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INTRODUCCIÓN

En el tratamiento de todo proceso infeccioso concurren tres factores: el

agente patógeno invasor, el antimicrobiano y los mecanismos de defensa del

huésped, englobados estos últimos en el conjunto del sistema inmune.

A la hora de combatir una infección, todos los esfuerzos deben ir dirigidos

contra el microorganismo invasor. En dicho proceso, se han descrito cuatro tipos de

interacciones:

1) Efecto del sistema inmune sobre el microorganismo.

2) Efecto del fármaco antimicrobiano sobre el microorganismo.

3) Efecto del sistema inmune sobre la interacción fármaco-microorganismo.

4) Efecto del fármaco antimicrobiano sobre la interacción sistema inmune-

microorganismo.

En el presente trabajo, se abordarán los puntos 3 y 4, tomando como

elementos del sistema inmune el suero y los leucocitos PMN; como antimicrobianos

se incluirán cinco antifúngicos, y los microorganismos de referencia serán la

bacteria Staphylococcus aureus y el hongo levaduriforme Cryptococcus

neo formans.

Las interacciones existentes entre los agentes antiinfecciosos y los diversos

componentes del sistema inmune han sido objeto de constante interés durante los

últimos años, por varias razones:

• En primer lugar, un mejor entendimiento de las relaciones fármaco-

mecanismos de inmunidad puede contribuir a reducir las infecciones

nosocomiales.

1.-INTERACCIÓN ANTIMICROBIANOS-SISTEMA INMUNE

1



INTRODUCCIÓN

• Las infecciones en pacientes inmunocomprometidos pueden ser muy

difíciles de tratar, e implican la necesidad de evitar quimioterápicos que

disminíjyan la actividad antimicrobiana del sistema inmune.

• Los fármacos que inhiben los mecanismos de defensa, por otra parte,

pueden resultar de utilidad como terapia en pacientes que han sido

trasplantados o que padecen alguna enfermedad autoinmune.

• Finalmente, y en un futuro no muy lejano, los antimicrobianos que

influyen en la actividad inmunitaria podrían emplearse como instrumento
en el estudio de los mecanismos que generan la respuesta inmune en la

infección.

El sistema inmune se compone de un conjunto de células, tejidos y moléculas

cuya función primordial consiste en salvaguardar el medio interno del organismo

destruyendo a los posibles organismos invasores.

Para entender el sistema inmune, es importante señalar que interactúa de

forma dinámica con todos los tejidos del organismo. Como consecuencia de dichas

interacciones, el buen funcionamiento de las defensas inmunitarias es esencial para

el adecuado funcionamiento del organismo como un todo. éuando los mecanismos

defensivos fallan, las consecuencias se dejan notar en el resto del organismo, y a

su vez, disminuye su resistencia a la infección <1).

A continuación, se detallan esquemáticamente los principales componentes

del sistema inmune <FIGURA 1).

2
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2.1. INMUNIDAD INESPECIFICA
O INNATA

Actúa como primera línea de defensa
frente a los agentes infecciosos. Si sus
barreras quedan superadas, se activa:

2.2. INMUNIDAD ESPECÍFICA
O ADAPTATIVA

Se elabora una reacción específica pa-
ra cada agente infeccioso, se guarda me
mona y se puede impedir la reinfección.

a) Barreras naturales: como
el revestimiento mucocutá-
neo que impide la penetra-
ción del patógeno.

b) Factores humorales:
=,Piel
=~Lágrimas
=t~Suero

‘complemento
eProperdina
‘Otras proteínas

c) Factores celulares
(células fagocíticas)
=~Sistema mononuclear

(macrófagos)

=,Sistema polimorfonuclear
(leucocitos PMN)

a) Inmunidad celular:
Linfocitos T.

b) Inmunidad humoral:
Linfocitos B
(anticuerpos)

FIGURA 1. Principales componentes dei sistema inmune. Tomado de Staines N. y cols (1>, Ro¡tt 1. y

cois (2>, Beiianti J. (3>.

3
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AZURÓFILOS ESPECÍFICOS

ELEMENTOS MICROBICIDAS Mieloperoxidasa
Lisozima

Lisozima

PROTEASAS NEUTRAS
Elastasa

Catepsina G
colagenasa

OTROS Hidrolasas ácidas
Lactoferrina

Proteínas que unen Vitamina B12

FIGURA 3. contenido de los gránulos de los leucocitos PMN. Tomado de Dale MM. y cols (4>.

Los neutrófilos permanecen circulando en sangre durante un breve periodo,

posiblemente sólo unas pocas horas; transcurrido este tiempo, emigran a los tejidos,

donde finalizan su ciclo vital en pocos días.

Aproximadamente el 50% de los PMN que se encuentran en la sangre se

hallan en circulacián, y la otra mitad adheridos al endotelio vascular, un fenómeno

denominado marainación. Éstos últimos pueden movilizarse rápidamente a la

circulación bajo el efecto de un estímulo tan simple como un pequeño incremento de

adrenalina en sangre <5>.

5



INTRODUCCIÓN

3.1.- INFLAMACIÓN: FUNCIONES DE LOS LEUCOCITOS PMN

.

3.1.1 - ADHERENCIA

.

La aparición de un estímulo inflamatorio se traduce en un incremento del

número de células adheridas al endotelio vascular. Aunque el mecanismo específico

que induce este fenómeno aún no se conoce del todo, parece ser que las

endotoxinas que el agente patógeno introduce en circulación podrían aumentar la

capacidad de adherencia de los PMN <5). Asimismo, la activación del complemento

subsiguiente a la entrada del elemento infeccioso induce la liberación de CSa a la

circulación, produciendo un aumento de adhesividad de los PMN, con el resultado

de un incremento del número de células marginadas <5).

Tras el contacto de las células con la pared vascular, se incrementa la ya

existente capacidad de adherencia, que se ve aumentada en presencia de factores

quimiotácticos (6-10). Por otra parte, intervienen en tal fenómeno cargas negativas

de superficie, que tienden a que la adherencia sea reversible. Tras adherirse, las

células han de deformarse para salir del vaso a través de los espacios

intercelulares, un mecanismo denominado diapédesis <6).

3.1.1.1. Metodoloala de estudio

.

La capacidad de adhesión de los PMN se mide normalmente como:

• Adherencia a superficies (vidrio, plástico en incluso tejidos), mediante

contaje directo de las células adheridas o las no adheridas <11).

• Retención en columnas de fibra de nylon (11)(12>, donde no se mide

únicamente la capacidad de adherencia de los PMN, sino que también se

ve reflejada cualquier alteración en la deformabilidad normal de la

membrana como un aumento en la retención de la columna (11).

6
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3.1.2- MOVILIDAD

.

El mecanismo de migración de los PMN al lugar de la inflamación presenta

aún hoy puntos no esclarecidos. Los leucocitos poseen diferentes tipos de

movimientos, cuya nomenclatura se ha estandarizado recientemente: (6) <13-15).

a) Movilidad espontánea

.

La célula se mueve sin una dirección fija. No existe estimulo exógeno

discernible que oriente la dirección celular.

b) Movilidad direccional

.

Es la locomoción celular en una dirección preferente. El eje de dirección de la

célula está orientado en relación con un determinado estímulo. Se diferencian

los siguientes tipos <6) (13):

1. Quimiopuinesis: ciertas sustancias químicas del medio determinan la

velocidad del movimiento celular.

II. Quimiotaxis: la locomoción celular se encuentra dirigida por sustancias

químicas del medio (citotaxinas o quimioatrayentes).

De los tipos de movimiento existentes en los leucocitos PMN, la quimiotaxis
es el mejor conocido y el que ocupa una posición más destacada en el

desplazamiento de las células al foco de infección (6>.

Las sustancias quimiotácticas pueden ser de varios tipos:

• Sustancias derivadas del sistema del complemento: son los factores

quimiotácticos endógenos más importantes <6). El más abundante es el

CSa, fragmento resultante de la activación del componente CS. Se genera

7
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en la superficie de microorganismos o células dañadas, cuando el

complemento resulta activado, y al liberarse origina un gradiente que

detectan los leucocitos mediante receptores específicos de membrana <7).

De esta manera, los PMN se dirigen al núcleo donde se localiza el agente

infeccioso (5).

• Sustancias bacterianas: ciertas bacterias generan N-formil-metionil

péptidos, del tipo formil-Met-Leu-Phe (FMLP) con actividad

quimioatrayente directa para PMN y monocitos (6) (16) (17). Además, los

complejos antígeno-anticuerpo inducen la liberación de otros agentes

quimiotácticos tras la activación del sistema del complemento (6).

• Leucotrienos. Son productos derivados del ácido araquidónico, liberado

por neutrófilos y otras células como respuesta a diversos estímulos, y que

poseen actividad quim¡oatrayente para los propios PMN (5). Su mecanismo

exacto de actuación ante la infección podría ser amplificar la respuesta de

los PMN (5).

• Proteínas desnaturalizadas y en general sustancias producto del daño

tisular o celular (18). Representan un mecanismo de “limpieza” del

organismo de sustancias de desecho, que no requiere un sistema de

reconocimiento muy específico <~) (14).

• Linfopuinas. Son sustancias liberadas por los linfocitos. Se sabe que son

capaces de dirigir a los leucocitos al núcleo inflamatorio <1) (5) (19),

aunque su mecanismo específico de actuación aún no se conoce.

En general, los factores citados poseen efecto quimioatrayente sobre los

PMN a bajas concentraciones. Sin embargo, en el foco infeccioso dichas sustancias

se encuentran a muy elevada proporción, induciendo un incremento en la

adhesividad y explosión respiratoria de los neutrófilos (5) (20).

8
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La quimiotaxis de los PMN implica que poseen en su membrana un

mecanismo sensorial capaz de detectar diferencias de gradiente quimiotáctico en el

medio (6). Algunos estudios han demostrado la existencia de receptores específicos

para sustancias quimioatrayentes en la superficie de granulocitos y monocitos (21-

25). Durante la progresión celular -se mueven mediante pseudópodos-, los

complejos sustancia quimiotáctica-receptor son ingeridos. De esta manera, se

desactiva el mecanismo de la movilidad una vez que ésta ha alcanzado su grado

máximo.

El sistema de transducción de la señal generada por los factores

quimiotácticos unidos a sus receptores es mal conocido, pero parece estar

relacionado con la transmetilación de fosfolípidos <5) (26) y esterasas de membrana

<5).(27). El movimiento celular está relacionado con el intercambio de iones, sobre
2+

todo Ca , Ma’ y Mg2; éstos activan la despolarización de la membrana plasmática
y los microfilamentos de actina, miosina y gelsoina (8) (20).

3.1.2.1. Metodoloala de estudio

.

La migración de los PMN puede medirse de varias formas, las cuales se

pueden separar en dos grandes grupos <28) (29):

1. Aquéllos en los que se estudia el comportamiento de células individuales

expuestas o no a un agente quimiotáctico. Se incluyen técnicas

cinematográficas, que permiten un estudio detallado del movimiento de

las células a lo largo del tiempo.

2. Aquéllos en los que una aran población celular se desplaza en presencia o

ausencia de agente quimiotáctico. Después de un intervalo de tiempo, se

detiene el movimiento y se examina la distribución de las células. Estos

métodos son los que más frecuentemente se utilizan. Se incluyen en este

grupo la técnica de filtros de “microporos’ (cámara de Boyden) (30) y la

técnica de agarosa (31).

9
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• Cámara de Bovden (30). Establece una valoración exacta de la

capacidad deformatoria y migratoria de la célula a través de los

poros de un filtro.

• Placas de aparosa (31). Utiliza una solución especial, llamada gel

de agarosa. Detecta, al igual que la técnica anterior, alteraciones en
la movilidad celular, así como el comportamiento ante distintos

factores quimiotácticos (6).

3.1.3. CAPACIDAD MICROBICIDA: FAGOCITOSIS

.

La fagocitosis consta de dos etapas bien diferenciadas: reconocimiento de la

partícula extraña e ingestión (5) <32-34).

La unión del PMN al agente invasor requiere el reconocimiento por parte de

la membrana plasmática del leucocito. La ingestión del microorganismo precisa la

acción del sistema de microfilamentos de actina y miosina.

1. Reconocimiento

.

Los neutrófilos, eosinófilos y macrófagos poseen receptores en su membrana
plasmática para la región Fc de la inmunoglobulina G (lgG), llamados

receptores Fc, y también para el componente C3b del complemento.

Durante el transcurso de una respuesta inmune ante una infección por

cualquier microorganismo, éste o la partícula extraña resulta cubierto por C3b

y los anticuerpos, cuya región Fc queda libre. El proceso se conoce como

opsonización <1) (5) (34-38). Así, IgG y C3b interaccionan también con sus

respectivos receptores de la membrana del neutrófilo, y la partícula

opsonizada queda unida a éste.
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2. Inciestión

.

La ingestión es el resultado de la formación de una vacuola por parte de la

membrana plasmática del neutrófilo, que envuelve la partícula o

microorganismo a fagocitar. El mecanismo consiste en la unión de ambas

membranas mediante un sistema de “cierre en cremallera” (5), en el cual se

da una unión sucesiva entre los ligandos adheridos a la partícula y los
receptores de la membrana plasmática del fagocito. Al mismo tiempo, entran

en acción las redes citoplasmáticas de actina, las cuales favorecen el
movimiento del citoesqueleto celular. De esta manera, se constituye una

vesícula que envuelve a la partícula llamada fagosoma, la cual se dirige a

través del citoplasma hacia el aparato de Golgi, donde tendrá lugar la fusión

del fagosoma con los gránulos citoplasmáticos del neutrófilo. Este proceso se
denomina degranulación <6).

3.1.3.1. Metodología de estudio

.

1. Los métodos directos implican el contaje de los microorganismos

fagocitados (34).

• Recuento de levaduras: Candida albicans. Se utiliza esta técnica
principalmente para valorar el efecto de los fármacos

antibacterianos, ya que éstos no afectan a la levadura. Mediante

este método, la fagocitosis resulta fácilmente detectable por
microscopia óptica y tinción con un colorante, como por ejemplo

azul de tripano (39).

• Recuento de bacterias: Staohvlococcus aureus. Es la bacteria más

comúnmente utilizada en este tipo de ensayos, cuando se estudian

antifúngicos <6) (40).
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* El marcaie de las bacterias con radioisótopos o con

sustancias visibles bajo luz ultravioleta, facilita la

diferenciación entre las células fagocitadas y las libres;

mediante la emisión de radiactividad en el primer caso, y

utilizando el microscopio de luz ultravioleta en el segundo

(41) <42).

* El recuento de viables consiste en la separación, mediante

centrifugación de las bacterias fagocitadas de las que no lo

están. Tras la siembra en placas de agar de éstas últimas se
procede a su cuantificación (42) (43).

2. Los métodos indirectos miden el efecto global del fármaco en el

proceso fagocitico determinando los cambios en la

quimioluminiscencia o en la producción de radicales (44).

3.1.4. CAPACIDAD MICROBICIDA: MUERTE INTRACELULAR

.

Los mecanismos antimicrobianos de los fagocitos se diferencian en

dependientes e independientes del oxígeno <~5-~~)~

a) Mecanismos microbicidas dependientes del oxígeno

.

Desde el comienzo de la quimiotaxis, pero sobre todo durante la fagocitosis,

se desencadenan en el leucocito PMN una serie de reacciones metabólicas que,
dada su intensidad, han recibido el nombre de explosión metabólica. Durante la

misma, se activa el denominado “shunt” hexosa-monofosfato, y se da un

incremento considerable en el consumo de oxígeno por parte de la célula, el cual

será utilizado para producir derivados líticos para los microorganismos.
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El consumo de oxígeno se encuentra en relación directa con la intensidad de

la fagocitosis, llegando a ser 50 veces superior al de la célula en reposo (6) (37)

(48) <49).

NADPH oxidasa

02+NADPH II~LI +NADPH~+H~

02+ OH ‘OH

’

HlDR OXILO

02+Cr.H20
OXIGENO
StMPLE

FIGURA 4. Activación deja enzima NADPH oxidasa. Tomado de Mims CA. (37).

La base de este consumo de oxígeno, que no es mitocondrial, está en la

activación de la enzima NADPH oxidasa (5) (47) (49) (FIGURA 4), que se

encuentra en las membranas plasmáticas y del fagosoma, e interviene reduciendo el

oxígeno a superóxido (FIGURA 4). Dada su inestabilidad, este anión reacciona

rápidamente a través de una dismutasa, produciendo oxígeno y peróxido de

hidrógeno. Al mismo tiempo, la glucosa se metaboliza a través del “shunt” hexosa-

monofosfato para regenerar el NADPH, consumido por el enzima NADPH oxidasa

<6) <37) (47-49).

El peróxido de hidrógeno resulta tóxico en sí mismo, pero su actividad

bactericida se incrementa enormemente, ya que se reduce y da lugar a un radical

hidroxilo; por otro lado, induce una halogenación mediada por la enzima

1 Superóxido dismutasa

H202
4

CF

+1-12
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mieloperoxidasa para generar un compuesto de oxigeno y cloro. Dicha sustancia

no sólo lisa la pared bacteriana, sino que, además, reacciona con peróxido de

hidrógeno para formar oxígeno puro, de fuerte actividad microbicida (37).

El radical libre hidroxilo, los radicales superóxido, peróxido de hidrógeno,

OCF y el oxígeno puro son producidos en la pared del fagosoma, y todos son

sumamente tóxicos para los microorganismos, fundamentalmente bacterias y

hongos.

b) Mecanismos microbicidas independientes del oxígeno

.

Ciertas bacterias, en especial algunas especies de géneros gram negativos,

son destruidas por los PMN, con independencia de que el medio sea aerobio o

anaerobio. También pueden ser usadas por extractos derivados de células tras la

fagocitosis (37), lo que demuestra la existencia en los fagocitos de sistemas

microbicidas independientes del oxigeno. Entre estos mecanismos podemos citar:

1) El medio ácido existente en el fagosoma, con valores de pH hasta de 3,5

<37).

2) Los gránulos liberados en el interior del fagosoma contienen sustancias

antimicrobianas como:

• Lactoferrina: une hiero incluso a pH ácido. No provoca muerte, pero si

despoja de hierro al microorganismo fagocitado.

• Lisozima: se encuentra implicada en la ruptura de enlaces glicosídicos en

la pared celular.

• Proteínas catiónicas: se adhieren a la bacteria y poseen actividad

microbicida en condiciones alcalinas (6) <47). Las más conocidas son las

BPI <37).
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3.1.4.1. Metodología

.

La función de muerte intracelular en los leucocitos PMN puede valorarse

mediante métodos directos e indirectos <11> (42>.

a> Métodos indirectos

.

• Valoración de la actividad respiratoria: se mide la emisión de luz

(quimioluminiscencia) que acompaña al estallido metabólico del PMN. <11)

(42).

b) Métodos directos

.

• Recuento de viables: el desarrollo de esta técnica es el mismo que en la

fagocitosis, salvo ligeras modificaciones <43).

4.1.- ANFOTERICINA B

.

Desde hace 30 años, AMB

infecciones fúngicas sistémicas.

ocasiones (50-55>, a pesar de los

nuevas moléculas (56>.

ocupa un lugar relevante en el tratamiento de las

Constituye la terapia de elección en muchas

efectos secundarios que induce y el desarrollo de

Anfotericina A y anfotericina B son productos de la fermentación de

Streptomyces nodosus, un actinomicete del suelo. Se aislaron por primera vez en

1953<50> (57), aunque anfotericina A no llegó a desarrollarse.

4.- ANTIFÚNGICOS.
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4.1.1. ESTRUCTURA QUÍMICA

.

AMB es un polieno insoluble en agua, cuya estructura se dilucidó en 1970.

(58> (59). Posee un gran anillo macrólido de 37 átomos de carbono, con 7 dobles

enlaces a un lado y el mismo número de grupos hidroxilo (FIGURA 5). La molécula

es anfotérica, es decir, forma sales solubles en medio ácido y en medio básico <50>

(60> <61).

AMB se encuentra comercializada actualmente en forma de complejo con

desoxicolato sódico. En los años 70 se desarrollaron sales de métil-éster del

antifúngico, las cuales reducían la toxicidad en un primer momento, aunque

posteriormente se comprobó que no era así. Actualmente la AMB liposomial está

alcanzando gran popularidad entre los clínicos, ya que reduce en gran medida los

efectos adversos de AMB sin disminuir su eficacia antifúngica (56) (62).

4.1.2 ESPECTRO DE ACTIVIDAD

.

AMB posee actividad contra Candida albicans, Candida glabrata,

Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis, Cryptococcus neoformans,

Histoplasma capsulatum y Aspergillus spp., entre otros. (50) (52) (56) (61> (63)(64)

(65>. Las especies de Candida no albicans son en general menos sensibles <65)

(66).

