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Introduccion

ACTUACION DEL ANTIMICROBIANO: FARMACODINAMIA

La farmacodinamia se puede definir de forma general como el estudio de los
mecanismos de accion y los efectos bioquimicos y fisiologicos producidos por los farmacos
(1).

El objetivo del analisis del modo de accion de los farmacos, es delimitar las
interacciones bioquimico-fisicas entre el farmaco y la célula diana, para asi caracterizar la
secuencia completa y el émbito de acciones de cada quimioterapico (1)

Estos conceptos son aplicables también a las sustancias antimicrobianas, ya que estan
sujetas a las mismas condiciones (2). Asi, su actividad se relaciona directamente con su
capacidad para alcanzar el lugar especifico del patdgeno, unirse a €l en concentraciones
adecuadas y permanecer alli hasta que su efecto impida al microorganismo continuar sus
funciones fisiologicas normaimente (3).

Para que un antimicrobiano erradique de forma efectiva a un microorganismo patdgeno
del cuerpo humano, no sélo debe unirse al lugar apropiado (diana), sino que ademas debe
hacerlo en una cantidad suficiente. Cuando no se satura el numero minimo de lugares de union,
la actividad del antimicrobiano no es la adecuada, ya que este proceso viene determinado por
las leyes del efecto masa (4). Clasicamente se pensaba que la actividad de un farmaco es
proporcional a la fraccion de receptores ocupados por €l, y que el méaximo efecto se obtenia
cuando todos los receptores se hallaban ocupados. Posteriormente, se introdujo el término de
eficacia, el cual implica una mayor precisién en la determinacion de la actividad del farmaco,
basandose en las relaciones concentracion/respuesta (5).

Aunque esta relacion no puede revelarnos mecanismos moleculares, si nos ofrece
conceptos numéricos de como la concentracién de un antimicrobianc y su diana determinan la
respuesta terapéutica (1).

Por tanto, la concentracion del farmaco en las proximidades de los lugares de unién
debe acercarse a un valor determinado, capaz de saturar el nimero necesario de estos sitios y
producir la inhibicién del crecimiento celular.

Desgraciadamente, la cantidad de lugares que deben ser ocupados por las moléculas de
antimicrobiano para un Gnico microorganismo nos es técnicamente imposible de definir, por lo

qgue hemos de conformamos con emplear métodos aproximados que estimen estos fenomenos.



Introduccién

Tanto la CMI como la CMB son buenos medidores de la cantidad de farmaco necesario para
inhibir el crecimiento de los microorganismos por saturacion de los lugares de unidn (6).

Es obvio que la actividad de un compuesto en el cuerpo humano esta directamente
relacionada con la capacidad del antimicrobiano para penetrar en el lugar de unién apropiado, a
una concentracion adecuada y durante un periodo de tiempo suficiente (7). No obstante, en el
organismo el firmaco est4 sujeto a una disposicion especial, puesto que existe un gradiente de
concentracion y de tiempo que no se produce en las pruebas de laboratorio. El objeto de un
tratamiento antibiotico es conseguir suficiente concentracion de férmaéo en el 6rgano o tejido
afectado para conseguir el efecto erradicativo deseado (8).

Por tanto, las dos 4reas de informacién, por un lado la de actividad microbioldgica y
por otro la farmacocinética, definen la eficacia de un antimicrobiano bajo el término de
farmacodinamia (9).

A partir de esta relacion de farmacocinética y actividad microbioldgica, surgen
multiples parametros importantes a la hora de determinar la eficacia del antimicrobiano. Asi
por ejemplo, el rea bajo la curva de concentraciones sericas (AUC), la concentracion sérica
méxima (Cra) y la vida media de un firmaco pueden ser relacionados con la CMI del patogeno
para generar parametros farmacodinamicos como las relaciones AUC:CMLI, Crax:CMI 0 el
tiempo que permanecen las concentraciones séricas del antimicrobiano por encima de la CMI (t
> CMI) (3).

La actuacion de concentraciones inadecuadas de compuestos elimina tan solo aquellas
subpoblaciones mas sensibles, persistiendo las mas resistentes. Esto implica que la mayoria de
estas bacterias supervivientes permanecen en una fase estatica mientras el hospedador elimina
. el antibiético, se recupera del dafio en las partes afectadas, o sintetiza nueva§ proteinas. A esta
fase estatica que resulta tras la exposicion de un individuo 2 un antimicrobiano se la denomina
efecto postantibiético o PAE (10). Et PAE es el tiempo durante el cual el crecimiento
microbiano es inhibido una vez que la concentracion del farmaco ha descendido a niveles por
debajo de la CMI (11,12).

La duracion del efecto PAE es dependiente de muchos factores: el microorganismo, el
farmaco y la concentracién a la que se encuentra, y la duracion de la exposicion (13-17). Una
vez que la concentracion del antibidtico ha desaparecido del entorno y la fase postantibiotica
ha concluido, si el microorganismo ha conseguido sobrevivir comenzara de nuevo su ciclo vital

a ritmo normal y entrar4 en la fase denominada de recrecimiento. A partir de este momento el
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microorganismo puede volver a inducir una infeccién cuando alcance un tamafio de poblacién

6ptimo (18).

Actividad Acdtividad Efeclo Recrecimiento
Microbicida Microbiostitica Postantibidtico Microbiano
o0 > < > <€ > < >
- 1

(o]
1

Concentracion Sérica
5
\ \
-

oM \

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo

Figura 1. Relaciones farmacodindmicas entre la concentracidn de fAirmaco en suero y la actividad

antimicrobiana. my

Ya hemos dicho que una terapia antimicrobiana efectiva lleva implicita la idea de
toxicidad selectiva, y requiere que el agente antimicrobiano alcance el lugar de mfeccién en una
concentracién suficiente para inhibir y preferiblemente matar al microorganismo ofensivo, con
la minima toxicidad para el hospedador. (19). Resulta obvio pensar que ningiin tubo de ensayo |
en el laboratorioc va a reproducir de forma idéntica las condiciones en las cuales el
microorganismo y el antimicrobiano se encuentran en el foco infeccioso. Lo sorprendente de
este fendmeno no es que las pruebas de laboratorio fallen alguna vez al predecir la respuesta
clinica, sino que muy a menudo son fructiferas en ello.

Se pueden identificar tres lineas generales de investigacién que hayan sido exploradas

en un intento de ganar mas confianza en la manera de predecir el éxito terapéutico (20):

1.~ Estudios designados para averiguar que ocurre en el encuentro microbio-farmaco en

el tubo de ensayo (como sucede en las pruebas de actividad microbiolégica).
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2.- Esfuerzo en acercar las pruebas in vitro a la realidad. La correlacion entfe la
farmacocinética y las pruebas de sensibilidad microbiana son un claro ejemplo de
este proceso.

3.- Empieo de factores inmunologicos ex vivo para la extrapolacion de resultados a los

fen6menos que ocurren realmente en el proceso infeccioso.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE LOS FARMACOS.

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

La actividad antimicrobiana intrinseca de los antibiéticos se determina en el laboratorio
mediante estudios de sensibilidad in vitro, partiendo de un numero importante de cepas
bacterianas frente a dichos farmacos (21). Existe actualmente una clara controversia en cuanto
a cudl es el mejor y mas practico de los métodos de sensibilidad a antibidticos, o a cualquier
sustancia que muestre actividad inhibitoria en el crecimiento de los microorganismos (22,23).
Aunque ya se estén empleando métodos estandarizados (24,25), las dos herramientas mas
importantes en pruebas de sensibilidad antibacteriana, el método de difusion en agar y el de
dilucién en caldo, todavia muestran diferencias significativas entre ellas (26).

®
1.- Concentracién Minima Inhibitoria. CMI.

El método de la dilucién en caldo determina ya sea con macro o micro-volumenes
(27.28) la CMLI, es decir, 1a concentracion de farmaco que inhibe el crecimiento de un cultivo
de microorganismos expuestos a un farmaco en concentraciones seriadas al doble (29).

Esta CMI est4 aceptada como método de referencia, y prueba de ello es que las demas
técnicas de sensibilidad se refieren siempre comparativamente con ella. Segin la NCCLS (25),
las pruebas de sensibilidad estan indicadas para cualquier microorganismo que contribuya a un
proceso infeccioso, siempre y cuando su sensibilidad no pueda ser predecible a partir del
conocimiento de la identidad del microorganismo, y fundamentalmente en aquellas especies
que pueden mostrar resistencia a los farmacos de uso comiin.

Indudablemente, la CMI tiene un valor incalculable a la hora de averiguar la sensibilidad
de los microorganismos a los firmacos; sin embargo, también es cierto que presenta alguna

desventaja (22).

- Solo es util si las comparaciones se realizan bajo las mismas condiciones.
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- Se realiza casi invariablemente en la fase logaritmica de crecimiento, cuando la
poblacion celular cambia continuamente.

- A medida que transcurre el crecimiento celular, la cantidad de farmaco dirigido a los
microorganismos oscila.

- Es un valor estitico o puntual, es decir, no genera informacion de la actuacion del

farmaco sobre el microorganismo a lo largo del tiempo.

Estas desventajas de la CMI surgen y se explican basicamente por un motivo: la
aplicacion de los resultados no tiene el mismo fin. Cuando se habla de CMI con finalidad
préactica, nos encontramos con una serie de normas o criterios de determinacion de sensibilidad
de los microorganismos a los diferentes farmacos, fundados en la universalizacion de las
técnicas a emplear. Con ello se pretende que la capacidad de inhibir un microorganismo sea lo
mas parecida posible en todos los laboratorios que manejan muestras clinicas, y que se pueda
enfocar de algin modo el tratamiento de una enfermedad infecciosa. Sin embargo, st
empleamos la CMI con fines de investigacion tnicamente, las condiciones aplicadas son
totalmente distintas, puesto que la finalidad no se enfoca hacia la reproductividad de las

pruebas, sino a su utilidad cientifica.

2.~ Concentracion Minima Bactericida. CMB

—— e e

La CMB es la concentracién minima de antibidtico capaz de eliminar el 99,9% de la
poblacion celular procedente de un inéculo estandar (10° UFC/mtl). Para determinar la CMB se
siembran en agar alicuotas de las concentraciones que inhiben el crecimiento del
microorganismo, y aquélla dilucién que no muestre indicio de crecimiento alguno en la placa se

considerard la CMB (29).

3.~ Cociente Inhibitorio. 1Q.

El cociente inhibitorio o coeficiente terapéutico resulta de la relacion obtenida entre el
nivel medio alcanzado en suero en un tratamiento con dosis terapéuticas (expresado en
microgramos), y la CMI del patégeno potencialmente infectante (30). Generalfnente se escoge
como valor éptimo el que parte como minimo de 4, aunque depende de la aplicacion clinica,
microorganismo, niveles tisulares/séricos/LCR etc. (21,31). Asi por ejemplo, la ausencia

relativa de mecanismos de defensa en el sistema nervioso central implica que la tasa de muerte
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microbiana ha de tener un perfil mas bien bactericida que bacteriostatico y, por tanto, el IQ ha

de ser algo mayor para mejorar la actividad (32).

PARAMETROS FARMACODINAMICOS

1 - Cuantificacion de la actividad microbicida en el tiempo. Curvas de letalidad

La curva de letalidad es una herramienta experimental que permite apreciar la actividad .

de un antibi6tico mediante un seguimiento a lo largo del tiempo (33). Al igual que en la CMLI,
este efecto se cuantifica como resultado de la exposicién continua del microorganismo a una
concentracion fija del antimicrobiano (27). La actividad letal se puede expresar como la tasa de
muerte ocurrida bajo una concentracién fija de firmaco en condiciones experimentales
controladas (34,35). Dicha tasa se obtiene contando el nimero de microorganismos viables a
varios intervalos de tiempo (33). La tasa de muerte bacteriana depende en parte del tipo de
quimioterépico empleado, de la concentracion empleada y del tiempo de exposicion (24,25).
Para un mejor conocimiento de la correlacion entre las pruebas de cinética de muerte in vitroy
los resultados terapéuticos, la limitacién de la viabilidad microbiana causada por el farmaco se
debe interpretar a partir del conocimiento de las concentraciones activas de!l compuesto
antimicrobiano y su distribucién sérica tras su administracion (36).

Basandose en esto, algunos autores han propuesto una clasificacion en dos grupos de

los antimicrobianos, segiin su actuacion (3,32):

- Concentracion dependientes. Aquéllas - sustancias capaces de incrementar
marcadamente la actividad microbicida a medida que se aumenta la concentracion.
En este caso, podemos decir que la muerte microbiana depende de la diferencia
entre la concentracion maxima del firmaco y la CMI del patogeno.

- Concentracién independientes (o tiempo dependientes). Aparentemente cuando la
concentracién de farmaco supera un determinado valor (bien sea CMI o valores
superiores), la muerte bacteriana se produce a una tasa de orden 0, y el incrementar
dicha concentracién no conduce a un cambio proporcional en la tasa de muerte
microbiana. Bajo estas condiciones, no es predecible la correlacion con

concentracién pico sérica.
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Microsrganismos . Microorganismos

Tiempo Tiempo

Figura 2. Cinética de muerte de un microorganismo frente a un firmaco con comportamiento concentracion

dependiente (a) y otro tiempo dependiente (b).

Cuando se usa como herramienta la curva de letalidad para valorar un antimicrobiano,
generalmente se emplean concentraciones superiores a fa CML A intervalos fijos de tiempo, se
cuentan las células viables y se registran en una escala semilogaritmica frente al tiempo.

A veces el recuento celular puede incrementarse tras el descenso inicial. Este fendmeno
puede atribuirse a la seleccién de mutantes resistentes, inactivacion del antimicrobiano o
recrecimiento de las células que hayan escapado a la actividad del farmaco (37).

Cuando se expone el microorganismo 2 la accion de! farmaco el efecto que se obtiene
es dependiente de muchos condicionantes. Estos pueden ser de origen biolégico o de origen
técnico, pero en cualquier caso son todos importantes a la hora de generar unos resultados no

sesgados.

1.1.- Factores biolégicos que influyen en la cinética de muerte microbiana,

Tolerancia. Se produce cuando el microorganismo es capaz de crecer en presencia de altas
concentraciones de antimicrobiano de forma que la accion microbicida del farmaco es eludible
(33) y, por tanto, no se produce variacidn en los resultados de las pruebas de sensibilidad.

Se han descrito al menos 3 mecanismos capaces de generar supervivencia en los

aislados clinicos durante la terapia con agentes de actuacién a nivel de membrana (33,37,38):
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Persistencia. Un niimero reducido de bacterias (generalmente < 0,1%) es capaz de
sobrevivir al efecto letal de un antimicrobiano. Si estas células
persistentes son de nuevo incubadas junto con el farmaco, encontramos
que son exactamente igual de sensibles que la cepa de la que proceden.

Efecto paraddjico.  Ocurre cuando la supervivencia celular se incrementa significativamente,
al tiempo que se aumenta la concentracion del agente antimicrobiano por
encima de la CMB.

Tolerancia fenotipica. Es una propiedad que presentan practicamente todas las cepas
bacterianas y se define como un descenso en la sensibilidad al agente
antimicrobiano, el cual se manifiesta sélo en determinadas condictones

de crecimiento.

Resistencia fenotipica. Es posible que un microorganismo desarrolle resistencia durante la
realizacion de una prueba de sensibilidad, y esta resistencia, que en la mayoria de las ocasiones
es fenotipica, es una caracteristica inherente al microorganismo. Las pruebas de sensibilidad
microbiana son especialmente proclives a seleccionar cepas fenotipicamente resistentes de la
poblacion. A diferencia de las cepas persistentes, estos supervivientes pueden demostrar un

descenso en la sensibilidad cuando se vuelven a ensayar.

1.2.- Factores Metodolégicos que interfieren en la realizacién de las curvas de letalidad

Aparte de las caracteristicas fisiologicas y genéticas inherentes al microorganismo,
_existen otros motivos por los cuales la obtencion de resultados en la sensibilidad del
microorganismo a un farmaco pueden verse modificados.

En muchas ocasiones, los métodos experimentales son una pieza clave a la hora de

asegurar una fiabilidad elevada en las conclusiones de un estudio de investigacion.

Fase de crecimiento del inéculo. Cuando se emplea un cultivo de microorganismos para
comprobar el grado de sensibilidad a un quimioterapico, se ha de conocer con el mayor grado
de exactitud posible cual es la fase de crecimiento en la que se encuentra el microorganismo
para iniciar la prueba. Un error muy frecuente en los laboratorios es realizar pruebas de
sensibilidad con microorganismos en fase estacionaria. En este momento del ciclo de vida del

microorganismo, se incluyen una gran cantidad de células latentes dentro de la poblacion que
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no son tan sensibles a la accion del farmaco y, por tanto, producen tasas de muerte menores

(39,40).

Tamaifio de inéculo. La cantidad de microbios presentes en una prueba de sensibilidad es muy
importante. E! fenémeno por el cual se observa un incremento significativo en la CMI cuando
se sube la concentracién microbiana del indculo, se denomina Efecto In6culo (27,41). En
general, se considera que un incremento de la CMI es significativo cuando el valor de
inhibicion asciende 2 diluciones o mas con un cambio en el tamafio de indculo de + 0,5 logio
UFC/ml (42). A menudo este efecto es atribuible al incremento de las enzimas inactivantes del
antibidtico, como ocurre con las B-lactamasas (43,44). Existe en cambio, otro fenomeno
relacionado con el incremento del indculo y que se ha citado ya previamente; la tolerancia.
Cuando se trabaja con tamafios de indculo elevados la tolerancia aumenta, mientras que

cuando se emplea un tamafio de indculo reducido el descenso en la tolerancia es inmediato

(45).

