ROBERT, R.; SENET, J.M.; {1988).
"Adherence of Candida albicans germ tubes to plastic: Uitrastructural and

molecular studies of fibrillar adhesins”. Infect. Immun. 56: 1987-1993.



148

TUCKER, R.M.; WILLIAMS, P.L.; ARATHOON, E.G.; LEVINE, B.E.;
HARSTEIN, A.l.; HANSON, L.H.; STEVENS, D.A.; {1988). "Pharmacokinetics of
fluconazole in cerebrospinal fluid and serum in human coccidioidal meningitis".
Antimicrob. Agents Chemother. 32: 369-373.

TURNIDGE, J.D.; GUDMUNDSON, S.; CRAIG, W.A.; (1982). "Postantibiotic
effect (PAE) of antifungal agents against common pathogenic yeasts". En: Program
and Abstracts of the Twenty-second Interscience Confernce on Antimicrobial
Agents and Chemother. Abstrac 491. ASM, Washington, D.C., pag. 152.

UNQ, J.; SHIGEMATSU, M.L.; ARAI, T.; {1982). "Primary site of action of
ketoconazole on Candida albicans”. Antimicrob. Agents. Chemother. 27: 912-924.,

UTZ, C.; SHADOMY, S.; (1976). "New medium for in vitro susceptibility
studies with amphotericin B". Antimicrob. Agents Chemother. 70: 776-777.

VANDEN BOSSCHE, H.; WILLEMDENS, G.; COOLS, W.; MARICHAL, P.;
LAUWERS, W.; (1983). "Hypothesis on the molecular basis of the antifungal
activation on N-substituted imidazoles and triazoles™. Biochem. Soc. Trans, 77:
665-667.

VANDEN BOSSCHE, H.; (1985)}. "Biochemical targets for antifungal azole-
derivates. Hypothesis of the mode of action”. Curr. Top. Med. Mycol. 7: 313-351.

VANDEN BOSSCHE, H.; BELLENS, D.; COOLS, W.; GORRENS, J.;
MARICHAL, H.; VERHOEVEN, C.; WILLEMSENS, G.; DE COSTER, R.; BEERENS,
D.; HAELTERMAN, C.; COENE, M.C.; LAUWERS, W.; LE JEUNE, L.; (1986).
"Cytochrome P-450: target for itraconazole”. Drug Dev. Res. 8: 287-298.

VAN DER AUWERA, P.; CEUPPENS, A.M.; HEYMANS, C.; MEUNIER, F.;
(19886). "In vitro evaluation of various antifungal agents alone and in combination
by using an automatic turbidimetric system combined with viable count
determinations™. Antimicrob. Agents Chemother. 29: 997-1004.

VAN DER AUWERA, P.; MEUNIER, F.; (1989). "/n vitro effects of cilofungin
(LY 121019), amphotericin B and amphotericin B-deoxycholate on human
polymorphonuclear leukocytes”. J. Antimicrob. Chemother. 24: 747-763.



149

VAN DER AUWERA, P.; (1991). "Interactions of antibiotics and phagocytic
kill of bacteria". En: Medical Masterclasses-Tissue penetration of antibiotics™. Vol. 7
n°(1). pags. 27-39.

VAN ETTEN, E.W.M.; VAN DE RHEE, N.E.; VAN KAMPEN, K.M.; BAKKER-
WOUDENBERG, |.A.J.M. (1991). ; "Effect of amphotericin B and fluconazole on
the extracellular and intracellular growth of Candida albicans". Antimicrob. Agents
Chemother. 35: 2275-2281.

VAN RENSBURG, C.E.J.; ANDERSON, R.; JOONE, G.; VAN DER MERVE,
M.F.; EFTYCHIS, H.A.; {1983). "The effects of ketoconazole on cellular and
humoral inmune functions”™. J. Antimicrob. Chemother. 77 49-55.

VAN'T WOUT, J.W.; MATTIE, H.; VAN FURTH, R.; (1989). "Comparison
of the efficacies of amphotericin B, fluconazole and itraconazole against a systemic
Candida albicans infection in normal and neutropenic mice”. Antimicrob. Agents
Chemother. 33: 147-151.

VAN'T WOUT, J.W.; MEYHAAR, |.; LINDE, I.; POELL, R.; MATTIE, H.; VAN
FURTH, R.; {1990). "Effect of amphotericin B, fluconazole and itraconazole on
intracellular Candida albicans 'and germ tube development in macrophages”. J.
Antimicrob. Chem. 25; 803-811.

VOGELMAN, B.; GUDMUNDSSON, S.; TURNIDGE, J.; LEGGETT, J.; CRAIG,
W.A,; {1988). "In vivo postantibiotic effect in a thigh infection in neutropenic
mice". J. Infect. Dis. 757: 287-298.