FIGURA 5. Estructuraquímica de la molécula de anfotericina 6. Tomadode Wamock DW. (58>.
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4.1.3. MECANISMO DE ACCIÓN

.

AMB actúa uniéndose al ergosterol, el esterol de membrana más abundante

en las levaduras. Altera su impermeabilidad y provoca la pérdida de protones y

cationes de la célula. Debido a la disminución del gradiente de protones, la célula

fúngica pierde sus constituyentes, con lo que termina por morir. (65) <66).

4.1.4. RESISTENCIA

.

La resistencia a AMB se encuentra asociada con alteraciones en la

naturaleza o el número de esteroles presentes en la membrana fúngica (58). Se han

detectado cepas resistentes en Candida albicans <67) y algunas especies no

albícans (58) (68), aunque en general la mayoría de las cepas mutantes de estas

especies son menos virulentas que las normales (67> <69).

4.1.5. FARMACOCINETICA

.

AMB presenta una elevada unión a proteínas, superior al 90% (56) (65). Su

vida media alcanza las 24-48 horas (70> <71), ylas concentraciones séricas que

siguen a una dosis de AMB normalmente no superan los 2 ~~gIml(56).

4.1.6.ADMINISTRACIÓN

.

AMB se administra por vía intravenosa, con dosis que varían entre 0,3-1,5

mg/kg/día, aunque inicialmente la dosis debe ser menor con vistas a tantear la

posible intolerancia del paciente (56) <70).

4.1.7. EFECTOS SECUNDARIOS

.

El efecto adverso más importante producido por AMB es la nefrotoxicidad,

resultado de una reducción en la filtración glomerular (56) (72). Además, su

aplicación presenta otros efectos tóxicos, como fiebre, cefaleas y vómitos (66). Por
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último, la administración de AMB puede inducir un aumento en los niveles de urea y

creatinina, así como un descenso en la concentración de potasio y magnesio.

4.2.- 5-FLUOROCITOSINA

.

Flucitosina, o 5-fluorocitosina (5FC) es un antifúngico sintético. Fue

sintetizado por vez primera en 1957, durante el transcurso de una investigación en

busca de nuevos agentes antineoplásicos.

4.2.1. ESTRUCTURA QUíMICA

.

5FC es un análogo de pirimidina fluorado, soluble en agua, de estructura

similar al 5-fluoruracilo (FIGURA 6).

H
N

o

FIGURA 6. Estructura química de la molécula de 5-fluorocitosina. Tomado de Eennett JE. (65).

4.2.2. ESPECTRO DE ACTIVIDAD

.

5FC posee actividad clínica frente a Cryptococcus neoformans, Candida spp.

y todos los agentes causantes de la cromomicosis (65).

NH2
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4.2.3. MECANISMO DE ACCIÓN

5FC penetra a Úavés de la membrana plasmática fúngica, con la ayuda de la

enzima citosina permeasa y se dirige al núcleo de la célula. Posee 2 mecanismos

de acción posibles (FIGURA 7):

a) Mediante el enzima citosina desaminasa, SFC se convierte en la

molécula 5-fluaruracilo (5FU), el cual, tras sucesivas reacciones

intermedias, se transforma en 5-fluouridina trifosfato (SFUTP). Este

compuesto se incorpora con posterioridad al RNA fúngico, con la

consiguiente inhibición de la s[ntesis proteica (73) (74).

b) 5FC se convierte en 5-fluarodesoxiuridina monafosfato (SFdUMP), en

una reacción catalizada por la enzima uridina monofosfato

pirofosforilasa. La nueva molécula inhibe la actividad enzimática de

timidilato sintetasa, y en consecuencia la síntesis de DNA en la célula

fúngica (73) <75) <76)
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5FC

5-FUMP (1)

SFU =

SFUMP =

5FUDP =

SFUTP =

SFdUMP =

dUMP =

dTMP =

5-FdUMP

~5FU

5 fluoruracilo
5 fluoruridina monofosfato
5 fluoruridina difosfato
5 fluoruridina trifosfato
5 fluorodesoxiuridina monofosfato
Desoxiuridina monofosfato
Desoxitimidina monofosfato (T 10>

FIGURA 7. Mecanismo de acción de 5-fluorocitosifla. Tomado de Bennett JE. (65).

4.2.4.RESISTENCIA

.

La resistencia a 5FC que se adquiere en el transcurso del tratamiento

(resistencia secundaria) es la causa de que se produzcan fallos en la terapia de la

candidiasis y la criptococosis cuando se administra como único antifúngico (65).

~jj~aa4na~j

* 5-FUDP —~ 5-FUTP

Ribonucieótido reductasa

Tímidilato
sintesa
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La resistencia a 5FC se debe a mutaciones que afectan a la producción de

las enzimas uridina monofosfato pirofosforilasa, citosina permeasa o citosina

desaminasa. (73) (~~> <78). Dichas mutaciones también pueden afectar a la

producción de pirimidinas, incrementándola.

4.2.5. FARMACOCINÉTICA

.

La SFC no presenta unión a proteínas plasmáticas. Su vida media alcanza las

6 horas en individuos normales, y las máximas concentraciones en plasma son de

80 ~Jg/ml,medidas 1 ó 2 horas tras una dosis estándar. El límite de toxicidad de

dichas concentraciones está en 100 pg/ml (65).

4.2.6. ADMINISTRACIÓN

.

La utilización de 5FC en clínica es actualmente objeto de numerosas

controversias. Como terapia única, induce la aparición de resistencias (63) (70) (73)

(79) (80), por lo que se recomienda su empleo junto con AMB (79> <80).

En muchos estudios se ha comprobado que el tratamiento de diversas

infecciones fúngicas sistémicas con anfotericina B y 5-fluorocitosina conjuntamente

resulta más ventajoso que la monoterapia con AMB (79) (80>. No obstante, los

efectos secundarios tóxicos que puede presentar la administración de AMB,

principalmente en pacientes inmunodeprimidos, ha inducido la aplicación de nuevas

combinaciones de 5FC con azoles, (fluconazol, itraconazol y ketoconazol) con

resultados esperanzadores, sobre todo en pacientes afectados de meningitis

criptococócica (79) (81-86>.

5FC se administra por vía oral en cantidades de 50-150 mg/kg diarios,

repartidos en 4 dosis (73) (87>. Sin embargo, se ha observado que su

administración junto con 0,5-1,5 mg/kg de AMB eleva los niveles de 5FC en suero

por encima de 100 gag/ml Por ello, se recomienda establecer un seguimiento

monitorizado de la concentración de 5FC en plasma <73) (79).
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4.2.7.EFECTOS SECUNDARIOS

.

Durante los últimos años, la administración de 5FC se ha venido asociando

con patologías de disfuncionalidad en la médula ósea (73> (86-89), así como con

necrosis hepática (79). No obstante, recientes investigaciones apuntan que los

efectos adversos citados se dan en mucha menor proporción si no se permite que

los niveles del antifúngico superen los 100 ¡jg/ml (65) <79) (90) (91).

4.3. KETOCONAZOL

.

Ketoconazol es un derivado imidazólico sintético, insoluble en agua,

perteneciente a la familia de antifúngicos azólicos. Su síntesis, en la década de los

años 70, vino a llenar un vacío terapéutico frente a las infecciones fúngicas

superficiales y sistémicas, tratadas hasta entonces, casi exclusivamente, con

anfotericina 8 y 5-fluorocitosina.

4.3.1. ESTRUCTURA QUÍMICA

.

N

N

O Cl

H3CC—N Q N—OCH2

FIGURA 8. Estructura química de la molécula de ketoconazol. Tomado de Bennett JE. (65).

El ketoconazol consta de un anillo imidazólico que contiene dos átomos de

nitrógeno, junto con una compleja cadena lateral unida a uno de dichos átomos

(FIGURA 8) (92).
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4.3.2. ESPECTRO DE ACTIVIDAD

.

KTZ posee un amplio espectro de acción in vitro <93) (94), quedando

restringido in vivo a infecciones fúngicas superficiales, candidiasis (en todas sus

formas>, blastomicosis e histoplasmosis. Su escasa penetración en el líquido

cefalorraquideo lo hace poco efectivo in vivo frente a la meningitis criptococácica

(65).

4.3.3. MECANISMO DE ACCIÓN

KTZ, al igual que el resto de los azoles, actúa sobre la síntesis del ergosterol

en la membrana fúngica, inhibiendo la función del citocromo P-450, en cual cataliza

la transformación de lanosterol a ergosterol <65) (66) (95-97). El resultado es una

disminución drástica del nivel de ergosterol en la membrana y un acúmulo de

esteroles aberrantes. De esta manera, las funciones del ergosterol como

componente de la membrana quedan anuladas (66) (98>, alterando otros

mecanismos enzimáticos y desorganizándose la estructura de la membrana

plasmática fúngica <66) (99-101>.

4.3.4. RESISTENCIA

.

La resistencia encontrada a KTZ se debe fundamentalmente a la larga

duración del tratamiento (94). El mecanismo implica el bloqueo de la entrada del

fármaco en la célula, así como la capacidad del hongo de sintetizar ergosterol

evitando la ruta enzimática sobre la que actúa KTZ.

4.3.5. FARMACOCINETICA

.

KTZ presenta una elevada afinidad por las proteínas plasmáticas (en torno al

96%) <92) (93>. Su vida media puede alcanzar las 8 horas (65), y su buena

disolución depende de que encuentre un medio ácido. Se pueden encontrar en
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suero concenúaciones de hasta 4 ~~g/mltras la administración de una dosis

estándar (65).

4.3.6.ADMINISTRACIÓN

.

KTZ se administra oralmente en dosis de 200 mg dos veces al día (70) o 400

mg una vez al día (65>.

4.3.7. EFECTOS SECUNDARIOS

.

KTZ posee una cierta afinidad por los sistemas enzimáticos dependientes del

citocromo P-450 de las células de mamífero (66) <102> (103). Además, inhibe los

mecanismos responsables de la síntesis del colesterol (66) y de hormonas

esteroides en el hombre. Como consecuencia, produce inhibición de la síntesis de

testosterona y glucocorticoides, induciendo ginecomastia e insuficiencia adrenérgica

(66> <104>.

4.4. FLUCONAZOL

.

Fluconazol (FLU) es un derivado bistriazólico de la familia de los azoles. Fue

descubierto y sintetizado ~ finales de los años 80, cuando el incremento de las

micosis sistémicas a causa del SIDA hacía necesario un antifúngico de

administración oral, de baja toxicidad y que generase escasa resistencia (105-108).
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4.4.1. ESTRUCTURA QUIMICA

.

OH N

N—2HC —C—CH2---N

N F

FIGURA 9. Estructura química de la molécula de fluconazol. Tomado de Larsen RA. <105>.

El fluconazol se diferencia estructuralmente del KTZ en que posee tres

átomos de nitrógeno en cada uno de los dos anillos azólicos (102).

4.4.2. ESPECTRO DE ACTIVIDAD

.

FLU posee un amplio espectro de acción antifúngica (102) Según los

resultados obtenidos algunos de los estudios más recientes (102) (109) (110), FLU

es activo in vitro contra Candida albicans, Candida tropicalis, Candida parapsilosis,

Candida glabrata y Cryptococcus neoformans, mientras que Aspergil/LJs spp. se

mostró resistente.

La actividad in vivo de FLU es mayor que in vitro (102> (103), y actúa,

además, frente a Histoplasma capsulaturn, Blastomyces dermatitidis y Coccidioides

immitis <65).

4.4.3. MECANISMO DE ACCIÓN

.

El mecanismo de acción de FLU es básicamente el mísmo que el de KTZ: se

une a la membrana plasmática fúngica e inhibe el enzima P-450, con lo que

disminuye el nivel de ergosterol de membrana. Además, altera la permeabilidad de
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la membrana, modifica la actividad enzimática y anula la replicación celular <102>

4.4.4. RESISTENCIA

.

La resistencia a FLU es debida a una disminución en la permeabilidad de

membrana, producida por cambios en los esteroles <66) (112), o bien a un exceso

de producción del enzima diana <66) (113) (114).

Se ha descrito resistencia en cepas de Candida alb¡cans <115>, Candida

glabrata <102) (116-120>y Ctyptococcus neoformans (102) (121) (122).

4.4.5.FARMACOCINÉTICA

.

FLU presenta buena absorción oral y penetra bien en el líquido

cefalorraquideo. Su unión a proteínas plasmáticas es del 12% (102) (108> (123)

<124>.

Las máximas concentraciones encontradas en suero son 4-8 pg/ml tras una

dosis de 100 mg <65), y tiene una vida media de 25-30 horas <65). Además, se ha

demostrado recientemente que FLU incrementa los niveles de zidovudina en plasma

(65> <125).

4.4.6.ADMINISTRACIÓN

.

En el tratamiento de las candidiasis se recomiendan dosis de 50-200 mg/día,

dependiendo de la localización de la infección (65>. En la meningitis criptococócica,

se administran 400 mg/día en pacientes con SIDA, y 200 mg/día como terapia de

mantenimiento tras tratamiento con AMB + 5FC <65) (70) (102) (103) (126).
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4.4.7. EFECTOS SECUNDARIOS

.

Debido a que FLU es mucho más selectivo que KTZ en su afinidad por el

citocromo P-450 fúngico frente al de las células de mamífero <102> <103>, no afecta

a la síntesis de colesterol ni hormonas esteroideas (102) (124) (127) (128).

Por otro lado, se han descrito casos de náuseas, anorexia, vómitos y pérdida

de cabello, aunque en muy escasa frecuencia <65).

4.5. UK 109.496

.

UK 109, 496 (UK) es un nuevo antifúngico monotriazólico, que se encuentra
aún en fase de investigación clínica. Su síntesis está orientada fundamentalmente

hacia la terapia de la aspergillosis, cuyo agente productor es resistente al fluconazol

y es difícil de tratar con el resto de los antifúngicos.

4.5.1.ESTRUCTURA QUíMICA

.

UK posee una estructura química muy similar a la de FLU, con la diferencia
fundamental de que tan sólo posee un anillo triazólico <FIGURA 10).

N

N

HO
F

N

FIGURA 10. Estructura química de la molécula de UK 109,496. Tomado de George D. y cols (129).

N —CH2

F

F
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4.5.2. ESPECTRO DE ACTIVIDAD

.

Según los datos reunidos en las pruebas de sensibilidad in vitro e in vivo

llevadas a cabo hasta la fecha, UK posee actividad antifúngica frente a Aspergillus

spp., Candida spp. y Ctyptococcus neoformans, de entre las principales levaduras

patógenas <129-131).

4.5.3. MECANISMO DE ACCIÓN

De la misma manera que KTZ y FLU, UK actúa sobre el citocromo P-450,

inhibiendo la síntesis de ergosterol en la membrana plasmática de la célula fúngica

(131).

4.5.4. RESISTENCIA

.

Según los resultados de los ensayos clínicos realizados hasta la fecha UK

no genera resistencia en ninguno de las 3 especies fúngicas productoras de las

micosis más frecuentes (candidiasis, criptococosis y aspergillosis) (129).

4.5.5. FARMACOCINÉTICA

.

Un estudio llevado a cabo con UK en conejos, revela que el antifúngico
posee una vida media en suero de 6 horas. La concentración máxima encontrada

para una dosis oral de 10 mg/kg fue de 1,26±0,25j.ig/ml (129).

En un ensayo clínico realizado en humanos, y a concentraciones de 2 ng/ml,

se observó una unión de UK a proteínas plasmáticas del 58% y una vida media de

6,4 horas <131).
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4.5.6. ADMINISTRACIÓN

.

UK es un antifúngico de administración oral e intravenosa, insoluble en agua.
Aunque el laboratorio fabricante aconseja disolverlo en HCI, en el estudio citado se

utilizó DMSO como disolvente. En los ensayos clínicos llevados a cabo con

humanos, se administraron dosis de 0,06-4 mglkg <131).

4.5.7.EFECTOS SECUNDARIOS

.

En el transcurso de los citados ensayos clínicos, se observaron náuseas,

dolor de cabeza, y en algunos casos alteraciones visuales como hipersensibilidad a

la luz.

El suero es el plasma sanguíneo eliminado tras la retracción del coágulo de

sangre. La única diferencia existente entre el suero y el plasma es que en el primero

han sido suprimidos el fibrinógeno y gran parte de los factores de coagulación de la

sangre <132).

A lo largo de gran número de estudios, se ha demostrado que el suero ocupa

un lugar importante en los mecanismos de defensa del hospedador- Además de

inhibir el crecimiento de muchos microorganismos <133>, puede actuar

sinérgicamente con diferentes antimicrobianos <134-139>. Por otro lado, el

reconocimiento de las bacterias y hongos patógenos por parte de las células

fagocíticas requiere la participación de factores séricos, denominados

genéricamente opsonlnas. Entre estas sustancias se encuentran las proteínas

constituyentes del sistema del complemento e inmunoglobulinas, entre otros.
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Entre las moléculas circulantes en el suero con actividad inmunitaria se

encuentra el complemento. Consiste en un complejo sistema de 9 proteínas, cuya

función es desencadenar y amplificar diversas reacciones inmunitarias. Cuando se

activa el primer componente, activa al segundo y se genera una cascada de

sucesivas activaciones, la cual induce el comienzo de la función leucocitaria;

concretamente, el componente CS del complemento es un factor quimiotáctico que

induce la movilidad dirigida del PMN <5-7>.

Existen otras proteínas séricas implicadas en el mecanismo de la inmunidad:

entre las que se encuentran las inmunoglobulinas y la transferrina. Esta última se

une al hierro libre e impide que lo capture el microorganismo patógeno, perdiendo

éste un componente esencial para su desarrollo.

Cryptococcus neo formans es un hongo levaduriforme patógeno <140>

encapsulado que se reproduce principalmente por gemación. La célula es redonda

u ovalada, de 4-6 iam de diámetro, que muy raramente forma pseudomicelios.

Las colonias en medio sólido son de aspecto cremoso. Crece a 3700, aunque

también puede hacerlo a 300C.

6.1. CÁPSULA

.

El factor principal de virulencia de Cr. neoformans es su cápsula (141-144>.

Está compuesta fundamentalmente por un polisacárido, denominado

glucuronoxilomanano, el cual tiene la propiedad de inhibir la fagocitosis (145-150).

6.- Cryptococcus neofarmans

30



INTRODUCCIÓN

El espesor de la cápsula varía con distintos factores de medio, aumentando

proporcionalmente con las concentraciones de CO2 y suero, y en general cuando

las condiciones ambientales son desfavorables para la levadura, sirviéndole de

mecanismo de protección (151).

6.2. MANIFESTACIONES CLÍNICAS

.

6.2.1. CRIPTOCOCOSIS PULMONAR

.

Cn neoformans existe de forma natural como saprófito, mayoritariamente en

el suelo y excrementos de pichón (140) (1 52-1 57>.

La vía de entrada del microorganismo en el hombre es normalmente por

inhalación <152) <157>, tras lo cual pasa a alojarse en los pulmones. Sin embargo,

en el individuo sano, la enfermedad suele remitir sin tratamiento, mientras que

pueden formarse nódulos (criptococomas) o diseminarse en el inmunodeprimido si

no recibe la terapia adecuada.

6.2.2. CRIPTOCOCOSIS CUTÁNEA

.

La criptococosis cutánea primaria, normalmente postraumática, suele ser

benigna (158>. No obstante, la patología secundaria es una manifestación más

severa, que suele darse sobre todo en pacientes con SIDA (152) (159) (160>.

6.2.3. Cr. neoformans EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

La meningitis criptococócica constituye una de las princípales causas de

muerte por micosis en pacientes afectados de SIDA (161) <162>. Debido a la

tendencia de la levadura a alojarse en áreas del sistema nervioso central, pueden

presentarse meningitis y meningoencefalitis (163-169>.
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6.3. TRATAMIENTO

.

Las indicaciones terapéuticas en el tratamiento de la meningitis

criptococócica, la patología más grave producida por Cr neoformans, son las

siguientes:

• Pacientes sin SIDA.

AMB (0,3-0,6mg/kg/día) + 5FC (150 mg/kg/día) <157> <162> (165>.

• Pacientes can SIDA.

La combinación AMB + 5FC puede resultar tóxica en pacientes

afectados de SIDA (162> <170>. En este caso, se recomienda

monoterapia de choque con AMB (0,5 mg/kg) durante 2 meses,

seguida de una terapia de mantenimiento con fluconazol (400 mg/kg>

<157).

Staphylococcus aureus es una de las bacterias que con mayor frecuencia

causa infección nosocomial, produciendo una gran variedad de cuadros clínicos

(171-174).

