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1. INTRODUCCION AL SISTEMA INMUNITARIO

Las células fagocíticas son muy importantes en la defensa de los seres vivos

frente a lo que les es extraño. Esta acción protectora se ve reforzada por el resto

de los sistemas de defensa que junto a las primeras, constituyen el sistema

inmunológico: las inmunidades específica e inespecífica.

A> La inmunidad inespecífica o innata, se compone de las barreras naturales,

los factores celulares y los humorales.

a) Las barreras naturales están formadas por el revestimiento mucocutáneo

que impide la penetración del antígeno, siendo el antagonismo microbiano un factor

fundamental para el mantenimiento de un equilibrio ecológico de microorganismos

en la superficie corporal.

b) Los factores humorales son de localización variada; unos se encuentran

en la piel <como los ácidos grasos saturados>, otros en las lágrimas, saliva y

secreciones nasales (como la lisozima> y otros en el suero <como los sistemas del

complemento y de la properdina y ciertas proteínas básicas>.

cl Los factores celulares proceden de células pluripotenciales a través de dos

líneas principales de diferenciación:

- la línea linfoide, que dará lugar a los linfocitos.

- la línea mieloide, precursora de las células fagocíticas.

Las células fagocíticas comprenden dos clases básicas: los monocitos y

macrófagos hísticos y los leucocitos polimorfonucleares, que según la tinción

histológica de sus gránulos se dividen a su vez en neutrófilos, basófilos y

eosinófilos. 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 específica o adaptativa, surge tras la interacción entre el

agente reconocido como extraño y el sistema inmune. Existen dos tipos de

inmunidad específica <Letonturier, 1981):

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

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

linfocitos B.
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2. LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES NEUTROFILOS

2.1. Origen.

Hace aproximadamente un siglo, Paul Ehrlich sentó las bases de la inmunidad

inespecífica al describir la existencia de tres tipos de células fagocíticas en la

sangre: los neutrófilos, los eosinófilos y los monocitos, pero fue Elie Metchnikoff

quien delímitó poco más tarde sus funciones al observar que durante la respuesta

inflamatoria los leucocitos ingerían microorganismos mediante el proceso que

denominó fagocitosis. Existen dos tipos de fagocitos: los leucocitos

polimorfonucleares <PMN>, que son células circulantes que emigran a los sitios de

inflamación 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

inflamación. De ahora en adelante nos dedicaremos a los leucocitos

polimorfonucleares neutrófilos exclusivamente.

2.2. Producción y características.

La médula ósea es el sitio de producción de los polimorfos y su desarrollo se

puede dividir en dos etapas (Bainton, 1977): una primera fase proliferativa o

mitótica seguida de una segunda fase de maduración. En la primera fase, de

aproximadamente 7 días de duración, células madre pluripotenciales sufren una

serie de divisiones y de sucesos morfológicos que dan como resultado la formación

de metamielocitos. La fase de maduración, cuya duración media es de 6 días, se

caracteriza por cambios nucleares y citoplásmicos que transformarán al

metamielocito en PMN morfológicamente maduro <Zakhireh,1979). Durante el

desarrollo el PMN adquiere dos poblaciones de gránulos mayoritarias; los gránulos

primarios (azurofflicos> aparecen durante el primer período mitótico y contienen

mieloperoxidasa, hidrolasas ácidas, lisozima, proteínas catiónicas y proteasas

neutras -entre las que se incluye elastasa-. Estos gránulos primarios se van a

fusionar con el fagosoma tras la fagocitosis, dotando de esta forma al PMN de
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actividad microbicida localizada. Los gránulos secundarios <específicos) se forman

durante el período de maduración y contienen lactoferrina, lisozima, proteína

enlazante de vitamina B12, citocromo b, colagenasa y ciertas moléculas receptoras

(Sawyer, 1989>. Se cree que estos gránulos específicos, cuyo contenido es vertido

prácticamente en su totalidad al exterior de la célula, participan en una función

reguladora de la respuesta inmune específica (Weissmann, 1980>.

Recientemente se han identificado gránulos terciarios en los PMN; estos

gránulos 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 población intravascular de los PMN no son circulantes, sino que están

adheridos al endotelio de pequeños vasos en un fenómeno llamado marginación.

Tras permanecer en el torrente sanguíneo durante la mitad de su vida, los

PMN entran a los tejidos en donde permanecen funcionales durante uno o dos días.

Los PMN senescentes o incapacitados para ejercer su función adecuadamente son

eliminados por macrófagos esplénicos o excretados vía superficies mucosas

(Sawyer, 1989>.

La característica más llamativa de la granulopoyesis es su enorme potencial

de recambio ya que se ha demostrado que la producción diaria media de neutrófilos

en un hombre de 70 kilogramos es aproximadamente de 1x10
11, la cual puede

multiplicarse por un factor de al menos 5 veces durante una infección bacteriana

(Cartwright, 1964).

Un incremento en el número total y en el porcentaje de PMN circulantes

también se puede inducir mediante la liberación de subproductos bacterianos como

las endotoxinas y los esteroides. Este incremento se lleva a cabo mediante el

aumento de producción a cargo de la médula ósea, por una rápida liberación de las

células producidas al torrente circulatorio y por la desmarginación <Bishop, 1968>.

Existen además diversos factores que alteran el número de PMN; un

mecanismo que aumenta la producción de la médula ósea actúa a través del

componente C
3e del sistema del complemento (Ghebrehiwet, 1979). También
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participan unos factores solubles 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 líneas de eritrocitos, megacariocitos, eosinófilos, PMN

y macrófagos <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 ósea. La interleucina 1 <IL-1>, también conocida como pirógeno

endógeno, produce neutrofilia tras inyección intravenosa (Kampschmidt, 1980>.

También existen factores que disminuyen el número de PMN por supresión

de la actividad de la médula ósea, por destrucción periférica, por secuestro celular

o por aumento de la adherencia. Un ejemplo de este último caso lo constituye la

activación generalizada de la proteína C5 del complemento, lo cual provoca un

aumento en la adherencia y unión de los PMN al endotelio capilar. Las citocinas

también modulan la interacción del PMN con células endoteliales: la interleucina 1

estimula la adhesión leucocito-célula endotelial y parece estar relacionada con la

expresión de una proteína de superficie sintetizada “de novo” <Pober, 1986).

2.3. Funciones.

La función de la célula fagocítica en la defensa del hospedador contra los

microbios depende de los siguientes pasos (Zakhireh, 1979> <Fig 1): migración de

los fagocitos sangu[neos al interior de los tejidos y establecimiento de contacto con

los microbios invasores, fagocitosis, y acontecimientos postfagocíticos que

conducen a la muerte intracelular y digestión de los microbios.

2.3.1. Migración de los neutrófilos al interior de los tejidos.

La secuencia de sucesos en la migración de los neutrófilos comienza con la

adherencia de la célula al endotelio vascular, especialmente a las vénulas

postcapilares (Wilkinson, 1974>. La adhesividad de los neutrófilos a las superficies

es un proceso activo y está regulado por factores humorales no identificados

completamente (MacGregor, 1976> aunque sise conocen ciertas glicoproteinas de

la superficie celular que la aumentan, permitiendo a los leucocitos unirse a una gran

cantidad de dianas, especialmente cuando están activados <Crowley, 1980>,
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<Arnout, 1982), (Harían, 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 C3b~ (CR3> (Dana, 1984).

Aunque el mecanismo exacto de la regulación no es bien conocido,

intervienen diversos factores como el factor C5a del complemento, los

formilpéptidos (Dougherty, 1986>, la fibronectina, agentes relacionados con el

proceso inflamatorio, nucleótidos cíclicos, cationes divalentes, etc (Bryant, 1974>,

(Zakhireh, 1979), (McGuillen, 1980), (Seow, 1987).

El siguiente paso es la migración dei neutrófilo a través de los espacios

intercelulares del capilar, un fenómeno que se conoce como diapédesis. La

diapédesis se logra por el movimiento natural de estas células y está asistida por

la acción 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 está

totalmente esclarecido, aunque puede estar implicada la destrucción de la

membrana por enzimas proteolíticas producidas por células migrantes (Wilkinson,

1974>. Una vez en el espacio extravascular, el comportamiento de las células está

modulado por diversos factores quimiotácticos liberados en el sitio de inflamación.

El movimiento direccional de respuesta de los fagocitos hacia la inflamación

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 concentración menor a una mayor. Este es

el fenómeno de la quimiotaxis y depende del complemento e indirectamente de las

inmunoglobulinas lgM e lgG que al unirse a los anticuerpos superficiales del

organismo activan secuencialmente los componentes del complemento. Entre

éstos, C3a y C5a tienen propiedades quimiotácticas (Ward, 1977>. La activación del

factor XII (de Hagman> durante la coagulación también tiene actividad quimiotáctica

ya que se forman calicreina y activador de plasminógeno, conocidos agentes

quimiotácticos (Kaplan, 1972, 1973). Otros productos que inducen quimiotaxis en
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leucocitos son los peptidoglicanos y endotoxinas bacterianas <Ward, 1968) y

ciertas linfocinas <Altman, 1978> que son sustancias biológicamente activas

producidas por los linfocitos.

ADHERENCIA

UNION PMN
PATOGENO

DIGESTION

DESGRANU
LACION

INGESTION

II QUIMIO
TAXIS

o 1

o

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 ingestión. Para que una

partícula sea ingerida es necesario que se una a determinadas áreas de la célula

fagocítica. Los microorganismos encapsulados evitan esa unión y por lo tanto

resisten la ingestión, contribuyendo este hecho a su patogenicidad. Esta propiedad

antifagocitaria puede quedar limitada por el proceso de opsonización, que consiste

en recubrir los microorganismos con anticuerpos y complemento.

Aunque solamente las lgG tienen actividad opsonizante directa <Huber,

1968>, las lgM y también las lgG, cuando se unen a la bacteria pueden fijar

proteínas del complemento, y una de estas, la C3b, 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 traerá como resultado la ingestión de la partícula. En dicho

movimiento intervienen las mismas proteínas contráctiles que participan en la

quimiotaxis. El polimorfo extiende pseudópodos alrededor de la bacteria y éstos se

funden a nivel de sus extremos distales formando una vacuola fagocítica. La

formación de esta vacuola requiere un gasto de energía metabólica que el PMN

obtiene de la glucolisis anaerobia, de aquí el elevado contenido de estas células en

glucógeno (Feliú, 1983>. El fagosoma así formado se separa entonces de la

membrana y se mueve centripetamente internándose en el interior celular.

2.3.4. Acontecimientos postfagocíticos.

Una vez ingerido el agente patógeno tienen lugar a> una desgranulación y b)

una estimulación del metabolismo celular oxidativo.

a> Desgranulación.

La desgranulación es el proceso por el cual gránulos citoplásmicos se

fusionan con la membrana del fagosoma y vierten su contenido enzimático al

interior de aquél. Este fenómeno se ve acompañado de una caída del pH en el

interior del fagosoma hasta valores de 3,5 o 4, acidez necesaria para activar las
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hidrolasas ácidas vertidas por los gránulos <Jensen, 1973>.

b> Estimulación del metabolismo celular oxidativo.

También llamado estallido respiratorio; implica un marcado aumento en el

consumo de oxígeno y a un sistema enzimático, NADPH oxidasa, que cataliza la

transferencia de un electrón del NADPH al oxigeno molecular. El producto de esta

reacción es el anión superóxido (O;) con la consiguiente formación de agua

oxigenada gracias al pH ácido del fagosoma <Root, 1977). También se activa el

“shunt” de la hexosa monofosfato.

2.3.5. Mecanismos microbicidas.

Los mecanismos microbicidas se clasifican en oxígeno dependientes y

oxigeno independientes, subdividiéndose los primeros en mieloperoxidasa <MPO)

dependientes y mieloperoxidasa independientes.

A - Sistemas oxígeno dependientes.

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

El H202 formado durante el metabolismo celular oxidativo interactúa con los

iones de halógeno intracelulares y con la mieloperoxidasa, proteína presente en los

gránulos azurófilos de los fagocitos formando complejos oxidados como el

hipoclorito, potente agente microbicida que reacciona rápidamente con el amonio

(NH4>, para formar monocloramina <NI-12C1>, y con las aminas para dar mono y

dicloraminas <RNHCI y RNHCI2>.

La concentración 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/H202/C[ está mediada por las

cloraminas <Grisham, 1984>.

Estas son capaces de oxidar metionina, cisteina y triptófano, de dorar

residuos de tirosina y de reaccionar con muchos otros componentes celulares que

son rápidamente oxidados (Thomas, 1986>.

b) Sistema mieloperoxidasa independiente Cf ig .3>.

Los mecanismos MPO independientes se basan en la producción del anión

superóxido, del radical hidroxilo y del singlete de oxígeno (Babior, 1978>.
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El anión superóxido, que por sí 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 reacción que implica a la catalasa, enzima

presente en neutrófilos y monocitos cuyo sustrato es el H202:

2H20 2H20 + O;

El radical hidroxilo es un agente oxidante, altamente inestable, que reacciona

casi instantáneamente con la mayor[a de moléculas orgánicas, produciendo la

muerte del microorganismo por peroxidación de los lípidos de la pared celular. Su

síntesis es dependiente de la reacción entre el O; y compuestos peróxidos:

O; + R-OOH ~ OH” + 0R + 02

El singlete de oxigeno (10;> es un estado excitado electrónicamente del 02

que emite luz al regresar a su estado basal de triplete (propiedad de la

quimioluminiscencia). Este agente es capaz de reaccionar con una gran variedad de

compuestos que contienen dobles enlaces y que están presentes en la pared

bacteriana. Todos estos radicales son altamente tóxicos para las células; por

consiguiente estas células tienen sistemas de protección para su detoxicación.

Existen al menos dos sistemas presentes en el citoplasma para la detoxicación del

peróxido: la catalasa y el sistema glutation peroxidasa-glutation reductasa.

El mecanismo de acción de la catalasa <visto anteriormente) indica que ésta

es sólo efectiva a altas concentraciones de 1-1202 y por esta razón es el menos

importante de los dos sistemas.

El sistema glutation peroxidasa-glutation reductasa usa el H202 para oxidar

glutation reducido <GSH> en una reacción catalizada por la glutation peroxidasa:

2 GSH + H20 GSSG + 2 H20

El glutation oxidado es entonces reconvertido a glutation reducido por medio

de la glutation reductasa produciéndose NADP~, que también será reconvertido a

NADPH por el ‘shunt” de la hexosa fosfato:

GSSG + NADPH ~ 2 GSH + NADP~

El efecto tóxico del anión superóxido puede anularse por medio de

superóxido dismutasa (SOD>, transformándose en

O;+ 0;+2 H
4 H

202 + 02
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El agua oxigenada así formada por la acción de la SOD puede entonces ser

eliminada por los sistemas anteriormente descritos.

6 - Sistemas oxígeno independientes <fig.3)

Los gránulos citosólicos de los PMN contienen agentes antimicrobianos

adicionales que se liberan al interior del fagosoma y que no requieren de la

producción de oxidantes para realizar su función. Entre estos agentes están la

lactoferrina, proteasas, fosfolipasas, glicosidasas y lisozima, además de otras

proteínas y péptidos que alteran funciones microbianas o componentes

estructurales <Thomas, 1988>. Otro sistema oxígeno independiente consiste en la

disminución de pH en el fagosoma, llegando a niveles que pueden ser microbicidas

para ciertos microorganismos ácido sensibles como Streptococcus pyogenes y

microbiostáticos para otros como Esther/chía cali.

Recientemente se han identificado unas moléculas peptídicas con un amplio

espectro de actividad in 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 sólo destruyen microorganismos

metabólicamente activos <Ganz, 1985).
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FIGURA 2. MECANISMOS MICROBICIDAS MPO DEPENDIENTES
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FIGURA 3. MECANISMOS MICROBICIDAS MPO INDEPENDIENTES
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3. CANDIDA ALBICANS

3.1. Biología.

Candida albicans es una levadura polimórfica <Odds, 1979a) asociada

obligatoriamente a animales de sangre caliente. Normalmente está presente en el

hombre como comensal asintomático pero se puede presentar como patógeno

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 más abundante, aunque en la mayoría de los casos la forma invasiva

proviene de la diseminación desde los focos mucosos.

Bajo condiciones especiales de cultivo, por ejemplo en medio de agar con

harina de maíz, Candida albicans forma clamidiosporas que son estructuras de

pared engrosada y cuya producción se considera como prueba de identificación.