Contacto insuficiente. En ocasiones el microorganismo no contacta lo suficiente con el
farmaco como para poder percibir tna actividad del 100%. Esto es, en gran medida, debido a
la presencia o ausencia de agitacién continua durante el proceso experimental. En muchas
ocasiones, la adhesion del microorganismo a la parte inmediatamente superior del menisco del
tubo de ensayo es la causa de que el antimicrobiano no actiie sobre la totalidad de los

microbios (46-48).

Arrastre de antimicrobiano. Este fendmeno se encuentra en los casos en que se emplean
mucha concentracién de antimicrobiano (supra CMI). Cuando se transfiere un volumen del
cultivo a otro con medio fresco, adem4s de arrastrar los microorganismos, se produce un paso
de una cantidad de antimicrobiano no deseado (49). En aquellas pruebas en que se emplea
dilucién y siembra en placa es muy comun dejar restos de farmaco sobre el agar que pueda

influir a posteriori en el recuento de las unidades formadoras de colonias.

Medio de cultive. La eleccion de un medio de cultivo es esencial para ver la eficacia de un
farmaco sobre un microorganismo. Son muchos los factores existentes en un medio de cultivo
que pueden afectar al crecimiento del microorganismo o a la accion del antimicrobiano. Por

ello, algunas de las variables del medio como proteinas (50,51), pH (52), fosfatos (53),
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osmolaridad, concentracion salina y cationes disolventes (53,54), son importantes a 1a hora de

seleccionar un medio de cultivo apropiado.

2.- Area Bajo la Curva de Muerte (AUKC)

Este parametro nos permite comparar el efecto encontrado en la interaccion

microorganismo-quimioterapico a lo largo del tiempo en que ambos estan en contacto (55,56)
El AUKC puede cuantificarse de forma particular o global, es decir, podemos obtener

cada una de las AUKC de cada hora de muestreo en la curva de letalidad, o si no obtener la

suma de todas ellas que nos ofrece un AUKC completa, a lo largo de todo el experimento.
Este pardmetro nos permite saber como se comporta un antimicrobiano a lo largo dela

exposicion con el microorganismo, pudiendo comparar con diferentes concentraciones.

3 - Persistencia de la actividad antimicrobiana tras la actuacion del farmaco. Efecto

_Postantibiotico

El efecto postantibiotico (PAE) es el término utilizado para describir la persistencia en
la supresion del crecimiento bacteriano que sigue tras una corta exposicion del microorganismo
a los agentes antimicrobianos (11). Es un fenémeno asociado a la actividad inhibitoria de la
mayor parte de los agentes antimicrobianos, y se produce cuando ¢€stos se ensayan a
concentraciones iguales o superiores a la CMI (14).
Aunque este fendmeno fue descrito en los afios 40 su relevancia terapéutica no se ha estudiado
verdaderamente hasta mediados los afios 70. La demostracién de que no se trata tan sélo de un
fenémeno in vitro, sino que puede hallarse también en modelos experimentales (57-60) y sobre
todo, su ratificacién como factor a considerar en los regimenes de dosificacion (13,61), han
dado a este efecto una importancia clara, que se transmite en una gran cantidad de estudios

(62-70).

3.1.- Determinacién del PAE in vitro.

La determinacion y cuantificacion del PAE han sido realizadas por una amplia variedad
de métodos (10). En general, estas técnicas conllevan a la medicion de la cinética de
crecimiento de los microorganismos tras la eliminacién completa de del firmaco existente en el
medio. Para medir el crecimiento microbiano, la técnica mas empleada por los investigadores

es la de recuento de viables en placa (71).
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El método estandar para calcular el PAE est4 fundado en la diferencia entre el tiempo
requerido para los cultivos control y el tiempo requerido por los cultivos tratados en aumentar
un logaritmo decimal por encima del nimero de microorganismos presentes tras la eliminacién

del quimioterapico (11). Su expresion matemética es la siguiente:
PAE=T-C;

donde T es el tiempo requerido para que el cultivo tratado con antimicrobiano incremente su
poblacion bacteriana en 1 logaritmo decimal después de haber retirado el fairmaco, y C es el
tiempo requerido para que la poblacién bacteriana del cultivo control se incremente en 1
logaritmo decimal por encima de su valor después de la eliminacion del agente antimicrobiano
de los cultivos tratados. v

Existen otras técnicas aparte del recuento de viables, que cuantifican el efecto
postantibiético. Asi por ejemplo existen métodos morfolégicos (72), de densidad Optica (73),
recuento de particulas electronicas (63,74), generacion de CO; (75), tasa de incorporacion de
timidina tritiada (76), y medida del ATP intracelular (77,78), entre otros. Aunque en general el
PAE observado para ellos es el mismo o muy similar al que se obtiene por recuento de viables,
en el caso de la medicion por densidad optica y de presencia de ATP intracelular, se ha

demostrado la generacién de tiempos de PAE mayores (75,79).

3.2.- Factores que influyen en el PAE
Hay una serie de factores que pueden alterar la presencia y/o duracion del PAE. Estos

estan relacionados con el farmaco, el microorganismo y/o con las condiciones experimentales

(80).

3.2.1.-_Tipo de microorganismo. No todos los microorganismos presentan el mismo PAE,
incluso este valor es diferente dentro de la misma especie y distinia cepa. Normalmente los
Gram-positivos y las levaduras son los que muestran tiempos de PAE més largos
(64,81,82,83). En cambio, los Gram-negativos suelen no tener PAE o éste es mas corto
(84,85). También es importante considerar algunos factores intrinsecos al microorganismo

como la fase de crecimiento, capacidad de crear resistencia, tiempo de generacion, etc (14).
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3.2.2.- Clase de antimicrobiano. Los farmacos influyen principalmente en la determinacion del

PAE por dos motivos, segiin sea su mecanismo de accion o segun la relacion
concentracion/tiempo de exposicion. En los Gram-positivos, los antimicrobianos en general
producen PAE largo, siendo los inhibidores de proteinas y de acidos nucleicos los que inducen
mayores tiempos (62,86,87), mientras que los inhibidores de la pared celular son los que
generan los tiempos de PAE mas cortos. En los Gram-negativos se ha encontrado que los
inhibidores de sintesis proteica y de acidos nucleicos producen PAE de varias horas (70,88),
mientras que los B-lactimicos producen PAE nulo o no significativo (excepto el grupo de

carbapenemes) (89,90).

3.2.3.- Condiciones experimentales. Son varios los factores que pueden influir en la
cuantificacion del PAE (pH, medio, temperatura), pero sin duda uno de los pasos que
claramente es determinante en el desarrollo del experimento y cualquier variacién en su
ejecucién modificara los resultados, es el lavado o eliminacion del farmaco (10). Estudios
sobre la eliminacién del antimicrobiano del medio de cultivo han puesto de manifiesto que
existen variaciones en la duracidn del PAE, dependiendo del método empleado. Las formas
mas comunes de eliminacion del firmaco son la centrifugacion, filtracion, dilucién y la
inactivacion (14). La centrifugacion es el método estandarizado y mas fiable, aunque presente
el inconveniente de producir una elevada letalidad (especialmente en Gram-negativos), debido

a efectos mecanicos y osmoticos (91).

4 - Efecto de concentraciones subinhibitorias

En el tratamiento de infecciones bacterianas con dosificacion intermitente, las
concentraciones del farmaco en tejido y suero decrecen paulatinamente hasta que alcanzan
niveles que se encuentran por debajo del umbral de actividad inhibitoria. Existen una serie de
estudios que demuestran que la accion de una dosis en dicha fase es mas activa que cuando no
hay pretratamiento, y que incluso con concentraciones subinhibitorias se puede llegar a
conseguir un efecto microbicida (65,92,93).

El efecto farmacodinamico de las concentraciones subinhibitorias de antibioticos (Sub-
CMI) puede ser evaluado de multiples formas. El término CMA, referido a la concentracion
minima de antibiético, fue descrito por Lorian (96) para explicar el fenémeno relativo 2 la
variacion en la estructura celular bacteriana observada por microscopia electronica o por

descenso en 1 logaritmo decimal de células viables al emplear concentraciones por debajo de la
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CML Se producen en los microorganismos cambios como elongacion, engrosamiento de la
pared celular o formacion de largos filamentos (94,96). La CMA, cuando se define como |
produccién de un descenso en la viabilidad de los microorganismos en 1 logaritmo decimal,
varia segtin el antibitico y entonces se emplea la relacion CMI/CMA para indicar la magnitud
del efecto de concentraciones Sub-CMI (94).

Otro efecto de las concentraciones Sub-CMI se puede ver cuando el microorganismo
ha sido pretratado con concentraciones supra-CMI durante un tiempo, es decir, la aplicacién
de bajas concentraciones sobre microorganismos en fase postantibidtica (77,93,97,98). En este
caso las concentraciones subinhibitorias pueden producir un letargo prolongado en la
replicacion microbiana, o incluso un efecto microbicida antes del recrecimiento, sobre todo en
el caso de las combinaciones antibiético/bacteria con presencia de PAE (94). Se ha descrito un

método de cuantificacion de dicho efecto a partir de dos parametros (99):

1) El efecto de concentraciones Sub-CMI representado en la figura 3, se define segun

la formula:
PASE=S8"-§;

donde S representa la diferencia entre el tiempo de crecimiento (requerido para
incrementar la poblacion de células viables en 1 logaritmo) a cada Sub-CMI de
antibiotico sin pretratamiento (sin induccién de PAE), y el tiempo de crecimiento de
los cultivos control no tratados y S’ es la diferencia entre el tiempo de crecimiento
de los microorganismos expuestos a cada sub-MIC de antibidtico con tratamiento
(previa induccion de PAE) y el tiempo de crecimiento de los controles pretratados
unicamente (induccion de PAE).

2) Se define como cambio en el recuento de viables a las 4 horas la diferencia entre el

recuento de viables en la hora 4 respecto ala 0.
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Figura 3

Representacién  esquemdtica de  las
concentraciones subinhibitorias en fase
postantibiética definido por Kikuchi et al
(99). WE Tratamiento previo con
antibidtico; x linea gruesa, control sin
tratamiento previo, x linea fina, antibiético
Sub-CMI sin pretratamiento; * linea
gruesa, control con tratamiento previo;
¢ Jlinea fina, antibidtico Sub-CMI con
pretratamiento.

Todos estos resultados presentan una relacion directa con los estudios realizados in

vivo al respecto. Asi, existen varios modelos experimentales en animales en los cuales las

concentraciones subinhibitorias son capaces de erradicar por si mismas la infeccion (100,101).

Es, por tanto, de vital importancia considerar el efecto de concentraciones Sub-CM], ya

sea en fase postantibidtica o no, puesto que va a soportar un papel decisivo en el recrecimiento

bacteriano entre dosis (94).

5.- Tiempo de recrecimiento (ERT)

Este parametro farmacodinimico sirve para medir de forma aproximada el tiempo

esperado en el que un cultivo bacteriano se recupera en su crecimiento normal tras la

exposicién a una dosis determinada de firmaco siendo, por tanto, la suma del descenso inicial

en la viabilidad celular causada por el poder bactericida del antimicrobiano, mas ¢l PAE

(77,90,102).
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Al igual que a las bacterias no las conocemos en su estado natural sino como se nos

presentan en los cultivos artificialmente, la actividad in vitro de un antimicrobiano la
extrapolamos al organismo vivo, y deducimos que actuaré igual, lo que en muchos casos se
confirma por la eficacia terapéutica demostrada en los ensayos clinicos. Al binomio antes
citado (germen-farmaco), en el que el ambiente (medio de cultivo) es siempre el mismo, al
hacer la extrapolacion, hay que afiadir un tercer factor: el huésped parasitado, ya que el medio
ambiente no es el mismo. El microorganismo infectante puede estar localizado en varias partes
o diferentes tejidos, en los que el antimicrobiano no puede alcanzar idéntica concentracién.
Antes de llegar a la zona infectada puede sufrir cambios quimicos que reduzcan su actividad, la
bacteria agresora in vivo esta expuesta a una concentracion mas variable, ya que éste se diluye
en los liquidos organicos de manera menos uniforme y constante que in vitro (9). Ademas, hay
que considerar la capacidad de resistencia del huésped frente al microorganismo patogeno
mediante los mecanismos de inmunidad. En muchas ocasiones se ha simulado ir vitro parte de
la actuacion de los sistemas inmunologicos de defensa frente a una invasion bacteriana, la
forma maés comun de estudiar el fenémeno es la utilizaciéon de células fagociticas en cultivo
junto a bacterias y antimicrobianos (103-106). Muchos parametros farmacodinamicos pueden
asi ser estudiados incluyendo un factor més: la actividad fagocitica del huésped. También es
importante considerar la existencia de proteinas séricas con capacidad antimicrobiana. El
sistema del complemento, que consta de al menos 25 proteinas plasmaticas y de membrana,
actiia siguiendo una secuencia ordenada; una proteina divide a la siguiente en varios
fragmentos de los cuales el mayor actia como una enzima proteolitica activada, dividiendo y
con elfo activando a la proteina siguiente hasta que alcanza el complejo MAC (Membrane
Attack Complex), capaz de lisar las bacterias por interaccion con sus membranas (107)

Se ha visto que tanto la actividad microbicida como el efecto PAE pueden ser
prolongados con la presencia de suero con algunos antimicrobianos (fluorquinolonas y
fluconazol entre otros) (108,109).

La presencia de proteinas en suero no es exclusivamente potenciadora del efecto de los
firmacos; al contrario, puede inhibir su actividad. Esto es debido al fenomeno conocido como
adherencia a proteinas séricas, que se emplea como parimetro farmacocinético, y mide la

asociacion irreversible de un farmaco con proteinas por medio de enlaces i6nicos, pudiendo ser
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afectada por la naturaleza de la proteina, por la concentracion de la misma y por la del farmaco
(110,111). ‘

La proteina que se asocia mas a menudo en la interaccion con ¢l fairmaco es la
albimina. La reaccién con albimina es rapidamente reversible, y las particulas del farmaco
estan uniéndose y separandose continuamente, manteniendo un equilibrio entre el lugar de
union y la fraccion libre (110). En un momento determinado, Unicamente las particulas libres
son capaces de interaccionar con los lugares diana del microorganismo. Muchos estudios han
demostrado que la reduccion de la actividad de antibiéticos in vitro cuando existe suero en el
medio, se puede predecir a partir de la unién a proteinas que presentan (7). En un estudio
sobre la influencia de la unién a proteinas de los antibidticos en la cinética de muerte de
Staphylococcus aureus, se ha demostrado que es la porcion libre de antibiético la que es activa
biolégicamente, y que la unién a proteinas por si misma no tiene ningin efecto inhibitorio
sobre la actividad microbicida (112). Sin embargo, uno de los factores mas importantes que
contribuyen a la confusion acerca de la union a proteinas es que no siempre se reconoce que la
fraccién ligada a proteinas disminuye la actividad antimicrobiana. Por tanto, los niveles totales
en vez de los libres, se emplean a menudo para relacionar concentraciones de antibiotico en
suero o tejido con la CMI (medida en medio carente de proteinas), o para comparar el
potencial terapéutico de diferentes farmacos (113,114). Es obvio que las conclusiones

obtenidas de estas pruebas son erroneas (7).

AGENTES ANTIFUNGICOS

1.-Pruebas de sensibilidad. Situacion actual.

Al igual que para las bacterias, la NCCLS ha formado un subcomité que pretende
estandarizar las pruebas de sensibilidad a antifingicos (24,25). Como resultado de una serie de
estudios realizados por este subcomité, se propuso el método de referencia de macrodilucion
en caldo para las pruebas de sensibilidad a los antifingicos con levaduras (115). Esto fue
debido en parte a que las pruebas de sensibilidad frente a hongos estaban tradicionalmente
valoradas desde una perspectiva claramente bacteriologica, pero la adaptacién de técnicas
empleadas para bacterias ha sido util solo en un nimero reducido de antifingicos y de forma
cuestionable (23,116). El estudio de organismos eucariotas con estructuras y requerimientos

nutricionales diferentes a las bacterias implica una serie de factores, que raramente son tenidos
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en cuenta a la hora de trasladar los fundamentos de las técnicas bacteriologicas a Ia micologia,
para elaborar métodos muy sensibles a variables experimentales (117).

Sin embargo, a pesar de los esfuerzos realizados, las pruebas existentes in vitro para
evaluar la sensibilidad de los hongos a los antifingicos o la monitorizacion de las
concentraciones de éstas in vivo dista mucho de alcanzar los minimos necesarios para su
utilizacién satisfactoria (118). Es importante conseguir una valoracioén cualitativa adecuada
como la CMI que permita predecir si un aislamiento clinico es o no resistente in vitro a un
antifiingico, asi como una certera valoracion cualitativa (utilidad prondstica) que sirva de
prediccion de la respuesta clinica.