Este microorganismo no invade la piel sana; sin embargo, cualquier mínima

rotura de la barrera cutáneo-mucosa le permite infectar heridas, y su adhesividad a

plástico induce la infección de todo tipo de prótesis. Asimismo, la infección local de
tejidos puede progresar a estratos más profundos, causando osteomielitis y

endocarditis, entre otras patologías <172>.

7.- Staphylococcus aureus
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Son bacterias aerobias, gram positivas, redondas (0,5-1,5 ijm de diámetro),

que pueden aparecer agrupadas. Algunas cepas de 8. aureus pueden tener cápsula

polisacárida, lo que le confiere mayor virulencia (174).

Debido a su relativa facilidad para ser fagocitada, suele utilizarse con

frecuencia, junto con Esoherichía coiL en ensayos con leucocitos PMN.
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OBJEfl VOS.

Los objetivos del presente estudio han sido los siguientes:

1. Valorar la posible influencia que un antimicrobiano puede ejercer sobre el

sistema inmune del hospedador. Para ello, se estudiará el efecto de cinco

antifúngicos por separado (anfotericina B, 5 -fluorocitosina, ketoconazol,

fiuconazol y UK 109,496) sobre funciones defensivas de los leucocitos PMN
(adherencia a plástico y nylon, quimiotaxis, movilidad espontánea, fagocitosis y

muerte intracelular).

2. Establecer el efecto que el sistema inmune pueda ejercer sobre la interacción

antimicrobiano-microorganismo invasor. En el presente estudio, se valorará la

influencia del suero humano normal sobre la actividad fungicida de los fármacos

arriba citados frente al hongo levaduriforme patógeno Cryptococcus

neoformans.
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MATERIAL Y MÉTODOS

Como condiciones generales y uniformes en todos los ensayos, se tuvieron
en cuenta las siguientes premisas:

1. Los tubos de ensayo en los que se incubaron los leucocitos PMN fueron

siempre de polipropileno o poliestireno, o bien vidrio previamente
siliconizado, con el fin de evitar la adherencia de las células al vidrio.

2. La esterilización en calor húmedo se llevó a cabo en autoclave (SELECTA

AUTESTER-G) a 121 0C 1 atmósfera de presión durante 20 minutos.

3. Los medios líquidos empleados que así lo requerían se esterilizaron en filtros

MILLIPORE de politetrafluoroetileno de 0,22 j¡ de diámetro de poro.

4. El pH de los medios y líquidos utilizados en los ensayos con PMN se situó en

un rango de 7,2-7,4, con un medidor de pH eléctrico (GIRALT). En dicho

rango no se ven alteradas ninguna de las 6 funciones leucocitarias

estudiadas <175) (176>. Los medios de cultivo de los dos microorganismos

utilizados (5. aureus y Cr neoformans) se ajustaron a un pH de 7-7,2.

5. En la preparación de los antifúngicos, la solución madre se distribuyó en

alícuotas de 1 mí, y se mantuvieron a ~20oChasta su utilización.
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u
¡

2.1.-SOLUCIÓN ISOTÓNICA DE CLORURO AMÓNICO <NHACI

)

u
Se disuelven en 500 ml de agua destilada los siguientes reactivos:u
-NH4CI: 4,16g

U - NaHCO3: 0,42 g.

U Tras ajustar el pH (7,2-7,4) y filtrar la solución, se conserva a 4
0C hasta su

uso.

U 2.2.- SOLUCIÓN SALINA TAMPONADA PARA CÉLULAS HANKS

BALANCED SALT SOLUTION CON GELATINA AL 0.1% <HBSS-ET
1 w
426 434 m
533 434 l
S
BT


u
U Se utiliza esta solución como medio de cultivo para los leucocitos PMN.

~edisuelvenen1litrodeaguadestiladaestérillossiguientesreactivos:

-NaCí 8gu
- Na

2HPO4 x 2H20 0,048 gu
- KH2PO4 0,06 g

3 -Glucosa 1 g

- NaHCO3 0,35 g

-MgSO4x2H2O 0,16g

- MgCI2x6H2O 0,1 g.u
Posteriormente, se añaden a la mezcla 10 ml de gelatina, previamente

U disuelta y licuada en agua destilada estéril (1 g en 100 mí). Tras una completa

• 36

u



MATERIAL Y MÉTODOS

disolución, se procede al ajuste del pH, filtrado y conservación a 40C hasta su

utilización.

2.3.- SOLUCIÓN SALINA TAMPONADA <PBSI

.

Se disuelven en 1 litro de agua destilada los siguientes compuestos:

NaCí (8 g), KCI (0.12 g), Na
2HPO4 (0,91 g), KH2PO4 (0,2 g)

Tras el ajuste de pH y su esterilización en autoclave, se conserva a 4
0C hasta

su uso.

2.4.- AGUA BÁSICA

.

En 1 litro de agua destilada estéril, se disuelve solución NaOH 10 M (SIGMA)

hasta alcanzar un pH de 10,8-11. Se conserva a 40C hasta su utilización.

2.5.- AZUL DE TRIPANO

.

Se disuelven 4 g de colorante en polvo azul de tripano (SIGMA) en 100 ml

de agua destilada.

2.6.- CALDO DE CULTIVO PARA LEVADURAS bYNB-G

.

2.6.1.-TAMPÓN FOSFATO PARA CALDO bYNB-G

.

En 500 ml de agua destilada se disuelven los siguientes reactívos: (MERCK)

- Na
2HPO4 0,165 g

- KH2PO4 0,46 g.

Se esteriliza la mezcla en autoclave tras su completa disolución.
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2.6.2.-CALDO DE CULTIVO bYNB-G

.

En 500 mi de tampón fosfato estéril, se disuelven los siguient&s compuestos:

-Medio YNB 3,35g

- Glucosa 5 g

- Cloranfenicol (en polvo> 0,2 g

- Gentamicina (en polvo) 0,02 g.

Tras ajustar el pH a 7,2, se procede a su filtrado y se conserva a 40C hasta

su uso.

3.1.- PREPARACIÓN Y OBTENCIÓN DEL MATERIAL

.

3.1.1.- AISLAMIENTO DE LEUCOCITOS PMN

.

Para separar los leucocitos PMN del resto de las células sanguíneas se

el método de Eggleton y colaboradores, con algunas modificaciones (177)

Se dispensaron 5 mi de sangre venosa, procedente de voluntarios sanos, en

tubos con EDTA para evitar su coagulación.

Posteriormente, se añadieron 16 ml de solución isotónica de cloruro amónico

(NH
4Ci), y la mezcla se mantuvo a 4W durante 15 minutos. De esta manera, se

lisaron mediante choque osmótico los eritrocitos presentes en la sangre (177.>

utilizó

<178).

3.- INFLUENCIA DE LOS ANTIFÚNGICOS SOBRE FUNCIONES DE

LOS LEUCOCITOS PMN.
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Transcurrido este tiempo, la solución se sometió a una primera centrifugación

a 800 r.p.m. durante 10 minutos, originándose un sedimento de leucocitos PMN.

Tras la eliminación del sobrenadante, y para asegurar una completa destrucción de

los hematíes, se resuspendió el precipitado en 10 ml de NH4CI, manteniéndolo en

reposo a 4
0C durante 10 minutos. A continuación, el tubo conteniendo la mezcla se

centrifugó por segunda vez, a la misma velocidad y tiempo- Una vez más, se extrajo

el sobrenadante, y el sedimento de leucocitos se resuspendió en 2 ml de HBSS-G,

con objeto de activarlos.

Una vez aislados (su pureza superó siempre el 90%>, se procedió al ajuste a
la concentración requerida, mediante la cámara de Neubauer.

3.1.2.- ANTIFÚNGICOS

.

En las pruebas de valoración del efecto de los antifúngícos sobre las

funciones de los leucocitos PMN, se emplearon 4 concentraciones de cada uno de

los mismos, según se expresa en el siguiente cuadro:

“Y CONCENTRACIONES UT!LIZADA~ (migim», 7
k t

tI tI

- A ¡• e

~“t<y <tt2~ LIMITE DE
rÑÓ¡CS< Valor Valor TOXICIDAD Valor«:~¿v, inferior superior inferior

AMB 0,1 1 5 50

5FC 5 50 ‘““100 1 100 500

KTZ 0,1 1 ~Á5IújÁk 5 50

FLU 0,1 10 25YÁt, 25 100

UK 0,1 1 5 100

Valor
superior

FIGURA 11. concentraciones de antifúngicos empleadas en los ensayos con leucocitos PMN. Las

concentraciones que marcan el nivel de toxic¡dad están tomadas de 131 y de Roilides E

y cols (179).
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3.1.2.1.- Anfotericina 8

.

El polvo valorado, suministrado por BRISTOL-MYERS SQUIBB, se

diluyó en desoxicolato sódico tamponado y agua destilada estéril.

3.1.2.2.- 5-fluorocitasina

.

El polvo valorado (ROCHE) se diluyó en agua destilada estéril, y se

calentó la mezcla a 520C hasta su completa disolución.

3.1.2.3.- Ketoconazol

.

A partir del polvo valorado <JANSSEN FARMACÉUTICA), se preparó

una solución en dimetilsulfóxido (DMSO).

3.1.2.4.- Fiuconazol

.

El polvo valorado, suministrado por PFIZER, se diluyó en
destilada estéril.

3.1.2.5.-UK 109.496

.

Se diluyó primeramente el polvo valorado en ácido clorhídrico (HCI)

0,1M, siguiendo las instrucciones de la empresa farmacéutica (PFIZER).

Posteriormente, se elaboró una segunda y definitiva solución madre

disolviendo el polvo en DMSO.

agua
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3.2.- ENSAYOS CON LEUCOCITOS PMN

.

3.2.1.-VIABILIDAD CELULAR

.

Se comprobó mediante el colorante azul de tripano (41) (42>, tras los

periodos de incubación con cada antifúngico.

3.2.2.-CAPACIDAD DE ADHERENCIA

.

3.2.2.1.-Adherencia a superficies de plástico

.

Se utilizaron placas MIF (STERILIN, GREINER LABOTECHNIK),
provistas de 12 pocillos, siguiendo la técnica de De la Fuente (FIGURA 12) (180>

Figura 12. Esquema de una pía ca MIF.
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A partir de una solución de leucocitos PMN, aislados y ajustados a 106

células/mi <se ajusta al doble de la concentración deseada), se dispensaron en cada

pocillo alícuotas de 100 hl. A continuación, se añadieron 100 iil del antifúngico en

estudio al doble de la concentración requerida, dispensando cada una de las

cantidades utilizadas en un pocillo. Al control se le añadieron 100 ~ de HBSS-G.

Posteriormente, se incubó la placa durante 30 minutos en estufa al 5%

de CO2 y 100 de humedad (HERAEUS). Transcurrido este tiempo, se recogieron
con cuidado los sobrenadantes de los pocillos y se procedió al contaje de las

células presentes, que correspondieron a los leucocitos PMN no adheridos al

plástico.

El INDICE DE ADHERENCIA AL PLÁSTICO se calculó mediante la

expresión (180):

IÁP. =~ PMA~ /mI-PMNf/mI) loo

donde PMN /ml = n
0 de leucocitos PMN iniciales,

PMNJmi = n0 de leucocitos PMN presentes en el sobrenadante.

2.2.2.2.- Adherencia a fibra de nylon

.

Se siguió el método descrito por McGregor <12), modificado por

Rodríguez (181>.

Se emplearon pipetas Pasteur, en las que se introdujeron 100 mg de

fibra de nylon (DUPONT) hasta una altura constante de 2,5 cm, tras lo cual se

esterilizaron las pipetas.

Al mismo tiempo, una solución de leucocitos PMN, previamente

aislados y ajustados a la concentración final de 106 células/mí, se expuso a cuatro
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concentraciones diferentes de cada antifúngico, durante 30 minutos en baño de

agitación suave (SELECTA UNITRONIC 3200 R) a 370C. Las muestras de células

control se incubaron con HBSS-G, siendo la proporción de leucocitos-antifúngico o

HBSS-G de 1:1.

Transcurrido el tiempo, se dejó caer por la columna un volumen de 2

ml de los leucocitos incubados con el antifúngico en estudio; cada columna

correspondió a una concentración del fármaco. Se estableció un control con células

previamente incubadas con HBSS-G.

Pasados 30 minutos, se recogió el efluente y se agitó con cuidado. A

continuación, se contaron los leucocitos PMN presentes, que corresponden a las

células que no han quedado adheridas al nylon de la columna.

El INDICE DE ADHERENCIA A NYLON se calculó mediante la

siguiente fórmula (181):

LAN. = 1OO—(~$,,’Z loo

donde PMN¡ = n0 de leucocitos PMN iniciales

PMNf = n0 de leucocitos PMN recogidos en el efluente.

3.2.3.-CAPACIDAD DE MOVIMIENTO: QUIMIOTAXIS

.

Para valorar la influencia de los cinco antifúngicos en la movilidad de los

leucocitos PMN, se utilizó en método descrito por Boyden (30) y modificado

posteriormente por otros autores <182-184).
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3.2.3.1.Incubación en cámara

.

La cámara de Boyden (FIGURA 13) consiste en dos compartimentos

de polietileno, uno superior y otro inferior, con forma anular. La parte superior posee

un diámetro interno de 9 mm, externo de 13 mm y una altura de 5 mm, siendo su

capacidad de 0,31 ml. La mitad inferior de la cámara presenta los mismos diámetros

que el superior, pero su base es cerrada, confiriéndole forma de recipiente. Su

altura externa es de 5 mm y la interna de 4mm, y posee una capacidad de 0,41 mi.

El interior del compartimento inferior de la cámara conecta con el exterior mediante

un poro de diámetro inferior a 1 mm, situado a media altura.

Entre las dos mitades de la cámara se insertó un filtro de ésteres de

nitrocelulosa (MILLIPORE>, cuyo tamaño de poro impide la calda de las células por

simple gravedad, y únicamente lo pueden atravesar mediante migración activa

<185>. Los filtros utilizados en el presente trabajo fueron de 13 mm de diámetro, 150

p de espesor y un tamaño de poro de 3 h (SS.WPO.1300). Una vez insertado el

filtro entre las subunidades de la cámara, éstas se unieron con un anillo externo de

plastilina, dejando libre el orificio del compartimento inferior (FIGURA 13).

Filtro de Compartimento
Polipropileno [ Superior

Compartimento

inferior

Orificio

Figura 13. Esquema de la cámara de Boyden.
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El quimioatrayente utilizado fue caseína (SIGMA) desnaturalizada.

Para desnaturalizaría, se siguió el método de Wilkinson <14), llevando a cabo un

viraje brusco de pH a una solución de caseína purificada (5 mg/l) hasta un valor de

12, añadiendo gotas de monofosfato bisódico (Na2HPO4) (SIGMA). Posteriormente,

se devolvió a la mezcla a un pH de 7, con la adición de gotas de HCi 0,1 M

(SIGMA). Se congeló en alícuotas a -20
0C hasta su uso.

Para realizar los experimentos, se rellenó la parte inferior de la cámara

con 0,4 ml de quimioatrayente, mediante una jeringuilla y a través del poro externo,
de manera que se llenase todo el compartimento y evitando la formación de

burbujas. Después se selló el poro con plastilina.

Un~ vez preparada la cámara y aislados los leucocitos PMN (ajustados
finalmente a 106 células/mI), se incubaron con las diferentes concentraciones del

antifúngico en estudio, y en HBSS-G para las células control, en baño de agitación

suave a 370C. Transcurridos 30 minutos, se añadió a la parte superior de la cámara

de Boyden un volumen de 0,3 ml de la suspensión de PMN previamente expuestos

al antifúngico o a HBSS-G. Las cámaras se incubaron en estufa de CO
2 al 5% y

100% de humedad durante 3 horas a 37
0C.

3.2.3.2. Fiiación y tinción de leucocitos PMN

.

Finalizado el tiempo de incubación, se desmontaron las cámaras y se

extrajeron los filtros. A continuación, se llevó a cabo el proceso de fljación-tinción,

siguiendo el orden (185):
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REACTIVO TIEMPO (MINUTOS>

10 Metanol 5% 5

20 Etanol 75% 2

30 Agua destilada 2
40 Hematoxilina 3

50 Agua destilada 2

60 Agua sin destilar 5
70 Etanol 95% 5

80 Propanol 98% 5
90 Propanol + xilol 1:1 5

10~ Xiioi puro 5

FIGURA 14. Proceso de tinción y fuación de leucocitos PMN.

Una vez teñidos los filtros, se colocaron en un portaobjetos con la cara que

estaba orientada a la parte inferior de la cámara hacia arriba. Se contaron, en

microscopio óptico con objetivo de inmersión, todas las células observadas al barrer

16 campos al azar. Así, el INDICE DE QUIMIOTAXIS representa el número total de

leucocitos PMN detectados en 16 campos al azar en la cara inferior del filtro, y

cuantifica las células que han migrado a través del filtro durante 3 horas <182>.

3.2.4. CAPACIDAD DE MOVIMIENTO: MOVILIDAD ESPONTANEA

.

Los ensayos que midieron la movilidad espontánea de los leucocitos en

presencia de antifúngico se desarrollaron de manera idéntica a los de quimiotaxis,

con las siguientes salvedades:

• El poro del filtro fue de mayor diámetro (8 ~.i)(SC.WPO. 1300).

• Se utilizó solución HBSS-G en lugar de quimioatrayente en el compartimento

inferior de la cámara de Boyden.
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3.2.5. CAPACIDAD MICROBICIDA: FAGOCITOSIS

.

Para los experimentos de fagocitosis y muerte intracelular con leucocitos

PMN, se siguió el método descrito por Van Furth, con algunas modificaciones (20>

<~3) (186).

1

Para valorar el efecto de los cinco antifúngicos sobre la capacidad

microbicida de los leucocitos PMN, se utilizaron además suero humano y la bacteria

Sta phylococcus aureus.

3.2.5.1.Suero humano

.

El suero se extrajo a partir de sangre procedente de voluntarios sanos.

Se elaboró una solución mezcla con suero de distintos donantes de la cual, tras
centrifugarse a 3500 r.p.m. durante 10 minutos, se separó el sobrenadante y se

congeló en viales a -200C hasta su utilización.

3.2.5.2. Microorganismo

.

Para los ensayos de fagocitosis y muerte intracelular, se utilizó la

bacteria StaphylococcuS aureus ATCC 29213.

La cepa se cultivó en placas de agar MUeller-Hiliton, a partir de las

cuales se realizaron subcultivos cada 24 horas. Se preparó un medio de cultivo en

caldo Mueller-Hinton en agitador orbital (SELECTA) a 150 o.p.m. Tras alcanzar la
bacteria la fase exponencial de crecimiento, se centrifugó y resuspendió en medio

HBSS-G, ajustándose por espectrofotometría a 2 x 106 células/mí, es decir, una

proporción de 2:1 respecto a los leucocitos PMN.

Se dispensaron en 4 tubos suspensiones con un volumen final de 1 mí,

conteniendo diferentes concentraciones de cada antifúngico, 5. aureus, suero

humano al 10% y leucocitos PMN, distribuidos de la siguiente manera:
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5. aureus(pji) SUERO<iil> PMN <¡JI> MBSS-G <¡JI>

CONTROL 400 - - 600

CONTROL+SUERO 400 100 - 500

CONTROL+SUERO+PMN 400 100 400~ 100

TRATADOS+SUERO+PMN 400 100 400T 100

FIGURA 15. Distribución de Las muestras del ensayo de antifúngicos con suero y leucocitos PMN.

donde 400T son leucocitos PMN expuestos previamente a concentraciones del

antifúngico en estudio, y 400c son leucocitos PMN no tratados.

Todos los tubos se incubaron en baño de agitación suave a 370C

durante 90 minutos, tras lo cual se detuvo el proceso de fagocitosis añadiendo a

cada muestra 500 h1 de solución HBSS-G a 40C, con objeto de inactivar los

leucocitos PMN. A continuación, los tubos se centrifugaron a baja velocidad (700
r.p.m.) durante 10 minutos, con el fin de que las bacterias que se encontrasen en el

interior de los leucocitos se hundieran con éstos en la parte inferior del tubo. El

sobrenadante, compuesto de bacterias no fagocitadas, se diluyó en solución salina

tamponada estéril (PBS), y se sembró en placas de agar Múeller-Hinton. Dichas

placas se incubaron en estufa a 370C durante 24 horas. Transcurrido este tiempo,

se contaron las colonias, correspondientes a células bacterianas no muertas por los

leucocitos PMN.