Otra prueba de identificación está basada en la capacidad que tiene Candida

albicans de formar filamentos cuando se incuba en presencia de suero a 370C

(Taschdjian, 1960>. Esta levadura se desarrolla perfectamente a temperatura

ambiente o a 370C, siendo las colonias jóvenes en medio sólido como las de

algunas bacterias: lisas y cremosas y las de mayor edad aparecen con mayor

tamaño, hundidas y rugosas. En ambos casos el color es blanco (Zinsser, 1971>.

3.2. Pleomorfismo

Generalmente Candida albicans crece en forma de levadura por gemación,

pero también es capaz de desarrollar pseudomicelios, que son células de levadura

elongadas, formadas por gemación polar y que presentan una constricción a la

altura de las uniones celulares. Normalmente estas pseudohifas aparecen unidas

formando cadenas y racimos.

Estos pseudomicelios se confunden fácilmente con los tubos de germinación

que son el estado inicial de la transición levadura—’hifa y que se caracterizan 1~> por

la ausencia de constricción en la unión con la célula madre, 20> por una localización
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del primer septo (al que acompaña un anillo filamentoso> a 2 micrómetros de

distancia de su unión con la célula madre y 30) por una evaginación del micelio al

azar, más que polar, a partir de la célula madre (Mitchell, 1979>.

3.3. Patogenicidad.

Como patógeno, 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 ácida extracelular.

En 1965, Staib publicó sus primeras observaciones acerca del efecto

proteolitico extracelular de Candida albicans al crecer en medio con albúmina sérica

como única fuente de nitrógeno. Este efecto proteolítico fue posteriormente

relacionado con una proteasa ácida (Remold, 1968> y clasificada por inhibición

específica como proteinasa de aspártico <Ray, 1982>.

Las proteinasas de Candida (CP> se han encontrado en el medio de cultivo

de la mayoría de aislados de especies de Candida con relevancia clínica: ¿2.

albicans, ¿2. tropicafis y ¿2. parapsiops/s y, más recientemente, se han descrito

otras enzimas proteolíticas de Candida alhicans, de localización intracelular, tales

como la proteinasa vacuolar B, carboxipeptidasa y proteinasas de alto peso

molecular <Portillo, 1986>, (Logan,1988>. Ya que aún no existen pruebas de la

contribución de estas últimas 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 específicos contra

las CP en el suero de pacientes con candidiasis sistémica, lo cual confirma su

producción en la candidiasis humana <Rúchel, 1988) quedando establecida tal

relación con la existencia de virulencia (Macdonald, 1983>, (Kwon-Chung, 1985).

La hidrólisis de la albúmina sérica por parte de las CP es total, lo cual es

sorprendenteya que dicha molécula está estabilizada por 17 puentes disulfuro. Por
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lo tanto, son pocas las proteínas que pueden resistir tal ataque. Entre éstas últimas

están la lisozima y la ferritina.

La mayoría de las células de Candida que son fagocitadas por los neutrófilos

son muertas y sólo una pequeña fracción son capaces de resistir la muerte

intracelular. Macdonald <1983> estableció una relación entre la resistencia a la

muerte intracelular y la producción de CP. Esta resistencia se debe a que en el

interior del fagolisosoma, las CP atacan a proteínas implicadas en la generación de

radicales de oxígeno 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 proporción que aquellas de animales control, y que los

tratamientos antibacterianos apoyaban la colonización por parte de Candida. Estos

datos sugieren que la flora bacteriana indígena suprime la colonización 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, está unido covalentemente a proteínas. Las manoproteinas de ¿2.

albicans son similares a las de 3. cerevisiae aunque están más fosforiladas, tienen

cadenas más largas y contienen algunos residuos de manosa unidos por enlaces

1! (Nelson, 1991). Las cadenas laterales contienen los epítopos que determinan la

seroespecifidad (serotipo A o B).

¿2. albícans se adhiere a diferentes tipos de células epiteliales y por medio de

diferentes mecanismos; por ejemplo, una regulación de la expresión de las

adhesinas está mediada por azúcares. In vivo, tal regulación es importante en la

cavidad bucal donde se encuentran altas concentraciones de sacarosa y otros

azúcares de la dieta. La adhesión inducida por glucosa también puede ser

determinante en la patogénesis de infecciones vaginales entre las mujeres

diabéticas y embarazadas, cuyos altos niveles de glucógeno 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) demostró que el hierro también

representa un mecanismo de control in vivo.

Parece ser que ciertas adhesinas se expresan sólo en la fase hifa de ¿2.

albicans. Por ejemplo, los tubos de germinación e hifas son capaces de unirse a

fibrinógeno (Page, 1988), laminina <Bouchara, 1990> y al producto de conversión

del complemento C3d (Calderone, 1988), mientras que las células de la fase

levadura no lo son. Además, la formación del tubo de germinación promueve la

adhesión a células epiteliales (Kimura, 1980> y al plástico <Tronchin, 1988>,

sugiriéndose que al cambio morfológico le acompaña un aumento de la síntesis de

adhesinas.

Otro factor que influye en la adhesividad son las interacciones hidrofóbicas

que participan en la adhesión específica y en procesos de anclaje no específicos

entre receptores <del hospedador> y adhesinas <de ¿2. albicans) complementarios.

Por ejemplo, células en fase levadura son más hidrofóbicas al crecer a temperatura

ambiente (22-24
0C) que aquellas que lo hacen a 370C (Hazen, 1986>. Además, la

expresión de hidrofobicidad en la superficie celular de Candida albicans es un

proceso dinámico en el que células hidrofóbicas e hidrofilicas pueden variar su

status en un período inferior a 30 minutos (Hazen, 1988>. Los tubos de

germinación son alta e invariablemente hidrofóbicos (Hazen, 1987>. De todos estos

estudios se puede concluir que la hidrofobicidad de la superficie celular está

implicada en la adhesión, aunque 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 unión de eritrocitos de carnero recubiertos de

complemento humano a las hifas de ¿2. albicans, ha llevado al descubrimiento de

que el organismo posee moléculas que imitan ciertas características funcionales y

estructurales de los receptores CR
2 y CR3 de leucocitos humanos. Existen

similaridades sustanciales en estas moléculas como son la unión específica a ¡Cab,

el reconocimiento por anticuerpos monoclonales específicos para receptores de

complemento humano y la unión a EA1C3b y EAC3d, aunque dichas moléculas
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fúngicas se diferencian de los receptores CR2 y CR3 humanos en el peso molecular,

la glicosilación y en el reconocimiento por anticuerpos monoclonales que reconocen

a los receptores CR2 y CR3.

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-cándida está

asociada con una fagocitosis mediada por complemento en el caso de los PMN y

por una óptima opsonización en el de los monocitos.

La destrucción de Candida albicans, que es relativamente resistente a los

neutrófilos humanos, requiere mieloperoxidasa y H202, siendo los mecanismos

oxigeno independientes minimamente efectivos contra ¿2. alhícans.

La capacidad de los leucocitos de destruir algunos hongos (Candida

parapsilopsis, Candida pseudotropicalis) en ausencia de metabolismo oxidativo

refleja la presencia de proteínas y péptidos con intrínseca actividad antifúngica.

Los gránulos primarios <azurófilos) de PMN humanos contienen compuestos

con actividad antifúngica; entre éstos se encuentran la CLCP (chymotrypsin-like

cationic protein>, proteína cuya actividad antifúngica es independiente de la

enzimática, y varias proteínas altamente catiónicas <Odeberg, 1975), (Drazin,

1977).

Existen otros compuestos granulocíticos 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 óptimo crecimiento del hongo, inhibir el crecimiento de Candida

albicans in vítro (Kirkpatrick, 1971> y destruir ¿2. albicans, también in vítro, si es

preparada a partir de calostro humano (Arnold, 1980>. La lisozima, una hidrolasa

de los gránulos primarios y específicos de PMN y macrófagos, es capaz de destruir

Coccidio/des immitis y Cryptococcus neoformans (Gadebusch, 1966), <Collins,

1973>. Los leucocitos también poseen fosfolipasas que hidrolizan los triglicéridos

de la membrana formando ácidos grasos libres e isolecitinas, aunque todavía faltan

pruebas directas de su actividad antifúngica.
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¿2. albicans coloniza las superficies mucosas predominantemente bajo la

forma levadura (blastospora> y la invasión de tejidos la realiza por medio del

desarrollo de tubos de germinación, pseudomicelios e hifas verdaderas. Esto indica

que ambas formas -levadura y micelial- son patógenas, no limitándose su

localización únicamente 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 ¿2. albicans escapar de la acción de los

fagocitos ya que 10) los micelios y pseudomicelios de ¿2. albicans no pueden ser

fagocitados y han de ser atacados por medio de la aposición fagocito-micelio, con

descarga extracelular del interior de los gránulos lisosómicos (mecanismo

aparentemente menos eficaz> (Diamond, 1978>, y 20> pueden evitar la muerte

intracelular por medio de la germinación en el interior de la célula fagocítica

(Stanley, 1969), (Odds, 1979b).

3.3.3. Variación fenotipica o Switching.

La variación fenotípica (switching) es un fenómeno que implica un cambio

heredable en la morfología de la colonia, forma celular o alteraciones en otras

características tales como sensibilidad a los agentes antifúngicos. Más aún, la

capacidad de producir tal variación fenotípica es en sí misma un rasgo heredable.

Por ello, el éxito de ¿2. albícans en la colonización puede deberse en parte a su

capacidad de crecer en una gran variedad de entornos ecológicos. ¿2. 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

fisiológico del hospedador seleccionaría la cepa más adaptada. De hecho, existe

gran literatura sobre esta cuestión (revisada en profundidad por Odds en 1988) que

demuestra las diferencias entre cepas en antigenicidad, secreción de proteasa

ácida, condiciones ambientales para la formación de hifas, sensibilidad a los

agentes antifúngicos, adhesión a diferentes epitelios y plástico, asimilación de

azúcares...
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2> Fenotipos múltiples a partir de un repertorio básico.

Cada célula individual puede tener en su repertorio de desarrollo un

abanico de fenotipos además de las formas básicas de levadura e hifa, y expresar

el más adecuado en función del entorno en que se encuentre. Candida albicans es

capaz de presentar diferentes grados morfológicos entre los fenotipos

blastoconidial y micelial (Merson-Davies, 1989> y se ha propuesto que las grandes

diferencias entre estas das fases implican cambios temporales, espaciales,

cuntitatívos y cualitativos (Solí, 1986). Si tales diferencias están implicadas en la

adaptación a un entorno concreto, entonces se esperaría encontrar en diferentes

localizaciones anatómicas o en diferentes tipos de infeciones unos fenotipos

particulares para cada caso. Por ejemplo, en los lugares de infección existe

propensión a la formación de micelios, aunque a este fenotipo por sé no se le

puede considerar como diagnóstico de infección (Odds, 1988>. Sin embargo, es

cierto que la formación 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 ratón <Sobel, 1984>.

3) Switching fenotípico de alta frecuencia.

Cada organismo individualmente puede poseer un sistema de transición de

fase de alta frecuencia, espontáneo y reversible que genere continuamente

variabilidad en una población, produciendo en cada entorno el fenotipo mejor

adaptado de este repertorio.

Este fenómeno ocurre en Candida spp, aunque el mecanismo molecular

aún se desconoce. La transición de fase de alta frecuencia en C. albicans ha de

seguir unas reglas que son comunes para otras especies de Candida y que son

(Solí, 1990):

1> Existencia de un número limitado de fenotipos provocados por la

transición de fase.

2) Capacidad de lograr transiciones de fase a altísimas 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> Inducción de la transición de fase por irradiación con UV.

Candida aibicans es capaz de llevar a cabo una transición de fase

levadura—”hifa además de variaciones fenotipicas de alta frecuencia, las cuales

abarcan desde diferencias en morfología de la colonia hasta diferencias en forma

y superficie celulares y permeabilidad. Estas propiedades pueden ser importantes

en la patogénesis de Candida albicans <SoIl, 1988) y son de gran interés como

procesos biológicos <Shepherd, 1985>. De hecho, Solí demostró en otro trabajo

<1987) que cepas patogénicas procedentes de la cavidad oral, variaban su fenotipo

más frecuentemente que cepas comensales de la misma procedencia.

La transición más estudiada ha sido la del sistema blanco-oscuro hallado

primeramente en la cepa OW-1 y posteriomente en otros 3 aislados. En esta

transición, las células cambian, con una relativa frecuencia, de una unidad

formadora de colonia blanca a otra oscura, distinguibles por el tamaño, color y

altura de la cúpula de la colonia formada. Los rasgos fenotípicos afectados por esta

transición son: morfología de la colonia, contenido en esterol y lípidos, sensibilidad

a los agentes antifúngicos, arquitectura de la pared y morfología celulares,

expresión génica, dinámica de la expansión de la pared celular, sensibilidad a los

PMN y oxidantes, adhesión al epitelio bucal y cohesión, antigenicidad, secreción

de proteasa ácida, patrones de asimilación de azúcares, virulencia en modelos

animales e inducción ambiental de la transición al fenotipo opuesto (SoIl, 1991>.

Todo esto nos indica el posible papel que juega la variación fenotípica en el

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

CELULAS FAGOCITICAS

La evolución favorable de las enfermedades infecciosas depende

esencialmente de la eficacia de las células fagocíticas para destruir

microorganismos y de una quimioterapia adecuada. Esto hace que sea necesario

conocer las interacciones que se establezcan entre microorganismos, células

fagocíticas y quimioterápicos. La elección del tratamiento es especialmente

importante en enfermos inmunodeprimidos o en el caso de que los mecanismos de

defensa no sean tan eficaces frente a estos microorganismos.

Los quimioterápicos pueden modificar la acción de las células fagocíticas de

varias formas <fig.4>:

4.1. Inducción de neutropenia.

4.2. Penetración de los quimioterápicos al medio intraleucocitario y actividad

intracelular.

4.3. Interacción de los quimioterápicos con la actividad funcional de la

células fagociticas.

4.4. Efecto de los quimioterápicos en las interacciones leucocito-microbio:

EFECTO POSTANTIBIOTICO, EFECTO POSTANTIFUNGICO Y EFECTO PALE.

Salvo la aparición de neutropenia, comprobada en relación con la

administración de determinados quimioterápicos, los otros efectos se han estudiado

en su mayoría “in vitro” y no se conocen totalmente su significado ni repercusión

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

4.1. Inducción de neutropenia.

La aparición de neutropenia en relación con la administración de

determinados quimioterápicos es un hecho conocido hace tiempo y de gran interés

clínico. El mecanismo de producción de neutropenia por quimioterápicos 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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betalactámicos el mecanismo parece ser inmunológico, ya que en este caso el

quimioterápico se fija a la superficie de la célula y forma un complejo que actúa

como hapteno e induce la formación de anticuerpos contra el medicamento. Estos

anticuerpos se unen a los grupos haptenos y destruyen las células. Otro

mecanismo de acción consiste en la formación de un complejo entre el fármaco y

las proteínas del plasma, que induce la formación de anticuerpos actuando como

complejos inmunes. Otros quimioterápicos capaces de inducir neutropenia son

gentamicina, estreptomicina y sulfamidas.

HOSPEDADOR

SENSIBIUDAD

INMUNIDAD

PATOGENO
RESISTENCIA

TOXICIDAD INFECCION

QUIMIOTERAPICO.

FIGURA 4. TRIANGULO DE DAVIS



28

4.2. Penetración de los quimioterápicos al medio intraleucocitario y actividad

intracelular.

Ciertos organismos son capaces de vivir en el interior de las células

fagocíticas originando de este modo enfermedades infecciosas crónicas difíciles de

erradicar. En esta situación, la capacidad de penetración del quimioterápico en el

PMN y su actividad en el medio intracelular son de gran importancia.

Estas dos características varían grandemente según el quimioterápico que

sea: la cilofungina, cefalosporinas y penicilinas presentan baja capacidad de

penetración al interior del fagocito; los aminoglicósidos tienen diferentes grados de

penetración; así la gentamicina penetra poco aunque más que la estreptomicina.

Entre los quimioterápicos que presentan buena penetración están las tetraciclinas,

el cloranfenicol, la anfotericina B, el ketoconazol, la polimixina B y la lincomicina.

Entre los que la tienen excelente están la clindamicina y la eritromicina.

En cuanto a los mecanismos de actividad intracelular de los quimioterápicos

se sabe que algunos de ellas son bacteriostáticos a tiempos cortos <clindamicina

yeritromicina> y que estreptomicina, penicilina, cloranfenicol ygentamicina retienen

al menos algo de su actividad en el interior de los PMN. Con respecto a los

antifúngicos, la anfotericina B y el ketoconazol inhiben completamente la formación

del tubo de germinación de Candida albicans tanto intracelular como

extracelularmente; el fluconazol y el itraconazol también son capaces de hacerlo,

aunque incompletamente (Van’t wout, 1990>.