VUDDHAKUL, V.; MCCORMACK, J.G.; KIM SEOW, W.; SMITH, S.E,;
THONG, Y.H.; (1988)."Inhibition of adherence of Candida albicans by conventional
and experimental antifungal drugs"”. J. Antimicrob. Chemother. 27: 755-763.

WALSH, T.J.; PIZZO, P.; (1988). "Treatment of systemical fungal infections:
recent progress and current problems". Eur. J. Clin. Microbiol. 7: 460-475.

WALSH, T.J.; LEE, J.; AOKI, S.; MECHINAUD, F.; BACHER, J.; LECCIONES,
J.; THOMAS, V.; RUBIN, M.; PIZZO, P.A.; (1990). "Experimental basis for use of
fluconazole for preventive or early treatment of disseminated candidiasis in

granulocytopenic host™. Rev. Infec. Dis. 72 [suppl. 3). 307-327.



150

WARD, P.A.; LE POW, LH.; NEWMAN, L.J.; {(1968}. "Bacterial factors
chemotactic for polymorphonuclear leukocytes”. Amer. J. Pathol. 562: 725-736.

WARD, P.A.; BECKER, E.L.; {1977). "Biology of leukotaxis”. Rev. Physiol.
Biochem. Pharmacol. 77: 125-148.

WASHINGTON, J.A.; BARRY, A.L.; {1974). "Dilution test procedures”. En:
Manual of Clinical Microbiology. Vo/ 7, pags. 410-417. 2nd ed. {Lennette, E.H.;
Spaulding, E.H.; Truant, J.P.; eds.) American Society for Microbiology. Washington
D.C.

WEISSMAN, G.; SMOLEN, J.E.; KORCHAK, H.M.; (1980]). "Release of
inflammatory mediators from stimulated neutrophils". New Engl. J. Med. 303: 27-
34.

WILDFEUER, A.; LAUFEN, H.; HAFERKAMP, O.; {1990}. "Interaction of
fluconazole and human phagocytic cells”. Arzneim-Forsch Drug Res. 40: 1044-
1047.

WILKINSON, P.C.; (1974). "The role of chemotaxis in inflammatory
reactions”. En "Chemotaxis and Inflammation”. Churchill Livingstone. London,
pags. 148-166.

XHONNEUX, B.; JANSEN, T.; BORGERS, M.; ODDS, F.C.; (1992). "Effects
of itraconazole on phagocytosis and kiling of Candida glabrata by
polymorphonuclear leukocytes from guinea pigs”. J. Antimicrob. Chem. 30: 181-
188.

YAMAGUCH), H.; UCHIDA, K.; KAWASAKI, K.; MATSUNAGA, T.; (1989).
“In vitro activity of fluconazole, a novel bistriazole antifungal agent". Jap. J.
Antibiot. 42: 1-16.

ZAKIREH, B.; BLOCK, L.H.; ROOT, R.K.; {1979). "Neutrophil function and
host resistance”. Infection 7: Nr.2.

ZINSSER, H.; (1971). "Microbiologfa”. 4* Edicién en Espanol. Uni6n

tipografica. Editorial Hispano-Americana.



	AYUDA DE ACROBAT READER
 
	SALIR DE LA TESIS
	EFECTO POSTANTIFÚNGICO Y ACTIVIDAD FAGOCÍTICA DE LEUCOCITOS SOBRE CANDIDA ALBICANS TRATADA PREVIAMENTE CON VARIOS ANTIFÚNGICO
	AGRADECIMIENTOS
	ÍNDICE GENERAL
	GLOSARIO DE ABREVIATURAS
	ÍNDICE DE FIGURAS
	INTRODUCCIÓN
	1. Introducción al sistema inmunitario
	2. Leucocitos polimorfonucleares neutrófilos (PMN)
	3. Candida albicans
	4. Interacciones entre quimioterápicos, microorganismos y células fagocíticas
	5. Estructura y función de los quimioterápicos

	PROPÓSITO DEL TRABAJO
	MATERIALES
	Aparatos
	Material
	Reactivos y productos

	MÉTODOS
	MÉTODOS I
	MÉTODOS II

	RESULTADOS
	CMI para Candida albicans
	IC-50 e IC-25 para C. albicans
	Valoración del RAFE inducido por anfotericina B
	Valoración del PAFE inducido por ketoconazol
	Valoración del RAFE inducido por fluconazol
	Valoración del RAFE inducido por 5-fluorocitosina
	Efecto de bajas concentraciones sobre Candida albícans en fase PAFE
	Efecto del tratamiento quimioterápico sobre el crecimiento de C. albicans
	Efecto fungicida de PMN sobre Candida albicans pretratada con anfotericina B 
	Efecto fungicida de PMN sobre Candida albicans pretratada con ketoconazol
	Efecto fungicida de PMN sobre Candida albicans pretratada con fluconazol
	Efecto fungicida de PMN sobre Candida a/bicans pretratada con 5-fluorocitosina

	TABLAS Y GRÁFICAS
	DISCUSIÓN
	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA

	D: 
	1: 