El INDICE DE FAGOCITOSIS se caiculó mediante la siguiente fórmula

<43):

I.F. (UFcTirni-UFCC/ml) >< ioo
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donde UFCJmI = Unidades Formadoras de Colonias/ml presentes en el tubo

Control + suero, y

UFCT/ml = Unidades Formadoras de Colonias/ml presentes el los tubos

Tratados + suero.

3.2.6.- CAPACIDAD MICROBICIDA: MUERTE INTRACELULAR

.

La técnica empleada fue la misma que para los experimentos de fagocitosis,

si bien no se detuvo el proceso mediante HBSS-G, sino que se prepararon alícuotas

de cada tubo en solución de agua básica a pH 11, para usar los PMN (43>. De esta

manera, las bacterias vivas que pudieran contener salieron al medio, el cual se

sembró en placas de agar Múeller-Hinton. A partir de aquí, se procedió de la misma
manera que en los ensayos de fagocitosís.

4.1.- MICROORGANISMO

.

Se utilizó el hongo levaduriforme Cryptococcus neoformans CECT 1076. A
partir de placas de agar Sabouraud Dextrosa (BiO-MERiEUX), se incubaron

subcultivos en estufa cada 48 horas. Para todos los ensayos se utilizó un tamaño de
inóculo de 1 a 5 x ic? céluiaslmí.

42.- PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A ANTIFÚNGICOS

.

Para medir el grado de sensibilidad de Gr neoformans frente a cada uno de

los cinco antifúngicos del estudio, se determinó la concentración de fármaco que

4.- INFLUENCIA DEL SUERO EN LA ACTIVIDAD DE LOS

ANTIFÚNGICOS FRENTE A Cryptococcus neo formans.
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inhibió el 90% del crecimiento de la levadura <1C90) <187>. Para ello, se siguieron las

normas del NCCLS, con la salvedad de que el medio de cultivo líquido utilizado fue

bYNB-G (188>.

La concentración inhibitoria de antifúngico se calculó, a partir de los datos

obtenidos por espectrofotometría, como la concentración más baja de

quimioterápico que cumplió el criterio:

%T> [%Tc+ N(100 - %Tc)]

donde:

%Tc = porcentaje de transmisión del haz luminoso de los tubos Control (libres de

antifúngico>, y

N = fracción de inhibición, que se define como una función de la turbidez en los

tubos control <187>.

4.3. CINÉTICA DE MUERTE

.

Partiendo de un cultivo de Crneoformans en caldo YNB-G, mantenido a 37
0C

en agitación orbital (150 o.p.m.), y en fase exponencial de crecimiento, se ajustá a

una concentración final de 1 o~ células/ml. A continuación, se procedió al siguiente

reparto, siendo el volumen final de 5 ml y teniendo en cuenta que el porcentaje de

suero en los tubos que lo llevaban fue dei 10% <145> <189>:

Cr.neoformans

<mí>

SUERO

(mí)

ANTIFÚNGICO

(mí>

bYNB-G

(mí>

CONTROL 2,5 - - 2,5

CONTROL+SUERO 2,5 0,5 - 2

TRATADO 2,5 - 2,5

TRATADO+SUERO 2,5 0,5 2

FIGURA 16. Distribución de las muestras para los énsayos con Cr. neoformarls, suero y antifúngicos.
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Todas las muestras se mantuvieron a 370C en agitación orbital durante 72
horas. Cada 12 horas se sembraron alícuotas diluidas en PBS de cada tubo en

placas de agar Sabouraud, las cuales se incubaron en estufe a 370C. Transcurridas

48 horas, se contaron las colonias y se realizó el análisis estadístico de los datos.

4.4.- PORCENTAJE DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO

.

El porcentaje de inhibición del crecimiento (IC) se calculó mediante la

siguiente fórmula <190):

= 1— UFCr /mI

(UFCc¡mi)>< 100
donde:

UFCT/ml = levaduras tratadas con el antifúngico, y

UFCJmI = levaduras no tratadas.

Para las curvas en las que intervino el suero:

Irní

~
Cg

donde:

UFCTS/mI = levaduras tratadas con el antifúngico y suero, y

urCcaImi = levaduras no tratadas con antifúngico pero sí con suero.

4.5.- PORCENTAJE DE MUERTE

.

Cuando el número de UFC/ml fue menor que el del ináculo inicial, se

determinó el porcentaje de muerte (%M), según la fórmula (190):

donde:
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UFCT/mi = levaduras tratadas con el antifúngico, y

UFC1/ml = tamaño de inóculo inicial.

Para las curvas en las que intervino el suero:

%M=1—e;¿i:’)x100
1

donde:

UFCTS/ml = levaduras tratadas con el antifúngico y suero, y

UFC1ImI = tamaño de inóculo inicial.

En relación con la metodología estadística, en este trabajo se ha llevado a

cabo, tanto en los ensayos con PMN como los experimentos con suero, un estudio

meramente descriptivo sobre cada una de las muestras recogidas a diferentes

concentraciones de los antifúngicos, calculando como valores típicos

representativos la media aritmética y la desviación estándar.

A partir de dichos valores, se realizó un estudio inferencial, que consistió en

establecer la significación estadística entre ellos mediante el test no paramétrico del

Análisis de la Varianza de una vía, en su modalidad “múltiDies comDaraciones

frente a un control”, pues el tamaño muestral disponible hace de este método

estadistico el más apropiado.

Con los resultados obtenidos en los ensayos en los que intervinieron los
leucocitos PMN, se realizaron tests de ANOVA para comparar los datos

procedentes de muestras tratadas con antifúngico con respecto a un control. Se

52



MATERIAL Y MÉTODOS

consideró que las diferencias fueron estadísticamente significativas cuando la

probabilidad de que se debieran al azar fue p <0,01.

Por otra parte, se calcularon las rectas de regresión lineal de los ensayos,

junto con el parámetro r, con el fin de establecer en cada función estudiada la

existencia o no de concentración-dependencia durante el tratamiento de los

leucocitos PMN con cada antifúngico. Según los resultados obtenidos en los

ensayos realizados con antifúngicos y leucocitos PMN, hemos clasificado los

efectos de los antifúngicos sobre las funciones leucocitarias como concentración-ET
1 w
445 578 m
530 578 l
S
BT


denendientes, si la variación experimentada por la actividad de las células fue

proporcional (directa o inversamente) significativamente a la concentración de

fármaco utilizada. Las variaciones fueron concentración-indeDefldientes, si dicha

proporcionalidad no existió o no fue estadisticamente significativa.

Con respecto a los datos obtenidos en las curvas de letalidad, las

comparaciones llevadas a cabo fueron las siguientes:

1.- Se valoró si los resultados obtenidos en las muestras que contenían

únicamente antifúngico fueron diferentes significativamente o no (p <

0,01) de los procedentes de muestras control.

2.- Asimismo, se evaluó la significación estadística existente entre los

resultados procedentes de muestras con antifúngico y suero con respecto

a los controles en los que el suero estaba presente.

3.- Por último, se llevó a cabo un análisis para establecer la significación

estadistica en las diferencias encontradas entre las muestras que

contenían antifúngico y suero y las que sólo poseían antifúngico.

El análisis estadístico se llevó a cabo con la ayuda del programa informático
EPi STAT.
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RESULTADOS

En las tablas que se exponen a continuación, se expresan los valores

obtenidos en los distintos índices estudiados, con las diferentes concentraciones de

cada uno de los antifúngicos empleados en las pruebas. Asimismo, se indican los

resultados encontrados tras la aplicación del test de ANOVA a los índices

obtenidos.

Las gráficas corresponden a la representación de los valores porcentuales de

los índices absolutos, dando el valor de 100 a los encontrados en las muestras

control.

La viabilidad de los PMN antes de los ensayos y tras la incubación con

cualquiera de los antifúngicos se mantuvo constante, y fue siempre superior al 90%

<TABLA 1).

1.1.- ANFOTERICINA B

.

1.1.1.- CAPACIDAD DE ADHERENCIA

.

1.1.1.1.- Adherencia al DIáStiCO <TABLA II) (FIGURA 17 A).

AMBno modificó de forma estadisticamente significativa la capacidad

de adherencia a la placa MIF, si bien indujo un ligero incremento en los índices con

las concentraciones de 1 y 5 ~g/ml.

1.-EFECTO DE LOS ANTIFÚNGICOS SOBRE LAS FUNCIONES DE

LOS LEUCOCITOS PMN.
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1.1.1.2.- Adherencia al nylon <TABLA II) <FIGURA 17 B).

Los índices de adherencia a la fibra de nylon se vieron incrementados

significativamente cuando se expusieron los neutrófilos a 50 pg/ml de AMB. El resto
de las concentraciones estudiadas no alteraron significativamente los valores

obtenidos en las muestras control.

1.1.2.- CAPACIDAD DE MOVIMIENTO

.

1.1.2.1.-Movilidad espontánea (TABLA II> (FIGURA 18 A).

AMB (50 vg/mi) disminuyó significativamente la movilidad espontánea

de los PMN. Las concentraciones intermedias del antifúngico también alteraron

negativamente, aunque de forma no significativa, el índice de movilidad espontánea.

1.1.2.2.-Quimiotaxis (TABLA II> (FIGURA 18 5).

Al igual que la movilidad espontánea, la quimiotaxis de los PMN

tratados con AMB se vio disminuida de manera inversamente proporcional al

incremento de la concentración del antifúngico, aunque únicamente los ensayos con

5 y 50 vg/ml mostraron significación estadística.

1.1.3.- CAPACIDAD FAGOCITICA Y PODER MICROBICIDA

.

1.1.3.1.- Fagocitosis <TABLA II) <FIGURA 19 A>.

Los índices de fagocitosis de los neutrófilos tratados con 50 ~g/mlde

AMB disminuyeron significativamente. Las demás concentraciones no indujeron

ninguna modificación, si bien se observó un incremento no significativo en la función

fagocitica de las células expuestas a 1 ~g/mlde AMB.
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1.1.3.2.-Muerte intracelular <TABLA II) (FIGURA 19 B).

AMB modificó negativamente la capacidad microbicida de los PMN, a

concentraciones tóxicas y en el límite de toxicidad, induciendo un descenso en los

índices de muerte intracelular al aumentar la concentración de antifúngico. La

funcionalidad de los PMN en el aspecto de la muerte bacteriana se vío

prácticamente anulada cuando fueron tratados con 5 y 50 ¡dg/mI de AMB.

1.2.- 5-FLUOROCITOSINA

.

1.2.1.- CAPACIDAD DE ADHERENCIA

.

1.2.1.1-Adherencia al plástico (TABLA III) (FIGURA 20 A>.

Lo s índices de adherencia de los PMNa la placa MIF no se vieron alterados

significativamente por la presencia de SFC.

1.2.1.2.-Adherencia al nylon <TABLA III) (FIGURA 20 B).

Aunque los PMNtratados con 100 y 500 vg/ml mostraron un ligero

incremento en su capacidad de adherencia a la fibra de nylon, 5FC no alteró de

manera significativa dicha función leucocitaria.

1.2.2.-CAPACIDAD DE MOVIMIENTO

.

1.2.2.1.-Movilidad espontánea(TABLA III) <FIGURA 21 A>.

Los indices de movilidad espontánea de los leucocitos expuestos a

5FC sólo aumentaron ligeramente con la máxima concentración del antifúngico (500

pg/mi), y de forma no significativa.
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1.2.2.2.-Quimiotaxis (TABLA III) (FIGURA 21 B>.

5FC produjo un pequeño descenso en la capacidad quimiotáctica de

los PMN, inversamente proporcional a la concentración de antifúngico, aunque sín

significación estadística.

1.2.3.- CAPACIDAD FAGOCÍTICA Y PODER MICROBICIDA

.

1.2.3.1.- Fagocitosis (TABLA III> <FIGURA 22 A).

La función fagocítica de los leucocitos PMN estudiados únicamente se

vio incrementada en las células tratadas con 50 ng/mI, y disminuyó en las expuestas

a 500 vg/mi de 5FC, ambas de forma no significativa.

1.2.3.2.-Muerte intracelular (TABLA III> <FIGURA 22 B).

Los índices de muerte intracelular de los neutrófilos se movieron en un

rango muy similar cuando las células se trataron con 5FC. Tan sólo se observó una

ligera variación negativa, no significativa, en los PMN expuestos a 50 ng/ml.

1.3.- KETOCONAZOL

.

1.3.1.-CAPACIDAD DE ADHERENCIA

.

1.3.1.1.-Adherencia al plástico. (TABLA IV) <FIGURA 23 A).

Los índices de adherencia al plástico de los leucocitos PMN no se

vieron modificadas significativamente con ninguna de las 4 concentraciones de KTZ

estudiadas.

57



RESULTADOS

1.3.1.2.-Adherencia al nylon (TABLA IV) <FIGURA 23 B).

La adherencia a fibra de nylon experimentó un descenso en los

leucocitos tratados con 5 pg/ml de KTZ, mientras que la adhesividad aumentó en

aquellos neutrófilos que se expusieron a 500 ng/ml. Sin embargo, ninguna de las
dos modificaciones tuvo significación estadística.

1.3.2.-CAPACIDAD DE MOVIMIENTO

.

1.3.2.1.-Movilidad espontánea (TABLA IV) <FIGURA 24 A).

La movilidad espontánea de los leucocitos PMN tratados con 1 ~Jg/mI

de KTZ experimentó un ligero ascenso, no significativo. No obstante, la mayor

alteración de esta función la sufrieron las células tratadas con 5 y 50 vg/ml de KTZ,

las cuales mostraron un descenso significativo en su movilidad.

1.3.2.2.- Quimiotaxis (TABLA IV) (FIGURA 24 B>.

Esta función resultó disminuida drásticamente en los neutrófilos que se

mezclaron con KTZ. El descenso fue generalizado a partir de 1 ~g/ml,significativo

en las células expuestas a 5 y 50 pg/mi y máximo en esta última concentración, en

la que la quimiotaxis de los PMN correspondientes fue nula.

1.3.3.- CAPACIDAD FAGOCITICA Y PODER MICROBICIDA

.

1.3.3.1.- Fagocitosis <TABLA IV) (FIGURA 25 A>.

Los índices de fagocitosis de los leucocitos PMN no se vieron

modificados significativamente con ninguna de las concentraciones de KTZ

estudiadas.
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1.3.3.2.- Muerte intracelular (TABLA IV) <FIGURA 25 B).

La función microbicida de los leucocitos PMN tratados con 5 ~g/mide

KTZ experimentó un ligero ascenso, para volver a descender por debajo de los
valores observados en las células control en los leucocitos expuestos a la máxima

concentración (50 pg/ml). En ningún caso se observó significación estadística.

1.4.- FLUCONAZOL

.

1.4.1.-CAPACIDAD DE ADHERENCIA

.

1.4.1.1.-Adherencia al plástico <TABLA V> (FIGURA 26 A).

Los valores observados en las pruebas de adherencia a placa MIF en

los neutrófilos tratados con FLU mostraron una ausencia de variación en todas las

concentraciones, oscilando entre unos rangos muy similares,

1.4.1.2.-Adherencia al nylon (TABLA V) (FIGURA 26 B>. -

En general, FLU indujo un ligero incremento en la adhesividad de los

PMN a la fibra de nylon, proporcional al aumento de la concentración del

antifúngico. Dicha modificación no fue estad isticamente significativa.

1.4.2.- CAPACIDAD DE MOVIMIENTO

.

1.4.2.1.-Movilidad espontánea <TABLA V> (FIGURA 27 A).

Al igual que las funciones anteriores, FLU no alteró significativamente

los índices de movilidad espontánea de los PMN estudiados, si bien con 100 pg/ml

la movilidad de los neutrófilos sufrió un ligero descenso.
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14.2.2.- Quimiotaxis (TABLA V) (FIGURA 27 B>.

La quimiotaxis de los PMN tratados con FLU no experimentó variación

alguna, aunque se observó, al igual que en la movilidad espontánea, una pequena

disminución de la capacidad quimiotáctica de las células tratadas con la máxima

concentración (100 ijg/ml).

1.4.3.- CAPACIDAD FAGOCITICA Y PODER MICROBICIDA

.

1.4.3.1.- Fagocitosis (TABLA V) (FIGURA 28 A).

FLU no incrementó ni mermó de forma significativa la función

fagocítica de los neutrófilos tratados con el antifúngico a ninguna de las

concentraciones ensayadas.

1.4.3.2.- Muerte intracelular (TABLA V) <FIGURA 28 B).

Al igual que lo observado en la fagocitosis, la capacidad microbicida

de los PMN tratados con FLU no sufrió variación alguna, oscilando los 4 índices en

un rango muy similar al control.

1.5.- UK 109.496

.

1.5.1. CAPACIDAD DE ADHERENCIA

.

1.5.1.1.- Adherencia a plástico (TABLA VI) (FIGURA 29 A>.

Este antifúngico azólico de nueva síntesis no indujo ninguna variación
en los índices de adherencia al plástico de las células tratadas con respecto a los

controles.
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1.5.1.2.-Adherencia al nylon (TABLA VI) (FIGURA 29 B).

La adherencia a la fibra de nylon únicamente resultó disminuida, y no

significativamente, en los PMN tratados con 0,1 ng/mI de UK.

1.5.2.- CAPACIDAD DE MOVIMIENTO

.

1.5.2.1.-Movilidad espontánea(TABLA VI) (FIGURA 30 A).

espontánea

significativo

UK indujo un descenso progresivo de los indices de movilidad

de los leucocitos PMN, aunque dicha disminución únicamente fue

en los neutrófilos tratados con 100 vg/ml del antifúngico.

1.5.2.2.-Quimiotaxis <TABLA VI) (FIGURA 30 B).

La quimiotaxis de los PMN tratados con 100 pg/ml de UK experimentó

un descenso significativo. La disminución en la función quimiotáctica de los

neutrófilos tratados con concentraciones menores fue menos clara.

1.5.3.-CAPACIDAD FAGOCITICA Y PODER MICROBICIDA

.

1.5.3.1.- Fagocitosis (TABLA VI) <FIGURA 31 A).

De un ligero incremento en la función fagocítica de los PMN tratados

con 0,1 ~g/mlde UK;, se llegó a una progresiva disminución de los valores de los

índices de fagocitosis con las concentraciones mayores, aunque en ningún caso con

significación estadística.
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1.5.3.2.- Muerte intracelular (TABLA Vi> (FIGURA 31 B).

Los indices de muerte intracelular de los PMN tratados con 100 pg/mi

de UK experimentaron un ligero ascenso, no significativo, mientras que el resto de

las concentraciones no modificaron la capacidad microbicida.

1.6.- MECANISMOS DE ACCIÓN TOXICOLÓGICA

.

En la TABLA VII se refleja la actividad de todos los antifúngicos frente a las

funciones leucocitarias estudiadas, atendiendo al criterio de concentración

dependencia marcado por el parámetro r. Se puede observar cómo únicamente

actuaron de manera concentración independiente en la totalidad de la función

leucocitaria 5FC y FLU, mientras que AMB mostró su efecto de forma concentración

dependiente en todas las funciones exceptuando la adherencia a plástico. KTZ y UK

influyeron en la movilidad leucocitaria (movilidad espontánea y quimiotaxis), ambos

de forma concentración dependiente.

En todas las curvas de letalidad obtenidas, se observó como constante que el

crecimiento de las levaduras tratadas únicamente con suero fue en todo momento

muy inferior del de las levaduras control.

2.-EFECTO DEL SUERO SOBRE LA ACCIÓN FUNGICIDA DE LOS

ANTIFÚNGICOS SOBRE Cryptococcus neoformans.
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2.1.- ANFOTERICINA 6

2.1.1.-1C90

.

La lCw de AMB frente a Gr. neo formans fue de 0,125 vg/ml <TABLA VIII).

2.1.2.-CURVA DE LETALIDAD <FIGURA 32).

AMB, a la concentración de 0,125 ~g/mi,mostró un efecto fungicida frente a

Gr neoformans hasta la hora 48 de crecimiento de la levadura. A partir de este

momento, se observó una recuperación del mismo. La diferencia con respecto al

control fue estadísticamente significativa en todas las horas.

Al añadirle el 10 % de suero, se observó que las levaduras crecían por

encima de las que no lo llevaban. Comparando ambos crecimientos, se obtuvieron

diferencias estadísticamente significativas a partir de la hora 24.

Cuando Gr. neoformans se trató con 4 ng/ml de AMB, se observó un

descenso en la curva de crecimiento durante todo el tiempo que duró el

experimento, con significación estadística a lo largo de las 72 horas. Sin embargo,
la bajada fue menor al añadirle el suero. Las diferencias observadas entre ambas

curvas fueron significativas a partir de la hora 36, al igual que lo obtenido con

respecto a las levaduras expuestas únicamente al suero.

2.1.3.-TASA DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO (TABLA IX).