4.3. Interacción de los quimioterápicos con la actividad funcional de las

células fagocíticas.

Los quimioterápicos puedenactuar directamente sobre las células fagocíticas

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

quimiotaxís, la fagocitosis y la capacidad microbicida (Cuadro 1>
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CUADRO 1. EFECTO DIRECTO DE LOS QUIMIOTERAPICOS SOBRE LAS CELULAS

FAGOCITICAS

ACTIVACION INHIBICION SIN EFECTO

QUIMIOTAXIS

FAGOCITOSIS

ACTIVIDAD

MICROBICIDA

Bacitracina

Clindamicina

Ketoconazol

Pefloxacina

Polimixina B

Ketoconazol

Anfotericina B

Cefodizima

Cilofungina

Anfotericina B

Polimixina 8

Tetraciclinas

Cloranfenicol

Eritromicina

Anfotericina B

Cefotaxima

Gentamicina

Tetraciclinas

Anfotericina B

Cefotaxima

SuIfonamidas

Bacitracina

SCH-39304

Clotrimazol

Ampicilina

Tetraciclinas

SuIfonamidas

Clotrimazol

5-FC

Fluconazol

Ketoconazol

5-FC

Josamicina

Quinolonas

Moxalactam

Itraconazol

Ketoconazol

Cilofungina

Quinolonas

Aminoglicósidos

Moxalactam

Cefoxitina

Aminoglicósidos

Quinolonas

Itraconazol

Cilofungina

Cefotaxima

Ketoconazol

Aminoglicósidos

Anfotericina B

Ketoconazol

Fluconazol
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4.3.1. Respuesta quimiotáctica.

El comportamiento quimiotáctico de los PMN puede estimularse por los

quimioterápicos aunque en la mayoría de los casos la inhibición es más frecuente.

Las tetraciclinas tienen un efecto depresor sobre la migración; el cloranfenicol

afecta a la movilidad celular y la eritromicina también. En general, los

betalactámicos no poseen ningún efecto significativo sobre la quimiotaxis -a

excepción de cefoxitina y cefotaxima- y los aminoglicósidos la inhiben en la

mayoría de los estudios.

De entre los antifúngicos, la anfotericina B produce una inhibición reversible

de la quimiotaxis; el ketoconazol la aumenta y el fluconazol, 5-fluorocitosina y

cilofungina no poseen efecto alguno sobre ella.

4.3.2. Fagocitosis.

La mayoría de los estudios realizados, además de no contar con una

estandarización de las técnicas empleadas sobre la fagocitosis, no discriminan entre

las fases de opsonización, unión y englobe; por lo tanto las conclusiones acerca de

la naturaleza de los efectos de los quimioterápicos sobre la capacidad fagoci’tica

deben ser tomadas con precaución.

Los aminoglicósidos y tetraciclinas tienen un efecto depresivo sobre la

fagocitosis, especialmente en la ingestión de bacterias y hongos aunque sólo a

concentraciones muy elevadas. También se ha encontrado una disminución de la

misma por ampicilina y cefotaxima. La polimixina y bacitracina en grandes dosis

disminuyen la fagocitosis de 3. aureus y de partículas de látex.

La anfotericina B inhibe la fagocitosis a bajas concentraciones, el

ketoconazol la activa, y el fluconazol y la 5-fluorocitosina la disminuyen, aunque

sólo a concentraciones no terapéuticas (Roilides, 1990).

4.3.3. Actividad microbicida y metabolismo neutrófilo.

Los quimioterápicos pueden afectar ciertos sucesos postfagociticos como

son la actividad microbicida y el metabolismo neutrófilo. 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 generación de peróxido

de hidrógeno. Así, la eritromicina y las cefalosporinas la mantienen neutral o la
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aumentan mientras que la rifampicina, anfotericina 8, tetraciclinas y las propias

cefalosporinas a altas concentraciones lo deprimen.

La actividad microbicida de los PMN también se puede alterar según el

quimioterápico utilizado. Las sulfonamidas interfieren con esta actividad, al igual

que la cefalotina; en las tetraciclinas este efecto es dosis dependiente y de entre

los aminoglicósidos, 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, fiuconazol, cilofungina

y 5-fluorocitosina no tienen efectos o la activan.

4.4. Efecto de los quimioterápicos en las interacciones leucocito-microbio:

EFECTOS PAE, PAFE Y PALE.

Los efectos de los quimioterápicos sobre las células fagocíticas descritos

anteriormente se pueden suplementar con los efectos independientes de los

quimioterápicos sobre los propios agentes patógenos.

4.4.1. EFECTO POSTANTIBIOTICO. EFECTO POSTANTIFUNGICO

.

El término efecto postantibiótico (PAE> se refiere al fenómeno de supresión

del crecimiento bacteriano que persiste tras una exposición limitada a un

quimioterápico (Mc Donald, 1977>. Esta supresión del crecimiento también se

puede producir en hongos; de ahí el término efecto postantifúngico (PAFE)

<Scalarone, 1992), (Mínguez, 1993a>.

El fenómeno PAE fue descubierto por Bigger en 1944 al observar un retraso

en el desarrollo de turbidez, después de añadir penicilasa, en cultivos de

estafilococos y estreptococos previamente expuestos a penicilina G. Años más

tarde (1950>, Eagle demostró la existencia de este efecto in vivo.

La cuantificación, tanto del PAE como del PAFE, se realiza mediante la

fórmula (Mc Donald, 1977), (Bundtzen, 1981>:

PAEoPAFE = T-C
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donde T es el tiempo requerido para que el número de unidades formadoras de

colonias <UFC> en cultivos tratados aumente 1 1og10 <10 veces) respecto a las UFC

contabilizadas inmediatamente después de la eliminación de la droga, y ¿2 es el

tiempo que se requiere para que el número de UFC en un control no tratado

aumente 1 1og10 con respecto a las UFC observadas inmediatamente después de

realizar la misma operación que con los tratados.

La duración de este efecto postantibiótico puede estar influido por diversos

factores (Mínguez, 1993b): tipo de organismo y quimioterápico, concentración de

la droga, duración de la exposición, tamaño del inóculo, fase del crecimiento del

organismo, tipo de medio, pH, combinación de quimioterápicos, presencia del suero

en el medio, presencia de iones Ca
24 y Mg24 y presencia de agitación mecánica.

Por otra parte, la determinación del PAE in vivo se ha basado en 5 modelos

experimentales:

1> Infección en muslo de ratón <Craig, 1988>, (Vogelman, 1988>.

2) Tiras subcutáneas 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 5 modelos, el de la infección en muslo de ratón fue el primero que

se utilizó y en la actualidad es el más empleado, aunque se ensaya con ratones

neutropénicos en lugar de ratones normales <Vogelman, 1988>.

El mecanismo de acción, tanto del PAE como del RAFE, no es conocido pero

es obvio que estos efectos se deben a daños subletales y a la persistencia del

fármaco en el lugar de actuación; la duración de tales efectos podría relacionarse

con el grado de reversibilidad del daño causado.

La utilidad clínica del RAE y del PAFE reside en los regímenes de dosificación

de quimioterápicos: la administración del quimioterápico en aquellos sistemas

fármaco-microorganismo que presenten PAE o PAFE, podría ser más 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 antifúngica y antibacteriana de quimioterápicos durante

las fases PAFE y RAE.

Aunque los datos sobre este apartado son limitados, parece ser que los

organismos que se encuentren en fase PAE o RAFE demuestran una susceptibilidad

alterada a las actividades antibacteriana y antifúngica de ciertos quimioterápicos

(Gerber, 1981>, (Totsuka, 1988>. Así, parece que existe una disminución de la

actividad bactericida con l!-lactámicos durante la fase PAE (Gerber, 1982>, aunque

la controversia continúa ya que Odenholt (1989, 1990> sugiere en unos estudios

realizados in vivo e in vitro que los microorganismos en fase PAE son más sensibles

a los efectos inhibitorios de concentraciones sub-CMI de penicilina.

4.4.3. Sensibilidades bacteriana y fúngica a los mecanismos microbicidas del

suero. Interacciones quimioterépico-suero-microorganismo.

La alteración de la superficie bacteriana debida al quimioterápico puede

modificar 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 actúan sinérgicamente con el suero en la actividad microbicida de

Escherichía coil, tanto suero sensible como suero resistente, y hace a otros

patógenos más sensibles a la lisozima sérica. Del mismo modo, cocos gram

positivos como los estreptococos son más sensibles a la muerte por suero si han

sido tratados previamente con concentraciones menores que la concentración

mínima inhibitoria (CMI> de penicilina, incluso cuando el complemento ha sido

inactivado por calor. Sin embargo, a concentraciones no bactericidas de

cloranfenicol E. col/y 3. dysenteryae son más resistentes a los efectos bactericidas

del suero. Respecto a los hongos, la incubación de Candida albicans <previamente

tratada con fluconazol) con 10% de suero humano, demostró que éste no poseía

efectos fungicidas apreciables <Chiu, 1993>.

Además de los efectos de los quimioterápicos sobre los mecanismos de

acción del suero, existen efectos del propio suero sobre los quimioterápicos que

pueden alterar su eficacia. De hecho, se sabe que la unión del quimioterápico a

proteínas séricas disminuye la cantidad de antibiótico libre capaz de difundir a otros

lugares. Sin embargo, Meunier (1990> ha demostrado que el suero incrementa la
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actividad inhibitoria del SCH 39304 y del fluconazol frente a ¿2. albicans. Este

efecto también se ha encontrado en bacterias ya que el suero normal potencia los

efectos de colistina y polimixina sobre E. coY suero resistente.

4.4.4. EFECTO PALE

Los agentes quimioterápicos pueden aumentar la sensibilidad de las bacterias

y levaduras a la fagocitosis y muerte intracelular. Este fenómeno es conocido como

PALE (PostAntibiotic Leukocyte Enhancement) y fue observado por primera vez por

Pruul <1979) y McDonald <1981>. Como su nombre indica, este efecto tiene lugar

sobre los organismos que se hallan en fase PAE o RAFE y en él podemos diferenciar

las etapas de fagocitosis y muerte intracelular.

4.4.4.1 Variación de la sensibilidad a la fagocitosis.

El cambio puede ser a> por modificación de la opsonización, o b) por

alteración de la interacción fagocito-microbio.

a) Modificación de la opsonización.

Los quimioterápicos, según su naturaleza, pueden alterar la opsonización 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 fúngica; d> alterando los

receptores de superficie para la fagocitosis de los PMN, como el C3b y el receptor

para la porción Fc de la lgG y e> reduciendo la concentración de factores

antifagociticos de la superficie de ciertos microorganismos.

Por ejemplo, la exposición de estreptococos del grupo A a concentraciones

inferiores a la CMI de clindamicina induce la pérdida de varios antígenos de

superficie, incluida la proteína antifagocítica M, siendo la bacteria más susceptible

a la fagocitosis, activando el complemento más eficazmente y permitiendo un

aumento de la deposición de C3b sobre su superficie. Asimismo, la anfotericina 8

se une a membranas celulares fúngicas e induce alteraciones estructurales, entre

las que destacan cráteres y protusiones, aumentando este hecho también la

deposición de C3b sobre la superficie del hongo.
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b> Modificación de la adsorción e ingestión.

Existen muchos estudios acerca de la modulación de la fagocitosis que

demuestran que las bacterias y levaduras expuestas a los quimioterápicos, tanto

antes como durante el ataque de los neutrófilos, muestran una susceptibilidad

alterada frente a la ingestión por PMN <De Brabender, 1980>, (McDonald, 1981).

Así, E. coY tratada previamente con concentraciones inferiores a la CMI de

polimixina, gentamicina, estreptomicina o ampicilina es fagocitada con más rapidez

por macrófagos peritoneales de ratón que las bacterias sin tratar. También con

antifúngicos se ha recogido este efecto; la incubación de Candida glabrata con

bajas concentraciones de itraconazol aumentó tanto la fagocitosis como la muerte

intracelular (Xhonneux, 1992> y el ketoconazol aumentó la fagocitosis de Candida

albicans por PMN en cultivos mixtos (De Brabender, 1980>.

4.4.4.2. Variación de la sensibilidad a la muerte intracelular.

Los quimioterápicos pueden aumentar las susceptibilidades bacteriana y

fúngica frente a la muerte intracelular, ya sea por penetración al interior del

fagocito y actuación directa sobre el microorganismo ingerido (efecto descrito

anteriormente> o mediante la alteración del microorganismo previamente a su

ingestión, debiendo estar el mismo en fase postantibiótica o postantifúngica ya que

en este estado es más susceptible a la actividad microbicida de los PMN.

Estas fases postantibiótica y postantifúngica pueden lograrse a

concentraciones superiores o inferiores a la CMI y se caracteriza por una

disminución del metabolismo y crecimiento bacterianos o fúngicos, según el caso,

durante un período que se sitúa más allá del tiempo de exposición (Mínguez,

1 993a>, (Mínguez, 1 993c>. A estos cambios que ocurren en la fase postantibiótica

se le han de añadir otros efectos debidos también a los quimioterápicos y que serán

determinantes para el PALE; entre ellos se cuentan la alteración de la morfología

y la modificación de la adherencia, pero siempre manteniéndose la viabilidad.

Estos cambios en las superficies bacteriana o fúngica atenúan la

patogenicidad al disminuir los factores de virulencia y paralelamente favorecen el

reconocimiento e ingestión de los microorganismos por las células fagociticas <Mc

Donald, 1981>. De hechoS. aureusy 3. pyogenesen fase postantibiótica <fase
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PAE> son fagocitadas y muertas por PMN a una tasa mayor que los organismos

control.

A) Exposición a niveles mayores que la CMI.

Pruul en el año 1981 demostró que leucocitos humanos fagocitaban y

destruían E. coY tratada con cloranfenicol con más eficacia que aquellas de las

pruebas control, asociando la disminución de viabilidad bacteriana con el aumento

de la muerte intracelular de bacterias fagocitadas que se hallaban dañadas por la

acción del quimioterápico. Otras pruebas, realizadas con grampositivos, incluyeron

a 3. 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 demostró que bacterias tratadas previamente con los quimioterápicos

mencionados eran más susceptibles a la fagocitosis por PMN que los organismos

control no tratados, no existiendo una disminución importante del crecimiento

estafilocócico con ninguno de los quimioterápicos en ausencia de leucocitos <Mc

Donald, 1981>.

También Pruul demostró con sus trabajos sobre Bacteroides fragilís, un

anaerobio, que éste podía ser modificado tras su exposición a cloranfenicol y

clindamicina, haciéndole más susceptible a la muerte intrafagocítica.

B> Exposición a niveles menores que la CMI.

También se ha estudiado la misma interacción a niveles bajos de quimioterápicos;

así tenemos que el tratamiento previo de E. coY con concentraciones menores de

la CMI de cloranfenicol, provocan una muerte mayor de E. coY fagocitadas; de la

misma forma, tanto concentraciones subCMl durante largo tiempo como altas

concentraciones en un corto espacio de tiempo, producen un aumento de la muerte

de Haemophllus influenzae tipo b por los PMN.

También se ha encontrado que la preincubación de E. coY, Pseudomonas

aeurugínosa y otras bacterias con subCMl de cefotaxima promueve la quimiotaxis

(Bassaris, 1984>.

Las causas de estos hechos no se conocen totalmente pero se sabe que la

preincubación de Streptococcus con concentraciones subinhibitorias de

clindamicina modifica su superficie con pérdida de la proteína M, produciendo un
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aumento de la fagocitosis y digestión del microorganismo por las células

fagocíticas. De la misma forma, el tratamiento de Streptococcus de tipo b con

penicilina induce la liberación de componentes de su superficie, facilitando su

digestión (Horne, 1981).

En la mayoría de los casos no se conocen los mecanismos moleculares

implicados en estas observaciones, aunque se supone que los cambios

morfológicos inducidos por quimioterápicos se corresponden con cambios

topográficos o químicos de la superficie bacteriana que darían lugar a un aumento

en la unión de componentes activados del complemento.

Respecto a los hongos, la falta de estandarización 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

quimioterápicos.

Finalmente, se ha confirmado la importancia clínica del PALE, demostrándose

que RAE/RAFE y PALE ocurren en la realidad simultáneamente. En unos estudios

con animales, Vogelman <1988> y Craig (1990> demostraron que la duración del

PAE in vivo era menor en ratones neutropénicos que en ratones normales,

sugiriendo que los leuocitos polimorfonucleares neutrófilos 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 fermentación de un

actinomycete -Streptomyces nodosus- extraído de suelo recogido en Venezuela en

1953. El compuesto tiene un amplio espectro de acción antifúngica y pertenece al

grupo de los antibióticos polienos cuya característica común es el componente

macrólido con una porción B-hidroxilada y un sistema de dobles enlaces conjugados

en el anillo lactona.