En la lucha por la busqueda de un método generalizado en estas pruebas, se han
encontrado una serie de obstaculos o factores que pueden influir en la determinacion de la
CMI. Estos factores son aplicables tanto para las pruebas de laboratorio clinico como para
aquellas determinaciones empiricas enfocadas a estudiar cientificamente la sensibilidad de los

microorganismos a los antifiingicos (119-121).

Definicion del punto de corte (“BreakPoint”). Este es quiza el aspecto que introduce mayor
variabilidad en las pruebas interlaboratorio, especialmente en el caso de los azoles y la 5-
fluorocitosina (esta dltima bajo determinadas condiciones) (122). Esto se debe a que, tras un
notable efecto del farmaco en un principio, puede persistir una pequefia turbidez para todas o
casi todas las concentraciones ensayadas. Por tanto, aqueilos investigadores que consideren
estrictamente el punto de corte donde se localiza la transparencia del cultivo, generaran CMI
superiores a aquellos que consideren que la aparicion de una leve turbidez, que indica
crecimiento microbiano, es el punto de inhibicién (25,123).

Se han desarrollado métodos alternativos para poder evitar estos problemas y definir lo
més precisamente posible el valor de inhibicién. Una de las vias para ello ha sido la descripcion
meticulosa del punto de corte, ayudandose para ello de términos concretos. Podemos

determinar un punto de corte como:
-(0) Opticamente claro

- (1+) Ligeramente turbio

- (2+) Descenso considerable en la turbidez en comparacion con el control.
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El problema que presenta este procedimiento estriba en la imprecision del
establecimiento de un cultivo como (2+), puesto que persiste el criterio subjetivo del evaluador
(124,125).

Otra posibilidad para salvar el problema consiste en la obtencion del punto de corte por
medio de monitorizacion espectrofotométrica de los cultivos. Con esta técnica se consigue una
manipulacién numérica, que permite una objetivizacion mayor de los resultados. En este caso
se define la turbidez del control libre de quimioterapico como 100%, y los demés cultivos con
las diferentes concentraciones de farmacos son referidos a éste segn el porcentaje de
inhibicién (126). Con este método, ademas, es posible definir un concepto nuevo, la
concentracion a la cual 1a turbidez se reduce a un porcentaje especifico, generalmente el 50% o
el 25% del control, el cual se toma como “breakpoint” y se denomina concentracion inhibitoria

del 50% o del 25% (ICsp y IC2s respectivamente) (123,127-129).

Tamaifio de inéculo. Han sido ya ensayados varios tamafios de indculo para las pruebas de
laboratorio, en las que se encuentran involucradas las levaduras patogenas mas comunes (130-
132). Extrapolando resultados de varios estudios y moviéndose en un rango de poblacion
celular desde 10> UFC/ml hasta 10° UFC/ml, se ha comprobado que la CMI de la mayoria de
los antifingicos incrementa significativamente al aumentar la carga celular del inéculo
experimental (133). La mayoria de las pruebas son realizadas con poblaciones celulares
iniciales bajas, encontrandose los valores entre 0,5x1 0y 2,5x10° UFC/ml (25). Sin embargo,
no esta del todo claro que un indculo bajo sea el apropiado para la interpretacion de los

resultados en todos los microorganismos (118).

Tiempo y condiciones de incubacién. Aunque como norma siempre s¢ ha seguido el criterio
de 1a utilizacion de 4mbitos lo mas parecidos a los encontrados en un organismo, la necesidad
de obtener los valores de inhibicién lo mas rapido posible, ha conducido a una variacion en las
condiciones generales de incubacién. Asi, como las levaduras crecen més rapidamente en
temperaturas por debajo de los 37°C, se opta por emplear los 35°C como temperatura idonea
de cultivo (121-134). Igualmente, la duracién de la incubacion depende mucho de los
microorganismos y puede variar una lectura a las 24 horas hasta una lectura a las 72 horas, o

incluso mas tarde (135).
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Medio de cultive. Este es un punto muy importante en la realizacion de las pruebas de
sensibilidad y, por tanto, en la interpretacion de los valores de inhibicion del crecimiento.
Existen una serie de medios de cultivo que son frecuentemente empleados en las pruebas de
sensibilidad a antifingicos, pero que producen variacion en los resultados dependiendo del
microorganismo o farmaco utilizado. Hoy en dia, los dos medios de cultivo mas empleados
para estas pruebas son e} RPMI 1640 y el b-YNBG (25). Es importante a la hora de emplear
cualquiera de estos medios el considerar las condiciones de tamponado (136). Esta demostrado
que las condiciones de acidez en un medio tienden a aumentar los valores de CMI de los
antifingicos anfotericina B, fluconazol, ketoconazol, miconazol y cilofungina, mientras que 5-

fluorocitosina tiende a presentar valores inhibitorios menores (123,137,138).

2-. Estudios farmacodinidmicos.

En micologia a, diferencia de lo que sucede en bacteriologia, los estudios relativos a la
farmacodinamia de antifungicos son muy escasos. Son multiples las causas que hacen que estos
estudios se realicen tan esporadicamente. Asi, por ejémplo, un hongo presenta un ciclo de vida
diferente al de una bacteria (eucariota frente a procariota respectivamente), lo que hace que sus
condiciones sean distintas y particularmente mas complicadas, ya que son organismos
filogenéticamente mas complejos (139,140). También influye indirectamente el haber enfocado
la mayor parte de los estudios a la obtencién de un metodo estandar de sensibilidad, dejando
un poco de lado los subsiguientes estudios farmacodinamicos.

El seguimiento del efecto de los antifingicos sobre estos microorganismos a lo largo
del tiempo ha sido estudiado de forma intensiva, si bien el hecho de presentar uno ciclos
reproductivos largos (con tiempos de generacién de mas de 2 hofas) ha conducido a que el
esfuerzo en cada experimento sea mayor. Existen por tanto multiples estudios en los que se
pone de manifiesto la actividad fungistatica o fungicida de los agentes antifiingicos sobre las
diferentes clases de hongos patogenos, y que demuestran que la tasa de muerte o de inhibicion
del crecimiento se produce de manera muy diferente segin la especie, y dependiente del
antimicrobiano empleado (141,142).

El efecto postantifingico también se ha estudiado en el campo de la micologia aunque
de forma ocasional y siempre con los mismos microorganismos y agentes antifingicos
(10,64,83,109). Este parametro farmacodinamico ha sido ensayado con metodologia muy
similar a la definida con bacterias, y sin considerar los aspectos fisio-morfologicos de los

microorganismos, que pueden afectar a los resultados si no se emplean modificaciones
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metodologicas. Concretamente se ha definido como efecto postantifingico o PAFE la
modificacion en la cinética de crecimiento encontrada en las células fiingicas tras la exposicion
a concentraciones de antifingico y posterior eliminacion de éste (83,143).

Menos considerado atin se encuentra el efecto de las concentraciones subinhibitorias en
el campo de la investigacion micologica. Sin embargo, parece ser que el empleo de bajas
concentraciones de fluconazol frente a Candida albicans en fase postantifingica, induce un

tiempo mayor de PAFE (109,143).

3 - Estudios de interacciéon con procesos inmunolégicos.

La aplicacion inmediata de la actuacion de las células fagociticas es el arma principal en
la defensa del hospedador frente a cualquier ataque de un hongo patogeno (144,145,146). En
muchos casos se ha estudiado el efecto de la incorporacién de los antifiingicos en las funciones
leucocitarias (103,147). También la interaccion entre los antifungicos y otros elementos del
sistema inmune puede conducir a resultados diferentes a los encontrados en la actividad
antimicrobiana de cada uno de ellos medida por separado (148-151). Asi por ejemplo, la
presencia de suero humano en cultivos de Candida albicans favorece la actividad de
anfotericina B, ya que parece ser que dicha molécula tiene mayor preferencia por las formas

miceliares de la levadura que por los blastoconidios (152).

4.- Anfotericina B.

Desde su aprobacion para el uso clinico (afios1955-1956), anfotericina B ha
permanecido como el agente antifingico de eleccion para muchos de los tratamientos de
micosis invasivas (153), y ain habiendo desarrollado compuestos de otras familias con
actividad antimicotica importante, sigue siendo prescrito en muchas enfermedades infecciosas

(154-157).

4.1 .- Estructura, propiedades quimicas y mecanismo de accion.
La estructura quimica y propiedades de anfotericina B se pueden ver en el anexo I

Su actividad antifingica se basa principalmente en la capacidad de union a esteroles de
membrana de las células eucariéticas. Una mayor especificidad por el ergosterol, esterol tipico
de 1a membrana fungica, es la causa de su mayor actividad frente a los hongos (158). Pero a

partir de determinadas concentraciones anfotericina B puede unirse también a esteroles de las
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células eucarioticas de animales superiores (el colesterol principalmente) (159,160), siendo ésta
la causa principal de su toxicidad.

La desestabilizacion de la funcion de membrana se manifiesta por la pérdida de cationes
si el dafio infligido por anfotericina B es pequefio y reversible, pero la pérdida de
macromoléculas como nucleoproteinas conduce a una lesion letal e irreversible (154). La
desorganizacion de la membrana se produce probablemente por la formacion de determinados
poros compuestos por agregados de anfotericina B y moléculas de esterol, lo que despolariza -
la membrana y produce un incremento en la permeabilidad a protones y cationes monovalentes

(160).

4.2.- Actividad microbiolégica
Anfotericina B ha mostrado una amplia actividad antifingica (161). Varias clases de

hongos como Torulopsis glabrata, Blastomyces dermatitidis, Coccidioides immitis,
Cryptococcus neoformans, Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum, 'y
Sporotrix spp, son sensibles a anfotericina B (162,163). Mientras que Candida albicans es
altamente sensible a la accién de este polieno, las demas especies del género Candida lo son en
menor grado (164,165). En los hongos filamentosos la eficacia de anfotericina B es variable,

aunque en general presenta una actividad baja frente a casi todos ellos (153).

4.3.- Farmacocinética

Anfotericina B es escasamente absorbida tras la administracién oral (118). Los niveles
recogidos en suero tras la exposicion a la molécula, en dosis diarias recomendadas (1,5 a 5 g dia),
oscilan entre 0,04 y 0,5 mg/ml (166,167), aunque en determinados casos con dosis superiores se
haya logrado una concentracion sérica no toxica de 4 mg/l (149). La administracion de anfotericina
B via intramuscular es poco eficiente, ya que su absorcidn es pobre y su efecto bastante irritante. Es
por esto por lo que la via mas utilizada para la administracion de la anfotericina B es la intravenosa.
Tras su infusién intravenosa (168), se puede encontrar en el suero o en los liquidos intracelulares,
un 40% o menos de la dosis administrada (169).

Quiz4 la lenta difusion sea debida a la alta unién a proteinas (90%, especialmente a
lipbproteinas, eritrocitos y colesterol). Estas concentraciones séricas, normalmente no exceden 2

pg/ml aun con dosis superiores a 50 mg (170).
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La via excretora principal del metabolismo de anfotericina B es desconocida, ya que no se
han detectado metabolitos. Solo una pequefia cantidad (aproximadamente un 3%), se encuentra en

orina a 1as 24 horas, y otra cantidad variable (0,8 a 14%) en la bilis (171).

4 4 .- Dosificaciéon

En general todas las infecciones fiingicas sistémicas son tratadas con anfotericina B
como primera opcién (162). La dosis diaria definida para anfoteﬁcina B oscila entre 0,5 y 1,5
mg/kg dependiendo de la severidad de la infeccion, naturaleza del patégeno, funcion renal y
tolerancia del farmaco. Las dosis empleadas para hongos filamentosos (particularmente
Aspergilosis y Zigomicosis) y en pacientes neutropénicos han de ser mayores (170). Lo mas
comim es emplear dosis de iniciacién para tantear la tolerancia al farmaco. Se recomienda
utilizar antipiréticos, antihistaminicos e incluso hidrocortisonas concomitantemente, para evitar

reacciones adversas (172,173).

5.-_5 Fluorocitosina
5.fluorocitosina es un compuesto analogo pirimidinico fluorado, soluble en agua y que
se descubrid en la investigacién de agentes antineoplasicos. Su estructura quimica se relaciona

con el 5-fluorouracilo y floxuridina (174).

5.1.- Estructura y propiedades quimicas. Mecanismo de accién
Tanto la estructura de la 5-fluorocitosina como algunas de sus propiedades quimicas se

encuentran en el anexo 1. Una vez que la 5-fluorocitosina penetra en la célula por medio de la
enzima fingica especifica citosin-permeasa, se pueden dar dos mecanismos de accion:
a) conversion a 5 fluorouracilo mediante una citosin deaminasa y posterior conversion a 5-
fluorouridina trifosfato tras actuaciéon de varios intermediarios que se incorpora al RNA
consiguiendo asi la inhibicion de la sintesis de proteinas (175,176).
b) conversion a 5-fluorodeoxiuridina monofosfato, que es un potente inhibidor de la timidilato
sintetasa causando un desajuste en la sintesis del DNA (177,176).

No se sabe todavia si estos dos mecanismos se encuentran ligados o acﬁian de manera
independiente. La formacion de 5-flucrodeoxiuridina monofosfato y descenso en la actividad
del timidilato pueden explicar la actividad de 5-flucrocitosina siendo la incorporacion de 5-

fluorouridina trifosfato casual o bien al contrario (178,179).
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5.2.- Actividad microbioldgica
5-fluorocitosina es clinicamente til frente a las diferentes de Candida, Cr. neoformans,

T. glabrata, los agentes etiologicos de las cromomicosis, y algunas especies de Aspergillus
(162,180,181). No se ha encontrado actividad frente a otros hongos como Histoplasma
capsulatum o Blastomyces dermatitidis (161,163). La determinacion de la sensibilidad irn vifro
de todas estas especies esta completamente supeditada al método empleado, la prueba de
sensibilidad realizada sobre los aislados con anterioridad al tratamiento no se ha correlacionado
siempre con las consecuencias clinicas (162).

La pérdida de la actividad microbioldgica de 5-fluorocitosina in vitro es debido a que
los medios que contienen materiales biologicos parcialmente degradados como peptonas,
extractos de levadura o proteinas digeridas (122,182). La resistencia al fé.rrﬁaco que se
incrementa durante la terapia (resistencia secundaria) es una causa importante en el fracaso
terapéutico con 5-fluorocitosina cuando se emplea sola (183). En aislados de C. albicans y Cr.
neoformans, la resistencia al firmaco ha venido acompafiada de un cambio en la CMI desde
25ug/ml hasta 360pg/mi. El mecanismo de esta resistencia puede deberse a la pérdida de la

citosina o el descenso en la actividad de la UMP pirofosforilasa o la citosin deaminasa (162).

5.3.- Farmacocinética

5-fluorocitosina se absorbe en mas de un 90% tras la dosis oral (184). Los niveles
séricos pico (entono a los 100 mg/1), en pacientes con funcionamiento renal normal, y de otros
fluidos (como LCR), se obtienen en un periodo de 1 a 2 horas (185). Su unidn a proteinas es
escasa obteniéndose niveles de farmaco en suero claramente dependientes de la dosis. La
eliminacién se produce a nivel glomerular principalmente (80-91%) y su vida media puede ser
de 3-4 horas en pacientes con fincion renal normal, o de varios dias si hay presente alguna

insuficiencia renal (186).

6.- Ketoconazol

Ketoconazol es un imidazol sintético de amplio espectro antifingico. Su
descubrimiento supuso un gran avahce, puesto que la posologia oral le daba ventaja sobre
otros miembros de la misma familia de antifiingicos (miconazol, clotrimazol) (187). La mejora
de los compuestos azolicos ha marginado ligeramente al ketoconazol, aunque permanece como
farmaco antimicético de indicacidn para algunas infecciones fungicas superficiales y ademas, se

estudia como posible agente sinérgico en combinacién con otros compuestos (188,189).
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6.1.- Estructura y propiedades quimicas, Mecanismo de accién
La estructura quimica y alguna de las propiedades de ketoconazol se pueden observar

en el anexo 1. Los imidazoles muestran su actividad antifingica mediante mecanismos que
causan un aumento en la permeabilidad de membrana, una inhibicién de la penetracion de
moléculas precursoras del RNA-DNA y sintesis de enzimas oxidativas y peroxidativas (188).
Los derivados imidazolicos inhiben la biosintesis de ergosterol. Una razén para la selectividad
de ketoconazol puede ser la dependencia de levaduras y hongos en la biosintesis de su propio
ergosterol, mientras que las células de mamifero pueden capturar el colesterol de forma
exédgena y compensar asi el posible efecto temporal de ketoconazol (190,191). Los cambios en
las actividades de las enzimas oxidativas y peroxidativas conducen a un crecimiento intracelular
de las concentraciones de peréxido de hidrégeno, contribuyendo a la degradacion de los

organulos celulares, lo que conduce a una necrosis celular.

6.2.- Espectro de accién y actividad antifiingica.
Tiene un amplio espectro de actividad inhibitoria in vitro, exceptuando a Aspergillus

spp. v Zigomicetes (161,162). In vivo se ha demostrado su eficacia en micosis profundas
(principalmente en paracoccidiodomicosis, coccidioidomicosis, blastomicosis e histoplasmosis),
dermatofitosis ptiriasis versicolor, onicomicosis y la mayoria de las formas de candidiasis
(particularmente candidiasis mucocutanea, cronica, aftas bucales y vaginitis) (192). Las
recidivas tras la terapia, aparentemente eficaz, son frecuentes en las micosis profundas

(89,193).