En todas las muestras se observó un aumento a lo largo del tiempo, que llegó

al 100% en el caso de las levaduras tratadas con 4 pg/mi. Sin embargo, los valores

observados en las levaduras a las que se añadió suero fueron menores que

aquellas que únicamente se expusieron a AMB.
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2.1.4.-TASA DE MUERTE <TABLA X).

Se obtuvieron tasas de muerte por encima de O en las muestras tratadas con

0,125 y con 4 ~g/mla partir de las horas 24 y 12 del crecimiento, respectivamente.
En todo momento se observaron tasas de muerte igual a O en las levaduras tratadas

con suero y antifúngico.

2.2.- 5-FLUOROCITOSINA

.

2.2.1.-1C90

.

La lC9~, de SFC frente a Gr. neoformans fue de 64 ~g/ml<TABLA VIII).

2.2.2.-CURVA DE LETALIDAD <FIGURA 33).

En las curvas de letalidad obtenidas al tratar Gr neoformans con 5FC, se

observó una inhibición del crecimiento significativo y concentración-dependiente. Al

añadir el suero, no se experimentaron variaciones significativas con respecto a las
levaduras que no lo llevaban.

2.2.3.-TASA DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO (TABLA XI).

Las tasas de inhibición del crecimiento reflejaron un aumento progresivo a
medida que se incrementó la concentración de 5FC. No obstante, al añadir el suero

a las muestras tratadas, se obtuvieron valores inferiores con respecto a los
resultados correspondientes a las levaduras expuestas únicamente a 5FC.

2.2.4.-TASA DE MUERTE (TABLA XII>.

Se obtuvieron tasas de muerte diferentes de O únicamente en las levaduras

tratadas con 100 pg/mi de 5FC, a partir de la hora 24; hasta la hora 72, estos
valores experimentaron fluctuaciones positivas y negativas.
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2.3.- KETOCONAZOL

.

2.3.1.-1C90

.

La 1C90 de KTZ frente a Gr. neoformans fue de 1 pg/mI (TABLA VIII>.

2.3.2.-CURVA DE LETALIDAD <FIGURA 34).

En la cinética de crecimiento de las levaduras tratadas con 1 y 4 pg/ml de

KTZ se observó un enorme descenso, significativo a lo largo del tiempo, con
respecto a las muestras control. Al añadirles suero, el crecimiento del hongo fue•

significativamente superior <a partir de la hora 24 de crecimiento) al de las levaduras

que no lo llevaban.

2.3.3.-TASA DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO (TABLA XIII).

Los tasas de inhibición del crecimiento obtenidas fueron, llegaron incluso al

100% en ambas concentraciones a la hora 72 del crecimiento. Los valores fueron

algo menores en las levaduras tratadas con suero y antifúngico.

2.3.4.-TASA DE MUERTE (TABLA XIV).

Los tasas de muerte obtenidos únicamente fueron distintos de O en las

muestras tratadas con ambas concentraciones de KTZ, a partir de la hora 24, así

como en las que, además, llevaban suero, a partir de la hora 60 (1 ~g/mlKTZ) y 72

(4 ~g/mlKTZ).

2.4.- FLUCONAZOL

.

2.4.1.-1C90

.

La iC~ de FLU frente a Gr neoformans fue de 16 ng/mI (TABLA VIII).
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2.4.2.-CURVA DE LETALIDAD <FIGURA 35).

Las curvas de letalidad obtenidas al tratar Cr. neoformans con 16 y 32 ~g/mi

de FLU reflejan un descenso significativo (horas 24-72) en el crecimiento de la
levadura, proporcional a la concentración de antifúngico utilizada. Al añadir suero,

se observó asimismo una disminución en el crecimiento significativa con respecto a

las levaduras sin FLU (horas 36-72) y a las que sólo se trataron con FLU (horas 36-

72), aunque dicho descenso fue menos acusado en este último caso.

24.3.- TASA DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO (TABLA XV).

Las tasas de inhibición del crecimiento se incrementaron a medida que se

aumentó la concentración de FLU y el tiempo transcurrido. Al añadir suero a las

levaduras, los valores fueron menores.

2.4.4.-TASA DE MUERTE (TABLA XVI).

Las tasas de muerte fueron distintas de O a partir de iahora 36, salvo en las

levaduras tratadas con 16 ~.Jg/mIy suero (hora 72), y en la hora 48 dei crecimiento

del hongo expuesto a 32 pg/mi de FLU y suero.

2.5.- UK 109.496

.

2.5.1.-lC90

.

La iC 90 de UKfrente a Gr neoformans fue de 0,125 ng/ml <TABLA VIII).

2.5.2.-CURVA DE LETALIDAD (FIGURA 36).

La cinética de crecimiento de Gr neoformans tratado con 0,125 vg/mi de UK

mostró un descenso moderado y significativo a partir de la hora 24. En las levaduras
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expuestas a 4 ~~g/ml,la disminución en el crecimiento fue más acusada y

significativa en todas las horas.

Las muestras tratadas con la concentración más baja a las que se añadió

suero, se observó un descenso en el crecimiento casi inapreciable, no significativo
hasta la hora 48, respecto a las levaduras tratadas con suero y sin antifúngico, y

significativo en las horas 60-72 respecto a las muestras tratadas únicamente con el

antifúngico.

La curva correspondiente a las levaduras tratadas con 4 pg/mi de UK y suero
mostró un descenso mayor que la anterior, aunque inferior a la correspondiente a

las levaduras expuestas sólo al antifúngico. Se observaron diferencias significativas

entre dicha curva y la correspondiente a las levaduras tratadas únicamente con

suero en las horas 48-72, y también a partir de la hora 24 con respecto a las
levaduras expuestas a 4 vg/ml de UK sin suero.

2.5.3.-TASA DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO (TABLA XVII).

En los tasas de inhibición del crecimiento, se observó un aumento

directamente proporcional al tiempo y a la concentración de UK utilizada. Los

valores fueron inferiores en las levaduras que llevaban suero además del

quimioterápico.

2.54.-TASA DE MUERTE (TABLA XVIII).

Se obtuvieron valores superiores a O en las muestras tratadas con 0,125
~g/mlde UK a partir de la hora 60, así como en las expuestas a 4 ng/ml a partir de

la hora 24. Los tasas de muerte fúngica correspondientes a las levaduras expuestas

a suero, además de antifúngico, únicamente fueron superiores a O en las levaduras

tratadas con 4 pg/mi (horas 60-72).

67



uu

¡
u
u
u
¡
¡
u
¡
¡
¡
¡
¡
u
¡
u
¡
¡

1 ¡TABLAS Y FIGURAS

u



TABLAS YFIG¡JRAS

ANTIFÚNGICOS RANGO DE VIABILIDAD <%)

Anfotericina B 91-94

5-fluorocitosina 93-98

Ketoconazol 94-97

Fluconazol 93-96

UK 109,496 95-98

TABLA 1. Efecto de 4 concentraciones anfotericina 6, 5-fluorocitosina, ketoconazol,

fluconazol y UK 109,496, sobre la viabilidad celular de los leucocitos

polimorfonucleares neutrófilos humanos. Los datos representan el

porcentaje de viabilidad en el conjunto de las concentraciones estudiadas

de cada antifúngico.
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AMB
(m~gIml) LA.P. l.A.N. l.M.E. 1.0. l.F. l.M.l.

Control 611+101 40±11,3 86,6+235 73 1+24,9 56,3+47 232+15 1

0,1 77+44 44±9,8 63+111 678+25,8 63,3+102 23+194

1 882+57 49±5,6 70,3+158 55±28 71,3+115 187+197

5 853+126 55±5,6 53,6+198 33+176* 54,3+602 42+85*

50 81 3±73 80+7 07* 5,3+25* 208+22* 21±6,5* 03+05*

TABLA II. Efecto de 4 concentraciones de anfotericina 6 sobre 6 funciones de los
leucocitos polimorfonucleares. Los resultados se expresan como la media
aritmética de 10 experimentos ±la desviación típica, (l.A.P.= Indice de
Adherencia al Plástico; l.A.N.= Indice de Adherencia al Nylon; l.M.E.=
Indice de Movilidad Espontánea; ¡.0. = Indice de Quimiotaxis; l.F.= Indice
de Fagocitosis; I.M.l. = Indice de Muerte Intracelular. (~) índica que los
resultados obtenidos fueron significativamente distintos a las muestras
control, tras aplicarles el test de ANOVA (pcO,Ol).

5FC
(~~gImí) I.A.P. l.A.N. l.M.E. 1.0. LF. l.M.l.

Control 89+14 379+11,8 70±0 638+141 58±6,24 366+103

5 89+14 416+14,1 72+14 601+128 66,6+132 293+92

50 845+35 36±0 755+07 578+109 70,3+503 258+59

100 915+21 492+13,5 765+35 575+92 62,3+176 325+71

500 855+162 428+13,6 83+127 556+922 42±7,2 39,2±13,1

4 concentraciones de 5-fluorocitosina sobre 6 funciones de los
polimorfonucleares. Los resultados se expresan como la media
de 10 experimentos ± la desviación típica, (l.A.P.= Índice de

Adherencia al Plástico; l.A.N.=
Indice de Movilidad Espontánea;
de Fagocitosis; l.M.I. = Indice de

Índice de Adherencia al Nylon; l.M.E.=
1.0. = Índice de Quimiotaxis; l.F.= Índice
Muerte Intracelular.

TABLA III Efecto de
leucocitos
aritmética
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lUZ
<ijglml)

l.A.P. LA.N. l.M.E. 1.0. l.F. l.M.l.

Control 804+8 56 54 8+28,8 66,5+38 8 60 8+27,6 55,4+2 96 30 3±145

0,1 744+128 653+21,6 59,5+403 655+31,1 69,6+364 298+154

1 704+184 513+21,6 70±0 58+264 65,6+148 293+153

5 767±124 29±24,04 19±0* 20+31* 81,2+9 4 393+263

50 852+704 743+8,3 14±0* 0* 532±15 1905+15

TABLA IV. Efecto de 4 concentraciones de ketoconazol sobre 6 funciones de los
leucocitos polimorfonucleares. Los resultados se expresan como la media
aritmética de 10 experimentos ±la desviación típica, (l.A.P.= Índice de
Adherencia al Plástico; l.A.N.= Indice de Adherencia al Nylon; l.M.E.=
Indice de Movilidad Espontánea; 1.0. = Indice de Quimiotaxis; l.F.= Indice
de Fagocitosis; IMí. = Indice de Muerte Intracelular.) (*) indica que los
resultados obtenidos fueron significativamente distintos a las muestras
control, tras aplicarles el test de ANOVA (pcO,0l).

FLU

(¡jglmí) l.A.P. l.A.N. l.M.E. 1.0. l.F. l.M.l.

Control 816+86 465+16,5 685+252 646+6,5 62+127 402+17

0,1 863+503 445+14,3 75±36,5 601+12,8 61,5±14,8 374+409

10 878+13 503+18,9 602+341 636+28,4 57,5+91 36+348

25 904+78 551+18,9 625+205 623+9,2 63+42 38+34

100 892+65 546+18,2 52±33,1 561+12,6 72+707 32+33

TABLA V

.

Efecto de
leucocitos

4 concentraciones de fi
polimorfonucleares.

uconazol sobre 6 funciones de los
Los resultados se expresan como la

media aritmética de 10 experimentos ± la desviación típica, (l.A.P.
Índice de Adherencia al Plástico; I.A.N.= Indice de Adherencia al Nylon;
l.M.E. Indice de Movilidad Espontánea; 1.0. = Indice de Quimiotaxis;
l.F.= Indice de Fagocitosis; l.M.l. = Índice de Muerte Intracelular.)
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UK

<~mgInIl)

LA.P. I.A.N. l.M.E. l.Q. l.F. l.M.l.

Control 885+21 407+15,3 77,3+176 618+82 60±11,2 296+105

0,1 90+07 277+24,9 74,3+389 591+36 75±12,5 324+96

1 89 5+07 415+14 65,7+246 642+3 84 65,3+19 5 319+106

5 90±0 44±25,5 61,3+20 6 512+13,9 53,3+8 08 32 2+88

100 88+28 37±27,6 40,6+108 321+36* 47,3+46* 399+156

TABLA VI. Efecto de 4 concentraciones de
leucocitos polimorfonucleares. Los

UK 109,496 sobre 6 funciones de los
resultados se expresan como la media

aritmética de 10 experimentos ± la desviación típica, (l.A.P.= Índice de
Adherencia al Plástico; I.A.N.= Indice de Adherencia al Nylon; l.M.E.=
Índice de Movilidad Espontánea; 1.0. = Índice de Quimiotaxis; l.F. Indice
de Fagocitosis; l.M.l. = índice de Muerte Intracelular.) (*> indica que los
resultados obtenidos fueron significativamente distintos a las muestras
control, tras aplicarles el test de ANOVA (pcO,Ol).
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AMB 5FC KTZ FLU UK

l.A.P. CI Cl Cl CI Cl

l.A.N. CD Cl Cl Cl Cl

l.M.E. CD Cl CD Cl CD

l.Q. CD Cl CD Cl CD

l.F. CO Cl Cl Cl Cl

l.M.l. CD Cl Cl Cl Cl

TABLA VII Clasificación de la influencia ejercida por los antifúngicos sobre cada
una de las funciones leucocitarias estudiadas, atendiendo al criterio de
concentración dependencia establecido por el parámetro estadístico r
(p<O,01>. (CD = concentración dependiente; Cl = concentración
independiente).
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TABLA VIII.- 1C90 de los cinco antifúngicos frente a Cr. neo formans (1-5 x ío3

U FC/mí).
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TABLAS YF¡GURAS

TASA DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO (%)
AMB

<lJgIml>
24 36 48 60 72

12
0+S 51,02±2,3 90,6+12* 97 1+05* 998+004* 99,9+003* 999±001*
0,125 69,8±2,4* 78,6±2,2* 996±002* 999+001* 99,9+002* 999+003*

0,125 +S 0 16,8+4 44 0 27 5+3,9” 25,8+3 34 25 8+3 54

4 765+43* 98,05+05* 99 6+0 01* 99 9+0,02* 99,9+001* 999+001*

4 + 5 22 3+4 1 58,3+3 2 64 5+3 5*4 77,1±2,8*4 82,2±2,1*4 86,1±2,3*4

TABLA IX. Tasa de inhibición del crecimiento de Gr neoformans tratado con
diferentes concentraciones de AMB y el 10 % de suero (+ S). Los
resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos ±la
desviación típica. (*) indica que el crecimiento de la levadura fue
significativamente distinto con respecto a su control (p< 0,01). La
diferencia estadísticamente significativa en el crecimiento de las
levaduras tratadas con antifúngico y suero con, respecto a las que no se
trataron con suero se expresa como (4),

TASA DE MUERTE (%)

AMB
<ijglml)
0+S

12 24 36 48 60 72

0 0 0 0 0 0

0,125 0 6,6+42 437+44 521+3,8 308+34 0

0,125.S 0 0 0 0 0 0

4 108+5,3 18,7+47 592+36 61,09+32 727+34 80,9±2,8

4+5 0 0 0 0 0 0

Tasa de muerte de
concentraciones de AMB
expresan como la media
típica.

Gr neo formans tratado con diferentes
y el 10 % de suero (+ S). Los resultados se
aritmética de 6 experimentos ±la desviación
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TASA DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO (%)

5FC
<~igIml)

12 24 36 48 60 72

O + 8 4504+5,3 90,4+32* 97,6±0,3* 99,9±0,02*999±003*99,9±0,01*

64 83,4±4,1* 96,9+12* 992+001* 99 9+0 01* 99,9+002* 99 9+0 01*

64+8 64,5±3,9* 69,09+3 2* 80 04+2 3* 78 1+3,1* 77,6±3,3* 76 5+4 1*

100 82,6±2,8* 98,6±0,2* 996+001* 99,9±0,03*99,9+0 01* 99,9±0,01*

100+8 61,09±3,7 82,6±2,9 87,1±2,5 88,7±2,6 92,4+1 3 94,5±1,6

TABLA Xl. Tasa de inhibición del crecimiento de Cr neo formans tratado con
diferentes concentraciones de 5FC y el 10 % de suero (+ S). Los
resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos ±la
desviación típica. (1 indica que el crecimiento de la levadura fue
significativamente distinto con respecto a su control (pc 0,01). La
diferencia estadisticamente significativa en el crecimiento de las
levaduras tratadas con antifúngico y suero con respecto a las que no se
trataron con suero se expresa como (4)•

TASA DE MUERTE (%>

5FC
<¡~gIml)

12 24 36 48 60 72

0+8 0 0 0 0 0 0

64 0 0 0 0 0 0

64+8 0 0 0 0 0 0

100 0 42,4+3 1 36,9±3,5 48 7+2,5 27 5±37 6,6±2,1

100 + $ 0 27,5±4,2 39,7±2,6 29 2+3,1 36,9±2,4 45,04±3,4

TABLA XII

.

Tasa de muerte de Cr neoformans tratado conM diferentes
concentraciones de SF0 y el 10 % de suero (+ 8). Los resultados se
expresan como la media aritmética de 6 experimentos ±la desviación
típica.
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TASA DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO (%)
KTZ 12 24 36 48 60 72

(iiglml)
O + S 54,2±4,3 76,01 +3 4* 94 5+1 3* 99 9+0 04* 99,9+0 03* 99 9+0 03*

1 676+3 5* 96,3+1 1* 998+003* 999+001* 99,9+002* 999+0 02*

1 +S 462+35 47,5+3 1’ 59,2±2,7’ 66 1+3,3’ 76,5±2,7’ 85,8±2,1’

4 69+38* 98,2±0,05*999+001* 99 9+0 01* 999+0 02* 100*

4 + S 462+4 1 49,8+35’ 592+3 5 70,4±29’ 861±2,3’ 939+1 6’

TABLA XIII. Tasa de inhibición del crecimiento de Cr. neoformans tratado con
diferentes concentraciones de KTZ y el 10 % de suero (+ S). Los
resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos +
la desviación típica. (*) indica que el crecimiento de la levadura fue
significativamente distinto con respecto a su control (pc 0,01). La
diferencia estadísticamente significativa en el crecimiento de las
levaduras tratadas con antifúngico y suero con respecto a las que no
se trataron con suero se expresa como (4)•

TASA DE MUERTE (%)

KTZ 12 24 36 48 60 72
(¡jglmí>
0+s o o O O O O

1 0 25,8+3 9 83,7±1,5 96±004 97,4+006 98 5+0 04

1+S O O 0 0 0 16,8±2,3

4 0 64,5±2,3 91 8+0 9 97 7+0,06 98,6+0 08 99 2+003

4 + S O O 0 0 22,3±2,2 64,5±2,7

Tasa de muerte de Cr neoformans
concentraciones de
expresan como la
desviación típica.

KUZ y el
media

tratado con diferentes
10 %de suero (+ S). Los resultados se
aritmética de 6 experimentos ± la

TABLA XIV
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TASA DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO <%)

FLU
<~jgIml)

12 24 36 48 60 72

O + S 30 8+42 85,8±2,8* 97 3+0 06* 994+0,02* 99,9+0 02* 99 9+0 01*

16 27 5±39 99,9+0 04* 99 8+0 04* 99 9±0,02*99,9+0 02* 99 9+0 02*

16+S 10,8±2,7 52,1+3 5 73,1±2,6*4 85 2+3,1~ 93,6+1 3*4 97,4±2,1*4

32 437+3,6 97,1+1 2* 999+002* 999+0,03* 99,9+0 02* 100*

32 + S 0 57,3+34 86,5±2,3*4 67 9+1 9*4 95,6+1 2*4 98 3+0 3*4

TABLA XV. Tasa de inhibición del crecimiento de Gr neo formans tratado con
diferentes concentraciones de FLU y el 10 % de suero (+ S). Los
resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos +
la desviación típica. (*) indica que el crecimiento de la levadura fue
significativamente distinto con respecto a su control (p c 0,01). La
diferencia estadísticamente significativa en el crecimiento de las
levaduras tratadas con antifúngico y suero con respecto a las que no
se trataron con suero se expresa como (‘).

TASA DE MUERTE (%>

FLU
<~.mgIml)

12 24 36 48 60 72

0+s o o o o o o

16 0 0 51,02±3,1 57,3±2,6 86,5±2,3 956+17

16+S O O 0 0 258+34 63,6±2,7

32 0 0 77,6±2,8 84 6+1,6 924+0 6 962+006

32+S 0 0 66+15 0 487±32 76,01±2,5

Tasa de muerte de Gr. neo formans
concentraciones de
expresan como la
desviación típica.