5.1.1. Estructura química.

La estructura química de la anfotericina 6 fue dilucidada en 1970

(Mechlinski, 1970). La molécula consiste en un gran anillo macrólido de lactona de

37 átomos de carbono. Un lateral del anillo macrólido se compone de una cadena

lipofilica rígida de 7 dobles enlaces conjugados mientras que en el opuesto existe

igual número de grupos hidroxilo. De este modo, la molécula es anfipática y se cree

que esta característica estructural es importante en su mecanismo de acción

biológica, aunque existe una correlación clara entre el tipo de acción biológica y el

tamaño del anillo macrólido poliénico. El peso molecular es 924,1.

5.1.2. Mecanismo de acción.

La acción antifúngica de la anfotericina 6 reside en el daño a la membrana

celular fúngica por medio de su unión irreversible al ergosterol, el principal esterol

de la membrana, lo que provoca una disfunción en los mecanismos de captación,

induce pérdida de potasio, azúcares, amoníaco, fosfato, ácidos carboxilicos,

ésteres fosfóricos, nucleótidos y proteínas y favorece la acidificación celular.

Además de sus efectos antifúngicos, 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 antifúngico de más amplio espectro conocido.

Son sensibles Candida albicans y otras Candida spp excepto ¿2. lusitaniae,

¿2ryptococcusneoformans, Aspergilus spp, Histoplasma capsulatum, Blastomyces

dermatitidis, Zygomicetes, Coccidio/des immitis y Paracocc¡dioides brasiliensis,

entre otros. Otros microorganismos sensibles son Leíshmania spp, Plasmodium

falciparium y Naegleria fowleri.

Son resistentes los agentes del micetoma, hialoficomicosis y

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. alb¡cans y ¿2. neoformans a la anfotericina 8 está

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 que puede estar relacionado

con los altos niveles de catalasa encontrados en estas cepas, ya que dichos niveles

les protegen de posibles daños por oxidación.

Para acceder a la membrana fúngica, la anfotericina B ha de ser primero

transportada a través de la rígida pared celular. En ¿2. a/bicans las alteraciones en

el contenido de l&-1 .3-glucano de la pared celular tras la supresión del crecimiento,

evitan que la droga alcance la membrana provocando que las células sean más

resistentes a la anfotericina B <Gale, 1986). Sin embargo, esta resistencia

“fenotipica” se pierde tan pronto se reanuda el crecimento, desconociéndose su

significado clínico.

5.1.5. Farmacocinética.

La anfotericina B no se absorbe en el tubo gastrointestinal tras la

administración oral. Por ello la vía de administración idónea es la intravenosa por

perfusión mantenida durante 6-8 horas. La penetración en el LCR es pobre, tanto

si las meninges están inflamadas como si no lo están. La mayor parte del fármaco

es degradada in situ y sólo un pequeño porcentaje se elimina por la orina. La vía de

eliminación del fármaco es la biliar. La unión a las proteínas séricas es superior al

90%.
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5.2. KETOCONAZOL

El ketoconazol es un compuesto imidazólico sintético, derivado dioxolénico

y relacionado con el miconazol, el clotrimazol y el econazol. El mecanismo de

acción es muy similar al del miconazol, aunque se diferencia de él por ser soluble

a pH 3. La solubilidad en solución acuosa ácida se debe en gran parte a su anillo

de piperazina básica, siendo la molécula altamente lipofílica. El ketoconazol requiere

para su absorción la presencia de acidez gástrica, por lo que los antiácidos

interfieren con aquélla (Bodey, 1988).

5.2.1. Estructura química.

El ketoconazol es un compuesto imidazólico sintético. En concreto, es el

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

actividad, aunque más activo in vitro. Su peso molecular es 531,43.

o
CH~-C-N N Q O—CH23

00

CI

FIGURA 7.
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5.2.2. Mecanismo de acción.

El mecanismo de acción de los azoles <ya sean imidazoles o triazoles> es el

mismo y consiste en la inhibición específica de la desmetilación del C-14 del

lanosterol, el cual es necesario para la síntesis de ergosterol. La desmetilación es

dependiente del sistema enzimático P450, sistema que es inhibido específicamente

por el ketoconazol. La diferencia de acción entre los imidazoles y los triazoles

consiste en que aquellos son menos selectivos que los triazoles.

Otro mecanismo de acción que poseen los azoles es el de la inhibición de las

enzimas oxidativas y peroxidativas del citocromo c, lo cual lleva a una producción

aumentada de peroxidasa intracelular; y el ketoconazol, en concreto, bloquea el

transporte electrónico de la cadena respiratoria de ¿2. albicans (Shigematsu, 1982>,

(Uno, 1982>.

5.2.3. Espectro de actividad.

Los resultados sobre la actividad de los azoles in vitro depende de muchos

factores: tamaño de inóculo, medio de cultivo, duración y temperatura de

incubación y fase proliferativa del hongo, entre otros. A pesar de todo, las pruebas

in vitro proporcionan información básica sobre el espectro general de actividad útil

que sería de esperar para un fármaco antimicótico.

El ketoconazol es activo frente a la mayoría de los hongos patógenos. Entre

ellos se encuentran: Candida albicans, Coccioidesimmitis, Blastomyces dermatitidis

e Histoplasma capsulatum. También es activo contra dermatofitos -Tricophyton

mentagrophytes y Microsporum tenis- y, como otros imidazoles antimicóticos, es

activo in vitro contra determinadas bacterias grampositivas -3. aureus, 3.

epidermidis-. Respecto a protozoos ketoconazol, in vivo, tiene actividad contra

Plasmodium talciparium, 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 antifúngicos es rara en aquellos pacientes que

reciben terapia prolongada con ketoconazol, aunque se han descrito casos en

enfermos con candidiasis mucocutánea crónica y en pacientes de SIDA. También

hay algunos casos de cepas de C. a/bicans 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 bloqueo de

la ingestión de la droga azólica 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 desmetilación del C-14 bloqueado por los azoles (Ryley, 1984>.

5.2.5. Farmacocinética.

El ketoconazol presenta buena absorción tras la administración oral, siendo

mucho mejor en presencia de alimentos que en ayunas. Puesto que se trata de una

sustancia dibásica, la acidez del estómago tiene un papel importante, requiriendo

secreción gástrica suficiente para su disolución y posterior absorción. Se metaboliza

en el hígado y se excreta por la bilis y por la orina, en forma inactiva,

principalmente. La unión a las proteínas séricas es superior al 90%.
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5.3. FLUCONAZOL

El fluconazol, un derivado de los agentes antimicóticos triazólicos, es un

inhibidor potente y específico de la síntesis fúngica de esteroles. En concreto es un

bistriazol propanólico con amplio espectro de actividad, una larga vida media en

suero que permite una única dosis diaria, y la suficiente solubilidad acuosa que

facilita su administración intravenosa. Todas estas características le permiten ser

una droga de especial relevancia en el tratamiento de las infecciones fúngicas.

5.3.1. Estructura química.

El desarrollo de varios derivados triazólicos, incluido el fluconazol, ha sido

posible mediante la realización de modificaciones estructurales sobre imidazoles

previamente disponibles. La sustitución del anillo imidazólico por uno triazólico, la

adición de un segundo anillo triazólico y la sustitución de un grupo difluorofenil por

otro diclorofenil, han dotado al fluconazol de una mayor selectividad en la inhibición

de sistemas enzimáticos fúngicos, una mayor estabilidad metabólica y una mayor

solubilidad (Richardson, 1988). La fórmula molecular es C,3 H12 F2 N6 O y su peso

molecular 306,3.

OH

N N—CH —C—0H2—N N
_ Y ___ ¡2 F N

F

FIGURA 8.
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5.3.2. Mecanismo de acción.

El N-4 del anillo triazólico se une al 60 grupo hemo axial de la enzima

lanosterol l4oz-desmetilasa del citocromo P450 fúngico, parando de este modo la

conversión del lanosterol al ergosterol. Ya que el ergosterol es una molécula

integral de la membrana fúngica, se producen malfunciones en la actividad de

enzimas ligadas a membrana, en la propia permeabilidad de la membrana y en la

coordinación de la síntesis de quitina. Morfológicamente, las células expuestas al

fluconazol in vivo e in vitro presentan un engrosamiento irregular de la pared celular

y un gran acúmulo de lípidos intracelulares y vesículas membranosas.

5.3.3. Espectro de actividad.

Debido a que la actividad de los azoles puede quedar modificada según el

medio de cultivo, pH, tamaño de inóculo, temperatura de incubación y duración

empleados (Galgiani, 1987>, no existe una correlación clara entre los resultados

obtenidos in vitro y la respuesta clínica in vivo. Los estudios in vitro demuestran

que el fluconazol es sensiblemente menos activo que la anfotericina 6 y el

ketoconazol contra hongos filamentosos y levaduras en medio de cultivo de tejidos

(TC) y más activo contra levaduras, incluyendo especies de Candida y a

Cryptococcus neoformans.

Los estudios con animales de experimentación 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, Coccidio/des o Histoplama. Además, el fluconazol parece

ser más potente que el ketoconazol en animales infectados con inóculo intravenoso

de A. flavus, C. neo formans o ¿2. albicans.
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5.3.4. Mecanismos de resistencia.

El desarrollo de resistencia al fluconazol es muy raro, aunque hay algunos

casos registrados (¿2. albicans, ¿2. glabrata> resultantes de la terapia prolongada con

dicho agente. Se cree que tal resistencia se debe a la disminución de la

permeabilidad de la membrana a los azoles. Por otra parte, hay que tener en cuenta

que tras el tratamiento con fluconazol (u otros agentes azólicos) el metabolismo

fúngico de esteroles queda alterado, produciéndose una reducción en la cantidad

de esteroles saponificables y consiguientes cambios en la susceptibilidad a otros

agentes antifúngicos, 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 gástrico y se absorbe muy bien oralmente. La administración por vía intravenosa

se debe realizar en un período de 30 minutos aproximadamente. El fluconazol,

debido a su gran solubilidad, su pequeño tamaño y su baja unión a proteínas

<12%>, penetra muy bien en la mayoría 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 actúa como antimetabolito de la citosina. Se

sintetizó por primera vez en 1957 como un potencial agente antitumoral y en 1964

se descubrieron sus propiedades antifúngicas al ser efectivo en el tratamiento de

candidemia murina. El primer caso de eficacia en humanos como agente antifúngico

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

5.4.1. Estructura Química.

La fórmula de la flucitosina es 4-amino-5-fluoro-2<1H>-pirimidona y se trata

de un polvo blanco, inodoro, cristalino, moderadamente soluble en agua a 250C y

totalmente en agua y alcohol a 600C. El peso y la fórmula moleculares son 129,1

y C
4 H4 FN3 O, respectivamente.

F

o

H

FIGURA 9.
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5.4.2. Mecanismo de acción.

La flucitosina es un antimetabolito de la citasina. La 5-fluarocitosina 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 desaminación por la intervención de una citosín-desaminasa,

transformándose en 5-fluorouracilo, que a su vez se metaboliza a 5-fluorouridina

y tras fosforilación se transforma en 5-fluorouridín-trifosfato que se incorpora al

RNA, bloqueando la síntesis de las proteínas indispensables para la vida de la célula

fúngica. Las células humanas carecen de esta desaminasa, por lo cual la

metabalización de la 5-fluorocitosina no se produce en el hombre. También se

sugiere que la posterior conversión a monofosfato de fluorodesoxiuridina produce

una inhibición de la actividad de la timidilato sintetasa y posteriomente de la

síntesis de DNA (Bennett, 1977>, (Diaso, 1978>, (Koldin, 1983>.

5.4.3. Espectro de actividad.

Tiene muy buena actividad sobre ¿2. albicans y la mayoría de las otras

especies de Candida, Cryptococcus neoformans, Geotrichum candidum, algunos

Aspergillus (especialmente A. fumiga tus> y los patógenos de la cromoblastomicosis

<Phialophora y Cladosporium).

Tiene acción sinérgica con la anfotericina B sobre Candida, ¿2. neoformans

y Aspergillus y carece de actividad sobre H. capsulatum, ¿2. immítis, 8.

dermatitidis, Epidermophyton, Mucory otros hongos filamentosos y las bacterias.

5.4.4. Mecanismos de resistencia.

Se ha encontrado resistencia primaria en cepas de Candida, ¿2ryptococcus

y Aspergillus. Durante el curso de tratamientos prolongados con 5-FC a dosis

insuficientes, se ha encontrado resistencia secundaria en Candida spp y

Cryptococcus neoformans. La resistencia que aparece durante siembras seriadas
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o largos tratamientos con 5-FC se produce frecuentemente por mutación, 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 la

de la actividad uridina monofosfato pirofosforilasa (Normak, 1972>. No hay

resistencia cruzada con otros antifúngicos.

5.4.5. Farmacocinética.

Se absorbe por vía oral rápida y completamente (90% de la dosis),

pudiéndose administrar también de forma intravenosa. Se distribuye muy bien por

todo el organismo, incluido el LCR. La unión proteica es mínima (2,9-4%) y no

influye la concentración de la droga (Block, 1974). Se elimina por vía urinaria en

forma activa sin metabolizar.
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PROPOSITO DEL TRABAJO
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PROPOSITO DEL TRABAJO

La evolución de las enfermedades infecciosas depende esencialmente de los

mecanismos de defensa del hospedador y de la aplicación de una quimioterapia

adecuada. Esto hace que sea necesarioconocer las interaccionesque se establecen

entre microorganismos, células fagocíticas y quimioterápicos, y sus implicaciones

clínicas.

Ciertos microorganismos como Staphylococcus aureus, BruceYa spp,

Candida albicans, Cryptococcusneoformans, etc, poseen la capacidad de sobrevivir

en el interior de las células fagocíticas, siendo este hecho fundamental en la

patogénesis de ciertas enfermedades infecciosas. Además, en los últimos años ha

aumentado considerablementeel númerode hospedadoresinmunodeprimidos, cuya

evolución favorable reside totalmente en la administración de un tratamiento

adecuado.

De este modo, es esencial el uso de quimioterápicos que unan a su efecto

antimicrobiano la capacidad de actuación 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 5-

fluorocitosina constituyen una terapia actual para el tratamiento de infecciones por

esta levadura, nos proponemos estudiar:

- la existencia de efecto postantifúngico (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 5-

fluorocitosina, tanto en presencia como en ausencia de suero.

- el efecto de bajas concentraciones de estos quimioterápicos sobre el

crecimiento Candida albicans ATCC 10231 en fase postantifúngica, tanto en

presencia como en ausencia de suero.
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- el efecto que tiene la exposición previa de Candida albicans ATCC 10231

a determinadas concentraciones de los antifúngicos anteriormente nombrados

sobre su susceptibilidad frente a los mecanismos microbicidas de los leucocitos

polimorfonucleares neutrófilos.
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MATERIALES
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APARATOS

- Espectrofotómetro Hitachi U-1 100.

- Medidor de pH eléctrico, Giralt.

- Balanza de precisión, Precisa 80-200 M.

- Nevera Zanussi.

- Autoclave, Selecta Autester.

- Estufa, Selecta.

- Microscopio óptico Nikon SE.

- Agitador de tubos Heidolph Reax 200.

- Centrífuga de precisión, Selecta Meditronic.

- Baño de agitación, Selecta Unitronic 3200 R.

MATERIAL

- Micropipetas fijas y regulables,

- Puntas de micropipeta de 1000

- Pipetas Pasteur.

- Placas Petri 1 OOxl 5 mm, Soria

- Asas de siembra.

- Matraces, pipetas y probetas Simax y Schott Mainz.

- Jeringas estériles de un sólo uso, Soria Greiner S.A.

- Hemocitómetro de Neubauer.

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

- Tubos cónicos de 1,5 ml en polipropileno, Labclinics.

- Tubos con fondo cónico de 20 mí, Labclinics.

- Tubos de 5 ml con EDTA desechables, Labclinics.

Gilson.

y lOO pl, Soria Greiner S.A.

Greiner S.A.
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REACTIVOSY PRODUCTOS

- Alcohol metílico, Merk.

- Glucosa, Kodak.

- Cloruro amónico, Sigma.

- Cloruro sódico, Panreac.

- Cloruro potásico, Panreac.

- Cloruro magnésico, Panreac.

- Cloruro cálcico, Panreac.

- Sulfato magnésico, Panreac.

- Fosfato disódico, Sigma.

- Fosfato monopotásico, Panreac.

- Bicarbonato sódico, Panreac.

- Azul de tripano, Panreac.