6.3.- Farmacocinética

Tras la ingesta de 200 mg de ketoconazol se alcanza una concentracion maxima media
de 2 pg/ml en las 2-4 primeras horas (194). Existe evidencia de una dependencia de dosis con
respecto a la eficacia (187). ‘

La absorcion de ketoconazol debe estar mediada por la acidez géstrica (195). El
firmaco, que es una base libre, se transforma en el estomago en sal clohidratada. El
tratamiento con otros fairmacos que reducen la secrecion gastrica (como los anticolinérgicos,
antiparkinsonianos, antiacidos, cimetidina, o ranitidina), o la ingesta de comida previos a la
dosis, disminuyen la biodisponibilidad de ketoconazol (196,197). La mayor parte del

ketoconazol se metaboliza, y es muy poca la cantidad de fairmaco que se excreta por cualquier
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ruta, La via mas importante de excrecion parece ser la biliar, vertiendo metabolitos inactivos al

tracto intestinal (198,199).

7.- Fluconazol

Se trata también de un agente antifingico de la familia de los azoles, aunque con
modificaciones en su estructura de anillos (triazélico). Gracias a su amplio espectro de
actividad, a sus escasos efectos secundarios y su buena tolerancia, se ha establecido como

parte de la terapia de pacientes inmunocomprometidos (200,201).

7.1.- Estructura y propiedades quimicas. Mecanismo de accion.

En el anexo I se pueden ver algunas de las caracteristicas mds importantes de
fluconazol, asi como su estructura quimica.

El mecanismo de accién basico de la fungistasis de fluconazol es el mismo que en los
demas agentes azolicos (89,202). Esta molécula se une e inhibe perfectamente la enzima
fingica ligada al citocromo Paso, lanosterol 14 o dimetilasa. Mediante la interrupcién del paso
de lanosterol a ergosterol (un componente esencial de la membrana fungica), fluconazol altera
la fluidez y permeabilidad, interrumpe la actividad de las enzimas ligadas a las membranas e
impide la replicacion celular (188,203). A diferencia de ketoconazol, fluconazol no parece
inhibir la biosintesis de esteroles y no muestra un efecto claro en el metabolismo del cortisol

(201).

7.2.- Espectro de accidn y actividad antifingica

Como se ha mencionado ya, fluconazol presenta actividad sobre un mimero
considerable de especies fungicas, aunque es fungistatico frente a la mayoria de ellas
(162,163). Uno de los motivos de este fendmeno ¢€s su extremada dependencia de los factores
experimentales in vitro, tales como el medio de cultivo, pH, tamafio de inoculo, o tiempo de
incubacion, lo que hace que los resultados obtenidos in vivo difieran enormemente de los
realizados en el laboratorio (204,205). Hasta hace relativamente poco tiempo no existian
métodos estandarizados para las pruebas de sensibilidad de los hongos frente a fluconazol, y
atn hoy en dia existe discrepancia en la determinacién de la CMLin vifro y su actividad in vivo.

Los hongos que han demostrado ser sensibles frente a fluconazol incluyen a las

diferentes especies de Candida (excepto C. krusei y algunas cepas de C. glabrata),
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Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis, Paracoccidioides brasiliensis, Aspergillus

spp. y algunos dermatofitos (203).

7.3.- Farmacocinética

Desde los primeros ensayos clinicos con fluconazol se han estudiado formas diversas de
rutas de administracién, como las soluciones intravenosas (por infusién o bolus rapido), y la
administracion oral (por medio de cépsulas, pastillas o solucién/suspensién)(206).

Como resultado de su baja lipofilia, y de su escasa afinidad a proteinas del suero,
fluconazol presenta una penetracion a tejidos/fluidos muy buena. Esta penetracion seguramente
es por difusion pasiva. La prolongada vida media de eliminacion plasmatica y su rapida fase de
distribucién indican que las proporciones de penetracion podrian ser una guia razonable para la
disponibilidad de fluconazo! en lugares especificos de la infeccion durante el curso terapéutico
(203).

Una de las caracteristicas mas notables de fluconazol es su extensa penetracion en el
LCR, pudiendo alcanzar concentraciones a veces muy proximas a las encontradas en suero
(202,207-209). Algo similar ocurre con las concentraciones de este farmaco en otros
fluidos/tejidos como la saliva, esputo, tejido vaginal o piel, donde los niveles de fluconazol
encontrados pueden ser iguales o incluso superiores a los séricos (201). La eliminacién del

farmaco sin transformar es por via renal principalmente (90%) (206).

7.4.- Aplicacidn terapéutica
Se ha demostrado que fluconazol es eficaz para el tratamiento de meningitis

criptococécica, candidiasis orofaringea-esofagica e infeccion del tracto urinario, peritonitis y
neumonia por Candida (162).

En la candidiasis oral se necesita una dosis de 50 2 100 mg diarios con respuesta eficaz
a corto plazo. Si el paciente es inmunocomprometido, el periodo de tratamiento ha de
prolongarse algo mas (2-3 semanas). En esofagitis la dosis es algo mayor (100-200 mg / dia)
para el tratamiento agudo, y siempre seguido de terapia de mantenimiento en pacientes con
SIDA (162). La meningitis criptocococica es tratada en la mayoria de los casos con
anfotericina B (sola o asociada a 5-fluorocitosina), pero en algunos caso se ha tratado con
fluconazol a dosis elevadas como terapia de choque, aunque los resultados no son

concluyentes (210,211). La terapia de mantenimiento de fluconazol en meningitis por Cr.
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neoformans se ha establecido ya frente a la anfotericina B sernanal previa (211). También se
administra en la criptococosis no meningitica (212).

Otros usos de fluconazol son los tratamientos de la candidiadis diseminada, profilaxis
de pacientes neutropénicos por cancer y otros tipos de micosis sistémicas (coccidiomicosis)

(213,214).

8.- UK 109,496

Se trata de un antifingico azolico de amplio espectro desarrollado por los laboratorios
PFIZER Inc. y que presenta actividad frente a los patogenos levaduriformes mas comunes y
sobre algunos hongos filamentosos. Al tratarse de un compuesto en fase de investigacion
clinica todavia no se encuentra disponible para su utilizacion en humanos fuera de ensayos

clinicos o del uso compasivo.

8 1 .- Estructura. propiedades quimicas y mecanismo de accidn,

La estructura quimica y alguna de sus propiedades se encuentran reflejadas en el anexo
II. Su estructura se obtiene a partir de modificaciones a partir de fluconazol. La introduccién
de un grupo metilo adicional en la estructura propandlica de fluconazol, sustituyendo el anillo
triazélico adyacente al punto de bifurcacion por otro heterociclo, como una pirimidina, mejora
tanto la actividad antifingica como la potencia enzimatica de esta sustancia. Si, ademas, se
introduce en la posicion 5 del anillo pirimidinico un grupo fluorado, la actividad es mayor aun
(215). |

El mecanismo de accion de UK 109,496 es el de un antifingico azolico. Actia
inhibiendo la enzima fingica 14a-esterol dimetilasa citocromo P450-dependiente (P4seDM),
esencial para la biosintesis del ergosterol. Al igual que otros azoles (como ketoconazol,
fluconazol, itraconazol), es un potente inhibidor de la biosintesis de ergosterol en preparados
de membrana celular de Candida albicans (ICs,=0,03uM). Se ha comprobado que UK

109,496 es mas selectivo que otros agentes azdlicos, pero menos que fluconazol (216).

8. 2 - Espectro de accién y actividad antifingica

En experimentacion animal se ha demostrado que UK 109 496 es un antifiingico con
una actividad fungicida frente a Aspergillus (217). También muestra actividad similar la de
fluconazol frente a Candida albicans y Cryptococcus neoformans en ratas y cobayas

respectivamente. Mediante tests de sensibilidad ajustados a las normas de la NCCLS (218) se

-27 -



Introduccidon

ha visto que UK 109,496 es activo frente a C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C.
parapsilopsis, T. glabrata, Cr. neoformans, Aspergillus spp, Fusarium spp, Exophiala spp,
Bipolaria spp y Blastomyces dermatitides. |

Es interesante resaltar la alta actividad frente a las cepas de C. krusei, y C. glabrata,

datados como resistentes en muchos casos frente a otros azoles (fluconazol) (218,219).

8.3.- Farmacocinética

La farmacocinética de UK 109,496 se ha estudiado en ratas, perros y humanos por
métodos especificos de HPCL, determinando los valores de la sustancia en fluidos corporales.
El metabolismo y la excrecion se ha investigado en ratas y perros usando el farmaco marcado
con “C. Ademas, se ha definido la distribucién de en tejidos y la unién a proteinas (60% en
humanos} (216,217).

En monodosis UK 109,496 es dependiente del sexo en ratas y presenta una
farmacocinética lineal en todos los individuos investigados. Tras la dosis oral {en rango de
0,06-0,125 mg/kg), UK 109,496 es rapidamente absorbido (Tms = 0,5-2 horas) y las
concentraciones se encuentran generalmente por debajo del limite inferior de cuantificacion.
Un incremento en el nivel de dosis se asocia con un aumento en la biodisponibilidad aparente y
un incremento no linear de Cpns y AUC,. Esa no linealidad parece ser debida a la saturacion de
uno de los componentes del proceso de eliminacion, tanto sistémicamente como en el primer
paso. La medida de las concentraciones plasmaticas a bajas dosis (0,6 mg/kg - 0,9 mg/kg)
muestra un rapido descenso monofasico con una vida media aparente de aproximadamente 1,7
horas. A altas dosis, este valor es de 6,6 horas. Menos del 1% de la dosis se excreta como
farmaco puro en orina (216).

Cuando la monodosis es intravenosa, los valores en AUC, aparecen como lineares hasta
dosis de 4 mg/kg, pero en dosis de 6 y 8 mg/kg se asocia con un aumento desproporcionado en
el AUC,, indicativo de la farmacocinética no linear como en monodosis oral.

Las dosis multiples orales/intravenosas en humanos (1,5 mg/kg tid, 2 mg/kg bid, 2
mg/kg tid, 3 mg/kg bid, 4 mg/kg od durante 10 dias), condujeron a una acumulacion de UK
109,496. La fase estable se alcanza en los 2 a 7 dias de dosificacion, y la acumulacién es mayor
que la esperada a partir de datos obtenidos en monodosis. Esto probablemente sera debido a la

saturacion de un componente de eliminacién, como sucedia en monodosis.
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Extrapolando de los datos procedentes de los modelos experimentales con animales se
considera que concentraciones plasmaticas de 12 pg/ml son seguras, recomendandose no

superar los 6-8pg/ml en humanos (220,221).

Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neagformans es una levadura encapsulada capaz de causar enfermedades
en el hombre. La infeccion producida por Cr neoformans (criptococosis), ha sido considerada
como peligrosa aunque poco frecuente, debido a que puede ser erradicada en sus inicios por el
sistema inmune sin problemas, siempre y cuando el afectado sea inmunocompetente (222).

La criptococosis afecta principalmente a enfermos con las defensas inmunolégicas
disminuidas o que padecen enfermedades tales como hepatopatias malignas, linfoma de
Hodgkin, colagenosis, diabetes, o que han sido transplantados (transplantes renales
principalmente) (223).

Hoy en dia la importancia del tratamiento de la enfermedad por Cr. neoformans se basa
en la afeccién a pacientes con sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (224). Dentro
de las infecciones causadas por hongos en estos enfermos, Cr. negformans. ocupa el cuarto
lugar en frecuencia (el primero entre los hongos) (225). Por ello, se ha retomado el curso de la
investigacién en busca de nuevos firmacos mas eficientes en ei tratamiento de esta

enfermedad, principalmente en pacientes con alteraciones en el sistema inmune.

1.- Patogenicidad.
Cr.neoformans es unico entre los hongos patogenos en cuanto 2 la presencia de una

capsula polisacarida; lo que por otro lado es el principal determinante de virulencia in vivo
(226). Por ello el enfoque dado para los estudios de Cr. neoformans por la mayoria de los
autores va preferentemente dirigido hacia la capsula. .

Estudios pioneros en la determinacion de la composicion de la capsula de Crypfococcus
neoformans, realizados con técnicas de cromatografia de papel, mostraron la existencia de un
complejo polisacaridico en la estructura capsular. Investigaciones posteriores aportaron los
componentes principales del complejo, siendo estos manosa, xilosa, acido glucurénico y

galactosa (227,228).
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Hoy en dia se sabe que el polisacarido capsular en mayor abundancia es el
glucuronoxilomanano (GaXM). Esta estructura polisacaridica, ademas, determina el serotipo
del hongo (A,B,C o D)(229-232).

El eje principal, constituido por tres residuos de manosil a los que se incorporan un
ntmero de residuos de xilosil y de acido glucurdnico, esté unido uniformemente por enlaces
a(1-3), y los restos de xilosa se unen a la estructura principal de manano:

e B(1-2); si es un resto de manosil sencillo

o B(1-4); si es un resto de manosil doble.

El 4cido glucurénico se une siempre B(1-2) a una mitad de manosil (229).
A partir de esta estructura base se dan varias combinaciones en las sustituciones de las

cadenas, lo que propicia la variedad en los serotipos de Cr. neoformans:

Serotipo Estructura
—3)-a-DManp(1—3)- a-DManp(l1—
2 2
D T -1
' 13 1
B8-D Xylp 3-D GlcpA
—3)~ ¢-DManp{1-—3)- a-DManp(1—3)- a-DManp(1—»
2 2 2
A T T T
| 1 1
B-D Xylp B-D Xylp $-D GlcpA
B-D Xylp
1
\:
4
B —3)- a.-DManp(1—3)- a-DManp(1—>3)- a-DManp(1—
2 2 2
T T t
1 1 1
B-D Xylp B-D Xylp B-D GlepA
-D Xylp B-D Xylp
1 1
4 1
4 4
C -33)- a-DManp(1-3)- a-DManp(1—3)- a-DManp(1—
2 2 2
T T T
1 1 1
D Xylp B-D Xylp B-D GlcpA
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Unido a estas estructuras, todos los polisacaridos GaXM tienen parte de sus grupos
hidroxilo esterificados con grupos acetil. La localizacion de los grupos O-acetil ain no se ha
determinado. Es posible que el grado de O-acetilacion pueda contribuir en la interaccion del
anticuerpo y también en la virulencia. En relacion con esta ultima, se ha visto que dos especies
no virulentas de Cryptococcus llamadas Cr. albidus y Cr. laurentii no presentan grupos acetil
(233).

Kozel y Hermeraz (234) han demostrado la existencia de un receptor saturable de
polisacarido de Cr. neoformans en cepas acapsuladas que reversiblemente une dicho
polisacarido. El punto de saturacién se sitha en 82 ng de polisacando para un tamafio de
inoculo de 10° células de levadura. En cepas capsuladas se demuestra una escasa especificidad
de unidn, tal vez debido a que el lugar de union de polisacérido en este microorganismo ya esta
saturado.

La inhibicidn de fagocitosis por polisacaridos de la capsula de Cr. neoformans esta
directamente relacionado con la cantidad de polisacarido unido a las ievaduras. La fijacion de
50 ng de polisacarido de Cr. neoformans a concentraciones de 10® levaduras no encapsuladas,
es suficiente para inhibir por completo la fagocitosis por PMN. Se ha visto que polisacaridos
producidos por la degradacion de Smith, se unen efectivamente a Cr. neoformans por ese
receptor saturable, pero en ese caso la fagocitosis no es inhibida.

Actualmente se estin realizando estudios referidos a la fijacion del complemento a Cr.
neoformans, pues parece ser que la adhesion de los factores que componen el sistema se

produce por la via alternativa (235,236).

2.- Clinica

La enfermedad causada por Cr. neoformans llega principalmente tras la inhalacion de
levaduras, aunque pueden penetrar en el hospedador por otras vias (222). La enfermedad es
mas comun en mujeres que en hombres. Puede presentarse un cuadro clinico de criptococosis

de cuatro formas (202).

2.1.- Criptococosis pulmonar. Parece ser que la infeccion mas comin producida por Cr.
neoformans es la pulmonar. En la infeccion sintomatica aguda no existen rasgos claros. Las
lesiones pueden tomar forma de pequefios nodulos discretos, que pueden curar simplemente

dejando una pequefia sefial, o pueden convertirse en una forma mayor encapsulada y cronica
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(forma criptococomica o criptococoma), También se ha descrito la enfermedad como forma de
neumonia aguda (237).

El diagnostico de la criptococosis pulmonar se puede conseguir mediante la
demostracion en muestras procedentes de aspirados o lavados bronquiales de criptococos, y

eventualmente, por la evidencia del antigeno soluble criptococécico.

2.2.- Criptococosis neuromeningea. En ausencia de diagnéstico y tratamiento, Cr. neoformans
puede invadir el SNC (via hematdgena). Esta colonizacién se ve favorecida sobre todo por la
ausencia en el LCR de anticuerpos anticriptococécicos. La enfermedad puede transcurrir desde
unos meses hasta varios afios, pero el desenlace es siempre fatal si no existe tratamiento. Los
pacientes con SIDA y que han sido infectados por Cr. neoformans, generalmente evolucionan
a un cuadro meningitico crénico con sintomas menores. En dichos enfermos la meningitis es la
manifestacién mas comun de criptococosis, y puede ocurrir en cualquier momento durante el

transcurso de la infeccion del HIV.
2.3.- Criptococosis cutinea. Se produce por inoculacion traumitica de la levadura,
produciendo papulas acneiformes o nédulos indoloros. Tardiamente, se presenta una zona

central Qilcero-necrética recubierta de una costra negra.