FLU y el
media

10% de suero (+
aritmética de 6

tratado con diferentes
S). Los resultados se

experimentos ± la
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TABLAS Y FIGURAS

TASA DE INHIBICIÓN DEL CRECIMIENTO (%)
UK 12 24 36 48 60 72

(¡~gIml)
o + S 25 8+5 1 81 8±24* 946-4-0 5* 99 6+0 02* 99,8+0 02* 99 9+0 02*

0,125 424+42 88,2±2,3* 962+11* 998+003* 99,9+001* 100*

0,125 +S 25,8±2,4 33,9+1 6 22 3+32 24,1±2,6 42,4+42 611+32’

4 683+3 1* 999+0,02* 997+003* 999+0 03* 99,9+0 02* 100*

4 + S 29,2±2,5 53,2+3 3’ 62,8±2,6’ 80 +1 9*’ 93,6+1 8~’ 97 7+0 7*’

TABLA XVII. Tasa de inhibición del crecimiento de Gr. neoformans tratado con
diferentes concentraciones de UK y el 10 % de suero (+ S). Los
resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos +
la desviación típica. (*) indica que el crecimiento de la levadura fue
significativamente distinto con respecto a su control (p< 0,01). La
diferencia estadísticamente significativa en el crecimiento de las
levaduras tratadas con antifúngico y suero con respecto a las que no
se trataron con suero se expresa como (‘).

TASA DE MUERTE (%)

UK 12 24 36 48 60 72
<pglml)
0+s o O O O O O

0,125 0 0 0 0 0 39,7±2,3

0,125+S O O O O O O

4 0 12,9+34 628+32 826+1,5 97,8+006 996+002

4.S O 0 0 0 148+37 521+41

TABLA XVIII. Tasa de muerte
concentraciones de
expresan como la
desviación típica.

de Gr.
UKyel 1

media

neoformans
O %de suero
aritmética de

tratado con diferentes
(+ S). Los resultados se
6 experimentos ± la
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DISCUSIÓN

El descubrimiento de la penicilina en 1929 marcó el comienzo de una nueva

era en el tratamiento de las enfermedades infecciosas <191). Desde entonces, los

antibióticos se han convertido en los agentes farmacológicos más utilizados en la

práctica clínica (192>. No obstante, a lo largo de los años se ha incrementado el

número de microorganismos que han conseguido eludir la acción de estos agentes

antiinfecciosos, y el incremento y expansión de las resistencias de bacterias,

levaduras y parásitos a los antimicrobianos más utilizados, constituye actualmente

uno de los principales problemas en el tratamiento de las enfermedades infecciosas.

Cuando los agentes antimicrobianos se emplean como terapia frente a una

infección, su acción se desarrolla en el conjunto de las interacciones existentes

entre el microorganismo y los mecanismos de defensa del hospedador. De esta

manera, la activación de los antibióticos no afecta únicamente al microorganismo

diana, sino que además puede interferir en la acción defensiva del sistema inmune.

Además, los propios sistemas defensivos del organismo infectado son capaces de

alterar la actividad antimicrobiana del fármaco (193-199>.

De aquí nace la necesidad de conocer a fondo la influencia que los fármacos

antimicrobianos ejercen sobre las defensas del hospedador, así como el posible

efecto del sistema inmune sobre la acción microbicida del antibiótico. Así, se llegará

a una mayor comprensión de las interacciones existentes entre los factores que

concurren en un proceso infeccioso, como un paso más para emplear en cada caso

la terapia más adecuada.

Desde que hace más de 40 años se publicó la primera investigación sobre la

modulación del sistema inmune por los antimicrobianos <200>, se ha incrementado

1.- INFLUENCIA DE LOS ANTIFIJNGICOS SOBRE FUNCIONES DE

LOS LEUCOCITOS PMN.
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considerablemente el interés sobre las interacciones existentes entre el agente

terapéutico y el sistema defensivo del hospedador. Actualmente, un gran número de

estudios se basan en la búsqueda de una posible acción sinérgica entre ambos

elementos, así como la influencia de la misma en el destino final del microorganismo

(201).

En el presente trabajo, se ha abordado el estudio de la influencia de los

cuatro antifúngicos más utilizados en clínica <anfotericina B, 5-fluorocitosina,
ketoconazol y fluconazol), y una nueva molécula antimicótica, aún en vías de

comercialización (UK 109, 496), sobre las funciones microbicidas más importantes

de los leucocitos PMN.

Los leucocitos PMN constituyen la población celular más importante,

cualitativa y cuantitativamente, dentro del sistema inmune frente a las infecciones

bacterianas y micóticas agudas (1) (5) (6) (202). Conforman la primera línea

defensiva del organismo ante cualquier invasión, una vez que el agente patógeno

ha sobrepasado las barreras naturales, como el revestimiento mucocutáneo (1) (5)

<6> (35> <203). Y es en especial sobre estas células, los leucocitos PMN, sobre las

que más claramente se han observado los efectos de los antimicrobianos (204).

Al contrario que los fármacos antibacterianos, únicamente un pequeño

número de antifúngicos se encuentra disponible en la clínica. AMB ha constituido la

única terapia ante las infecciones micóticas durante más de 20 años.

Posteriormente, se desarrollaron nuevas moléculas, como 5FC, y los azoles, como

los imidazoles miconazol y KTZ. La proliferación de enfermedades que atacan

directamente al sistema inmune ha inducido la aparición de antimicóticos con

escasa o nula toxicidad para el hospedador, como los azoles triazólicos itraconazol
y FLU (106) (107). Actualmente, se encuentra aún en fase de investigación clínica

un nuevo triazol, UK 109,496, con propiedades físico-químicas muy similares a las

de FLU.

Por otra parte, así como los fármacos antibacteríanos han sido objeto de
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numerosas investigaciones dentro del campo de la inmunomodulación, los

antifúngicos se han estudiado mucho menos, en general en todos sus aspectos, y

especialmente sus efectos sobre los leucocitos PMN.

Las micosis sistémicas se dan normalmente en los pacientes

inmunocomprometidos o con las defensas gravemente dañadas (205). El éxito del

tratamiento de dichas patologías depende en gran medida de una buena respuesta

por parte del sistema inmune; si éste se ve alterado de alguna manera por el

antifúngico, aumentará la complejidad del tratamiento (205>.

AMB es el antifúngico que más se ha investigado en lo relativo a su influencia

sobre las funciones de los PMN. Algunos investigadores han demostrado efectos

inmunosupresores del fármaco sobre los neutrófilos <206-209). Otros han sugerido

que AMB estimula ciertas actividades de los leucocitos PMN <21 0-211>.

Las investigaciones llevadas a cabo con KTZ muestran resultados

contradictorios; algunos autores (212-215) sostienen que el antifúngico inhibe la

mayoría de las funciones de los PMN, y otros en cambio han demostrado que no

produce ningún efecto sobre las mismas (216>. Lo cierto es que KTZ ha mostrado

un nivel de toxicidad que lo hace poco adecuado como terapia frente a

enfermedades inmunosupresoras <96> (102) (107> (217> (218).

Por lo resumido en los trabajos publicados, 5FC no ha demostrado efectos

negativos ni positivos sobre las funciones defensivas de los PMN, (206) <213) (219>

(220), aunque diversos estudios han asociado al antifúngico con la aparición de

aplasia en la médula ósea (86-89), necrosis hepática (221) y perforación intestinal

(222) (223>. Su toxicidad, junto con el nivel de resistencia que genera, hace de 5FC

un fármaco escasamente útil como terapia única en el tratamiento de pacientes

inmunocomprometidos (161).

La necesidad de antifúngicos sin efectos secundarios adversos y con amplio

espectro de actividad antimicótica condujo a la aparición de FLU. Se han publicado
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muy pocas investigaciones acerca de sus efectos sobre los leucocitos PMN, aunque

dichos estudios apuntan a una escasa o nula toxicidad (66-68) (224) (225).

La baja actividad de FLU frente a algunos hongos causantes de patologías

graves, como Aspergfllus, ha inducido la investigación de nuevas moléculas

similares, con mayor espectro de actividad. Suponemos que UK 109,496 vendrá a

cubrir el hueco que FLU no puede llenar, si bien aún es pronto para afirmarlo. Como
es obvio, nuestros resultados con dicho antifúngico no han podido ser contrastados

hasta el momento con ninguna publicación.

1.1.-DISCUSIÓN DE LA METODOLOGiA

.

1.1.1.- EXTRACCIÓN DE LEUCOCITOS PMN

.

A la hora de estudiar las funciones de un tipo determinado de células de la

sangre, es necesaria la utilización de una técnica de separación eficaz, que al

mismo tiempo evite cualquier elemento tóxico para la célula en estudio.

El método utilizado en nuestro estudio se basa en el descrito por Eggleton y

colaboradores (177), denominado de centrifugación diferencial

.

Existen otras maneras de separar los leucocitos PMN del resto de las células

sanguíneas, como la sedimentación de los neutrófilos por adición de dextrano solo o

junto con metrizoato de sodio (técnica de Ficoll-Hypaque).

Cuando se emplean técnicas de separación de leucocitos PMN mediante

polímeros, como el dextrano o el método de Ficolí, pueden surgir complicaciones

que interfieran con la buena marcha del experimento:

• Viabilidad y funcionalidad celular

.

El dextrano modifica las funciones celulares de diferentes maneras: estimula el
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metabolismo celular, se une irreversibíemente a la célula, alterando las cargas

superficiales (177). Además, el aislamiento de PMN con el método Ficolí puede

inducir la pérdida de adhesividad celular a superficies de plástico o cristal

(177).

• Contaminación

.

Algunos investigadores (226) (227) han encontrado contaminaciones de

lipopolisacárido bacteriano en los kits de Ficoll-Hypaque. Aunque la

contaminación de productos de laboratorio es una posibilidad latente, es más

grave si implica una alteración de las sustancias manufacturadas que

mod¡fique los resultados finales.

La técnica de Eggleton se basa en la lisis de los eritrocitos con cloruro

amónico fr[o (NH4CI a 4
0C), y sucesivas centrifugaciones que recogen un

precipitado de leucocitos PMN en perfectas condiciones. La pureza obtenida superó

siempre el 90%, y aunque existió un mínimo porcentaje tanto de linfocitos y

monocitos como de basófilos y eosinófilos, éstas células no afectaron a la correcta

funcionalidad de los PMN (177).

Por otro lado, dicha técnica posee la ventaja de que los PMN no permanecen

expuestos a estímulos químicos. Algunos autores (228) han observado que el NH
4CI

isotónico altera el equilibrio electrolítico de la célula; no obstante dicho efecto

revierte al resuspender los neutrófilos en medio fisiológico (177).

1.1.2.- ESTUDIO DE LA ADHERENCIA A PLÁSTICO YA NYLON

.

La adherencia de los leucocitos PMN al endotelio (marginación) constituye

uno de los primeros acontecimientos en la respuesta de las células a los estímulos

inflamatorios (6) (229) (230).

En nuestro trabajo, hemos utilizado el plástico como sustrato inerte al que los
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PMN se adhieren normalmente, para correlacionar la adhesividad de las células a

los componentes tisulares (endotelio, microorganismo patógeno) in vivo.

Posteriormente, se realiza un recuento de los neutrófilos que han quedado

adheridos a los pocillos de plástico de las placas MIF (180) (231).

Tras la marginación, los leucocitos PMN abandonan los vasos sanguíneos,

para lo cual experimentan una deformación en su membrana; dicho fenómeno se

denomina diaDédesis (1> <6). En el presente trabajo, hemos seguido el método de

McGregor (12) para evaluar la deformabilidad de los PMN; si las células son

capaces de alterar su forma, podrán aúavesar la fibra de nylon, y por gravedad,

formarán parte del efluente recogido.

La utilización del nylon se explica porque los leucocitos PMN no se adhieren

a dicho material, pudiendo atravesar las fibras sin pegarse a ellas. Si las células son
incapaces de deformarse, quedarán enredadas entre el nylon, pero nunca

adheridas.

1.1.3.- ESTUDIO DE LA MOVILIDAD ESPONTÁNEA Y LA QUIMIOTAXIS

.

Una vez que los leucocitos PMN abandonan el torrente circulatorio, se dirigen
a través de los tejidos hacia el foco donde está localizada la infección o inflamación,

en virtud de un gradiente de sustancias quimiotácticas (complemento C5a,

leucotrienos, FMLP, proteínas desnaturalizadas entre otros(1) <4-6).

De entre las 2 técnicas más sencillas descritas para el estudio in vitro del

movimiento, el método del gel de agarosa y cámara de Boyden, hemos optado por

éste último.

La cámara de Boyden (30) (183) (184) está diseñada específicamente para

este tipo de estudios, proporcionando una mínima manipulación técnica. El método

del gel de agarosa (31) implica el uso de material de laboratorio con finalidades

diferentes para las que está diseñado, induciendo a mayor error.
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Además, la cámara de Boyden facilita y hace más reproducible la

cuantificación de la respuesta celular y permite, al igual que la fibra de nylon,

conocer las alteraciones den la deformabilidad de los fagocitos en su

desplazamiento a través de los poros del filtro utilizado (232).

A pesar de las mencionadas ventajas, la técnica de Boyden es de difícil

estandarización, principalmente por la variabilidad del filtro (233) y

homogeneización del número de células utilizado <234). Sin embargo, en nuestro

trabajo estos inconvenientes quedaron anulados al emplear muestras control,

sujetas al mismo error que las tratadas.

Las dos diferencias existentes entre la medida de la movilidad espontánea y

de la quimiotaxis son el tamaño de poro del filtro y el uso o no de sustancia

quimioatrayente.

El poro del filtro utilizado en los ensayos de movilidad espontánea es mayor,

ya que facilita el movimiento de las células sin la existencia de un gradiente

quimiotáctico. Por otra parte, los PMN se movilizan masivamente en la quimiotaxis,

debido a la estimulación de la movilidad, y un tamaño de poro grande dificultaría la

tarea de contar las células.

El quimioatrayente empleado en el presente estudio fue caseína

desnaturalizada. Su acción quimiotáctica se basa en que forma parte de estructuras

orgánicas de desecho que es preciso limpiar del organismo, atrayendo de esta
manera a los leucocitos (18). La elección de la caseína como sustancia

quimiotáctica se debió a la reproducibilidad de sus resultados. En ensayos

realizados previamente en nuestro laboratorio se utilizó zvmosán, que

posteriormente desechamos por su mayor variabilidad.

La caseína se compone de una mezcla de a, IS. y ic-caseína. Su actividad

quimiotáctica depende, de manera inversamente proporcional, de la concentración

del catión Ca2~. Si ésta disminuye, las propiedades quimioatrayentes de la caseína
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se incrementan (14).

Para cuantificar la quimiotaxis y la movilidad espontánea, los dos métodos

más utilizados son:

• Recuento del número de células que llegan a la cara inferior del filtro después

de un tiempo prefijado de incubación en las cámaras.

• Otra técnica consiste en medir la distancia que recorren los leucocitos PMN en

el interior del filtro en un tiempo determinado, mediante recuento con el tornillo

micrométrico.

En la primera valoración, utilizada en nuestros ensayos, es más sencillo

identificar las células que se cuentan, y al mismo tiempo resulta más satisfactorio

para determinar la influencia de los factores quimiotácticos (14).

El tiempo que las cámaras permanecieron en incubación, igual en los

ensayos de movilidad espontánea y de quimiotaxis, fue de 3 horas. Algunos autores

han señalado (14) (15) que dicho tiempo es el idóneo para observar el mayor

número de células en la cara inferior del filtro. Tiempos menores proporcionan

índices de movilidad espontáne¿ y de quimiotaxis muy por debajo de los auténticos,

y con más de 3 horas de incubación pueden perderse células por caída en el
compartimento inferior de la cámara de Boyden (15).

1.1.4.-ESTUDIO DE LA FAGOCITOSIS Y LA MUERTE INTRACELULAR

.

Una vez que la célula fagocítica se encuentra frente a frente con la partícula

extraña (en nuestro caso, el microorganismo invasor), pone en marcha sus
mecanismos microbicidas. Éstos comienzan, en primer lugar, con la adherencia del

microorganismo a la membrana del leucocito, tras lo cual la partícula es englobada

por la célula, en la denominada fagocitosis propiamente dicha; posteriormente, en el

PMN se desencadenan una serie de reacciones químicas ya mencionadas,
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destinadas a eliminar al microorganismo (muerte intracelular) y a digerirlo (1) (4-6>

(235>.

En concreto en nuestro trabajo, hemos evaluado los efectos de los cinco

antifúngicos sobre los procesos de fagocitosis y de muerte intracelular.

El primer problema que se nos planteó, a la hora de diseñar el experimento,

fue que el microorganismo utilizado no se viera afectado por ninguno de los

fármacos estudiados. Por ello, tuvimos que descartar la utilización de Candida

albicans, levadura estándar en la mayoría de los ensayos con antibacterianos.

El uso de una bacteria implica, de entrada, una mayor dificultad a la hora de

contabilizar las células fagocitadas. Uno de los métodos más utilizados es la medida

de la liberación de radiactividad de células que fagociten bacterias marcadas (42)

<236) (237). Esta técnica, así como la tinción con sustancias visibles a rayos

ultravioleta, presenta el inconveniente de ser muy costosa de realizar, pudiendo

obtenerse los mismos resultados con métodos más sencillos y económicos.

La valoración del efecto global del fármaco en el proceso fagocítico se puede
realizar también mediante la determinación de los cambios en la

quimioluminiscencia o producción de radicales, es decir, a partir de medidas

indirectas del proceso. No obstante, los resultados obtenidos pueden no ser del

todo correctos, ya que pueden ser producto de la interacción del fármaco con

algunas de las complejas reacciones bioquímicas del proceso <238). Por ejemplo, la

absorción de luz por rifampicina produce un descenso en la respuesta de

quimioluminiscencia (239).

Algunos autores consideran que la técnica de Van Furth, basada en el

recuento de bacterias no fagocitadas o muertas, no distingue en los resultados

finales entre los microorganismos fagocitados y los que simplemente se encuentran

adheridos al PMN, pero no en su interior (11) (34>. Sin embargo, consideramos que

el proceso de fagocitosis que queremos estudiar comienza precisamente cuando la
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bacteria se adhiere al microorganismo; a partir de aquí, se desencadenan una serie

de fenómenos y reacciones irreversibles, cuyo final es la muerte de la bacteria.

Por otra parte, la similitud entre la metodología empleada para los ensayos

de fagocitosis y los de muerte intracelular, implica una mayor homologación de los

resultados finales, que si se utilizasen 2 técnicas distintas para valorar 2 fenómenos

que forman parte de un único proceso, el de la muerte bacteriana.

La utilización de la bacteria 8. aureus se debió a la gran accesibilidad de la

misma para ser fagocitada por los leucocitos PMN (172). Estuvo presente en las

pruebas de fagocitosis y de muerte intracelular en una proporción de 2:1 de

bacteria-PMN; de esta manera, nos aseguramos que tanto las tasas de fagocitosis

como las de muerte intracelular no fueran tan elevadas como para no obtener
viables suficientes en los recuentos de las muestras control.

1.1.5.- CONCENTRACIONES DE ANTIFÚNGICOS VALORADAS

.

En todos los casos, se utilizaron 4 concentraciones diferentes para cada

antifúngico: una muy baja; la siguiente en una cantidad que pueda encontrarse en

suero tras una dosis estándar; una tercera próxima al límite de la toxicidad

específica de cada antifúngico, y la más alta muy por encima de dicho nivel tóxico,

para evaluar los efectos de todos los fármacos sobre los leucocitos PMN.

1.2.- DISCUSIÓN DE LOS RESULTADOS

.

1.2.1.- ANFOTERICINA B

.

Entre los antifúngicos más utilizados, AMB es el que ha inducido la

publicación de mayor número de trabajos (179).

El éx¡to del tratamiento de las micosis sistémicas, producidas sobre todo en

pacientes inmunocomprometidos, depende en gran medida del buen funcionamiento

108



DISCUSIÓN

del sistema inmune. AMB genera escasa resistencia entre las levaduras patógenas

y posee el más amplio espectro de acción (50) (58) (240> (241); sin embargo, es

también el fármaco antimicótico causante de los efectos secundarios más graves y

numerosos <50) <65) <241), por lo que actualmente se está investigando en la

combinación de su efectividad antifúngica con moléculas que disminuyan su

toxicidad (242-244) Dicha toxicidad se corrobora con los numerosos estudios

llevados a cabo con AMB y leucocitos PMN. De esas investigaciones, se llega a la

conclusión de que, a pesar de la variedad existente en la metodología empleada, la

unanimidad en los resultados es casi completa. La inmensa mayoría de los

investigadores han encontrado actividad inmunosupresora de AMB frente a los

leucocitos PMN (205-209) (213) (219) (245-248>. Muy pocos han demostrado que el

antifúngico estimula las funciones de los PMN <210> <211) (249).