- Azul de metileno, Panreac.

- Gelatina, Sigma.

- Caldo Base de Nitrógeno para Levaduras <YNB>, Oxoid.

- Agar de Sabouraud, Oxoid.

- Desoxicolato sódico, Merck.

- Dimetil sulfóxido, Panreac.
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METODOS
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METODOS1

Solución salina tamoonada con fosfato

La solución fisiológica utilizada tiene la siguiente composición por litro:

- CINa 9,00 gr.

- KH2PO4....0,144 gr.

- Na2HPO4. . . .0,795 gr.

Tamoón fosfato 0.01 M

Las siguientes cantidades se disuelven en 1 litro de agua destilada y se

esteriliza.

- Na2HPO4 0,33 gr.

- KH2PO4 0,92 gr.

Solución salina

Se preparó disolviendo 9 gramos de CINa en 1 litro de agua destilada,

esterilizando posteriormente la disolución en autoclave y conservándola en nevera

a 4
0C.

Medio de cultivo nara células HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution

>

Se ha utilizado como medio de cultivo para PMN solución fisiológica de Hank

(HBSS> a pH 7,0, preparada con la siguiente composición por litro:

- HBSS sin ~ Mg~~ ni NaHCO
3.

-CINa 8,Ogr.

-KCI 0,4gr.

- Na2HPO4 0,048 gr.

- KH2PO4 0,06 gr.

- Glucosa 1,0 gr.

- Reactivos adicionales para HBSS completo.

- CaCI2 0,14 gr.

- NaHCO3 0,35 gr.

- MgSO4 2H20....O,16 gr.

- MgCI2 6H20....0,1O gr.
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Preparación de HBSS al 0.1 % de celatina

Se disuelve 1 gramo de gelatina purificada (Sigma) en 100 mIde agua desti-

lada estéril y se calienta al baño maría para licuaría, guardándose posteriormente

en nevera. A 90 ml de HBSS se le añaden 10 ml de gelatina al 1 %, obteniéndose

HBSS con un 0,1 % de gelatina.

Solución isotónica de cloruro amónico

Se pesan:

- CINH4 4,16 gr.

- NaHCO3 0,42 gr.

y se disuelven en 500 ml de agua destilada estéril.

Azul de Trinano al 4%

Se pesan 4 gr. de colorante en polvo azul de tripano y se disuelven en 100

ml de agua destilada estéril.

Aaar de Sabouraud

Se suspenden 65 gr del preparado comercial en 1 litro de agua destilada y

se lleva a ebullición para su disolución. Se esteriliza en autoclave a 121
0C durante

20 minutos.

Caldo Yeast Nitropen Base tamoonado al 1 % de olucosa (bYNB-ol

)

Se prepara 1 litro de tampón fosfato, se ajusta el pH a 7,0 y se le añade:

- 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.

Preparación de los quimioterápicos.

Anfotericina 6

Fue proporcionada en forma de polvo valorado por Bristol-Myers Squibb y

se preparó pesando 50 mg de anfotericina B, 41 mg de desoxicolato sódico y 25,2

mg de Na
2HPO4, disolviendo el total de la pesada en 10 ml de agua destilada estéril

y dejándose reposar durante 30 minutos para su autoesterilización. Posteriormente

se tomaron alícuotas y se congelaron a -70
0C hasta el momento de su utilización.
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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 mIde dimetil sulfóxido (DMSO), esterilizándose posteriormente dicha solución.

La distribución 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 preparó muy concentrado disolviéndolo en agua destilada estéril

y guardándose en alícuotas a -700C hasta el momento de su utilización.

5-FIuo rocitos i n a

Fue suministrada en forma de polvo valorado por Roche con una potencia de

999 mg/gr. Se preparó disolviendo 50 mg de la droga en un matraz con 5 ml de

agua destilada estéril y se situó en baño de agua caliente a una temperatura de

520C hasta la completa disolución de la droga. Posteriormente se esterilizó

mediante filtración y se distribuyó en viales, congelándose a -700C hasta el

momento de su utilización.
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METODOS II

Obtención de leucocitos polimorfonucleares neutrófilos

Preparación de PMN y suero (fig. 10>.

Los PMN fueron extraídos de sangre humana tratada con EDTA (Ethylene

Diamine Tetracetic Acid) para evitar su coagulación. A 4 ml de esta sangre se le

añadieron 16 ml de una mezcla de cloruro amónico y bicarbonato sódico <Eggleton,

1989), agitándose todo durante 15 minutos en baño de agua fría a 40C para lisar

los eritrocitos. Tras este tiempo, la mezcla se sometió a centrifugación durante 10

minutos a 55 g y se resuspendió en 10 ml de dicha disolución de cloruro amónico,

repitiéndose el proceso una segunda vez. El sedimento así obtenido se resuspendió

en 5 ml de HBSS sin calcio ni magnesio para evitar una activación de los

neutrófilos no deseada. Las células se mantuvieron en baño a 40C hasta su

posterior uso en la fagocitosis, momento en el que se volvieron a centrifugar y

resuspender en H8SS, esta vez ya con calcio y magnesio, y suplementado con

gelatina al 0,1%. ajustándose el número de células a 1x106 cías/ml en la cámara

de Neubauer (la pureza en PMN fue siempre superior al 90%). Paralelamente se

evaluó la viabilidad celular con el colorante azul de tripano (Metcalf, 1986> y

siempre fue superior al 95%.

El suero se obtuvo de sangre humana haciéndose un pool universal a partir

de varios donantes y se congeló en viales de 500 pl a -800C hasta su uso.

Microorganismos

Para los estudios con los antifúngicos anfotericina B, ketoconazol, fluconazol

y 5-fluorocitosina se utilizó Candida albicans ATCC 10231.

Ajuste de organismos mediante espectrofotometría

Para poder determinar el número de ufclml de levadura durante todo el

estudio nos servimos de un espectrofotómetro; de este modo se prepararon rectas

patrones a 540 nm, siendo el inóculo de partida de 1x103-104 ufc/ml y el medio

utilizado bYNB-glucosa. Para determinar el número de colonias viables de levaduras

se midió la absorbancia cada 30 minutos y se hicieron plaqueos en agar Sabouraud,

leyéndose los resultados a las 24 horas.
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Pruebas de susceptibilidad emoleadas

Las concentraciones mínimas inhibitorias (CMI) de los quimioterápicos se

determinaron por el método de dilución en tubo (Washington, 1974) y las

actividades de los antifúngicos se estimaron calculando la concentración mínima

que inhibía el 50% de la población en un tiempo determinado <IC-50> mediante un

método turbidimétrico <Galgiani, 1978>.

Determinación de la CMI. IC-50 e IC-25 nara Candida albicans

Una suspensión de Candida albicans en medio bYNB-glucosa se dejó crecer

durante toda la noche en baño de agitación a 370C y 140 osc/min en un volumen

de 50 ml. Al día siguiente se ajustó el cultivo a 1x105-5x105 ufe/mí mediante

espectrofotometría <0,25 de absorbancia a 540 nm> y posteriormente se incubaron

19 mL de la suspensión de Candida albícans más 1 mL del antifúngico empleado

según el caso y concentrado 20 veces en diversos matraces, cuyo número era igual

al número de concentraciones utilizadas en el estudio, más uno de control. Las

concentraciones de antifúngico utilizadas fueron para la anfotericina B y flucitosina,

0; 0,03; 0,07; 0,15; 0,3; 0,6; 1,25; 5, 10 y 20pgr/mL; para el ketoconazol, 0;

0,01; 0,03; 0,07; 0,15; 0,3; 0,6; 1,25; 5; lOy 2Oggr/mL; y para el fluconazol,

0; 0,16,0,8,4,20, 100y 500 pg/ml.

Los frascos de control sin droga se prepararon añadiendo 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 suspensión ajustada de Candida; seguidamente se

incubaron todos los matraces en baño de agitación a 370C a 140 osc/min. y cada

cierto periodo de tiempo se determinO su crecimiento tomando muestras de 2 ml

y midiendo el cambio de absorbancia y transmitancia. La CMI se determinó simultá-

neamente como la última concentración de quimioterápico que impedía la

formación de turbidez de la suspensión de Candida albicans.

Las concentraciones inhibitorias IC-50 e IC-25 se calcularon a partir de los

datos obtenidos por espectrofotometría, como las más bajas concentraciones de

quimioterápicos que cumplían el criterio:

%T > (%Tcontroi + N (100 - %Toontroi>)
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en donde:

- %Tc~,~ es el porcentaje de transmisión del control <libre de quimioterápico>.

- N, puede ser Y2 (IC-50) o 14 (IC-25>; esta fórmula fue diseñada para definir

la fracción de inhibición (Nl como una función de la turbidez en los tubos control

libres de quimioterápico (Galgiani, 1978).

Estudio del retraso del crecimiento de Candida albicans en presencia de

suero tras el oretratamiento con los auimioterá~icos

Este efecto se evaluó cada t = 60 minutos y se expresó como el porcentaje

de retraso en el crecimiento <RC> debido al quimioterápico mediante la relación:

RC~ = 100 x (1 - <ST/SC>)

donde ST representa, como 1og10 ufc/mL, la diferencia entre el número de cándidas

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

del experimento>; y SC representa lo mismo pero con cándidas control.

Valoración de la susceptibilidad de Candida albicans tratada Previamente

frente a los mecanismos microbicidas de los PMN <fig.1 1).

Candida albicans en crecimiento exponencial se ajustó a 5x10
6-107 ufc/ml

y se incubó junto a una concentración determinada de antifúngico, que variaba

según la droga en estudio, durante 6 horas en bYNB-gl a 370C en baño de

agitación y a 140 osc/min. Transcurrido dicho tiempo, se eliminó la droga del

medio mediante tres centrifugaciones sucesivas y posteriormente se resuspendió

la levadura en la solución de Hank suplementada con gelatina (HBSS-gelatina> y se

ajustó a una concentración de 5,5x106. Los PMN, previamente obtenidos por el

método descrito anteriormente, se ajustaron a 5,5x106 PMN/ml en HBSS-gelatina.

Alícuotas de 500 pl de la suspensión de Candida albicans tratada

previamente, se añadieron a dos tipos de tubos: unos con 400 pl de HBSS-gelatina

más 100 pl de suero y otros con 150 pl de HBSS-gelatina más 250 pl de PMN más

lOO pl de suero. De esta manera, la relación 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 370C en baño de

agitación a 140 osc/min y cada 60 minutos se tomaron alícuotas de 20
1u1 y se

añadieron a tubos con agua destilada estéril a pH 11 para lisar los PMN <Gargan,

1989>. Todos estos tubos de agua básica se agitaron vigorosamente y se realizaron

diluciones seriadas en solución salina; de estos últimos tubos se tomaron alícuotas

de 20 ¡¡1 y se sembraron en agar Sabouraud por triplicado; tras 24 horas de

incubación en estufa a 37
0C se procedió al recuento de las placas, expresando los

resultados como log
10ufc/mL.

El aumento de susceptibilidad de C. albicans pretratada con los diferentes

quimioterápicos se determiné a tiempos determinados t = 60 minutos y se expresó

como el incremento del efecto fungicida de los PMN debido al quimioterápico (EF)

expresado en porcentajes mediante la relación:

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

donde ST representa, en log10 ufc/mL, la diferencia entre el número de cándidas

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

del experimento>; y SC representa lo mismo pero con cándidas control. PT

representa la diferencia entre el número de levaduras viables (previamente tratadas

con quimioterápico) incubadas con PMN en el tiempo t respecto del tiempo O; y PS

representa lo mismo pero con cándidas control.

Estudio del efecto oostantifúnoico de anfotericina B. fluconazol. ketoconazol

y flucitosina sobre Candida albicans en presencia o ausencia de suero

Una vez obtenida la fase de crecimiento exponencial de un inóculo de

Candida albicans, se prepararon tres matraces con la levadura ajustada a una

concentración de i0~ ufc/mL y se distribuyeron de la siguiente forma: un matraz

fue el control (libre de quimioterápico>; un segundo matraz fue expuesto a una

cantidad determinada de quimioterápico y el tercer matraz fue también expuesto,

pero a una concentración de droga mayor. Los tres matraces fueron incubados

durante 12 horas en presencia o ausencia de suero a 37
0C y 140 osc/min.

Transcurrido este tiempo se eliminó del medio de incubación el quimioterápico
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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, añadiéndose un

submúltiplo de las concentraciones iniciales de los quimioterápicos a sólo uno de

los matraces resultantes de la división. 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 postantifúngico de dos concentraciones del mismo quimioterápico

sobre el crecimiento de Candida albicans.

- Efecto de bajas concentraciones del mismo quimioterápico sobre Candida

albicans previamente expuesta a dicha droga (en fase postantifúngica>.

La duración del efecto postantifúngico se calculó a partir del contaje de

viables resultantes de las curvas de recrecimiento usando la fórmula <Mc Donald,

1977):

PAFE=T-C

en la que T es el tiempo requerido para que el número de unidades formadoras de

colonias -ufc/mL- en cultivos tratados aumente 1 1og10 <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 número de ufc/mL en un control no tratado

aumente 1 1og10 con respecto a las observadas inmediatamente después de realizar

la misma operación que con los cultivos tratados.
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AI~JALISIS ESTADíSTICO

Se calcularon para cada grupo de datos la media aritmética y la desviación

estándar, mediante las fórmulas habituales para el número de datos manejados.

Para comparar estadisticamente las medias de dos grupos experimentales

<tratados y no tratados>, se utilizó el método estadístico de la U de Mann-Whitney.

Se consideró que la diferencia de las muestras era no significativa (n.s.)

cuando el valor de la probabilidad de la significación (p) era mayor que 0,05

(p>O,05), y que la diferencia de las muestras era significativa cuando dicho valor

fue menor que 0,05 <pCO,O5>.
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RESULTADOS
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Concentraciones mínimas inhibitorias (CMI> de los antifúnaicos emoleados

para Candida albicans ATCC 10231

.

Las CMI obtenidas para un inóculo de 1x105 ufc/mL

las 24 horas de incubación fueron:

de Candida albícans a

Agente antifúngico CMI (pgr/mL)

anfotericina 8 1

ketoconazol 5

fluconazol 40

5-fluorocitosina 0,5

Concentraciones inhibitorias del 25% y 50% del crecimiento de Candida

albicans (IC-25. IC-50>.

Agente 11 Tiempo de ¡0-25 IC-50

antifúngico Jf incubación <ugr/mL> <pgr/mL)

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 5 5

24 horas 0,8 0,8

fluconazol 48 horas 100 100

72 horas >100 >100

24 horas 0,07 0,07

5-fluorocitosina 48 horas 0,3 0,3

72 horas 0,3 0,3
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Efecto postantifúnoico de Candida albicans inducido nor anfotericina B en

presencia o ausencia de suero mediante incubación 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 pgr/mL y 1 pgr/mL. Con 0,5 ¡¡gr/mL de

anfotericina B se consiguió inducir en la levadura un efecto postantifúngico de

1,3±0,4 horas; y con 1 pgr/mL, un PAFE de 2,4±0,7horas. En presencia de

suero, con 0,5 ¡¡gr/mL se obtuvo un RAFE de 1,8±0,4horas, mientras que con 1

¡¡gr/mL. se obtuvo uno de 3,4 ±0,9horas.

Efecto postantifúnoico de Candida albicans inducido nor ketoconazol en

presencia o ausencia de suero por medio de una incubación de 12 horas

.

Con este quimioterápico también probamos dos concentraciones, que fueron

1 ¡¡gr/mL y 4 ¡¡gr/mL. En ausencia de suero, no se pudieron inducir RAFE positivos:

todos fueron negativos, en los que la población expuesta al imidazol crecía más

rápidamente que la población control (-1,4±0,7y -1,5±0,8horas con 1 y 4

¡¡gr/mL, respectivamente>. Contrastando con lo anterior, aquellos experimentos en

los que el suero era incorporado trajeron como resultado RAFE positivos; con 1

¡¡gr/mL de ketoconazol se consiguió un PAFE de 0,15±0,05horas y con 4j¡grlmL,

uno de 0,52 ±0,2horas.

Efecto nostantifúnoico de Candida a/bicans inducido por fluconazol en

presencia o ausencia de suero en incubación de 12 horas

.

Este triazol fue ensayado a concentraciones de 4 ¡¡gr/mL y 8 ¡¡gr/mL. En

ausencia de suero, pudimos comprobar que los azoles presentan PAFE nulos o

negativos. El fluconazol no fue una excepción a este hecho, ya que a ambas

concentraciones no se pudo inducir ningún tipo de PAFE <-0,4±0,3y -0,3 ±0,2

horas con 4 y 8 ¡¡gr/mL, respectivamente>. Curiosamente, al 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 ¡¡gr/mL de fluconazol se

consiguieron unos PAFE de 2±0,6y 2,5±1,0horas, respectivamente.
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Efecto nostantifúnaico de Candida albicans inducido por 5-fluorocitosina en

presencia o ausencia de suero en incubación coniunta durante de 12 horas

.