2.4.- Criptococosis diseminada. Se han descrito casos en sujetos afectados de SIDA con

formas septicémicas y ganglionares,
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En el desarrollo de un antimicrobiano, se pueden distinguir varias etapas necesarias
para garantizar, tanto la eficacia, como la seguridad del compuesto en la aplicacion clinica. Una
primera divisién dentro de este proceso, diferencia los ensayos preclinicos de los clinicos. Los
primeros aluden a todos los estudios que se realizan dentro del ambito de un laboratorio, sin
utilizar en ningitn momento personas como fuente de informacién para la investigacion. Dentro
de los estudios preclinicos se puede a su vez distinguir dos grupos encaminados a investigar
diferentes efectos del compuesto, nos referimos a la toxicologia y los estudios de actividad. .
Cualquier compuesto en desarrollo, ademaés de ser eficaz en la erradicacion de la enfermedad
que se quiere tratar, debe ser inocuo, es decir, no presentar ningln efecto colateral indeseado
en la persona que lo esté recibiendo. De ahi la importancia de que los estudios preclinicos
aseguren una eficacia y una seguridad previa (demostrada tanto in vitro como in vivo), para
poder pasar al tratamiento a personas con una garantia suficiente (20). Dentro de los ensayos
clinicos nos encontramos con un sistema perfectamente estructurado para el estudio tanto de
seguridad y tolerancia del farmaco, como de su eficacia en personas (238).

Nuestro trabajo ha sido enfocado hacia el estudio preclinico de cinco moléculas con
actividad antifingica, centrandonos principalmente en los estudios de eficacia microbioldgica
(in vitro) postoxicolégicos y preclinicos. Segun las normas generales para la evaluacion de
nuevos compuestos antifiingicos para el tratamiento de infecciones fingicas sistémicas (230),
los objetivos de los ensayos preclinicos en lo referente a eficacia son: a) demostrar la eficacia
del agente antiinfeccioso in vitro frente a los microorganismos diana, determinando las CMI y
CMB, b) comprobar la existencia de la presencia de un efecto inoeulo asi como la union a
proteinas, ¢) determinar las interacciones entre antimicrobianos, y finalmente d) obtener
informacién de los posibles mecanismos de accion y potencial desarrollo de resistencias.

Desde un punto de vista microbioldgico, es importante conocer la actividad que
presenta un farmaco frente a un microorganismo, puesto que a partir de este dato se va a poder
extraer una gran cantidad de informacién, necesaria a la hora de la eleccion del farmaco
adecuado para el tratamiento, o la presencia de resistencias al tratamiento. Sin embargo,
careciendo de datos farmacolégicos experimentales no se podrd garantizar la eficacia
terapeutica, al no disponer de datos suficientes que relacionen la actividad microbiolégica con
la farmacocinética.

" Partiendo de estas premisas, e intentando acercarnos lo maximo posible a las normas

que acabamos de citar nos planteamos para el presente trabajo los siguientes objetivos:
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1. Valorar la actividad microbiologica de los cinco agentes antifiingicos (anfotericina B, 5-
fluorocitosina, ketoconazol, fluconazol y UK 109,496) frente a Crypfococcus neoformans,
mediante pruebas de sensibilidad con diferentes indculos y metodologia adaptada a los

requerimientos fisiologicos de la levadura.

2. Estudiar el comportamiento y mecanismo de acciéon de los cinco antifingicos frente a
Cryptococcus neoformans, haciendo uso para ello de los siguientes pardmetros
farmacodinémicos:

1) Tasas de inhibicién de crecimiento, actividad fungicida y érea bajo la curva de
muerte (AUKC), obtenidos a partir de las curvas de letalidad.

2) Efecto postantifingico, efecto de concentraciones subinhibitorias en fase
postantifingica y tiempo de recrecimiento.

3) Influencia del suero humano como factor extrinseco en los pardmetros arriba

citados.
3. Correlacionar el comportamiento presentado in vitre por concentraciones fisiologicas de

antifingicos, con la eficacia terapéutica producida in vivo de dichas concentraciones,

considerando para ello todos los parametros previamente citados.
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MICROORGANISMO

Se emplearon dos cepas de la levadura Cryptococcus neoformans variedad
neoformans. Una de ellas procedente de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
(Cryptococcus necformans CECT 1078), y la otra de un aislado clinico encontrado en un
paciente del Hospital San Carlos con criptococosis diseminada (Hemocultivo positivo).

Para su conservacién los microorganismos se congelaron a - 40 °C en viales con 1 ml
de leche descremada. A partir de estos viales, las cepas se descongelaron y sembraron en agar
de Saboureaud (OXOID) para tener los microorganismos viables y poder trabajar con ellos.
Las placas se mantuvieron en la nevera a 4°C y se atemperaron en la estufa (Heraeus) a 37 °C
cada vez que se fueron a emplear en una prueba. La misma placa no fue utilizada por un

periodo de tiempo superior a 1 mes.

ANTIFUNGICOS

Las cinco moléculas antifiingicas empleadas en este trabajo fueron: anfotericina B, 5-
fluorocitosina, ketoconazol, fluconazol y UK 109,496. Las principales caracteristicas firmaco-
quimicas y el modo de mantenimiento/preparacién, de estas sustancias se resumen en el

apéndice 1.

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

En el apéndice II se muestran los medios de cultivo empleados en la realizacion de las
diferentes pruébas de laboratorio, asi como su forma de preparacién.

El medio de cultivo liquido que se empled para todas las pruebas fue el bBYNB-G
(DIFCO) y el medio s6lido fue el agar de Saboureaud con cloranfenicol (OXOID). La
conservacion del bBYNB-G fue siempre en nevera a 4 °C y para su utilizacién se atemperd en
estufa hasta que alcanzase la temperatura de 37 °C.

Para los estudios de influencia de los factores del huésped sobre la relacidon entre
microorganismo y fdrmaco, el suero utilizado procedia de sangre venosa (sin heparinizar) de
individuos voluntarios sanos. Dicha sangre se mantuvo a temperatura ambiente y en

condiciones de esterilidad hasta que coagulé. Una vez retirado el coagulo se centrifugd a 2000
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r.p.m, descartando la fraccion sedimentaria. Posteriormente se mezclaron todos los sueros
procedentes de los diferentes individuos para formar una solucién comiin que se distribuyd en

alicuotas de 0,5 ml y se congeld a -20°C hasta su uso.

CONDICIONES GENERALES DE EXPERIMENTACION

Durante el desarrollo de los métodos para la obtencién de los valores de sensibilidad y
de las diversas parametros farmacodinamicos de los antifingicos frente a las levaduras, se
emplearon determinados modelos o pautas experimentales comunes a todos ellos. Por tanto,
para evitar la reiteracion de estos procedimientos durante la descripcion de los métodos de este
estudio se han recogido en este apartado las condiciones comunes a varias de las pruebas y a

las que se hara alusion cuando proceda.

Incubaciéon en medio liquido. Las condiciones generales para desarrollar cultivos (con o sin
quimioterapico), fueron aquellas que experimentalmente resultaron mas practicas, y que
mantuviesen una cierta aproximacion a las situaciones encontradas in vivo. Por ello la
incubacion fue siempre en agitacién orbital a 150 r.p.m. y a una temperatura constante de
37°C. El tiempo de incubacion se defini6 para cada una de las pruebas y dependié en cada caso

del tamafio de in6culo.

Preparaciéon de inéculos en fase exponencial. Se tomaron 5 colonias de Cr. neoformans
(con un tamafio superior a 1 mm de didmetro) de una placa de agar con 48 horas de incubacién
y se disolvieron en 10 ml de bYNB-G atemperado. La incubacion de este cultivo durante 22 a
25 horas bajo las condiciones descritas en el apartado anterior condujo a la obtencion de una

poblacion de levaduras en fase de crecimiento logaritmico (24,25).

Obtencién de un tamafio poblacional predefinido. El ajuste del numero de células
contenidas en un cultivo a una concentracién deseada se realiz6 por medio de
dilucién/concentracion y posterior medida de la absorbancia en espectrofotometro (HITACHI
U-1100) a 530 nm de longitud de onda. |

" La relacién absorbancia/UFC se obtuvo a partir de las correspondientes rectas de

regresion,
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Recuento de viables en placa. Esta técnica se aplicd para averiguar el mimero de levaduras
existentes en un cultivo a partir de muestras de volumen reducido tomadas directamente de
dicho cultivo (240). Para ello se redujo en primer lugar Ia cantidad de células mediante un
banco de diluciones. Una vez obtenido un mimero de levaduras por mililitro lo suficientemente
pequefio, se sembraron alicuotas por extension con asa de Digrandski en placas de agar. Estas
placas se incubaron en una estufa a 37°C durante 48 horas y entonces se procedi6 al recuento
de colonias crecidas. El nimero de colonias contadas hubo de estar comprendido entre 50 y

200 por placa descartando cualquier valor inferior o superior.

CURVAS DE CRECIMIENTO

La determinacién del crecimiento libre (en ausencia de antifiingico) de Cryptococcus
neoformans en caldo de cultivo se llevd a cabo por métodos espectrofotométricos y de
recuento de viables en placa. |

En ambos métodos se partié de un inéculo de levadura suspendida en caldo bYNB-G
ajustado a una concentracién de 5 x 10° UFC/ml. En las curvas se ensayé primero con un
tamp6n fosfato y posteriormente con tampén bicarbonato (ver apéndice II). Desde la hora 0
hasta la 48 del experimento se tomaron muestras de los cultivos a intervalos de tiempo
regulares midiéndose en el espectrofotometro y también se sembraron en agar. Con cada uno
de los valores obtenidos se cred una curva de crecimiento, representada por la absorbancia (a
540 nm de longitud de onda) en el eje de ordenadas y por el tiempo (en horas) en el eje de
abscisas. Para conocer la relacion existente entre la absorbancia y las UFC/ml se realizaron las
correspondientes curvas de regresion lineal.

Los valores del tiempo de generacion y las constantes u y &, se determinaron a partir de

los valores obtenidos en UFC/m! a cada tiempo de muestreo (241).

A L

PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS

Las pruebas de sensibilidad de las levaduras a los 5 antifingicos se realizaron de
acuerdo con las normas dictadas por la NCCLS (25), aunque incorporando algunas

modificaciones.
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1.- Medio de cultivo. El medio de cultivo recomendado por la NCCLS para las pruebas de
sensibilidad de antifungicos es el RPMI 1640. En este trabajo se ha empleado el medio para

crecimiento de levaduras bYNB-G.

2.- Preparacion y almacenado de los antifingicos. Para la preparacion y conservacion de los
antifiingicos se utilizaron las instrucciones de la NCCLS. Cualquier modificacion en el color de

los antifiingicos o variacion en la densidad de la solucion, hizo que se descartase el empleo de

la sustancia {ver apéndice I).

3.- Inéculo Inicial. El inoculo de la prueba de sensibilidad se prepar6 a partir de un cultivo en

fase exponencial de Cr. negformans, como se explico en el apartado de condiciones generales.

4. -Indculo final. El indculo en fase de crecimiento logaritmico que acabamos de mencionar, se
ajustd por espectrofotometria a dos tamafios de poblacién celular (uno elevado de 1-5 x 10°
UFC/ml y otro mas bajo 1-5 x 10° UFC/ml). Paralelamente se realizaron series de diluciones de
los antifingicos a probar, oscilando éstas desde 256 pg/ml hasta 0.03 pg/ml. Posteriormente se
expuso cada tamafio de indculo a cada una de las diferentes concentraciones de antifingico. Al
cultivo que permanecié como control de crecimiento, en vez de incorporarle los volimenes
portadores de las concentraciones de antifiingico, se le afiadié el volumen equivalente de

bYNB-G.

5.- Incubacion. Los cultivos se mantuvieron en agitacion orbital durante 48 horas para- el

indculo més alto y de 72 horas para el de menor niimero de células.

6.- Lectura de los resultados. Se considerd la CMI como la concentracién de antifingico mas
baja capai de inhibir el crecimiento de los microorganismos (29). Para facilitar la lectura y
determinar con mayor precisién el punto de corte del antifingico, se empleé el método
espectrofotométrico (126). Ayudandose de la transmitancia y la absorbancia, se determinaron
las concentraciones que inhibieron el 90% del crecimiento para cada cultivo de la serie con
indculo de 1-5 x 10° UFC/ml y los que inhibieron el 25%, 50% y 90% del crecimiento de la
serie con inéculo de 1-5 x 10° UFC/ml.

Los valores de inhibicidn se consideraron como aquellas lecturas espectrofotométricas
mas bajas que cumplieron el criterio (126):
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% T > (VOTcontrol"' N (100 -% Tcontrol)

donde:

- %Tcowa ©s €l porcentaje de transmision para el cultivo control (libre de
quimioterapico)

- N es una constante que puede tomar los valores 1/4 (IC3s), 1/2 (ICs0) y 1/1,1 (ICs0)

Esta formula fue disefiada para definir la fraccién de inhibicion (N) como una funcién
de turbidez en los tubos control libres de quimioterapico (126,129).

Todas las pruebas se repitieron un minimo de 3 veces. Con los datos de absorbancia
obtenidos en cada toma (24, 48 y 72 segun procediese), se realizaron curvas de crecimiento
para cada antifingico y las diferentes concentraciones. También se calcularon los valores de
inhibicién del crecimiento a partir de las lecturas espectrofotométricas basadas en la
absorbancia y comparando cultivos en presencia de antifiingico con cultivos control (libres de
quimioterapico). |

A partir de los valores obtenidos en las pruebas de sensibilidad se hallaron los
coeficientes terapéuticos para cada antifiingico. Se emplearon los valores de ICys para 10°
UFC/ml e ICy para 10° UFC/ml para ser relacionados con los valores séricos de los
antifingicos recogidos de la literatura al respecto (149). Los valores de inhibicién escogidos
para esta relacion fueron los mas tardios, es decir, los de las horas 48 para IC;5-10° UFC/ml y
los de 72 horas para ICe-10° UFC/ml.

CINETICA DE MUERTE FUNGICA

Para estudiar el efecto que producen los antifingicos sobre la viabilidad de las
levaduras a lo largo del tiempo se siguieron las pautas generales definidas para
experimentacion bacteriologica descritas por la NCCLS (242). A causa de las grandes
diferencias existentes entre la fisiologia de los hongos y las bacterias, se realizaron varias
modificaciones para la realizacion de ta prueba.

Los tamafios de indculo empleados y los procedimientos para su preparacion, fueron

los previamente definidos. Los cultivos fueron expuestos a diversas concentraciones de
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antifingicos y se incubaron bajo las condiciones de experimentaciéﬁ que ya hemos explicado.
El periodo de tiempo para la incubacién fue de 48 horas cuando la poblacion celular de partida
era 1-5 x 10° UFC/m] y de 72 horas cuando el indculo inicial era 1-5 X 10*° UFC/mL. A
intervalos regulares de 12 horas, se tomaron alicuotas de los cultivos, se sembraron en placas
de agar y se incubaron en estufa. Cuando el niimero de células por mililitro fue suficientemente
alto, se realizaron bancos de diluciones en solucion salina tamponada (PBS). El recuento de las
colonias se realizo tras 48 horas de incubacién en estufa.

Los resultados obtenidos se registraron en una grafica donde el eje de abscisas
representa el tiempo y el de ordenadas 1a cantidad de microorganismos medida en logaritmos
decimales de las UFC/ml. Todas las pruebas se realizaron al menos 6 veces y siempre bajo las
mismas condiciones experimentales.

A partir de las curvas de letalidad se trat6 de cuantificar el efecto que produjo cada
antifingico en la viabilidad de las levaduras. Para ello se emplearon 2 parimetros, la capacidad

inhibitoria y la actividad fungicida (243).

Capacidad Inhibitoria. Mide el porcentaje de inhibicién a diferentes tiempos de la
multiplicacién de la poblacién de levaduras como consecuencia de la presencia de

concentraciones de antifingico. Su expresion matematica es:

T Cliny = (1= UFC/mlcryacy  UFCliakcons) x 100

donde;

- I es la capacidad iphibitoria a cada tiempo T

- UFC/ml(a), representa las células existentes por mililitro de cultivo que ha estado
expuesto al antifiingico

- UFC/ml(com), Son las células por mililitre en los cultivos libres de quimioterapico.

Actividad fungicida. Este fendmeno se puede medir cuando el nimero de UFC/ml
tratadas desciende por debajo del valor en UFEC/ml del indculo inicial y por tanto nos
encontramos con valores de fungistasis superiores al 100%. La ecuaci6n mateméatica

que calcula la actividad fungicida es:

AFm=(1 UFC/mlex | UFC/milasscy )x100
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donde;

- AF, es la actividad fungicida del antifingico en el tiempo T

- UFC/mlay representa las células existentes por mililitro de cultivo que ha estado
expuesto al antifingico

- UFC/Ml ), son las células por mililitro en los cultivos en el tiempo 0.

Area -Bajo la Curva de Letalidad (AUKC).

A partir de los valores puntuales obtenidos en la prueba de letalidad, se calculd la
superficie subyacente a la curva descrita por medio de la regla trapezoidal. El valor de esta
4rea coincide con el valor obtenido a partir de la suma de cada una de las dreas individuales

durante el periodo completo de muestreo (48 6 72 horas segim el tamafio de indculo) (244).