La viabilidad de los leucocitos PMN, incubados antes de los ensayos con

cada uno de tas 4 concentraciones del antifúngico estudiado, fue siempre mayor del

90%. Podría pensarse, y de hecho algunos autores lo han encontrado así, que el

PMN no sobrevive a concentraciones de AMB tan altas como 100 ~jg/ml(179) (248).

Sin embargo, desde el momento en que la célula es capaz de adherirse al plástico,
podemos deducir que ha sobrevivido a dicha concentración.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que AMB no influye en absoluto en

la adherencia de los PMN al plástico; por lo mismo, es lógico pensar que ninguna

concentración del antifúngico disminuye la viabilidad celular.

La mayoría de los investigadores que trabajan con AMB y leucocitos PMN

pasan por alto la valoración de la adherencia celular a un sustrato inerte. No

obstante, Van der Auwera y colaboradores (248) encontraron que el antifúngico

disminuía significativamente la adherencia de los PMN al plástico a concentraciones
iguales o superiores a 5 l.Jg/ml, si bien la metodología empleada es

significativamente diferente a la utilizada por el resto de los estudios realizados.

Lorente (250), sin embargo, utilizando otro sustrato inerte como es el vidrio,
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demostró que AMB no influía ni en la viabilidad ni en la adherencia del PMN a

sustratos inertes, incubados incluso con 500 pg/ml.

Como ya ha sido expuesto anteriormente, y en sincronización con los

estudios publicados por diferentes autores, nuestros resultados demuestran que
AMB no influye en la adherencia al plástico de los leucocitos PMN.

La técnica de la adherencia al nylon valora, mejor que ningún otro ensayo, la

capacidad del PMN para deformar su membrana, y de esta manera acceder al

exterior de los vasos sanguíneos para dírigirse al foco infeccioso (6) (12) (229) (246)

(251).

En nuestros resultados se observa un incremento paulatino de la tasa de

adherencia a nylon de los leucocitos PMN, directamente proporcional a la

concentración de AMB con que se han incubado las células. Esto significa que, a
mayor concentración de AMB, la célula encuentra más dificultades para avanzar

siguiendo la fuerza de la gravedad, a través de la fibra de nylon, y por tanto se
recogen menos neutrófilos en el efluente. Lo que ocurre en realidad es que el PMN

es incapaz de deformarse para atravesar las fibras, y por tanto se queda atrapado

entre ellas, en mayor medida cuando ha sido incubado con mayores

concentraciones de AMB.

Marmer y colaboradores (207> encontraron que la adherencia de los

leucocitos PMN tratados con diferentes concentraciones de AMB (de 1 a 50 ~Jg/ml)

disminuía a concentraciones bajas, aunque no de manera significativa, para

después incrementarse significativamente a partir de 20 ~Jg/ml.En un trabajo

posterior, Yasui y colaboradores (246) también encontraron un incremento

significativo a partir de concentraciones similares de AMB.

Considerando que el mecanismo que induce la diapédesis de los PMN se

encuentra muy relacionado con el del movimiento, es posible explicar de manera
conjunta los resultados obtenidos para movilidad espontánea, quimiotaxis y
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adherencia a nylon.

Los resultados que hemos obtenido en los ensayos realizados para evaluar la

influencia de AMB sobre la movilidad espontánea y la quimiotaxis de los leucocitos

PMN demuestran que el antifúngico disminuye los índices de dichas funciones
proporcionalmente a la concentración de AMB. El descenso es significativo a partir

de 10 ¡ig/ml en la quimiotaxis y con 100 ~jg/mlde AMB en el caso de la movilidad

espontánea. Dichos resultados coinciden con los de la mayoría de los autores <205-

209) (213) (219) (245-248>

Si bien la influencia negativa más significativa de AMB sobre la movilidad y la

adherencia al nylon de los PMNse produce a concentraciones muy por encima del

nivel terapéutico, es un hecho que los índices de dichas funciones ya experimentan

un descenso a partir de la concentración más baja utilizada, es decir, 0,1 ¡~gfml.

El mecanismo de acción de AMBfrente a las células fúngicas se basa en la

unión de la molécula al ergosterol presente en la membrana de la levadura. De esta

manera, se originan poros en la membrana, incrementándose su permeabilidad y

produciendo la lisis celular. <65> <66).

Diversos estudios realizados sobre la farmacocinética de AMB han puesto de

manifiesto que, aunque el antifúngico presenta una mayor afinidad por el ergosterol

de la membrana fúngica <66) (252-254), administrada por vía intravenosa se une al

colesterol de la membrana de las células de mamífero, siendo ésta la causa

principal de la nefrotoxicidad del antifúngico (255-259).

Se sabe que el grado de fluidez de la membrana de la célula de mamífero de
pende en gran medida del nivel de colesterol existente en la bicapa lipídica (246)

(260-262). Así, una posible explicación dél descenso de la movilidad y de la

deformabilidad de la membrana de los PMN podría ser que la unión de AMB al

colesterol de la membrana de los leucocitos induce una pérdida de la estabilidad

fluidica, con la consiguiente rigidez e impedimento para moverse y deformarse. De
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esta manera, AMB influye negativamente tanto en la movilidad y quimiotaxis del
PMN como en la capacidad de deformar su membrana, hecho éste directamente

relacionado con la adherencia celular a la fibra de nylon. Además, y en concreto en

el caso de la quimiotaxis, se sabe que AMB induce un estado de baja afinidad de los

quimiorreceptores de membrana de los PMN (246).

Por último, los datos obtenidos por Berliner (263) demuestran que

concentraciones terapéuticas de AMB producen la agregación de los PMN. En

preparaciones de leucocitos y AMB llevadas a cabo en nuestro laboratorio, hemos

podido comprobar dicho fenómeno, sin que ello implique una pérdida de la

viabilidad del PMN. No obstante, la agregación de los leucocitos PMN si se

encuentra en relación inversa con su adherencia al nylon; el agregado celular

constituye un volumen demasiado grande para atravesar la red de fibras de nylon.
Este hecho se refleja en un aumento de la tasa de adherencia al nylon de los PMN,

tal y como muestran nuestros resultados.

En las pruebas de fagocitosis y de muerte intracelular realizadas con

leucocitos PMN y AMB, obtuvimos un descenso en los índices, que fue

estadísticamente significativo con 100 ~Jg/mlen fagocitosis, y a partir de 10 lJg/ml

con la muerte intracelular.

La muerte intracelular experimentó un descenso mucho más acusado que la

fagocitosis, cuyos valores descendieron más lentamente, quedando esta función

menos alterada por la AMB que la actividad bactericida.

La mayoría de los autores coinciden en postular una supresión de la

fagocitosis y muerte intracelular en los PMN, producida por la AMB (206-209). La

razón por la que este antifúngico inhibe la capacidad fagocítica de los PMN a altas

concentraciones no parece estar aún muy clara, pero podría estar relacionada con

el mecanismo de acción de AMB frente a la membrana celular (179), ya que una
disminución de la deformabilidad de la membrana plasmática implica una mayor

dificultad para la fagocitosis.
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En cuanto a los mecanismos microbicidas, se sabe que AME inhibe la

respuesta metabólica oxidativa del PMN (179) (219), incluso a niveles al límite de

los aconsejados en tratamiento (5 Jg/ml). Teniendo en cuenta que la muerte

intracelular de un microorganismo por un leucocito PMN se encuentra

estrechamente relacionada con el oxigeno, parece claro que la capacidad

microbicida pueda descender en los leucocitos tratados con AMB. Aunque la

inhibición sólo es significativa a partir de 10 ~jg/ml,llama la atención que con 100

~~g/mlla acción microbicida queda prácticamente anulada.

1.2.2.- 5-FLUOROCITOSINA

.

Si anteriormente hemos puesto de manífiesto la escasez de trabajos de

inmunomodulación que existen con antifúngicos, hemos de decir que SF0 es el

menos estudiado en este aspecto.

Nuestros resultados coinciden con la totalidad de las investigaciones

publicadas, en las que no se observan cambios significativos en la actividad de los
PMN en ninguna de las funciones examinadas <~~9> <213> <219> (220) (264).

En el pasado, diversos trabajos han subrayado la existencia de efectos

secundarios indeseables como consecuencia de la administración de SF0,

especialmente aplasia en la médula ósea, trombocitopenia y leucopenia (86> (88)

<89). Sin embargo, las investigaciones de inmunomodulación con PMN revelan una

falta de influencia del antifúngico en las células.

Aunque aún no está claro el por qué de los citados efectos secundarios frente

a la falta de toxicidad de SF0 en contacto directo in vftro con los PMN, podrían

darse varias razones que matizan la citada influencia negativa del antifúngico:

• La mayoría de los estudios de toxicidad de 5FC se refieren al antifúngico

administrado por vía oral. Se ha demostrado que la microflora del tracto

intestinal convierte SF0 en SFU, el cual es el responsable directo de los
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efectos tóxicos producidos en la médula ósea y en las células sanguíneas

(73) (265) (266).

• Otra de las causas reside en la administración conjunta con AMB, la cual

hace más necesaria la monitorización de los niveles séricos de 5FC que si

se utilizase el antifúngico como terapia única (66>(79>.

• Por último, se sabe que las células de mamífero no poseen (o en muy baja

proporción) la actividad enzimática citasin-desaminasa, enzima

responsable de la conversión de 5FC a 5FU, el cual es el producto último

causante de la toxicidad producida en la médula ósea y la producción de

células sanguíneas (68>. Por tanto, es posible que 5FC (siempre a

concentraciones superiores a 100 lJg/ml) actúe únicamente sobre la

producción de células sanguínea, pero no directamente sobre las

funciones leucocitarias.

1.2.3.- KETOCONAZOL

.

Tras su síntesis, en la década de los años 70, KTZ se convirtió en el primer

agente antifúngico imidazólico de administración oral, viniendo a llenar, al menos

parcialmente, el vacío que los efectos secundarios tóxicos de AMB dejaba en la

terapia antifúngica (96>.

Los trabajos publicados sobre la influencia de KTZ en las funciones de los

PMNson escasos y contradictorios entre sí, aunque posiblemente sea debido tanto

a la heterogeneidad de la metodología empleada como a las diferencias entre las

dosis utilizadas del antifúngico.

En nuestros resultados podemos destacar la inhibición del movimiento de los

leucocitos PMN previamente incubados con KTZ, si bien los valores fueron

estadísticamente significativos a partir de 5 lJg/ml. Dicha concentración se considera

en el límite superior de las dosis administrables al organismo humano.
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Por otro lado, KTZ indujo un comportamiento, al menos curioso, en la

adherencia a nylon de los leucocitos PMN; aunque carente de significación

estadística, observamos una disminución en los índices de las células incubadas
con 5 pg/ml de KTZ, para incrementarse las cifras con 50 vg/ml. Este contraste

puede ser atribuible al comportamiento paradójico y desigual que pueden presentar

algunas células expuestas a altas concentraciones de ciertos fármacos.

Varios autores han encontrado que, al igual que los resultados obtenidos en

el presente trabajo, KTZ inhibe de forma drástica las funciones de movilidad de los

leucocitos PMN(movilidad espontánea y quimiotaxis>, aunque no influye en el resto

de la actividad leucocitaria (212) (214) (267) (268).

La razón por la cual muestra dicha inactivación en la movilidad podemos

encontrarla en el propio mecanismo de acción del antifúngico. Tanto los imidazoles

como los triazoles inhiben la conversión de lanosterol a ergosterol en la membrana
fúngica mediante su unión al citocromo p-450 (102>. Sin embargo, KTZ muestra

poca selectividad por el enzima fúngico con respecto a su homólogo presente en las

células de los mamíferos (102> (103) (124> (269) (270>, y de la misma forma que

impide la síntesis del ergosterol de la membrana fúngica, se ha demostrado que

inhibe la conversión de lanosterol a colesterol en las células de mamífero (102)

(268) (271-274). De esta manera, KTZ interviene directamente en la fluidez de la

membrana. Si tenemos en cuenta que el miconazol ha demostrado influir

negativamente en la movilidad de los PMNprecisamente por su interferencia en la

fluidez de la membrana (246), y que el comportamiento del miconazol y de KTZ en

cuanto a la inhibición de la síntesis del colesterol es idéntico (274), es posible que

el movimiento de los leucocitos PMNse vea impedido por una alteración en la

deformabilidad de la membrana, <275> debido al desequilibrio de los lípidos. De
hecho, en la enfermedad denominada hemoglobinuria nocturna, entre otras

patologías, se da una anomalía en los lípidos de membrana, la cual conduce a un

descenso en la quimiotaxis de los leucocitos PMN (276).

Por otra parte, y en relación directa con la conversión del lanosterol en
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colesterol, se sabe que KTZ bloquea la síntesis de leucotrienos <94), sustancias

quimiotácticas importantes en el proceso inflamatorio. No obstante, y debido a que

nuestros experimentos se llevaron a cabo in vitro, optamos por la alteración de la

fluidez de la membrana como una explicación para el drástico descenso de la

movilidad espontánea y la quimiotaxis de los leucocitos incubados con KTZ (5

pg/ml).

Además, el marcado ascenso del índice de adherencia a nylon en los PMN

incubados con 50 .Jg/ml, aunque no significativo, podría estar relacionado

directamente con la alteración de la fluidez de membrana producida por altas

concentraciones de KTZ, y que también afecta a su movilidad.

1.2.4.- FLUCONAZOL

.

Fluconazol constituye actualmente la solución terapéutica más utilizada en el

tratamiento de infecciones fúngicas en pacientes inmunodeprimidos, precisamente

por su escasa o nula toxicidad, frente a los efectos adversos de AMBy KTZ (65)

(66) (102> <179) (205) (225) (267) (268) (277) (278).

Los estudios publicados sobre la influencia de FLU sobre las funciones de los

leucocitos PMN son también muy escasos, aunque existe unanimidad en las

conclusiones: FLU no ejerce ningún efecto sobre la actividad leucocitaria (65) (66).

Nuestros resultados concuerdan con dichos trabajos; ninguna de las

funciones estudiadas de los PMN se vio alterada significativamente por las

diferentes concentraciones de FLU.

Sí se observa un paralelismo en cuanto a la movilidad espontánea y la

quimiotaxis: aunque mucho menor, y desde luego no significativo, se dio un

descenso en los índices de dichas funciones, al igual que con KTZ. La causa de

dicha semejanza podría estar en la similitud del mecanismo de acción de ambos

antifúngicos, si bien FLU muestra una afinidad mucho mayor por el enzima P-450 de
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la membrana fúngica con respecto al de la membrana de las células de mamífero

(102). De esta manera, la interferencia del antifúngico con la fluidez y movilidad de

la membrana plasmática de las células de mamífero es prácticamente nula.

1.2.5.- UK 109.496

.

Este nuevo antifúngico triazólico, aún no comercializado, posee una

estructura molecular muy semejante a FLU. Sin embargo, según hemos podido

comprobar, su influencia sobre las funciones de los leucocitos PMNse parece más

a la que muestra KTZ.

Nuestros resultados ponen de manifiesto que UK induce un descenso

concentración-dependiente en los índices de movilidad espontánea y de

quimiotaxis, con índices significativamente inferiores en las células incubadas con la
máxima concentración (100 ~jg/ml).Asimismo, la fagocitosis se vio alterada

negativamente con dicha concentración de UK.

La falta de datos publicados en este sentido impide contrastar dichos
resultados. Sin embargo, podemos apuntar una mayor toxicidad de UK frente a la

actividad leucocitaria comparado con lo que mostró FLU. Este hecho podría estar en
relación directa con la diferencia existente en la concentración máxima terapéutica

admitida, que es mucho más alta para FLU <25 pg/ml) <179) que para UK (6-8 ~ig/ml)

(131). No obstante, la influencia negativa de UK sobre los leucocitos PMN se

produjo a una concentración muy por encima de la máxima terapéutica.

1.2.6.- MECANISMOS DE TOXICIDAD DE LOS ANTIFÚNGICOS SOBRE

LOS LEUCOCITOS PMN

.

Tal y como aparece reflejado en la TABLA VII, AMB fue el antifúngico que

más influencia mostró sobre la actividad leucocitaria. No obstante, ninguna de las

funciones estudiadas resultó alterada significativamente y de forma concentración-

dependiente a concentraciones fisiológicas del fármaco, sino únicamente a
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cantidades supratóxicas. Tal y como se ha desarrollado en páginas anteriores, la

explicación de dichas modificaciones la podríamos encontrar en el mecanismo de

acción de AMB.

KTZ y UK 109,496 mostraron una influencia similar y negativa sobre el

movimiento de los leucocitos (movilidad espontánea y quimiotaxis), si bien, al igual

que ocurre con AMB, únicamente afectaron significativamente y de forma

concentración-dependiente a dichas funciones con concentraciones tóxicas y

supratóxicas. Tal y como sucede en el caso de AMB, y según hemos explicado ya

anteriormente, es el propio mecanismo de acción de KTZ el responsable del

descenso del movimiento leucocitario. El caso de UK, al tratarse de un antifúngico

nuevo aún no comercializado, y poco estudiado, está poco claro. No obstante, la

clave podría estar en una mayor afinidad de este fármaco por el colesterol, en
detrimento del ergosterol fúngico, a diferencia de FLU y asemejándose a KTZ.

u
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Durante los últimos 50 años, y a lo largo de numerosas investigaciones, se ha

obtenido una gran cantidad de información acerca del uso y mecanismo de acción

de los fármacos antimicrobianos. Sin embargo, debemos orientar nuestros estudios

hacia un mejor entendimiento no sólo de cómo dichos medicamentos actúan contra

los microorganismos, sino también acerca de la influencia que los sistemas de

defensa del hospedador puedan tener sobre la actividad microbicida del fármaco

(279>.

El suero, fase líquida de la sangre carente de fibrinógeno <280>, representa

un papel fundamental en la inmunidad humoral <260>, y iiarticularmente en los

procesos inflamatorios. Entre sus actividades destinadas a eliminar el

microorganismo invasor, podemos destacar tres:

a> Lisis directa del microorganismo.

b) Opsonización del microorganismo, la cual facilita su fagocitosis por

células especializadas.

o> Neutralización de las toxinas producidas por el microorganismo (192).

Entre los componentes del suero con función inmunitaria encontramos las

proteínas, especialmente las del complemento. Aunque se ha descrito el

complemento como el elemento clave en la lisis bacteriana causada por el suero,

está demostrado que existen muchos otros factores séricos responsables de la

defensa independientes del complemento, como pueden ser las inmunoglobulinas y

determinados cationes como el hierro (260).

La incidencia de la criptococosis, hasta hace pocos años una patología

relativamente poco frecuente, se ha incrementado considerablemente en los últimos

años debido al aumento de pacientes con SIDA <281-283). La levadura oportunista

2.- INFLUENCIA DEL SUERO SOBRE LA ACCIÓN DE LOS

ANTIFÚNGICOS FRENTE A Cíyptococcus neo formans.
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patógena C,yptococcus neoformans, es la causa más importante de meningitis

fúngica en todo el mundo (283).

A pesar de ello, Gr neoformans sigue siendo actualmente una levadura poco

estudiada in v¡tro si la comparamos con Candida alb¡cans, posiblemente porque la

longitud de su ciclo vital complica los trabajos. Por ello, así como por la facilidad que

supone su recuento en placa (ya que no filamenta en presencia de suero, a

diferencia de C.alb¡cans), eleg¡mos Gr neoformans como microorganismo patógeno,

con el fin de evaluar de qué manera afecta el suero humano a la actividad
antimicótica de los cinco antifúngicos del estudio.

2.1.- DISCUSIÓN DE LA METODOLOGÍA

.

En las condiciones experimentales de los ensayos procuramos guíarnos por

las normas del NCCLS; no obstante, en la mayor parte de los experimentos fueron

el propio ciclo vital de Cr neoformans y su fisiología los que marcaron las pautas a

seguir.

Como medio de cultivo empleamos YNB suplementado con glucosa (YNB-G),

como recomienda el NCCLS, en lugar de RPMI 1640 (189). Éste último ha sido

utilizado en alguno de los ensayos similares a los nuestros; no obstante, Gr

neoformans muestra un crecimiento mucho más lento en dicho medio (284-286).

El tamaño de inóculo utilizado fue de 1 a 5 x lo3 UFC/ml, ya que el NCCLS

considera más homogéneos los resultados obtenidos por diferentes autores con

tamaños de inóculo pequeños y cercanos a í04 UFC/mí (189).