Tanto en presencia como en ausencia de suero, nosotros pudimos conseguir

con la flucitosina los PAFE de más larga duración de todos los antifúngicos

ensayados. En ausencia de suero obtuvimos unos PAFE de 1,7±0,7y 3,6±0,9

horas utilizando concentraciones de 4 y 20 ¡¡gr/mL, respectivamente. En presencia

de suero, con 4¡igr/mL obtuvimos un PAFE de 2,9±0,5horas, mientras que con

20 ¡¡gr/mL logramos un RAFE de 3,8±0,8horas.

Efecto de balas concentraciones de anfotericina B. ketoconazol. fluconazol

y 5-fluorocitosina sobre Candida albicans en fase RAFE

.

Una vez que la levadura se encontraba en fase PAFE, se le volvía a exponer

al antifúngico que le había inducido dicho estado, aunque a concentraciones

menores. Como resultado de esta reexposición en fase postantifúngica pudimos

comprobar que este segundo tratamiento prolongaba dicha fase PAFE en todos los

casos.

Efecto del pretratamiento de Candida albicans con anfotericina B,

ketaconazol, fluconazol y 5-fluorocitosina sobre su crecimiento y su susceptibilidad
frente a la acción fungicida de los PMN humanos.

En este estudio hemos valorado dos parámetros: el primero depende

exclusivamente de la droga; es el retraso en el crecimiento (RC) de la levadura, y

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 antifúngicos anteriormente nombrados.

Efecto del tratamiento cuimioterápico sobre el crecimiento ¿2. albicans

La incubación de C.albicans junto con las drogas siempre tuvo la misma

duración y fue igual a 6 horas. La exposición a 1 ¡¡gr/mL de anfotericina B produjo

un retraso en el crecimiento que, una vez eliminada la droga del medio de cultivo,

perduró 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 presentó una
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gran actividad a la concentración de 4¡¡gr/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 1 ¡¡gr/mL presentó unos retrasos del

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 exposición a 4¡¡gr/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 ¿2. albicans con 1 ¡¡gr/mL durante 6 horas produjo un

aumento de su susceptibilidad a la acción fugicida de los PMN que tuvo como

valores 109% a la primera hora, 41% ala segunda y 32% a la tercera <p<O,O5>.

Efecto fungicida de los PMN sobre Candida albicans oretratada con

ketoconazol

.

El ketoconazol, a concentraciones de 1 ¡¡gr/mL. hizo que la levaduras

presentasen una muerte intracelular del 80% a la primera hora, del 54% a la

segunda y del 32% a la tercera (p<O,05).

Efecto fungicida de los PMN sobre Candida albicans oretratada con

fluconazol

.

La previa incubación de ¿2. albícans con 4 ¡¡gr/mL trajo como resultado un

aumento de su sensibilidad a los mecanismos microbicidas de los PMN que fue

significativo sólo a la primera hora, siendo del 44%. (p<O,05>.

Efecto fungicida de los PMN sobre Candida albicans oretratada con

flucitosina

.

El pretratamiento con este agente a una concentración de 4¡igr/mL produjo

en la levadura la 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 (pcO,05>.
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Gráfica 1. Curva de crecimiento de Candida albícans ATCC 10231 en la que

se relacionan absorbancias medidas a 540 nanómetros con tiempos de lectura.

1
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Gráfica 2. Equivalencia entre absarbancias medidas a 540 nanómetros y ufc/mL.
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Gráfica 3. Efecto del incremento de la concentración de anfotericina B en el

crecimiento de Candida albicans en medio bYNB-gI tamponado a pH 7, durante 72

horas y con un inóculo de partida de ,Q5 ufc/mL. Las concentraciones utilizadas

aparecen en la clave.

+ 0,6
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Absarbancla (540 ni)
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Gráfica 4. Efecto del incremento de la concentración de ketoconazol en el

crecimiento de Candida albicans en medio bYNB-gl tamponado a pH 7, durante 72

horas y con un inóculo de partida de io~ ufc/mL. Las concentraciones utilizadas

aparecen en la clave.
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Gráfica 5. Efecto del incremento de la concentración de fluconazol en el

crecimiento de Candida albicans en medio bYNB-gl tamponado a pH 7, durante 72

horas y con un inóculo de partida de i0~ ufc/mL. Las concentraciones utilizadas

aparecen en la clave.
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Gráfica 6. Efecto del incremento de la concentración de flucitosina en el

crecimiento de Candida albicans en medio bYNB-gl tamponado a pH 7, durante 72

horas y con un inóculo de partida de io~ ufc/mL. Las concentraciones utilizadas

aparecen en la clave.
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Gráfica 11. Efecto Postantifúngico de anfotericina B en ausencia de suero.

Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar <X> y tratadas con 0,5 (Y) y

1 pgr/mL (Z) de anfotericina B durante 12 horas, y efecto de 0,25 gr/mL de

anfotericina 6 sobre Candida alb¡cans control <Xa) y en fase PAFE (Ya, Za). Los

resultados vienen expresados como log
10ufc/mL.
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Gráfica 12. Efecto Postantifúngico de anfotericina B en presencia de suero.

Curvas de crecimiento de Candida albícans sin tratar (X> y tratadas con 0,5 <Y) y

1 ¡¡gr/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 log10ufc/mL.
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Gráfica 13. Efecto Postantifúngico de ketoconazol en ausencia de suero.

Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar (X) y tratadas con 1 <Y) y 4

¡¡gr/mL (Z) de ketoconazol durante 12 horas, y efecto de 1 ¡¡gr/mL de ketoconazol

sobre Candida albicans control <Xa) y en fase PAFE (Za). Efecto de 0,25 ¡¡gr/mL

de ketoconazol sobre C. albicans en fase PAFE <Ya). Los resultados se expresan

como log10ufc/mL.
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Gráfica 14. Efecto Postantifúngico de ketoconazol en presencia de suero.

Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar <X) y tratadas con 1 <Y) y 4

¡¡gr/mL <Z) de ketoconazol durante 12 horas, y efecto de 1 ¡¡gr/mL de ketoconazol

sobre Candida albicans control (Xa> y en fase PAFE <Za). Efecto de 0,25 ¡¡gr/mL

de ketoconazol sobre C. albicans en fase PAFE <Ya). Los resultados se expresan

como log,
0ufc/mL.
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Gráfica 15. Efecto Postantifúngico de fluconazol en ausencia de suero.

Curvas de crecimiento de Candida albícans sin tratar <X) y tratadas con 4 <Y) y 8

¡¡gr/mL <Z) de fluconazol durante 12 horas, y efecto de 1 ¡¡gr/mL de fluconazol

sobre Candida albicans control <Xa> y en fase PAFE (Ya, Za). Los resultados vienen

expresados como log10ufc/mL.
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Gráfica 16. Efecto Postantafúngico de fluconazol en presencia de suero.

Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar <X) y tratadas con 4 (Y> y 8

¡¡gr/mL <Z) de fluconazol durante 12 horas, y efecto de 1 ¡¡gr/mL de fluconazol

sobre Candida albícans control (Xa> y en fase PAFE <Ya, Za>. Los resultados vienen

expresados como log
10ufc/mL.
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Gráfica 17. Efecto Postantifúngico de flucitosina en ausencia de suero.

Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar <X) y tratadas con 4 ¡¡gr/mL

<Y) de flucitosina durante 12 horas, y efecto de 1 ¡¡gr/mL de flucitosina sobre

Candida albicans control <Xa> y en fase PAFE <Ya) - Los resultados están expresados

como log10ufc/mL.
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Gráfica 18. Efecto Postantifúngico de flucitosina en presencia de suero.

Curvas de crec¡miento de Candida albicans sin tratar (X) y tratadas con 4 ¡¡gr/mL

(Y> de flucitosina durante 12 horas, y efecto de 1 ¡¡gr/mL de flucitosina sobre

Candida albicans control <Xa) y en fase PAFE (Ya). Los resultados se expresan

como log10ufc/mL.
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Gráfica 19. Efecto Postantifungico de flucitosina en ausencia de suero.

Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar <X> y tratadas con 20 ¡¡gr/mL

<Y> de flucitosina durante 12 horas, y efecto de 5 y 1 ¡¡gr/mL de flucitosina sobre

Candida albicans control <Xa, Xb, respectivamente) y en fase PAFE <Ya, Yb,

respectivamente>. Los resultados se expresan como log
10ufc/mL.
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Gráfica 20. Efecto Postantifungico de flucitosina en presencia de suero.

Curvas de crecimiento de Candida albicans sin tratar <X) y tratadas con 20 ¡¡gr/mL

<Y> de flucitosina durante 12 horas, y efecto de 5 y 1 ¡¡gr/mL de flucitosina sobre

Candida albicans control (Xa, Xb, respectivamente) y en fase PAFE <Ya, Yb,

respectivamente>. Los resultados se expresan como log10ufc/mL.
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Gráfica 21. Actividad fungicida de PMN humanos sobre Candida albicans sin

tratar y tratada previamente con 1 ¡¡gr/mL de anfotericina 6 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

log10ufc/mL. Curvas realizadas a partir de 6 determinaciones y usando PMN de

distintos individuos. Significancia: p <0,05.
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Gráfica 22. Actividad fungicida de PMN humanos sobre Candida albícans sin

tratar y tratada previamente con 1 ¡¡gr/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
10ufc/mL. Curvas realizadas a partir de 6 determinaciones y usando PMN de

distintos individuos. Significancia: p<0,05.
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Gráfica 23. Actividad fungicida de PMN humanos sobre Candida albícans sin

tratar y tratada previamente con 4 ¡¡gr/mL de fluconazol 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

log10ufc/mL. Curvas realizadas a partir de 6 determinaciones y usando PMN de

distintas individuos. Significancia: p<O,05. Las horas 2 y 3 no son significativas.
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Gráfica 24. Actividad fungicida de PMN humanos sobre Candida albícans sin

tratar y tratada previamente con 4 ¡¡gr/mL 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; PL levaduras

tratadas, en presencia de suero y PMN. Los resultados se expresan como

log10ufc/mL. Curvas realizadas a partir de 6 determinaciones y usando PMN de

distintos individuos. Significancia: p <0,05.
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DISCUSION DE LOS EFECTOS POSTANTIFUNGICO Y DE BAJAS

CONCENTRACIONES DE QUIMIOTERAPICO SOBRE CANDIDA ALBICANS EN FASE

POSTANTIFUNGICA

En comparación con los agentes antibacterianos, los avances en el desarrollo

de fármacos para el tratamiento de infecciones producidas por hongos son muy

recientes. De hecho, la anfotericina 8, a falta de otros agentes, ha sido la piedra

angular de la terapia antifúngica durante los últimos treinta años, mientras que las

sulfamidas ya se utilizaban hace sesenta años; por lo tanto, no es de extrañar que

exista un gran retraso en el campo de los antifúngicos.

En la actualidad se ha detectado un gran aumento de las infecciones por

hongos, predominantementeen pacientes inmunodeprimidos <Horn, 1985), <Walsh,

1988), <Anaissie, 1989>. Además, hongos considerados anteriormente comensales

inofensivos ahora se han transformado en patógenos, y algunos de ellos son

resistentes a varios antifúngicos <Lutwick, 1976), (Anaissie, 1989), <Reuben,

1989). Todo esto ha hecho que se promueva el desarrollo y producción de nuevos

fármacos y también que aumente la necesidad de realizar pruebas de

susceptibilidad fiables para informar a los clínicos de cuáles son los tratamientos

más adecuados.

El principal problema que presentan los antifúngicos es la falta de

reproducibilidad encontrada en las pruebas de susceptibilidad. Esto ha quedado

patente en los trabajos de varios grupos de investigación que estudiaron una gran

cantidad de fármacos entre los que se encontraban anfotericina B, flucitosina,

ketoconazol y fluconazol <Calhoun, 1986), <Galgiani, 1987), (Mclntyre, 1989),

<Cook, 1990>.

Existen varios factores que pueden alterar las pruebas de susceptibilidad;

uno de ellos es el medio de incubación <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 incubación. Otro factor condicionante es el pH del medio; por



103

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 antifúngico y

también el tamaño de inóculo, 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)

Además, existen estudios <Craig, 1991) en los que se sugiere que las

concentraciones mínimas inhibitoria y bactericida <CMI y CMB) y, por extensión,

la concentración mínima fungicida <CMF), por si mismas, pueden no ser buenos

predictores de las actividades antibacteriana y antifúngica. 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

concentración de quimioterápico ha caído por debajo de la CMI (éstos son los

efectos postantibiótico y postantifúngico).

Por otra parte, existen 2 factores que son importantes determinantes de

eficacia cuando se combate una infección: las distribuciones en suero y en tejidos

(Bergan, 1991).

Hay diferentes modelos que estudian la penetración de quimioterápicos al

interior de los tejidos; una característica importante que todos estos modelos han

demostrado es que el quimioterápica alcanza los líquidos extracelulares (linfa,

líquido peritoneal o vesicular) rápidamente tras la administración, y este fenómeno

ocurre con independencia de si la unión al suero es baja o alta <ampicilina 5 %,

temocilina 85 % y flucloxacilina 96 %) <Bergan, 1991).

Esto sugiere que la unión proteica al suero tiene sólo consecuencias

moderadas sobre la capacidad de los quimioterápicos para penetrar a los tejidos y

erradicar la infección. Por ejemplo, pese a su diferente unión proteica, se han

encontrado tasas de penetración similares para B-lactámicos como temocilina y

ampicilina. Esto también es válido para otros quimioterápicos como la flucloxacilina,
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que con un 96% de unión proteica al suero humano, alcanza relativamente altas

concentraciones en linfa periférica y liquido vesicular tras sólo 10-30 minutos de

ser administrado <Bergan, 1986).

Por último, sólo queda por recordar que la cantidad de droga libre está

relacionada con la fracción unida a proteína, aunque la solución de este problema

tan sólo radica en aumentar la dosis total de quimioterápico administrado para

obtener niveles efectivos de droga en el sitio de infección.

Teniendo en cuenta todos estos hechos, cuya conclusión final es que los

tradicionales parámetros de valoración de susceptibilidad son menos aplicables de

lo deseable a los hongos, nosotros hemos utilizado en nuestros estudios aquellas

concentraciones de quimioterápico que tienen significado terapéutico; es decir,

aquellos niveles de fármaco que se encuentran -tanto en concentración como en

duración- en el suero durante un tratamiento antifúngico standard.

Nuestros estudios, bien sean del efecto postantifúngico como del efecto

PALE, están diseñados 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 sólo existe la fase levadura o blastoconidial.

Dicha fase se obtiene mediante la incubación de Candida albicans en placa de agar

Sabouraud durante 24 horas a 370C <en estas condiciones C. albícans sólo crece

en fase blastoconidial y con ausencia total de tubos de germinación y pseudohifas).

Posteriormente, obtenemos la fase de crecimiento exponencial por la

reincubación del inóculo anterior en medio de ensayo fresco (bYNB-gl> durante 5

horas a 3700, bajo continua agitación (Roilides, 1990>, (Van Etten, 1991).

Esta agitación 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 fúngicas y a que es un inductor del crecimiento del

microorganismo en fase miceliar, se esperarían una reducción en el contaje de
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viables en placa y una disminución de la tasa de multiplicación al hacer recuento

en ufc/mL, respectivamente. Esta reducción puede evitarse mediante el efecto

disgregante de la agitación previa al plaqueo <Minguez, 1994> sumada al efecto

inhibitorio de la filamentación del propio antifúngico empleado (Borgers, 1979>,

(Nugent, 1986), <Nugent, 1987). Para la mayoría de los estudios, el hecho de que

se cuenten unidades formadoras de colonias más 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 número de colonias formadas y el número de

organismos viables en la muestra de ensayo (Lehrer, 1969a). Volviendo al efecto

que el suero provoca, se ha encontrado que su presencia promueve la producción

de tubos de germinación por Candida albicans e interacciona sinérgicamente con

azoles <SCH 39304 y Fluconazol> contra Candida spp <Meunier, 1990>. Además,

el propio crecimiento exponencial se ha asociado a un aumento de susceptibilidad

a los azoles <Odds, 1985>.

Los parámetros de crecimiento para la estimación de la actividad de una

droga más ampliamente usados son, en orden de preferencia, (Petrou, 1991>:

densidad óptica, contaje de viables y contaje total. Nosotros nos hemos decantado

por el método de contaje de viables en placa ya que su uso está ampliamente

difundido en la actualidad <Van’tWout, 1990), <Van Etten, 1991), <Petrou, 1991).