EFECTO POSTANTIFUNGICO

La técnica empleada para la determinacién del Ffecto Postantifingico (PAFE) fue la
misma que la descrita por Minguez et a/ (109), aunque se introdujeron algunas modificaciones.
La base tedrica en la que se fundamenta esta prueba se tomé de la bibliografia relacionada con
el efecto postantibiético para bacterias.

Para las prucbas de PAFE el microorganismo siempre se encontré en fase de
crecimiento exponencial siguiendo el método descrito previamente. Este inoculo de Cr.
neoformans se ajusto a una concentracién de 1-5 x 10° UFC/ml y se dividi6 en varios
subcultivos los cuales se expusieron a las diferentes concentraciones del antifiingico a ensayar,
Como norma general las concentraciones utilizadas fueron las IC;s (para inéculo de 5 x 10°
UFC/ml) y valores superiores, siempre y cuando no excediesen aquellas concentraciones
posiblemente téxicas en una dosis terapéutica (149). Se realizé la prueba empleando dos
periodos de exposicién a los antifingicos: uno corto de 2 horas y otro largo de 12 horas.

Una vez finalizada la exposicién, se procedié a retirar el antifingico del medio de
cultivo, y por tamto, los elementos residuales de su accion y del metabolismo de los
microorganismos. Para ello se centrifugaron todos los cultivos (incluyendo los controles libres

de quimioteréapico) a 2000 r.p.m. durante 10 minutos. E! sedimento obtenido se resuspendié en
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un mismo volumen de medio bYNB-G atemperado. Este proceso de centrifugacién se repitio
una segunda vez. Inmediatamente después se realizé una dilucién de los cultivos a la décima
parte, para reducir la poblacién microbiana.

A partir de este momento los cultivos se volvieron a incubar durante 24 horas bajo las
mismas condiciones de cultivo en que se realizé el tratamiento con antifingico. A intervalos
regulares de tiempo (2 horas), se tomaron muestras de todos los cultivos y se sembraron en
placas de agar de Saboureaud con cloranfenicol. Tras el recuento de viables, se expresaron los
resultados en forma de logaritmos decimales de las UFC/ml respecto al tiempo, obteniendo asi
las curvas de recrecimiento para cada antifilngico.

La cuantificacion del PAFE se realizé siguiendo la formula (11):

PAFE=T-C

donde T y C son los tiempos en horas requeridos para ¢l recuento de viables de los cultivos
tratados y los controles respectivamente en incrementar un logaritmo decimal por encima del
observado inmediatamente tras la eliminacion del quimioterapico.

También se determiné (empleando la misma férmula) €l efecto PAFE calculando los
tiempos requeridos para que los cultivos incrementaran medio logaritmo decimal.

Todos los experimentos se repitieron al menos 6 veces.

EFECTO DE CONCENTRACIONES SUB-CMI EN FASE POSTANTIFUNGICA

El estudio de la actividad de las concentraciones inferiores a ia de inhibicion (Sub-CMI)
en fase de crecimiento postantifingica (es decir tras la exposicién y eliminacién al agente
antimicrobiano) sobre Cr. neoformans, se realizé siguiendo el método descrito por Odenholt et
al (94) y modificado por Kikuchi et a! (99).

El transcurso del experimento coincidié con el de la determinacién del efecto PAFE
hasta €l momento de la eliminacién de} antifingico. En este instante los cultivos se expusieron
a concentraciones de antifingico correspondientes a 1/4 el valor de la ICy para el indculo de 5
x 10° UFC/ml. Los cultivos se reincubaron y se sembraron muestras en agar cada 2 horas. Al
igual que en los estudios previos se cuantifico el efecto por recuento de viables en placa.

El efecto de las concentraciones Sub-CMI tras la exposicién a concentraciones

terapéuticas y posterior lavado del antifiingico, se define como la diferencia entre los retrasos
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en el crecimiento producidos por la incorporacion de concentraciones subinhibitorias en fase
postantifingica entre los cultivos pretratados y los no pretratados al recrecer todos 1 logaritmo

decimal.

TIEMPO DE RECRECIMIENTO

Este parametro se obtuvo a partir de las curvas de PAFE. Se definid el Tiempo de
Recrecimiento (ERT) como el intervalo de tiempo requerido por las células de los cultivos en

recuperar el tamafio de indculo inicial del experimento, es decir 1-5 x 10° UFC/ml (90).

ACTIVIDAD DEL SUERO

Para ver la actividad del suero sobre la interaccion entre Cr. neoformans y los
diferentes antifiingicos, se emplearon las curvas de letalidad a lo largo del tiempo. También se
realizaron curvas de crecimiento con suero en ausencia de antifingico y curvas de

recrecimiento PAFE.

1.- Curvas de Crecimiento. Se incubaron los cultivos de Cr.neoformans en fase exponencial en
inéculo de 1-5 x 10° y que contenian, ademas, un 10% de suero procedente de voluntarios
sanos. La cuantificacion del crecimiento de los microorganismos se realizoé por recuento de
viales en placa.

Para estudiar la influencia de proteinas séricas y la limitacion de nutrientes en el medio,
paralelamente se prepararon otros cultivos en idénticas condiciones, excepto en la sustitucion

de la cantidad del 10% de suero normal humano por una equivalente de:

e Suero Termoinactivado. Se obtuvo por calentamiento a 56°C, en bafio con
agitacion, de un volumen de suero normal humano durante un periodo de tiempo
de 30 minutos.

e Solucion salina (PBS).

¢ bYNB-G. Los controles de crecimiento s6lo contenian levadura y medio de

cultivo bYNB-G.
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Con los valores obtenidos, se determind la capacidad inhibitoria del suero normal,
suero termoinactivado y solucion safina (PBS), sobre el crecimiento de la levadura en fase
logaritmica de crecimiento.

También se registro la variacion del pH en cada uno de los cultivos arriba citados,
midiendo los valores electroliticos al inicio y final de las pruebas, utilizando un medidor
electrénico de pH (GIRALT).

2.- Curvas de letalidad. La metodologia para realizar estas curvas es la misma que la descrita
previamente, con la salvedad de la incorporacion de un 10% de suero en todos los cuitivos y
que el indculo empleado sélo fue el de 5 x 10°UFC/ml (108).

Con los valores obtenidos se construyeron las curvas de cinética de muerte
correspondientes, y se calcularon los pardmetros que determinan el poder microbicida
(capacidad inhibitoria y actividad fungicida) asi como el area bajo la curva de letalidad para

cada concentracion ensayada.

3 -Efecto Postantifiingico. Se siguid ¢l mismo desarrollo experimental que en la prueba de
PAFE sin suero, descrita previamente, pero con la diferencia de que todos los cultivos
contenian un 10% de suero en el proceso del ensayo, tanto en el periodo de exposicion como
después durante el recrecimiento de las levaduras.

El suero utilizado durante ¢l periodo de exposicion de las levaduras a los antifungicos,

fue renovado con suero normal humano durante el proceso de eliminacion del antifingico.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el estudio de la magnitud de la actividad microbicida, velocidad de consecucion, y
el efecto del suero humano sobre la misma, se empled el logaritmo decimal (Logi) del
recuento de viables para los calculos matematicos.

La significacion estadistica de los resultados se comprobé por anlisis de la varianza
(ANOVA). Se consideraron diferencias significativas en aquellos casos en que la probabilidad

de que las diferencias se deban al azar fue de p<0,01.
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Todos los datos fueron introducidos y analizados automaticamente con el programa

estadistico informatico SYSTAT® (v.5) bajo entorno Windows 3.11.
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CURVAS DE CRECIMIENTO

En las curvas para comprobar la velocidad de crecimiento de las dos cepas de Cr.
neoformans, asi como su comportamiento en el mismo medio pero tamponado de diferente
modo (fosfatado o bicarbonatado), no se obtuvieron diferencias significativas estadisticamente
entre las 2 cepas cuando el tampdn usado contenia bicarbonato, siendo el perfil de las dos
curvas pricticamente idéntico (de ahi que solo se refleje en el figura 1 1a curva correspondiente
a una de las cepas) En el caso del tampén fosfatado, se manifesté un ligero retraso en el
crecimiento en la cepa CECT 1078 respecto al aislado clinico, como muestra también el figura
1.

Los tiempos de generacion encontrados fueron muy similares en ambas cepas (6,3 y 6
horas), sin embargo, son muy diferentes a cuando se utiliza como tampén para el medio de
cultivo una solucién bicarbonatada. En este caso se obtienen tiempos de generacién de hasta 3
veces el valor conseguido con el tampdn fosfato. Este fenémeno lo podemos ver claramente en
las tasas de crecimiento medio e instantdnea (k y p respectivamente), que ven reducidos sus
valores de forma drastica al ser comparados con los cultivos tamponados con solucién
fosfatada (tabla I).

La correlacion encontrada entre las medidas espectrofotométricas y las de recuento de
viables en placa fue baja, por lo que se utilizé preferentemente esta ultima técnica para los

demds estudios (Figura 1).

SENSIBILIDAD

Los valores de inhibicién del crecimiento (IC) de las diferentes concentraciones de
antifingicos frente a 2 cepas de Cr. neoformans se muestran en las tablas I y IV. De todas las
concentraciones de antifingicos evaluadas, fueron empleadas para la representacion de los
resultados aquellas que estdn comprendidas en los intervalos recomendados por la NCCLS
para las pruebas de sensibilidad. En el caso concreto de UK 109,496, al no encontrarse entre
los antimicrobianos relacionados en el documento de dicho comité por encontrarse todavia en
periodo de investigacién, se tomaron mérgenes de concentraciones basadas en datos
farmacocinéticos y seguridad, obtenidos de la documentacién cedida por Pfizer Inc.. Las

densidades 6pticas obtenidas muestran que en todo momento los cultivos se encontraban en

- 46 -



Resultados

fase exponencial. Se encontraron diferencias significativas en los resultados de todos los
antifingicos al emplear los dos tamafios de inéculo. Cuando el in6culo fue de 10° UFC/ml, el
tiempo de lectura fue a las 24 y 48 horas. La inhibicién obtenida fue baja, y por tanto se
emplearon valores de ICzs y ICso, ademas del de inhibicion del 50% de 1a poblacién (definido
como concentracién minima inhibitoria por la NCCLS). Estos valores se mantuvieron
constantes en el tiempo o presentaron un ligero descenso (como ocurrié en el caso del
ketoconazol, que redujo su ICso de la hora 24 a la 48 en ambas cepas). También UK 109,496
presenté una fuerte reduccién en la inhibicién de la masa microbiana respecto al tiempo,
descendiendo de 8 a 16 veces su valor, dependiendo de 1a cepa.

Cuando se empled un tamafio de inéculo de Cr. neoformans inferior, 10°UFC/m, se
obtuvo mayor efectividad en la reduccién de la poblacién fimgica, por lo que el valor de
inhibicién que se empled fue de ICs. En cambio, 1a lectura de los resultados con este indculo
se prolongé més en el tiempo, teniendo que realizarse a las 48 y 72 horas. No se ha encontrado
una diferencia significativa en la inhibicién comparando los resultados de las horas 48 y 72, con
la excepcién de anfotericina B, que vio reducida su IC;O de 1 pg/ml a 0,125 pg/ml. En el caso
concreto de fluconazol, tanto para indculo de 10° UFC/ml como para 10 UFC/ml, las
concentraciones inhibitorias no se pudieron fijar en un valor correspondiente con las diluciones
seriadas que se emplearon para la prueba de sensibilidad, ya que en cada repeticién de la misma
salia un valor distinto alternindose entre 8 y 16ug/ml. Por tanto se ha dejado el valor
inhibitorio de este antifingico acotado entre esas dos concentraciones.

La diferencia en la sensibilidad observada entre las 2 cepas ensayadas no fue
especialmente Hamativa, excepto en el caso de 5-fluorocitosina, donde el aislado clinico de
Cr.neoformans presenté valores de inhibicién inferiores que la cepa de coleccion. Con
anfotericina B se produjo en cambio una diferencia leve entre ambas cepas, siendo el aislado
clinico més sensible al polienc (1 punto en la mayoria de las JC y 4 en ICso 10*°UFC/ml).

Los valores correspondientes a relacionar la concentracion inhibitoria de cada
antifiingico con los niveles séricos en humanos (cociente inhibitorio, IQ), estin representados
en la Tabla II. En general se observé una clara relacién del 1Q para 10° UFC/ml-IC,s y las IQ
de 10° UFC/ml-ICs,. Tan s6lo anfotericina B y ketoconazol tuvieron valores distintos para
distinto in6culo, presentando mejor resultado para inéculo bajo ¢l primer antifingico y al
contrario para el segundo. Pricticamente todos los resultados de IQ que se obtuvieron
estuvieron en una clara linea de buena predidcién de la eficacia clinica de los antifingicos

(valores superiores a 4), con la excepcion de 5-fluorocitosina frente a Cr. neoformans CECT
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1078 y fluconazol con ambas cepas. Este titimo dependié del valor inhibitorio seleccionado (3

6 16pg/ml) para tener un valor [Q més préximo a4

CURVAS DE LETALIDAD

Los resultados muestran en general que la cinética de crecimiento de las levaduras en
presencia de diferentes concentraciones de los antifingicos fue similar para los dos tamarfios de
inéculo, aunque en algunos casos se vio que la mayor presencia de levadura dismiouyo la
eficacia de los farmacos.

Los parametros empleados para ver la actividad de los antifingicos a lo largo del
tiempo fueron la inhibicién del crecimiento, actividad fungicida y AUKC (tablas V-XXVI). En

las figuras se puede ver ¢l desarrollo de los experimentos graficamente.

1.- Anfotericina B.

Este antifingico presenté actividad fungicida (es decir, descendi6 los niveles celulares
por debajo del tamafio poblacional inicial) de forma tiempo dependiente en las dos
concentraciones empleadas cuando el tamafio de indculo fue de 10°UFC/ml (tabla'VI .y figura
9). En cambio, cuando se aument$ el tamafio de inéculo hasta 10°UFC/ml, la actividad
fungicida se vio reducida a la concentracién de 4 pg/ml (tabla VIII y figura 9), que presentd un
descenso inicial en la viabilidad y un posterior recrecimiento (a partir de la hora 24). En este
caso el comportamiento del farmaco fue concentracion dependiente.

Los resultados obtenidos en las AUKC (tablas XXV 'y XXVI), mostraron una
diferencia clara entre los valores generados por la concentracion inhibitoria y las supra-
inhibitorias, y especialmente con inéculo elevado, siendo en cualquier caso siempre menor

cuanto mayor fue la concentracién empleada.

2.- 5-fluorocitosina.

Los resultados de la actividad de 5-fluorocitosina frente a Cr. neoformans a lo largo del
tiempo se muestran en las tablas XIX - XII y figura 10. En ningin momento las diferentes
concentraciones de S-fluorocitosina mostraron actividad fungicida frente a las levaduras a
tamafio de indculo de 10°UFC/ml. Todo el tiempo hubo una inhibicién del crecimiento de
forma concentracién dependiente, que no obtuvo diferencias en UFC/ml mayores a 1,5

logaritmos respecto al control.
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Cuando el in6culo de partida fue de 10°UFC/m], el efecto de 5-fluorocitosina sobre las
levaduras se vio incrementado, mostrando una leve actividad microbicida tiempo dependiente,
que se pronuncié mas a concentraciones de 100 pg/ml y desde la hora 24 hasta el final del
experimento, aunque con un ligero recrecimiento a partir de la hora 48. Las diferencias
mayores observadas en el recuento celular entre cultivos tratados respecto a su control fueron
de 4 logaritmos. |

Las AUKC (Tablas XXV y XXVI) fueron menores a medida que la concentracion

empleada ascendié y las diferencias entre ellas fueron practicamente nulas.

3.- Ketoconazol.

En las tablas XTI — XVI, se muestran los valores de actividad fungicida e inhibicién del
crecimiento para ketoconazol obtenidos a partir de las curvas de cinética de muerte (figura 11).
Este antifingico presenté una clara actividad microbicida tiempo dependiente, ¥y
comportamiento muy similar en su actividad cuando se ensayd con diferentes tamafios de
indculo (10°UFC/ml frente a 10°UFC/ml). Con un inéculo de 10°UFC/ml, ketoconazol fue letal
para las levaduras a partir de la hora 24 a las concentraciones ensayadas. Este efecto se
proyecté hasta el final del experimento, logrando alcanzar una diferencia de los cultivos
tratados con respecto al control de crecimiento de hasta 6 lo garitmos.

Cuando ¢l inéculo ensayado fue de 10°UFC/ml, el efecto fungicida se produjo también
a partir de la hora 24 aproximadamente, y de manera muy similar a como se desarrollé en
10°UFC/ml, siendo la méxima diferencia con el control de crecimiento algo menos de 4

logaritmos.

4.- Fluconazol.
" El efecto producido por las concentraciones de fluconazol sobre Cr. neoformans a lo
largo del tiempo se puede ver en las tablas XVII - XX asi como en la figura 12.