Por otro lado, y ante la necesidad de establecer una concentración tipo de

cada uno de los antifúngicos, se realizaron pruebas de sensibilidad de Gr

neoformans frente a cada fármaco utilizado. En concreto, y ante la falta de

estandarización de dichas pruebas, se hallaron las 1C
90 de la levadura con cada
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antifúngico, utilizando la técnica de macradilucián en caldo bYNB-G en agitación y

lectura a las 72 horas.

Se emplearon dos concentraciones de cada antifúngico; la más baja

correspondiente al valor obtenido en la 1C90 (tamaño de inóculo de 1-5 x lo
3

UFC/ml), y la más alta por encontrarse en el límite de toxicidad determinado para el

fármaco en cuestión.

La proporción de suero empleada en los ensayos fue del 10%, ya que

comprobamos experimentalmente que la utilización tanto del 25% como del 50% no

produjo variaciones en el crecimiento de Gr. neoformans con respecto al 10%.

Los resultados obtenidos en los ensayos con los diferentes antifúngicos

demuestran que existe un gran número de interacciones entre los tres factores

estudiados, de entre los cuales hemos valorado las siguientes:

2.2.- EFECTO DEL SUERO HUMANO SOBRE Cr. neo formans

.

Como uno de los factores fundamentales de la inmunidad humoral, es

importante destacar el marcado efecto fungistático que el suero ejerce sobre Gr

neoformans. Aunque este hecho es sabido desde los años 50 (287), ni siquiera en

los estudios más recientes (190) se ha podido dilucidar cuál o cuáles son los

factores séricos que determinan la inhibición del crecimiento de Gr neoformans.

En experimentos llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo, se realizaron

curvas de letalidad de Gr neoformans con suero normal y suero termoinactivado

(560C durante 30 minutos), para llegar a la conclusión de que las proteínas

termosensibles del complemento no afectan al crecimiento de la levadura. Este

hecho concuerda con lo encontrado por otros autores (287-289), que descartan al

complemento como factor clave en la inhibición del crecimiento de Gr neoformans.
Además, se sabe que existe una relación directa entre la actividad de fijación de
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fragmentos lC3b del complemento y la concentración de polisacárido capsular

(146>.

Diferentes estudios (161> (288) han puesto de manifiesto que el par

compuesto por los elementos C02/HC03 estimula el desarrollo de la cápsula de Gr.

neoformans, con el consiguiente retraso en el crecimiento de la levadura; a mayor

proporción de CO2IHCO3~, se observa una mayor inhibición del crecimiento.

Es obvio, pues, que frente a determinados factores adversos del medio

ambiente, la levadura genera un sistema defensivo, como es el incremento del

tamaño capsular, que al mismo tiempo lentifica en gran manera su metabolismo,

duplicando o triplicando su tiempo de generación. <289). Entre dichos elementos

adversos se encuentra el par CO2/HCO3~presente en el suero humano.

En todas las curvas llevadas a cabo con Gr neoformans y suero humano

normal a lo largo de nuestro trabajo, hemos observado que la levadura sufría un

considerable retraso en su crecimiento. Las causas aún están por dilucidar.

2.3.- DISCUSIÓN DE RESULTADOS

.

Comotónica general, en todas las curvas observamos que el suero añadido a

cada antifúngico elevaba el crecimiento de las levaduras por encima de aquéllas

que habían sido incubadas únicamente en presencia del fármaco.

2.3.1.- ANFOTERICINA 9

.

En las levaduras tratadas con 0,125 ~g/mlde AMB y suero, se observaron
tasas de inhibición del crecimiento menores que las obtenidas en las curvas de

0,125 ~~g/mlde AMB sin suero; a partir de la hora 24, la diferencia fue

estadísticamente significativa.
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En cuanto a las tasas de muerte, AMB0,125 produjo un efecto fungicida a

partir de la hora 24 y hasta la 60; sin embargo, al añadirle suero, las levaduras

experimentaron un crecimiento superior al que tuvieron al ser incubadas únicamente

con AMB, y sus tasas de muerte fueron nulas durante las 72 horas que duró el

experimento.

Al incubar las levaduras con 4 pg/ml de AMB y con suero, observamos

asimismo que su crecimiento superaba al de aquéllas que sólo se trataron con AMB,

repitiéndose la significación estadística de las tasas de inhibición de crecimiento y

de muerte obtenidas para 0,125 ~ig/ml.

Es bien sabido que la unión a proteínas séricas que presentan algunos

fármacos dificulta su actividad antibacteriana (290-292). En concreto, AME presenta

una unión a proteínas superior al 90% <65). Sin embargo, conociendo el efecto

fungistático que el suero ejerce sobre Gr. neoformans, deberíamos esperar que, al

añadirlo al antifúngico, ambos mostraran una acción sinérgica contra Cr

neoformans. No sólo no fue así, sino que, además, las levaduras incubadas con

suero y antifúngico crecieron significativamente por encima de aquéllas que

únicamente se trataron con el antifúngico.

Como causa de este comportamiento paradójico, podemos señalar a la propia

levadura. Como hemos comprobado, el suero induce un retraso en su crecimiento

por diversas razones; la fisiología del hongo cambia por completo y sufre una

lentificación de su metabolismo, de tal manera que la AME añadida al suero no es

capaz de afectar a la levadura como lo haría sin suero.

2.3.2.- 5-FLUOROCITOSINA

.

En las levaduras incubadas con 5FC sin la presencia de suero observamos

tasas de inhibición del crecimiento estadísticamente significativas, tanto con 64

como con 100 liglmí del antifúngico. No obstante, la tasa de muerte de las células
fúngicas tratadas con la concentración más baja fue nula a lo largo de las 72 horas

de experimento, de lo cual deducimos que, a concentración de 64 ~ag/ml,5FC ejerció
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un efecto fungistático frente a Cr neoformans. Sin embargo, las levaduras tratadas
con 100 ~ig/mlde 5FC sí experimentaron muerte desde la hora 24, si bien se

aprecia una recuperación del crecimiento a partir de la hora 48.

Por tanto, en líneas generales, podemos afirmar que 5FC afectó al

crecimiento de Cr. neoformans, aunque no fue fungicida.

Cuando añadimos suero humano normal a las levaduras tratadas con 64

pg/ml de 5FC, observamos una reducción de las tasas de inhibición del crecimiento.

No obstante, la diferencia de dichos valores con respecto a los encontrados en las

levaduras únicamente incubadas con el antifúngico no fue estadísticamente

significativa en ningún momento. Este hecho se ve reflejado en la gráfica (FIGURA

33), en la que se aprecia que la curva correspondiente a 64 ~ag/mly la homóloga de

64 con suero discurren entrecruzándose a lo largo de las 72 horas.

En el caso de las levaduras incubadas con 100 .ig/ml de 5FC y las

correspondientes con suero se observa idéntica falta de significación estadística en

las diferencias, así como el mismo entrecruzamiento en las curvas de la gráfica.

Así pues, podemos deducir que el suero humano normal no ejerció ningún

efecto sobre la actividad antimicótica de SF0 frente a Gr. neoformans.

Una de las razones a la que podríamos atribuir este hecho es que el efecto

de SF0 sobre el crecimiento de Gr. neoformans es similar al producido por el suero;

así pues, la inhibición del crecimiento causada por 5FC se solapa con la producida

por el suero, originando curvas muy similares, sin ningún tipo de diferencia

significativa. Cuando se midió el crecimiento de Gr. neoformans tratado con 100

~ig/ml,tampoco se observaron tasas de muerte superiores a O en las levaduras, sino

ún¡camente inhibición del crecimiento, lo mismo que al añadirle suero.
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2Z3.- KETOCONAZOL

.

Cuando incubamos Gr neoformans con 1 pg/ml de KTZ, observamos tasas

de muerte superiores a O a partir de la hora 24; de lo cual deducimos que el

antifúngico resultó fungicida frente a la levadura. Lo mismo podemos afirmar de la

concentración de 4 ¡ig/ml, si bien los índices de muerte fueron superiores, llegando

prácticamente al 100%. Por supuesto, obtuvimos significación estadística en ambas

concentraciones durante las 72 horas de duración del experimento.

Al añadirle el 10% de suero junto con 1 pg/ml de KTZ a las levaduras,

observamos unas tasas de inhibición del crecimiento muy inferiores,

estadísticamente significativas, con respecto a las obtenidas con el antifúngico en

solitario; en cambio, Gr neoformans únicamente mostró tasas de muerte superiores

a O en la hora 72 de crecimiento cuando se incubó con 1 ~ig/mlde KTZ y con suero.

Cuando se trataron las levaduras con 4 ~ig/mlde KTZ y con suero, se

obtuvieron también tasas de inhibición de crecimiento significativamente inferiores a

los valores observados al incubar Gr neoformans únicamente con el antifúngico.

Sin embargo, no obtuvimos tasas de muerte superiores a O hasta la hora 60 de

crecimiento.

Es destacable, en primer lugar, el hecho de que KTZ presente un

considerable efecto fungicida frente a Gr neo formans a las concentraciones

correspondientes a la IC 90, aspecto que no observamos con AMB ni con 5FC.

Podría pensarse, según los resultados obtenidos in vitro, que KTZ resulta un

antifúngico letal para la levadura in vivo. Sin embargo, no es así, ya que se ha

comprobado que la concentración de KTZ en el líquido cefalorraquideo de pacientes

con meningitis fúngica desciende por debajo del 1% de la concentración total del

fármaco en plasma <65).

No obstante, al añadirle suero al antifúngico, observamos una notable

reducción de los efectos de KTZ sobre Gr neoformans; el suero interfiere

negativamente con la acción del antifúngico.
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Sin embargo, como ya hemos mencionado anteriormente, el suero por sí solo

es capaz de modificar el metabolismo de la levadura, de forma que lentifica su

crecimiento y aumenta el espesor de su cápsula. Si el fármaco es fungicida, al

añadirle suero, la diferencia de crecimiento entre las levaduras tratadas con KTZ y

suero respecto a las tratadas sólo con el antifúngico será mayor que si el efecto de

éste sobre la levadura es fungistático. Éste es el caso de 5F0, en el cual las

respectivas curvas discurren en el mismo margen de crecimiento.

Por tanto, el suero ejerce un efecto sobre Gr. neoformans que lo hace más

inaccesible para KTZ, como ocurre con AMB. Pero, además, KTZ muestra unas

elevadas tasas de muerte que implican que la diferencia de crecimiento de las

levaduras incubadas con el antifúngico y el suero sea considerable con respecto a

las tratadas con antifúngico únicamente.

2.3.4.- FLUCONAZOL

.

Al igual que 5FC, con FLU obtuvimos una CMI relativamente elevada (16

vg/ml) con respecto a los valores observados con AMB, KTZ y UKfrente a Gr.
neoformans.

Sin embargo, estas cifras únicamente han sido empleadas como referencia,

ya que, como puede apreciarse en las diferentes curvas, las tasas de muerte y de

inhibición del crecimiento no se encuentran en relación directa con la CMI de cada

antifúngico.

Las tasas de inhibición del crecimiento muestran cifras similares en FLU y en

el resto de los antifúngicos, elevándose hasta el 100% en la hora 72 de

experimento. No obstante, la diferencia la marcan los valores correspondientes a las

tasas de muerte. Observamos que estas cifras son superiores a O en las levaduras

incubadas con 16 y 32 ~ag/mla partir de la hora 36. Sin embargo, cuando se le

añade suero al tratamiento, se aprecia un descenso importante de la mortalidad de

las levaduras, al igual que observamos con todos los demás antifúngicos en

estudio.
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Tal y como se pone de manifiesto en las tablas y figuras (TABLA XVI y

FIGURA 35), FLU resultó fungicida frente a Gr. neoformans a partir de la hora 36,

en todas las concentraciones estudiadas salvo 16 ~.ig/mlcon suero, en la que la

mortalidad de las levaduras se retrasó hasta la hora 60.

Observamos asimismo, que las diferencias de crecimiento obtenidas en las

levaduras tratadas con FLU y suero fueron significativamente diferentes con

respecto a las incubadas únicamente con FLU a partir de la hora 36 de experimento.

A este respecto, podemos señalar que el suero ejerció un efecto más

negativo de lo que podría esperarse sobre un antifúngico con ninguna adherencia a

proteínas séricas (292>. Tal y como hemos visto anteriormente, no existen

diferencias significativas entre el crecimiento de las levaduras incubadas con 5FC y

suero respecto a las tratadas únicamente con 5FC <FIGURA 33) (TABLAS Xl y XII).

Sin embargo, la principal diferencia entre 5FC y FLU es que el primero mostró un

efecto fungistático sobre Gr. neoformans, mientras que FLU indujo la muerte de las

levaduras a partir de una hora determinada de crecimiento. Esta diferencia se refleja

en la influencia del suero sobre la fisiología de la levadura; en el caso de un

fármaco que tan sólo retrasa el crecimiento, como 5FC, al añadirle suero, el

microorganismo experimenta prácticamente el mismo retraso. Sin embargo, cuando

el antifúngico es fungicida, como es el caso de FLU, se observa una mayor

diferencia en el crecimiento entre las levaduras tratadas con FLU respecto a las

que, además, se han incubado con suero, ya que el efecto del suero delimita el

crecimiento en una estrecha franja de medio logaritmo.

En resumen, podemos afirmar que el suero añadido al FLU indujo unas

diferencias en el crecimiento grandes respecto a las levaduras incubadas

únicamente con el fármaco. Este hecho puede ser atribuible, entre otras causas y
como ya hemos visto, al efecto fungicida de FLU frente a Cr neoformans.

La inexistencia de publicaciones que traten la influencia del suero sobre la

actividad anticriptococócica de los antifúngicos no nos permite contrastar los datos
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del presente trabajo. No obstante, existe un estudio reciente con FLU de estas

características, en el que se concluye que el suero incrementa la actividad del

antifúngico contra Gr neoformans (190). Sin embargo, los resultados no son

comparables, ya que las condiciones experimentales son diferentes: el RPMI que se

emplea en el citado artículo como medio d9 cultivo induce un crecimiento muy

defectuoso y lento de la levadura, como ya hemos visto. Tampoco aparece referida

la CMI de la cepa utilizada, con lo cual los resultados no tienen un punto de

referencia tan claro como debería esperarse.

2.3.5.- WC 109.496

.

UK, antifúngico azólico de reciente síntesis que actualmente se encuentra en

fase III de investigación clínica, proporciona el toque de novedad en el conjunto del

presente trabajo. Por suerte o por desgracia, en este momento no existen

publicaciones que corroboren o contradigan nuestros resultados, con lo cual la

comparación es imposible en el caso de este antifúngico.

Lo primero que podemos destacar es que la CMI de UK frente a Gr.

neoformans fue, junto con AMB, la más baja de todos los antifúngicos del estudio.

Por otra parte, los resultados obtenidos con UKfueron similares a los mostrados por

FLU. Debemos tener en cuenta que la estructura molecular de UKes muy parecida

a la de FLU.

La tasa de muerte de las levaduras incubadas con 0,125 pg/ml de UK

únicamente fue superior a O en la hora 72 de crecimiento (TABLA XVIII). No

obstante, las levaduras tratadas con 4 jig/ml de UK mostraron tasas de muerte

superiores a O a partir de la hora 24 de crecimiento, y junto con KTZ se obtuvieron

los valores más altos, cercanos al 100%.

Al añadirle suero a los 0,125 ~g/mlde UK, se observó una disminución de las
tasas de inhibición del crecimiento, aunque tan sólo significativamente distintas de

las correspondientes a las levaduras tratadas únicamente con antifúngico en la hora

72.
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Cuando Gr neoformans se incubó con 4 ~ig/mlde UK, observamos que el

antifúngico ejerció un fuerte efecto fungicida sobre la levadura, obteniéndose tasas

de muerte cercanas al 100% en la hora 72, y únicamente comparables a las
observadas con KTZ. No obstante, al añadirle suero humano a esta concentración,

obtuvimos tasas de inhibición de crecimiento de las levaduras significativamente

diferentes ya desde la hora 24, con los valores más bajos respecto al resto de los

antifúngicos. Este hecho se aprecia en la FIGURA 36 como una notable diferencia

entre las curvas correspondientes a 4 y 4 con suero. Las tasas de muerte obtenidas

en las levaduras tratadas con suero y 4 ~ig/mlde UK únicamente fueron superiores

a O a partir de la hora 60 (TABLA XVIII).

Estos resultados corroboran el hecho de que, si el antifúngico es fungistático

frente a Gr neoformans, la diferencia entre el crecimiento de las levaduras tratadas

con fármaco únicamente y aquéllas a las que se añadió además el suero, es menor

(caso de 0,125 pg/ml), mientras que si el efecto es fungicida, dicha diferencia es

mucho mayor (caso de 4 ~ig/ml).

No podemos hablar, a tenor de los expuesto arriba, de un comportamiento

común de los tres antifúngicos azólicos frente a Cr. neoformans incubado con

suero. Sí parece claro que la influencia de éste sobre cualquiera de los 5

antifúngicos estudiados queda reflejada en las curvas según sea la sensibilidad de

la levadura a los fármacos, en el sentido que inhiban su crecimiento (fungistáticos) o

bien dicha inhibición reduzca, además, significativamente el número de células por

debajo del tamaño de inóculo inicial (fungicidas).

Así pues, y según los resultados que hemos obtenido, estamos en
condiciones de afirmar que el suero humano normal afecta negativamente a la

actividad antimicótica de los 5 antifúngicos estudiados, pero de manera indirecta.

Como hemos podido comprobar, el suero influye sobre el crecimiento de Gr
neo formans, de forma que lo retrasa (287-289); sabemos que, por una parte, el par

C02/HC03 presente en el suero humano normal aumenta el espesor de su cápsula

y además induce, al menos, que el tiempo de generación de la levadura se duplique

(289). De esta manera, al antifúngico le cuesta mucho más actuar sobre la levadura.
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El grado de adherencia de los antifúngicos a proteínas séricas no parece

haber influido de manera determinante en nuestros resultados, teniendo en cuenta

que la proporción de suero utilizada en el volumen total de las muestras fue del

10%, y los porcentajes de adherencia a proteínas se establecen siempre

considerando una proporción del 100%de suero.

Como conclusión, parece evidente que la clave de la escasa actividad

antimicótica del antifúngico unido al suero está en el cambio que éste produce en la

fisiología de Cr. neoformans, haciendo a la levadura más inaccesible frente a la

penetración del fármaco. Por otro lado, la adherencia a proteínas séricas parece no

influir demasiado en la acción de los antifúngicos, al menos si lo comparamos con el

cambio fisiológico sufrido por la levadura.
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Del análisis de los resultados obtenidos en nuestro trabajo, podemos

concluir que:

1. A concentraciones séricas no tóxicas, ninguno de los 5

antifúngicos indujo alteraciones significativas en las funciones

estudiadas de los leucocitos PMN.

2. Hemos demostrado que anfotericina B moduló negativamente y

de forma concentración-dependiente todas las actividades

estudiadas de los leucocitos PMN, exceptuando la adherencia a

plástico, que no experimentó ninguna alteración.

3. Ketoconazol y UK 109,496 indujeron un descenso significativo y

concentración-dependiente en la movilidad espontánea y en la

quimiotaxis de los leucocitos PMN, aunque únicamente a

concentraciones tóxicas y en el limite de toxicida&

4. Por último, hemos de destacar que ni 5-fluorocitosina ni

fluconazol influyeron en la actividad de referencia de los

leucocitos PMN, con ninguna de las concentraciones utilizadas,

actuando de forma concentración-independiente.

1.- INFLUENCIA DE LOS ANTIFÚNGICOS SOBRE LAS

FUNCIONES DE LOS LEUCOCITOS PMN.
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1. Las tasas de inhibición de crecimiento y de muerte de Gr neo formans

tratado con anfotericina B, fiuconazol, ketoconazal y UK 109,496

fueron superiores a las obtenidas al añadir el 10% de suero humano a

la solución de levadura y antifúngico. El tratamiento de 5-fluorocitosina

y suero no indujo variación en dichas tasas con respecto a las

obtenidas en las levaduras expuestas únicamente a 5-fluorocitosina.

2. La modificación inducida por el suero actuó directamente sobre la

fisiología de Cryptococcus neoformans, de forma que enlenteció su

crecimiento a lo largo del tiempo, haciendo a la levadura más

inaccesible frente a los antifúngicos.

3. El suero ejerció un efecto protector del organismo hospedador frente a

Gr neoformans, disminuyendo el número de UFC/ml. Al añadirle

cualquiera de los cinco antifúngicos, aunque en diferente grado, dicho

efecto disminuye o desaparece,

2.-INFLUENCIA DEL SUERO SOBRE LA ACTIVIDAD

ANTIMICÓTICA DE 5 ANTIFÚNGICOS FRENTE A

Cr. neo formans.
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