Además, el método por densidad óptica presenta problemas que ya fueron

puestos en evidencia por primera vez por Odds <1979b) al ensayar actividades de

drogas antifúngicas en medio liquido. Por otra parte, con este último método se

han obtenido resultados solamente reproducibles con polienos, pero no con

imidazoles <Petrou, 1991).
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DISCUSION DEL PAPE DE CANDIDA ALDICANS INDUCIDO POR

ANFOTERICINA 5 Y DEL EFECTO DE BAJAS CONCENTRACIONES SOBRE LA

LEVADURA EN FASE POSTANTIFUNGICA

La supresión del crecimiento bacteriano, o efecto postantibiótico <PAE), tras

la exposición a un agente antibacteriano es un fenómeno que se ha observado

durante décadas <Bigger, 1944). El efecto postantifúngico (PAFE) es una extensión

del PAE en el que el quimioterápico y el microorganismo utilizados son un

antifúngico y un hongo, respectivamente.

La anfotericina B induce una desestabilización de la membrana celular por

medio de la unión a los esteroles y se entiende el PAFE como el tiempo para la

“reparación” de la membrana antes de que se puedan restablecer la gemación y

multiplicación activas.

Obviamente, esta desestabilización ocurre tanto a bajas concentraciones

<como las utilizadas en este estudio 0,5-1 ¡¡gr/mL) como a altas, aunque en este

último caso aquellas que son superiores a 5 ¡¡gr/mL se consideran tóxicas (Roilides,

1990).

La incubación de Candida albicans durante 12 horas obedece al hecho de

que la anfotericina B es capaz de permanecer activa en el medio de incubación

durante el período anteriormente citado; es más, Van Etten (1991) demostró que

la anfotericina B mantenía su actividad antifúngica en el medio de incubación

durante al menos 24 horas.

Tras la incubación de C. albicans durante 12 horas con 0,5 ¡¡gr/mL de

anfotericina 6 pudimos registrar un efecto postantifúngico (PAFE) de 1,3±0,4

horas, y utilizando una concentración mayor <1 ¡¡gr/mL) obtuvimos un PAFE de

2,4±0,7horas.

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 incubación

<aunque de mayor duración: 12 horas versus 2 horas) se realizó con una

concentración menor, ya que está demostrado que la anfotericina B presenta

efectos estimuladores del crecimiento a bajas concentraciones, aumentando

consiguientemente el número de ufc/mL <Brajtburg, 1981).

Algunos autores han señalado que el suero ejerce un profundo efecto sobre

la anfotericina B al ensayar contra Candida albicans extracelularmente. Meunier, en

1990, encontró que las concentraciones mínimas inhibitoria y fungicida <CMI y

CMF, respectivamente> se duplicaban cuando se exponía C. albicans a la

anfotericina B en presencia del 25 % de suero humano. La explicación de la

reducción de actividad antifúngica de la anfotericina Ben presencia de suero puede

explicarse por la alta unión proteica que presenta la anfotericina 6, que reduce su

biodisponibilidad.

Sin embargo, este Ultimo dato contrasta fuertemente con los obtenidos por

Petrou en 1991, quien utilizando el mismo tamaño de inóculo que nosotros <lxio~-
iO~>, el mismo medio de incubación (YNB>, la misma proporción de suero <10%>

y la misma concentración de anfotericina B (0,5 ¡¡gr/MI) que nosotros, encontró

que la adición de suero aumentaba la actividad de anfotericina 6, siendo ésta

mayor que sin suero. Nosotros, según este esquema, hemos encontrado unos PAFE

de 1,8 ±0,4horas usando 0,5 ¡¡gr/mL y de 3,4±0,9horas utilizando 1 ¡¡gr/mL.

Respecto al efecto de una segunda exposición <a una menor concentración

de anfotericina 6, 0,25 pgr/mL) sobre Candida albicans previamente tratada,

pudimos comprobar que el efecto debido a este segundo tratamiento era mayor que

el originado por la primera exposición. Este hecho ocurrió independientemente de

la presencia o ausencia de suero y alcanzó su máximo valor en las levaduras

previamente tratadas con 1 ¡¡gr/mL en presencia de suero.
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DISCUSION DEL PAFE DE CANDIDA ALDICANS 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 acción

reconocidos: el primero está basado en una acción directa sobre la membrana <Sud,

1979) <Ánséhn, 1984); y el segundo es la inhibición de la conversión enzimática

de lanosterol a ergosterol por medio de su acción sobre el citocromo P450

(Brajtburg, 1982).

El primer mecanismo de acción es inmediato a altas concentraciones de la

droga y puede causar la muerte de la célula fúngica, mientras que a

concentraciones más bajas la droga es capaz de causar alteraciones en la

membrana celular y puede tardar tan sólo dos horas en suprimir el crecimiento

(Swamy, 1974), <Borgers, 1982>. La concentración máxima segura alcanzable en

plasma para el ketoconazol es de 5 ¡¡gr/mL (Roilides, 1990).

Nosotros hemos estudiado el efecto postantifúngico de 2 concentraciones

de ketoconazol (1 y 4 ~ugr/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 ¡¡gr/mL como 4 ¡¡gr/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, pera 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, halló que cortas

exposiciones de varias especies de Candida a los antifúngicos ketoconazol y

miconazol, producían un retraso persistente en sus tasas de crecimiento.

Posteriores experimentos, que para la eliminación de la droga utilizaban lavados

sucesivos seguidos de una dilución, demostraron que el efecto encontrado por

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

En presencia de suero, la situación fue bien diferente: con ambas

concentraciones, 1 y 4¡¡gr/mL, se obtuvieron PAFE de 0,15±0,05y 0,52±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)

observó que imidazoles como el ketoconazol, el miconazol, el clotrimazol y el

econazol no sólo presentaban un efecto dependiente de concentración, sino que,

además, también era dependiente del tiempo de exposición.

En principio, se podría pensar que la adición del suero a nuestras estudios

traería como consecuencia una inhibición de la actividad del ketoconazol in vitro,

ya que, al igual que la anfotericina B, esta droga tiene un alto porcentaje de unión

proteica (> 90%>. Este caso, al igual que el del polieno, presenta sorprendentes

hallazgos; en contra de lo que se podría pensar a priori, la adición de suero no

altera la actividad normal del ketoconazol (Odds, 1982), sino que aquél hace que

la droga tenga una mayor actividad (Aerts, 1980>.

Hawkins <1980), trabajando con suero humano termoinactivado al 50%

encontró que aunque la CMI de ketoconazol para Histoplasma capsulatum se

incrementaba considerablemente, la droga seguía siendo fungicida para el hongo

a concentraciones tan bajas como < 1 ¡¡gr/mL. Esto indica que la inactivación del

suero sugiere que el complemento o algún otro componente lábil al calor puede

tener un importante papel en el efecto postantifúngico, tal y como ocurre con las

fluoroquinolonas y Staphylococcus aureus o con la tetraciclina y Escheríchia coli

(Davidson, 1991>.

Además, con respecto a la alta afinidad por la unión proteica por parte del

ketoconazol, Block <1974) asume que el sitio primario de unión esperado de la

membrana celular fúngica serían las proteínas de dicha membrana, produciendo,

de esta manera, otro efecto negativo sobre Candida albícans.

También hemos estudiado el efecto de una segunda exposición de la

levadura al ketoconazol <con 0,5 ¡¡gr/mL si la exposición previa fue de 1 ¡¡gr/mL y

con 1 ¡¡gr/mL si la exposición previa fue de 4¡¡gr/mL); pudimos observar que sus
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efectos fueron mayores que los provocados por la primera exposición, hecho lógico

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

DISCUSION DEL PAFE DE CANDIDA ALBICANS INDUCIDO POR

FLUCONAZOL Y DEL EFECTO DE BAJAS CONCENTRACIONES SOBRE LA

LEVADURA EN FASE POSTANTIFUNGICA

Una característica común de las drogas antifúngicas es que presentan una

gran dificultad a la hora de poder establecer una correlación clara entre sus

actividades in vitro e in vivo. El fluconazol representa uno de los casos más

extremos de este problema, hasta el punto de que la droga no se hubiese

desarrollado si únicamente se hubiese prestado atención 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 ¡¡gr/mí,

el ketoconazol y el miconazol, en las mismas pruebas, son igualmente activos a

concentraciones 100 veces menores que la del triazol <Odds, 1986).

A pesar de todo, el fluconazol es muchísimo más activo in 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

albícans in vitro e in vivo.

El fluconazol, además de las mismas características de otros azoles, presenta

una mayor selectividad para la desmetilación del C-14 de intermediarios metilicos

de la síntesis de ergosterol y un mínimo efecto sobre otras reacciones mediadas por

el citocromo P450. De hecho, Marriott <1987) comprobó que el fluconazol era

10,000 veces más selectivo para la enzima C-14 desmetilasa fúngica que para su

homóloga mamifera <GuIl, 1986).

Odds <1986) y Yamaguchi <1989) hallaron que el fluconazol a

concentraciones de 0,3 y 0,2 ¡¡gr/mL1 respectivamente, inhibía la ramificación de

las hifas casi totalmente y reducía la longitud la longitud del micelio en 1/3.
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Nosotros, utilizando 4 y 8 ¡¡gr/mL de fluconazol en ausencia de suero no

pudimos obtener un efecto postantifúngico positivo, aunque en su presencia

obtuvimos 2±0,6y 2,5 ±1horas, respectivamente. El empleo de suero en nuestro

sistema de susceptibilidad como aproximación a la situación que se produce in

vivo, puede ser una de las razones por las que el fluconazol exhiba una mayor

actividad in vivo que in vitro. De hecho, los resultados obtenidos por nosotros

concuerdan con los de Meunier <1990> quien utilizando una concentración de suero

del 25%, encontró que éste incrementaba la actividad inhibitoria del fluconazol

sobre Candida albícans. 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 número de células en fase exponencial. Dicha

fase de crecimiento exponencial está asociada a una mayor susceptibilidad a los

azoles (Odds, 1985).

El fluconazol -a diferencia de los otros agentes antifúngicos utilizados en este

estudio- no presentó un efecto dependiente de la concentración, ya que el PAFE

obtenido por la exposición de Candida albicans a 4 ¡¡gr/mL no difiere mucho del

obtenido con 8 ¡¡g/mL. Estos resultados concuerdan con los de Hughes <1988),

quien demostró que el aumento en las dosis de fluconazol no se asociaba con un

aumento en la actividad antifúngica; este hecho fue posteriormente confirmado por

Meunier <1990).

Respecto a la reexposiciónde levaduras previamente tratadas confluconazol,

pudimos observar que el efecto inhibitorio obtenido por esta segunda exposición

era mucho mayor que el que se obtuvo mediante una exposición única.

DISCUSION DEL PAFE DE CANDIDA ALBICANS INDUCIDO POR

FLUCONAZOL Y DEL EFECTO DE BAJAS CONCENTRACIONES SOBRE LA

LEVADURA EN FASE POSTANTIFUNGICA

La inducción de Efecto Postantifúngico por esta droga es posible gracias a

su mecanismo de acción: la flucitosina interfiere con la síntesis de ácidos nucleicos
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mediante su comportamiento como antimetabolito de la citosina y por medio de su

unión no competitiva a la enzima timidilato sintetasa <Bennet, 1977>, <Diaso,

1978), <Koldin, 1983>.

Es posible que el PAFE que se induce tras la exposición a esta droga

represente el período de latencia que se produce en la síntesis de ácidos nucleicos

<DNA y RNA) previa a la división de la célula fúngica, y que este fenómeno 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 duración de la incubación y de la

concentración con la que se realiza la misma; estos hechos también han sido

observados por Scalarone <1993) y Van der Auwera <1986>, encontrando éste

último una relación entre retraso en el crecimiento y concentración de flucitosina,

aunque en ausencia de suero.

El PAFE de la flucitosina puede tener aplicación clínica en relación a su

administración en infecciones sistémicas provocadas por hongos, ya que este

periodo de retraso en el crecimiento persistiría todavía cuando las concentraciones

de la droga hubiesen ya descendido. Este hecho sugiere que existe la posibilidad

de administrar la flucitosina a intervalos más espaciados de lo que lo son ahora

recomendados <Gudmundsson, 1991).

En nuestros estudios, en ausencia de suero y utilizando 4 ¡¡gr/mL. hemos

inducido un PAFE de 1,7 ±0,7horas, y con 20 ¡¡gr/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 normalmente se alcanzan en suero

durante la administración de dosis standard <Bodey, 1988>. Además, 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 ¡¡gr/mL,

respectivamente>, lo cual indica que este agente es especialmente efectivo con

aquellas cepas que son sensibles a dicha droga.
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Afortunadamente, la concentración de flucitosina no influye sobre la tasa de

inducción de resistencia a dicho antifúngico in vitro <Normak, 1972), aunque se ha

observado que la emergencia de resistencias in vivo parece ocurrir con mayor

frecuencia a bajas dosis más que a altas <Shadomy, 1970>.

Sabiendo que la unión proteica de la flucitosina al suero es mínima <2,9-4%>

y que dicha unión no está afectada por la concentración de la droga, se esperarían

resultados como mínimo similares a los que se obtuvieron sin suero en la inducción

del PAFE. Esto fue así, 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 postantifúngico, tanto en hongos

como en bacterias, se encuentran el complemento o algún otro componente lábil

al calor ya que la inactivación 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 duración que aquellos encontrados

a pH 5. Una explicación 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 está menos ionizado que a pH ácido, pudiendo

incrementarse, de este modo, la actividad de la droga ya que en ese estado de

menor ionización la transferencia del compuesto a través de la membrana celular

fúngica se realiza con mayor facilidad. Además, Davies (1971) y Schónebeck

<1973) han hallado que la presencia del suero no disminuye la actividad biológica

de la 5-fluorocitosina.

También se ha estudiado el efecto de una segunda exposición de flucitosina

sobre Candida albícans previamente expuesta y en fase PAFE; esta reexposición

se ha hallado que ejercía un efecto inhibitorio muy prolongado, con independencia

de la presencia o ausencia de suero.
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DISCUSION DE LA VARIACION DE SUSCEPTIBILIDAD DE CANDIDA ALBICANS A

LOS MECANISMOS MICROBICIDAS DE PMN HUMANOS A RESULTAS DE SU

TRATAMIENTO PREVIO CON VARIOS QUIMIOTERAPICOS

La fagocitosis es el proceso por el cual ciertas células ingieren objetos

particulados. Este fenómeno juega un papel de especial importancia en la

protección contra las infecciones en la mayoría de las especies.

La susceptibilidad de Candida albicans a la fagocitosis depende de la

deposición del complemento o de anticuerpos específicos en la superficie de la

levadura. Este hecho hace que las células fagocíticas sean capaces de reconocer,

por medio de sus receptores específicos, al hongo. Los agentes antifúngicos, por

medio de la alteración de la topografía de la superficie celular fúngica, 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 antifúngicos 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 neutrófilos humanos

forman la primera línea de defensa contra C. albicans (Rogers, 1980), y el

descenso de su número o la existencia de defectos en su función son factores

importantes en el asentamiento de candidiasis graves <Lehrer, 1969b).

La mayoría de los agentes antifúngicos son fungistáticos más que fungicidas

a concentraciones terapéuticas normales y la función fagocítica es, parlo tanto,

normalmente crucial para la erradicación de las infecciones por Candida albicans.

De este modo, la modulación de la función celular de los PMN inducida por

quimioterápicos puede tener una significancia determinante (Johnson, 1986>.

En este estudio se han valorado 2 parámetros: Retraso en el Crecimiento y

Efecto Fungicida sobre un inóculo de Candida albicans de 5x106-107 ufc/mL, el

cual es fácilmente encontrable en una situación infecciosa in vivo (Sugar, 1991>.
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El retraso en el crecimiento se debe exclusivamente a los efectos que el

quimioterápico provoca sobre el organismo; por ejemplo, daños subletales que

impiden el correcto crecimiento de la levadura.

En la página 31 se habla de Efecto Postantifúngico <PAFE) y se define como

el tiempo de retraso inducido por un quimioterápico sobre un cultivo para alcanzar

1 log~ de crecimiento, respecto del tiempo que tarda su control en alcanzar 1

1og10.

Aquí 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, más bien, es imitar la situación que se da

in vivo tras la administración del fármaco; es decir, se utilizan concentraciones

próximas a los picos séricos de cada quimioterápico y se incuban con la levadura

durante un tiempo aproximado y similar al que permanecerían tales picos en el

cuerpo humano <6 horas), De hecho, los 4 antifúngicos estudiados demuestran la

existencia de este “mini PAFE” o retraso tras 6 horas de incubación.