El modo de accién de fluconazol fue muy similar ai de ketoconazol, aunque
presentando un claro perfil bifésico. Las levaduras crecieron de forma similar al control en las
12 primeras horas, para posteriormente suffir un descenso en la viabilidad desde la hora 24
hasta el final del énsayo. Esta estructura bifasica se pudo ver més claramente en el caso de
indculo inicial de 10°UFC/ml. La actuacién del firmaco fue también concentracion
independiente en el caso de partir desde un inéculo bajo, mientras que con una mayor carga

microbiana la actuacién del firmaco fue concentracién dependiente. La mayor diferencia
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encontrada entre los cultivos tratados respecto al control de tratamiento fue de 5,5, logaritmos

y 3 logaritmos para los inéculos de 10° y 10°UFC/ml respectivamente.

5.- UK 109.496.

La actividad del farmaco UK 109, 496 frente a Cr. neofbrmans se refleja en la figura 13
y las tablas XXI - XXVI. Cuando el indculo empleado fue de 10°UFC/ml, 1a actividad
antifingica fue concentracién dependiente y microbicida s¢lo para la concentracion de 4 pg/ml
a partir de la hora 24 y para 1 pg/ml al final del experimento (horas 60-72). La diferencia
méaxima observada en los cultivos tratados con respecto al control de crecimiento fue de 7
logaritmos. ‘

Para el indculo de 10°UFC/ml se observé un claro comportamiento bifdsico para la
concentracién de 0,125 pg/ml, que tan sélo presentd actividad fungicida al final de la prueba.
E! comportamiento encontrado fue concentracién dependiente y marcadamente fungicida a
partir de la hora 12, alcanzando una diferencia méxima de 4 logaritmos al final de la prueba,
comparando cultivos tratados con su control.

Los valores obtenidos en las AUKC (tablas XXV y XXVI), mostraron una considerable
diferencia entre los valores generados por la concentracion inhibitoria y las supra-inhibitorias, y

especialmente al partir de un in6culo elevado.

EFECTO POSTANTIFUNGICO

TN B R T T TR T T s R T R R R N RS R

Los resultados del estudio del PAFE y el efecto de concentraciones sub-CMI muestran
la dependencia de las variables experimentales en la obtencién de concordancia en los valores
finales encontrados. Se valoraron estos efectos teniendo en cuenta el tiempo de exposicion, la
concentracién del farmaco, la unidad de referencia para cuantificar el PAFE (1/2 o 1

logaritmo) y la variabilidad interespecifica.

1.- Anfotericina B.

Este antiftingico presenté efecto PAFE negativo cuando la exposicion al farmaco fue de
2 horas (tabla XXXII). Cuando se ampli6 el tiempo de exposicion hasta 12 horas, se generaron
valores de PAFE positivos y crecientes con el aumento de la concentracién (tabla XXVII). Al
considerar medio logaritmo como unidad de cuantificacién del efecto, también se obtuvieron

valores positivos.
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Incorporando concentraciones subinhibitorias (efecto sub-CMI), el retraso en el
crecimiento producido fue también significativo con todas las concentraciones cuando la
exposicion fue de 12 horas a anfotericina B aunque el efecto de sub-CMI cuando la exposicidn
fue de 4 pg/ml se supone mayor con ! logaritmo que con medio, aunque no se pudo medir a
causa de su prolongaci6n en el tiempo (superior a las 24 horas de muestreo).

El PAFE mostrado por el aislado clinico fue menor, aunque en cualquier caso también
con valores significativamente positivos. |

El tiempo de recrecimiento o de estimacién de la recuperacién de las levaduras tras el
efecto fungicida inicial mas el efecto PAFE, fue muy extenso, llegando a alcanzar hasta las 24

horas en el caso de 4 pg/ml de anfotericina B.

2.~ 5-fluorocitosina.

Los pardmetros farmacodinimicos PAFE, sub-CMI y ERT de S-fluorocitosina estdn
expresados en las tablas XX VIII, XXXII, XXXIII y representados en la figura 15.

Los valores de PAFE para 12 horas de exposicién fueron los mayores observados para
todos los antifingicos, y siempre de forma creciente con mayores concentraciones. La
diferencia encontrada entre la cuantificacién a diferente escala logaritmica fue favorable a 1
logaritmo, siendo siempre superiof a los valores de medio logaritmo. Cuando la exposicion
previa a 5-fluorocitosina fue de 2 horas, los valores de PAFE fueron menores € incluso
pegativos, como en el caso de 32 pg/ml Los valores obtenidos para el aislado clinico fueron
muy similares a los de la cepa estandar, a pesar de la diferencia en los valores de sensibilidad.

El efecto de concentraciones sub-CMI con 5-fluorocitosina no pudo ser determinado
con las condiciones experimentales del ensayo para 1 logaritmo, puesto que el crecimiento de
las levaduras se vio enlentecido demasiado, y no alcanzé el numero minimo necesario de
UFC/ml para poder realizar el cdlculo de este parametro farmacodindmico. Para medio
logaritmo, pudo verse el efecto de sub-CMI con las concentraciones méis bajas, generando
valores considerablemente elevados.

Al igual que ocurrié con anfotericina B, el ERT mostré valores muy altos,
extendiéndose mucho en el tiempo la capacidad de recuperacién de las levaduras en cualquiera

de las concentraciones ensayadas.
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3.- Ketoconazol

Los diferentes pardmetros farmacodinamicos de ketoconazol se ven en las tablas
XXIX, XXX, XXXIII y figura 16.

Los valores de PAFE para este antifungico fueron positivos'cuando el tiempo de
exposicién fue de 12 horas, tanto para la cepa estandar como para el aislado clinico, aunque en
este ultimo caso los tiempos fueron mayores. El PAFE fue conceniracion dependiente en
ambas cepas. Se obtuvieron tiempos de PAFE menos largos cuando se utilizé medio logaritmo
como medida unitaria en vez de 1 logaritmo.

Cuando la exposicién fue de 2 horas, los valores bajaron, siendo negativos para la
coﬁcentracién de 1 pg/ml

El estudio del efecto de concentraciones sub-CMI no se pudo realizar, pues el empleo
de % la IC 90 es suficiente para producir inhibicién del crecimiento en fase postantifingica e
impedir, por tanto, Ia cuantificacién de este fendmeno. En el caso de las levaduras que ademas
estuvieron pretratadas con ketoconazol no s6lo hubo inhibicién sino que ademds la viabilidad
se vio reducida a valores inferiores a los del inéculo de partida (tras el lavado).

Los valores de ERT fueron largos, aunque parecidos para las diferentes

concentraciones.

4.- Fluconazol.

El PAFE de fluconazol con 12 horas de exposicion (tabla XXX y figura 17) presento
valores negativos para la concentracién de 8 pg/ml, tanto si se consider6é 1 logaritmo como
medio logaritmo como unidad de medida. En el caso del aislado clinico (tabla XXXIII) estos
valores fueron ligeramente superiores aunque no en todas las concentraciones. Cuando la
exposicién fue durante 2 horas (tabla XXXII), todos los valores fueron negativos.

El efecto de sub-CMI produjo una prolongacion en el tiempo de PAFE, de forma mas o
menos regular, aunque los valores no fiueron excesivamente altos.

Curiosamente, los valores de medio logaritmo fueron superiores a los de un logaritmo.

Los ERT fueron también muy largos, llegando a alcanzar valores de hasta 21 horas.

5.- UK 109,496.
El comportamiento de UK 109,496 en fase PAFE y su ERT se pueden ver en las tablas

XXXI - XXX y figura 18.
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Los PAFE, cuando el tiempo de exposicion previa fue de 12 horas, mostraron valores .
positivos y concentracion dependientes, tanto para Cr. neoformans CECT 1078 como para el
aislado clinico (aunque ligeramente inferiores en éste ultimo). Curiosamente el PAFE fue
mayor cuando se consideré medio logaritmo como unidad de cuantificacion en vez de 1
logaritmo.

La exposicion previa durante solo 2 horas ‘condujo a valores de PAFE negativos.

Los valores de sub-CMI fueron muy akos, siendo pricticamente los mismos que los
obtenidos en PAFE. Cuando se consider6 medio logaritmo como unidad de medida el sub-
CMI fue menor.

ERT fue alto, aunque comparativamente con los demds antifiingicos fue de los mas

bajos.

EFECTO DEL SUERO

Cr. neoformans se vio influido en su crecimiento al incorporar a los cultivos suero
humano procedente de una mezcla homogénea de individuos sanos. En la grifica 19 se
representa el efecto producido por un 10% y un 50% de suero normal, suero termoinactivado
y solucién salina en el crecimiento de un cultivo de levaduras durante 48 horas.

" La incorporacién del suero en los cultivos hizo que el crecimiento de las Jevaduras se
viese reducido significativamente en comparacién con el control del experimento. Dicho
descenso en €l crecimiento se observé a partir de la hora 24 incrementandose basta el final de
1a prueba de forma paulatina. Cuando el suero afiadido fue del 50% del volumen de cultivo la
inhibicién también fue significativa respecto al control pero no respecto a la curva obtenida con
el 10% de suero.

Cuando se empleé suero termoinactivado por calentamiento constante a 56°C durante
30 minutos, el efecto inhibitorio obtenido fue también significativo aunque en menor grado que
el producido por el suero normal. Esta diferencia, tendio ademas a compensarse 2 lo largo del
tiempo siendo las diferencias entre la actividad del suero termoinactivado y el suero normal

ma4s pequeias al final de la prueba.

1.- Curvas de letalidad.
El efecto producido por el suero en la actividad fungicida de los antifiangicos se estudié

empleando el método de las curvas de letalidad con recuento de viables en placa con un
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inéculo de 10° UFC/ml durante un tiempo de 72 horas. En las curvas control a las que se
incorpord un 10% de suero humano, se observd siempre un reiraso en el crecimiento
estadisticamente significativo cuando se comparé con el control de crecimiento sin dicha
cantidad de suero. El crecimiento de estos cultivos fue pricticamente de 1 logaritmo decimal
en todos los experimentos quedando muy por debajo €l mimero de UFC/ml del cultivo control.

A continuacién se describe e! efecto producido por el suero cuando estaba presente el

antifiingico en el cultivo.

1.1.- Anfotericina B. Un 10 % de suero humano afiadido al cultivo de Cr. neoformans tratado
con 0,125 pg/ml de anfotericina B anulé por completo la actividad del firmaco quedando los
valores de UFC/ml précticamente idénticos al control de crecimiento en presencia de suero
(Figura 9 tablas V, VI).
Cuando la concentracién de anfotericina B aumenté hasta 4 pug/ml se aprecié un
descenso claro en la viabilidad de las levaduras que fue significativo respecto al control (con
suero) de crecimiento a partir de la hora 36. En ninglin momento y con ninguna de las

concentraciones ensayadas anfotericina B fue fungicida en presencia de suero.

1.2.- 5-Fluorocitosina. Con la concentracion de 64 pg/ml, la adicion de un 10 % de suero
indujo un descenso en la velocidad del crecimiento de Cr. neoformans comparada con el
control de crecimiento (tablas IX, X y figura 10). Estas diferencias fueron estadisticamente
significativas desde practicamente el comienzo de la prueba (hora 12) extendiéndose hasta el
final de la misma.

El aumento de la concentracién de 5-fluorocitosina hasta 100 pg/m! reflejé un aumento
del retraso del crecimiento de las levaduras consiguiendo valores por debajo del inoculo inicial

a partir de la hora 24 efecto que no fue observado en la concentracién de 64 pg/ml.

1.3.- Ketoconazol. El comportamiento de las concentraciones de ketoconazol con un 10% de
suero frente a Cr. neoformans comparado con el control de crecimiento, fue muy similar, sin
presentar diferencias significativas en ningin momento (tablas XIII, XIV y figura 11). La
inhibicién del crecimiento fue progresiva a lo largo del tiempo y tan solo descendié por debajo
del valor del in6culo inicial en la hora 60 para la concentracién de 4 pg/ml y en la hora 72 para

1 y4 ug/ml aunque con valores de actividad fungicida muy reducidos.
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1.4.- Fluconazol. Este farmaco fue el qué presentd mayor actividad frente a Cr. neoformans
cuando estuvo en presencia de un 10% de suero humano en los cultivos (Figura 12 y tablas
XVII, XVIII). La inhibicién del crecimiento respecto al control fue efectiva y estadisticamente
significativa desde la hora 36 del experimento para todas las concentraciones ensayadas. Las
diferencias encontradas, en cambio, entre los cultivos con suero y fluconazol no fueron
Hamativas. Se lograron alcanzar diferencias de 2 logaritmos entre el control y el cultive con
mayor concentracién de fluconazo! en la hora 72 del experimento. La actividad fungicida pudo
observarse en los cultivos a partir de la hora 60 aunque paré 32 pg/ml hubo ya inhibicién desde
la hora 36. '

1.5.- UK _109.496. El desarrollo de la incubacion de Cr.neoformans con diferentes

concentraciones de este farmaco y un 10% de suero se puede ver en las figura 13 y las tablas
XXI, XXII La concentracién 0,125 pg/ml de farmaco no presenté actividad inhibitoria
significativa comparada con el control de suero, mientras que la concentraciones de 4 pg/ml si
lo presenté a partir de la hora 48 del experimento. Igualmente Ia actividad fungicida o
descenso en la viabilidad respecto al indculo inicial fue muy pobre déndose tan s6lo en la

concentracion mayor de UK 109,496 y al final del experimento (horas 60 y 72)

2.- Efecto postantifiingico.
El efecto postantifingico en presencia de suero no pudo ser cuantificado para ninguno

de los antifiingicos ya que la inhibicién ejercida por la presencia del suerc impidié que se

alcanzase ni siquiera 1/2 logaritmo de crecimiento, incluse en les controles (Figura 20).
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Tablas y Figuras

Parametros de Crecimiento

Cepa/Tampdn T.gen. (horas) Y K
CECT/(HPO,* 6,3 + 0,36 0,1 0,003 0,156 + 0,005
AC/(HPO,)™ 6 + 0,4 0,1 + 0,003 0,16 + 0,006
CECT/ (HCOy) 18,36 + 0,76 0,036 + 0,001 0,03 + 0,002
TABLA I

Tiempo de generacién (Tgen), tasa instantinea de crecimiento (i) y tasa media de crecimiento
(k) para las cepas de Cr neoformans en medio de crecimiento bYNB-G con diferentes
tampones (fosfato y bicarbonato). Los resultados se obtuvieron a partir de los datos recogidos
en las curvas de crecimiento por recuento de viables en placa y se expresan como la media
aritmética de 3 experimentos + la desviacidn estandar.

1Q
Cr.neoformans CECT 1078 Cr.neoformans AC

‘ IC90 IC25 ) ICQD ICZS
Antifingico 10° UFC/ml 10° UFC/ml 10° UFC/m!  10° UFC/ml
Anfotericina B 32 4 4 2
5-Fluorocitosina 1,56 <1,56 12,5 12,5
Ketoconazol 5 _ 20 10 20
Fluconazol 3,125-1,56  3,125-1,56 3,125-1,56 3,125-1,56
UK 109,496 64-96 64-96 64-96 64-96

TABLA 11 ‘

Valores del cociente inhibitorio (IQ) de los 5 antifungicos del estudio frente a las dos cepas de
Cr. neoformans. Las concentraciones limite no téxicas alcanzables en suero que se han
utilizado para la obtencién del IQ se han extraido de informacion cedida por Pfizer Inc. (216)
en el caso de UK 109,496 y de Roilides et al 1990 (149) para los demds antifiingicos.
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IC (pg/ml)
Inéculo Horas de
ANTIFUNGICO  (UFC/ml) Incubacion  1C 25 IC50 IC9%0
10° 24 1 16 >16
Anfotericina B 48 1 16 >16
(0,0313-16pg/ml) 10° 48 - - 1
72 - - 0,125
10° 24 >64 >64 >64
5 Fluorocitosina 48 >04 >64 >64
(0,125-64pg/mi) 10° 48 - - 64
72 - - 64
10° . 24 0,25 >16 >16
Ketoconazol 48 0,25 16 >16
(0,0313-16pg/ml) 10° 48 - - 1
72 - - 1
10° 24 8-16 >64 >64
Fluconazol 48 8-16 64 >64
(0,125-64pg/mi) 10° 48 - - 8-16
72 - - 8-16
- 10° 24 0,125 >8 >8
UK 109,496 48 0,125 1 >8
(0,0313-8pg/ml) 10° 48 - - 0,125
72 - - 0,125

TABLA III

Valores de inhibicién del crecimiento (IC) de anfotericina B, 5-fluorocitosina, ketoconazol,
fluconazol y UK 109,496 frente a Cr. neoformans CECT 1078. Los resultados estan expresados
como inhibicién del 25, 50 y 90% del crecimiento de los cultivos que partian de un tamafio de
néculo de 10° UFC/ml y la inhibicién del 90% cuando dicho indculo era de 10° UFC/ml, Los
tiempos de lectura espectrofotométrica fueron a las 24, 48 y 72 horas. Debajo de cada
antifingico se especifica el intervalo de concentraciones al que se ajustan los resultados, que
ademas coincide con el recomendado por la NCCLS para las pruebas de sensibilidad (25)
excepto en el caso de UK 109,496, que se ha obtenido a partir de documentacién cedida por
Pfizer Inc. (216).
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IC (pg/ml)
Imoculo Horas de
ANTIFUNGICO  (UFC/ml) Incubacién  1C 2 ICS0 IC20
10° 24 2 >16 >16
Anfotericina B 48 2 >16 >16
(0,0313-16pg/mi) 10° 48 - - 2
72 - - 1
10° 24 8 16 64
8 Fluorocitosina 48 8 16 64
(0,125-64pg/ml) 10° 48 - - 8
72 - - 3
10° 24 0,25 32 >64
Ketoconazol 48 0,25 8 >64
(0,0313-16pg/ml) 10° 48 - - 0,5
72 - - 0,5
10° 24 8-16 >64 >64
Fluconazol 48 8-16 >64 >64
(0,125-64pug/mi) 10° 48 - - 8-16
72 - - 8-16
10° 24 0,125 8 >8
UK 109,496 43 0,125 1 >8
(0,0313-64pg/ml) 10° 48 - - 0,125
72 - - 0,125

TABLATV

Valores de inhibicion del crecimiento (IC) de un aislado clinico de Cr. neoformans frente a
anfotericina B, 5-fluorocitosina, ketoconazol, fluconazol y UK 109,496. Los resultados estan
expresados como inhibicion del 25, 50 y 90% del crecimiento de los cultivos que partian de un
tamafio de inoculo de 10° UFC/ml y la inhibicion del 90% cuando dicho inéculo era de 10°
UFC/ml. Los tiempos de lectura espectrofotométrica fueron a las 24, 48 y 72 horas. Debajo de
cada antifingico se especifica el intervalo de concentraciones al que se ajustan los resultados,
que ademas coincide con el recomendado por la NCCLS para las pruebas de sensibilidad (25)
excepto en el caso de UK 109,496, que se ha obtenido a partir de documentacién cedida por

Pfizer Inc. (216).
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Tablas y Fiquras

Inhibicién del crecimiento (%)

AMB (pg/ml) 12 (h) 24 (h) 36 (h) 48 (h) 60 (h) 72 (h)
0,125 698+24x T86+22¢ 996+02% 990101+ 999+£02+% 999 +0*
0,125+§ 0 16,8 £4,4° 0" 275+3,9° 258+33 258135
4 76,5+43¢ 08+05* 996+01* 099+02% 099+ 0* 99,0+ 0*
4+8 223+4,1 58332 64,5+3,5¢ 822128+ 82221 86,1+23+"
TABLA V.