El tiempo de exposición de las levaduras previamente tratadas a los PMN se

determinó finalmente en 3 horas ya que la máxima 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

incubación hasta 4 horas <Belcher, 1973). Además, está el problema de la

formación 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 opsonización y fagocitosis

óptimas 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 agitación, alta oxigenación,

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 sí 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 quimioterápico antifúngico 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 agregación de los PMN (Marmer, 1981> <Berliner, 1985), activación

de los macrófagos <Lin, 1977), inducción de la producción del factor alfa de

necrosis tumoral <TNF-oc> y de la I6-interleucina-1 <IL-llA> (Gelfand, 1988),

activación de las inmunidades humoral y mediada por células en ratones (Medoff,

1977) e inhibición de la adherencia de Candida albicansin vitro <Vuddhakul, 1988>.

Además, es capaz de inhibir la inducción de tubos de germinación 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 incubada C. a/bicans con una concentración

de anfotericina B igual a 1 ¡¡gr/mL durante 6 horas. Esta concentración es

fácilmente alcanzable en el cuerpo humano ya que tras una dosis de 50 mg por vía

intravenosa, se obtienen niveles de 2 ¡¡gr/mL.

Las concentraciones arriba mencionadas no son en absoluto tóxicas, ya que

se ha comprobada que el límite seguro de concentración de la anfotericina 8

alcanzable en plasma es de 4 ¡¡gr/mL (Roilides, 1990); de hecho la anfotericina B,

a concentraciones de 5 pgr/mL, compromete la viabilidad de los PMN <Chunn,

1977), aunque esta concentración se puede alcanzar en el interior de los tejidos

(Collette, 1989).

La gran ventaja que posee la anfotericina B en su acción antifúngica, y que

comparte con los imidazoles, es que su actuación no necesita células

metabólicamente activas a diferencia de la cilofungina <Roilides, 1990>.

La incubación de Candida albicans durante 6 horas produjo un retraso en el

crecimiento del 66 % a la primera hora, del 50 % a la segunda y del 48 % a la

tercera hora de haber sido retirado el quimioterápico. 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. albícans del 99% a concentraciones tan

bajas como 0,2 ¡¡gr/mL.

Este retraso en el crecimiento debido a la acción del antifúngico concuerda

con los estudios de Turnidge <1982), quien encontró un PAFE significativo de la

anfotericina B tras la incubación 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 la segunda del 41 % y del 32 % a la tercera.

El alto porcentaje de muerte intracelular a la primera hora -109 %- es

bastante lógico ya que la anfotericina 6 a concentraciones de 1 ¡¡gr/mL inhibe

totalmente la capacidad de Candida albicans para formar tubos de germinación

(Nugent, 1986>, (Van’t Wout, 1990) e inhibe la quitina sintasa de la levadura <Rast,

1981), entre otros efectos <Nugent, 1987).

Una concentración subietal, como la usada en este estudio <1 pgr/mL>, no

destruye a Candida albicans aunque si altera su sensibilidad de algún modo para

ser más fácilmente ingerida y muerta por los neutrófilos. De hecho, la inhibición de

la formación de tubos de germinación favorece la continuidad de la fase

blastoconidial, que es más apta para ser fagocitada que la micelial. Si a este efecto

le sumamos otros como el de la inhibición de ciertas enzimas, la producción de

irregularidades en la topografía superficial fúngica, la salidade iones esenciales <H~,

K~ y Mg24), el aumento de la permeabilidad de membrana y la reducción de la

cantidad de manano superficial <AI-Bassam, 1985), podremos asumir que las

células de C. albicans están gravemente dañadas y con crecimiento nulo a la hora

de enfrentarse con los PMN, siendo más frágiles a los mecanismos microbicidas de

estas mismas células <Van der Auwera, 1989). Otros autores también sugieren que

el aumento de muerte intracelular de C. albicans debido a la anfotericina 6 puede

deberse, además, a sus grandes propiedades inmunoadyuvantes a concentraciones

terapéuticas <Roilides, 1990>.
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Se podría pensar que el disolvente usado para solubilizar la anfotericina B,

el desoxicolato sódico, podría ser el responsable de los efectos que aquí se

atribuyen a la anfotericina B. Esto no es así ya que previamente se hicieron pruebas

en las que se puso de manifiesto la inocuidad del desoxicolato sódico en el sistema

anfotericina B-desoxicolato sódico-HNa2PO4. Además, se contaba con estudios

que defendían justamente esto mismo (Van der Auwera, 1991) y con el precedente

de que la formulación de este sistema coincidía con la preparación farmacéutica de

anfotericina B que se perfunde a pacientes <Fungizone, Bristol Myers-Squibb>.

DISCIJSION DEL EFECTO INDIRECTO DEL KETOCONAZOL SOBRE CANDIDA

ALRICANS

Los agentes antifúngicos azólicos son las drogas más frecuentemente usadas

en el tratamiento de infecciones fúngicas superficiales, siendo muy útiles a la vez

en la terapia de micosis sistémicas <Fromtling, 1984).

El grupo de los azoles engloba a los derivados imidazólicos -tales como el

ketoconazol y clotrimazol-, y a los derivados triazólicos como el fluconazol y el

itraconazol.

Aunque todos estos compuestos poseen características farmacocinéticas

que varían considerablemente de una droga a otra, comparten un modo de acción

antifúngica común: la inhibición de la actividad del citocromo P450 fúngico que

conduce a una alteración de la composición de esteroles de la membrana fúngica

<Vanden Bossche, 1985). Los imidazoles, además, poseen un efecto indirecto

sobre los ácidos grasos insaturados fúngicos -complementario del efecto inhibitorio

de la síntesis de ergosterol- y se cree que son dependientes de concentración y

tiempo de exposición <Georgopapadakou, 1987).

Debido a que el pH ácido antagoniza la actividad del ketoconazol, en

nuestros estudios nos vimos obligados a utilizar YNB-gl tamponado <bYNB-gl), ya

que Ánséhn (1984> comprobó que mantenía 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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estómago es importante para su disolución y posterior absorción, ya que se trata

de una sustancia dibásica.

Para nuestros experimentos hemos utilizado 1 ¡¡gr/mL de ketoconazol en el

tratamiento previo de Candida albicans, ya que consideramos que es una

concentración asequible en plama durante al menos 6 horas, que son precisamente

las que dura dicho pretratamiento. Además, su farmacocinética indica que se

alcanzan picos séricos de 3-4,5 ¡¡gr/mL tras 1-2 horas de su administración y que

su curva de desaparición es de 7-10 horas, siendo la concentración máxima segura

alcanzable en plama de 5 ¡¡gr/mL (Roilides, 1990>.

Partiendo del hecho de que el crecimiento celular y la fluidez de membrana

aumentan según se incrementa la cantidad de ácidos grasos libres insaturados

presentes en la membrana, podemos aceptar como válidos los altos retrasos 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 ácidos grasos libres insaturados, que tales membranas eran muy

susceptibles a la acción 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 ácidos grasos libres, mientras que las células de mamífero y bacterias

Gram negativas son resistentes a estas drogas a causa de sus bajos niveles de

ácidos grasos libres. El ketoconazol, además, 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 8 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 inhibición de la capacidad germinativa de la

levadura en presencia de la droga, lo cual implica una mayor facilidad de los PMN

para eliminar células de C. albicans. Estos resultados no concuerdan con los de

Johnson (1986> quien encontró 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 añadían a una mezcla de

ambos tipos celulares.

Por el contrario, De Brabender <1980) halló que la adición de bajas

concentraciones de ketoconazol a incubaciones mixtas de C. albicans y PMN,

aumentaba extraordinariamente la muerte intracelular de la levadura, hecho que

posteriormente confirmaron Farkas en 1983 y Cockayne en 1984. Este último

observó que el ketoconazol afectaba claramente la morfología del hongo, pudiendo

quedar alteradas, de este modo, características superficiales importantes en la

resistencia de C. albicans al ataque de los PMN. Además, -como nosotros- también

halló una reducción en la tasa de crecimiento del hongo, lo que permitió una

fagocitosis y muerte intracelular más 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 mayoría de los nuevos agentes antifúngicos que han aparecido durante

los últimos 15 años han sido derivados imidazólicos o triazólicos N-sustituídos. Los

compuestos que pertenecen a este tipo químico generalmente poseen un amplio

espectro en su actividad antifúngica, pero su actividad in vítro es más difícil de

demostrar que su actividad in vivo. Así, el fluconazol representa un nuevo extremo

en términos de su relativa inactividad in vitro y su alta potencia in vivo.

Para la incubación durante 6 horas hemos utilizado la concentración de 4

¡¡gr/mL ya que la vida media del fluconazol en suero es de al menos 6 horas

(Rogers, 1986>. Respecto a la concentración utilizada, aunque el límite máximo

seguro alcanzable en suero es de 25 ¡¡gr/mL. nos hemos decantado por el uso de

4 ¡¡gr/mL ya que es una concentración fácilmente obtenible <por ejemplo, tras una

dosis de 100 mg/día> <Tucker, 1988>.
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Tras este pretratamiento, lo primero que se observó en el crecimiento de

Candida albicans fue un retraso en la recuperación 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 debió exclusivamente al

quimioterápico ya que el suero -con cualquiera de los antifúngicos empleados en

la realización de esta Memoria- no tuvo ningún efecto fungicida apreciable.

El efecto del fluconazol se ha estudiado en una gran variedad de procesos

metabólicos como la síntesis de ergosterol, síntesis proteica, síntesis de ácidos

nucleicos, etc; el ergosterol es el esterol que se encuentra en mayor cantidad en

las membranas de hongos y levaduras. La inhibición de tal síntesis 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 podrían tener un modo de acción más directo

sobre los fosfolípidos de membrana y también podrían inhibir la oxidación del

citocromo c y las enzimas peroxidasas, provocando, por tanto, un aumento en la

generación de peróxidos intracelulares (De Nollin, 1977), <Shigematsu, 1982),

(Uno, 1982>.

Con respecto a la interacción del fluconazol can los mecanismos de defensa

del huésped, Van’t Wout trató ratones normales y neutropénicos infectados con

Candida albicans con diferentes concentraciones de fluconazol <2,5 a 20 mgr/kg)

y no encontró diferencias en su efectividad <Van’t Wout, 1989>; Abruzzo, al

incubar neutrófilos con fluconazol observó un descenso en la producción de

quimioluminiscencia <Abruzzo, 1987), mientras que Roilides no halló ningún defecto

de interferencia del fluconazol sobre las funciones de los PMN (Senior, 1988),

<Roilides, 1990). Van Etten estudió el efecto intracelular del fluconazol en

macrófagos infectados por Candida albicans y no detectó ningún efecto <Van Etten,

1991>, pese a que este triazol tiene una buena penetración intracelular <Wildfeuer,

1990>; ni tan siquiera el previo tratamiento de C. albícans durante 30 minutos,

aumentó la actividad intracelular posterior.
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En nuestro estudio, vimos un efecto potenciador de la sensibilidad de

Candida albicans a la acción fungicida de los PMN; éste duró una hora tras 6 de

preincubación con 4¡¡gr/ml de fluconazol <se incrementó un 43,8% en relación a

su control). Este resultado coincide, en parte, con los de Wildfeuer (1990), quien

encontró que las células fagociticas actuaban sinérgicamente con fluconazol en la

reducción de la supervivencia intracelular de C. albicans.

Una posible explicación puede ser que Candida albicans tras el tratamiento

con fluconazol, sufra alteraciones morfológicas y funcionales y pueden ser más

fácilmente opsonizadas y fagocitadas por los PMN. De hecho, se ha visto que

células fúngicas expuestas al fluconazol in vitro e in vivo presentan típicos

engrosamientos irregulares de la pared celular y una acumulación anómala de

vesículas membranosas y de lípidos intracelulares <GuIl, 1986), (Troke, 1987). Una

vez en su interior, serían destruidas por la mieloperoxidasa, una enzima lisosomal

(Schultz, 1962>, produciéndose un aumento del consumo de oxígeno y una

generación de peróxidos de hidrógeno <Schultz, 1962>, (Paul, 1968).

Estos hechos podrían explicar parcialmente las diferencias de efecto entre

las pruebas de susceptibilidad in vitro y los resultados terapéuticos reales, ya que

es posible que la terapia antifúngica complemente los mecanismos de defensa del

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

DISCUSION DEL EFECTO INDIRECTO DE LA FLUCITOSINA SOBRE

CANDIDA AL9/CANS

La 5-fluorocitosina, una pirimidina fluorada, es el único agente antimicótico

usado en la clínica que se comporta como un verdadero antimetabolito; debe su

actividad antimicótica al hecho de que las enzimas de los hongos son, hasta cierto

punto, incapaces de distinguir entre la pirimidina fluorada y análogos naturales.

Por otra parte, existen diferentes medios de cultivo que contienen en su

composición citosina, hipoxantina y adenina, moléculas que compiten con la

flucitosina en su unión a la citosin permeasa fúngica y posterior entrada en la
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célula. Por ello, al realizar las pruebas de susceptibilidad se usó 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

¡¡gr/mL de flucitosina durante 6 horas antes de exponerla a la acción fungicida de

los neutrófilos. En principio se podría pensar que tal concentración pudiera ser

demasiado baja para el tratamiento ya que los valores normales de la flucitosina

alcanzables en suero son de 35-70 ¡¡gr/mL tras un tratamiento standard <Bodey,

1988).

Nosotros hemos dado prioridad en nuestro estudio al hecho de que se

pueden inducir PAFEs <Efectos Postantifúngicos> prolongados sobre Candida

albicans con concentraciones de flucitosina considerablemente menores <0,1-3,2

¡¡gr/mL) que aquellas que normalmente se alcanzan en suero <Scalarone, 1992>.

Además, 4 ¡¡gr/mL es una concentración 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 ¡¡gr/mL de 5-fluorocitosina durante 6

horas produjo un retraso en el crecimiento que tuvo su máximo valor a la primera

hora de haberse retirado el quimioterápico. Este retraso en el crecimiento, que

perduró a lo largo del experimento, probablemente se deba a los efectos de la

droga sobre la síntesis de ácidos nucleicos fúngicos, ya que el trastorno en la

síntesis de DNA conduce a una división celular defectuosa y la disfunción del RNA

acarrea la incorrecta síntesis proteica.

La gran sensibilidad de Candida albicans encontrada en este estudio ¡a vítro

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 clínica.

Por ello, la flucitosina se usa clínicamente en combinación con la anfotericina

B, ya que ésta altera la membrana celular fúngica 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 fúngica se considera como un factor de resistencia>.

El efecto fungicida registrado con la flucitosina fue el máximo de todos los

hallados con los antifúngicos estudiados, siendo a la primera hora del 122% y

disminuyendo al 90% y al 77% a la segunda y tercera horas, respectivamente.

Dichos resultados coinciden con los de Hoeprich (1975>, quien encontró que

la flucitosina era más activa que la anfotericina B frente a una misma cepa de

Candida albicans e igualmente activa que la anfotericina B frente a Cryptococcus

neoformans.

Además, existen varios estudios en los que se ponen de manifiesto las

modificaciones ultraestructurales que la flucitosina provoca: formación de pliegues

en la superficie de las levaduras <Anséhn, 1974) y tumefacción de los núcleos con

aparición de partículas 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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CONCLUSIONES

1. La exposición 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 exposición 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 exposición 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 reexposición de Candida albicans ATCC 10231 a concentraciones de

anfotericina B, 5-fluorocitosina, ketoconazol y fluconazol menores que aquellas con

las que anteriormente habla sido expuesta la levadura, prolongan en todos los

casos el PAFE que previamente habla sido inducido.

5. La incubación 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 perduró durante las 3 horas siguientes

a la retirada de la droga del medio de incubación.

6. La incubación previa de Candida albicans ATCC 10231 con 1 ¡¡gr/mL de

anfotericina B y 4 ¡¡gr/mL de 5-fluorocitosina durante 6 horas, aumentó su

susceptibilidad a la muerte intracelular por PMN humanos durante tres horas tras

la eliminación del quimioterápico.

7. La previa incubación de Candida albicans ATCC 10231 con 1 ¡¡gr/mL de

ketoconazol durante 6 horas, aumentó su susceptibilidad a la muerte intracelular

por PMN humanos durante las tres horas siguientes a la eliminación del

quimioterápico; y la previa incubación de la levadura con 4 ¡¡gr/mL de fluconazol

durante 6 horas sólo pudo aumentar su susceptibilidad durante la primera hora tras

la eliminación del quimioterápico.
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