Inhibicién del crecimiento de Cr. negformans (10° UFC/ml) tratado con diferentes
concentraciones de anfotericina B y en presencia o no de un 10% de suero humano completo.
Los resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos * la desviacion
estandar. * Indica que la diferencia en el crecimiento de las levaduras tratadas comparadas con
su control fue estadisticamente significativa. * Indica que la diferencia en el crecimiento para el
caso de las levaduras tratadas y con suero respecto a las tratadas pero en ausencia de suero, es
significativa.

Actividad fungicida (%)

AMB (ug/ml) 12 (h) 24 (h) 36 (h) 48 (h) 60 (h) 72 (h)
0,125 0 6,6+42 437+44 521+38 308+34 0
0,125+8§ 0 0 0 0 0 0

4 108+53 187%47 592436 61,1+32 727+34 809%28
4+8S 0 0 0 0 0 0
TABLA VL

Actividad fungicida de anfotericina B frente a Cr. meoformans (10° UFC/mi) tratado con
diferentes concentraciones de firmaco y en presencia o no de un 10% de suero humano
completo. Los resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos * la
desviacién estandar.
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Inhibicion del Crecimiento (%)

AMB (pg/ml) 6 (h) 12 (h) 24 (h) 48 (h)
0,125 22,3+6,3 58,3 1 4,9% 89,5+ 5,7* 94,3 +2,2¢
1 202 38,5 73,1 +.4* 92,0 + 2,4+ 96,8 +1,1%
4 38,3 £9,5* 81,3 4 3,6* 97,7+ 1,7* 98,8 + 0,5*
TABLA VIL

Inhibicién del crecimiento de Cr. reoformans (10° UFC/ml) tratado con diferentes
concentraciones de anfotericina B. Los resultados se expresan como la media aritmética de 6
experimentos * Ia desviacion estdndar. * Indica que la diferencia en el crecimiento de las
levaduras tratadas comparadas con su control fue estadisticamente significativa.

Actividad Fungicida (%)

AMB (pg/mi) 6 (h) 12 (h) 24 (h) 48 (h)
0,125 0 0 0 :
1 0 0 0

4 0 12,9423 25,8+6,9

TABLA VIIL

Actividad Fungicida de anfotericina B frente a Cr. neoformans con un tamafio de inéculo de
5x10° tratado con diferentes concentraciones de firmaco. Los resultados se expresan como la
media aritmética de 6 experimentos * la desviacion estandar.
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Inhibicion del crecimiento (%)

SFC(ug/ml) 12 (h) 24 (h) 36 (h) 48 (h) 60 (h) 72 (h)
64 83.4L41% 060+12F ©092+0% 990+0* 999:0% 999+ 0*
64+ S 645+30% 69,1+32% 80+23*% 781+3,1* T76133* 765141
100 826+28*% 0986+02% 996+0,1* 999+0* 09,9 + O* 990 + (%
100+ S 61,1+3,7% 82,6+2,9% 87,1£25% 887426 924:13* 945+16*
TABLA IX

Inhibicion del crecimiento de Cr. neoformans (10° UFC/ml) tratado con diferentes
concentraciones de S-fluorocitosina y en presencia ¢ no de un 10% de suero humano
completo. Los resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos + la
desviacion estandar. * Indica que la diferencia en el crecimiento de las levaduras tratadas
comparadas con su control fue estadisticamente significativa. * Indica que la diferencia en el
crecimiento para el caso de las levaduras tratadas y con suero respecto a las tratadas pero en
ausencia de suero, es significativa.

Actividad fungicida (%)

S5FC(ug/ml) 12 (h) 24 (h) 36 (h) 48 (h) 60 (h) 72 (b)
64 0 0 0 0 0 0
64+8S 0 0 0 0 0 0
100 0 424+31 369+35 487+25 275+37 66+21
100+ S 0 275+42 397+26 292+31 369+24  45+34
TABLA X.

Actividad fungicida de S-fluorocitosina frente a Cr. neoformans (10° UFC/ml) tratado con
diferentes concentraciones de farmaco y en presencia 0 no de un 10% de suero humano
completo. Los resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos + la
desviacion estandar.
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Inhibicién del Crecimiento (%)

5FC (ug/ml) 6 (h) 12 (h) 24 (h) 43 (h)
32 0 0,4 £0,1 86,8 % 5,3* 79,1 £ 5,3%
64 292159 354+8,3* 91,2 +6,9* 90,8 £ 6,8*
100 41,1 £9,5* 52,1 £ 8,6 94,8 +3,1% 96,6 + 2*
TABLA X1,

Inhibicién del crecimiento de Cr. neoformans (10° UFC/ml) tratado con diferentes
concentraciones de 5-fluorocitosina. Los resultados se expresan como la media aritmética de 6
experimentos + la desviacién estandar. * Indica que la diferencia en el crecimiento de las
levaduras tratadas comparadas con su control fue estadisticamente significativa.

Actividad Fungicida (%)

S5FC (pg/ml) 6 (h) 12 (h) 24 (h) 48 (h)
32 0 0 0
64 0 0 0
100 0
TABLA XII.

Actividad Fungicida de 5 fluorocitosina frente a Cr. neoformans con un tamafio de indculo de
5x10° tratado con diferentes concentraciones de farmaco. Los resultados se expresan como la
medra aritmética de 6 experimentos * la desviacion estindar.
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Inhibicion det crecimiento (%)

KTZ (pg/ml) 12 (h) 24 (h) 36 (h) 48 (h) 60 (h) 72 (h)

1 67.6 £3.5% 063+1,1% 998+01* 999+0* 990+0% 99,9 0%
1+8 462+35 47,6+31° 592+27T 661+33 765+27 858+2,1°
4 6038 082+01* 999+0* 999+0% 999+ 0%  99,0+0*
4+8S 462441 498+35 592435 70429 861+23 939+16
TABLA XIIL.

Inhibicion del crecimiento de Cr. neoformans a0 UFC/ml) tratado con diferentes
concentraciones de ketoconazol y en presencia 0 no de un 10% de sueroc humano completo.
Los resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos + la desviacion
estandar. * Indica que la diferencia en el crecimiento de las levaduras tratadas comparadas con
su control fue estadisticamente significativa. * Indica que la diferencia en el crecimiento para el
caso de las levaduras tratadas y con suero respecto a las tratadas pero en ausencia de suero, es
significativa.

Actividad fungicida (%)
KTZ( pg/ml) 12 (h) 24 (h) 36 (h) 48 (h) 60 (h) 72 (h)
1 0 258+39 83,715 96+0,04 9741006 98,5+0,04
1+8S 0 0 0 0 0 16,8 £2.3
4 0 645+273 91,8+0,9 97,7+£0,06 986+0,1 99,2+0,03
4+8 0 0 0 0 223+22 645+27
TABLA X1V,

Actividad fungicida de ketoconazol frente a Cr. neoformans (10 UFC/ml) tratado con
diferentes concentraciones de farmaco y en presencia o no de un 10% de suero humano
completo. Los resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos t la
desviacion estandar.
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Inhibicién del Crecimiento (%6)

KTZ (pg/mi) 6 (h) 12 (h) 24 (h) 48 (h)
1 532+11,7* 70,4 +82% 05,4 +3,9* 99 g*
4 59,2 £ 13,2* 72,4 +12,6% 97.1 £ 0,9% 99 9%
TABLA XV.

Inhibicién del crecimiento de Cr. neoformans (10° UFC/mi) tratado con diferentes
concentraciones de ketoconazol. Los resultados se expresan como la media aritmética de 6
experimentos * la desviacion estandar. * Indica que la diferencia en el crecimiento de las
levaduras tratadas comparadas con su control fue estadisticamente significativa.

Actividad Fungicida (%)

KTZ(g/ml) 6 (h) 12 (h) 24 (h)- 48 (h)

1 0 0 0 948 +2,1
4 0 0 12,9 £9,6 97,9+0,9
TABLA XVL.

Actividad Fungicida de ketoconazol frente a Cr. negformans con un tamafio de inéculo de
5x10° tratado con diferentes concentraciones de farmaco. Los resultados se expresan como la

media aritmética de 6 experimentos + la desviacion estandar.
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Inhibicion del crecimiento (%)

FLU(ug/ml) 12 (h) 24 (b) 36 (h) 48 (h) 60 (h) 72 (h)
16 275439 99,9+0,04* 998 +0,04* 999 % 0* 999 + O* 999 + 0*
16+$ 108427 521%35 T73,1+2,6F 852+3,1% 03,6+13% 974x21%
32 437436 971+£12% 099+0% 999:0% 99,9+ 0*  999:+0%
32+8§ 0 573+34 885+1,9% 87,9+19% 056+12F 983+0,3%
TABLA XVIL

Inhibicién del crecimiento de Cr. neoformans (10> UFC/ml) tratado con diferentes
concentraciones de fluconazol y en presencia o no de un 10% de suero humano completo. Los
resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos + la desviacion estindar. *
Indica que la diferencia en el crecimiento de las levaduras tratadas comparadas con su control
fue estadisticamente significativa. * Indica que fa diferencia en el crecimiento para el caso de las
levaduras tratadas y con suero respecto a las tratadas pero en ausencia de suero, es
significativa.

Actividad fungicida (%)

FLU (uzml) 12 (h) 24 (h) 36 (h) 48 (h) 60 (h) 72 (h)
16 0 0 51+31 573+26 865+23 958+17
16+ S 0 0 0 0 258134 63,627
32 0 0 776+28 848+16 924+08 962%06
32+8S 0 0 66+1,5 0 487+32  76+25
TABLA XVIIL

Actividad fungicida de fluconazol frente a Cr. neoformans (10° UFC/ml) tratado con diferentes
concentraciones de farmaco y en presencia o no de un 10% de suero humano completo. Los
resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos + la desviacion estandar.
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Inhibicion del Crecimiento (%)

FLU (pg/ml) 6 (h) 12 (h) 24 (h) 48 (h)

8 0 16,9%29 71,2 £5,1* 97,5+ 2,5*
16 46+ 6,7 451434 88,3 +3,2% 99,0%
32 41472 48,8 +2,6 93,6 £ 1,9* 99 0%
TABLA XIX

Inhibicion del crecimiento de Cr. meoformans (10° UFC/ml) tratado con diferentes
concentraciones de fluconazol. Los resultados se expresan como la media aritmética de 6
experimentos + la desviacion estandar, * Indica que la diferencia en el crecimiento de las
levaduras tratadas comparadas con su control fue estadisticamente significativa.

Actividad Fungicida (%)

FLU (pg/ml) 6 (h) 12 (h) 24 (h) 48 (h)
8 0 0 0 0

16 0 0 52+93 90 +2,5
32 0 0 0 0
TABLA XX.

Actividad Fungicida de fluconazol frente a Cr. neoformans con un tamaiio de indculo de 5x10°
tratado con diferentes concentraciones de farmaco. Los resultados se expresan como la media
aritmética de 6 experimentos = la desviacion estandar.

|
T

- 66 -



Tablas y Figuras

Inhibicién del crecimiento (%)

UK (ug/ml)  12¢h) 24 (h) 36 (h) 48 (h) 60 (h) 72 (h)
0,125 424+42 882+23* 962+1,1* 998+0,1* 999+01* 99,9+0*
0,125+ S 258+24 339+16 223432 241+26 424+42 61,1+32
4 68,3+3,1* 09,0+0% 997+01* 999+0,3* 999+ 0* 99,9 +0*
4+8 292+25 53233 628+28 80+19% 036+18* 97,7+0,7*
TABLA XXI.

Inhibicion del crecimiento de Cr. neoformans (10° UFC/ml) tratado con diferentes
concentraciones de UK 109,496 y en presencia o no de un 10% de suero humano completo.
Los resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos + la desviacion
estandar. * Indica que la diferencia en el crecimiento de las levaduras tratadas comparadas con
su control fue estadisticamente significativa. * Indica que la diferencia en el crecimiento para el
caso de las levaduras tratadas y con suero respecto a las tratadas pero en ausencia de suero, es
significativa.

Actividad fungicida (%)

UK (ug/ml) 12 (h) 24 (h) 36 (h) 48 (h) 60 (h) 72 (h)
0,125 0 0 0 0 0 39,7 £2,3
0,125+ S 0 0 0 0 0 0
4 0 120+34 628432 826+15 97804  99,6+0
4+ 0 0 0 0 148+37 52,124,
TABLA XXIL.

Actividad fungicida de UK 109,496 frente a Cr. neoformans (10* UFC/ml) tratado con
diferentes concentraciones de firmaco y en presencia o no de un 10% de suero humano
completo. Los resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos + la
desviacion estandar.
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Inhibicién del Crecimiento (%o)

UK (pg/mi) 6 (h) 12 (h) 24 (h) 48 (h)
0,125 10,8+5,2 65,3 +9,6* 42,4 + 12+ 99,2 +0,3*
1 258+ 14,1 87,1+ 6,4* 982 +12* 99,0%

4 14,8+78 94,3 +4,3* 99,1 +0,0* 99,9*
TABLA XXIII.

Inhibicion del crecimiento de Cr. neoformans (10° UFC/ml) tratado con diferentes
concentraciones de UK 109,496. Los resultados se expresan como la media aritmética de 6
experimentos + la desviacidn estandar. * Indica que la diferencia en el crecimiento de las
levaduras tratadas comparadas con su control fue estadisticamente significativa.

Actividad Fungicida (%)

UK (ug/ml) 6 (h) 12 (h) 24 (h) 48 (h)
0,125 0 0 0 46,2 £4.2
1 0 18,7+2,2 71,1 +8,6 99,1 +0,7
4 0 64,5+39 848+84 99,3+0,3
TABLA XX1V.

Actividad Fungicida de UK 109,496 frente a Cr. neoformans con un tamafio de indculo de
5x10° tratado con diferentes concentraciones de firmaco. Los resultados se expresan como la
media aritmética de 6 experimentos + la desviacion estandar.
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AUKC (UFC/ml x hora x 10°)

pg/ml AMB 5-FC KTZ FLU UK 109,496

0 23470 +1.990 19.290+2470 16.388+1.860 20.270+2.310 18.818+1.750
0+S 18,5+ 3,4 23,3 44,2 20+5,3 29445 30,4 +5,
0,125 2,7+1,3 - - - 10,7 2,1
0,125+S 152142 - - - 19,4 + 6,1

1 - - 2,6+1,1 - -

1+8S - - 7,5+2,4 - -

4 1,84 0,6 - 2,1+0,9 - 1,7£02
4+8S 53+1,6 - 6,6 £2,1 - 7242,
16 - - - 4+0,9 -

16 +8S - - - 6,423 -

32+8S - - - 54+0,7 -
64 - 55+1,9 - - -
64 +8S - 6,01 £1,1 - - -
100 - 32+1,6 - - -

100+ S - 3412 - - -

TABLA XXV.

Valores del 4rea bajo la curva de letalidad (AUKC) para las diferentes concentraciones de
antifingicos en presencia o ausencia de suero, cuando el tamafio de indculo inicial de Cr.
neoformans es de 5x10° UFC/ml. Los valores del area se obtuvieron por aproximacion
mediante la regla trapezoidal para intervalos regulares.
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AUKC (UFC/ml x hora x 10°)

pg/ml AMB 5-FC KTZ FLU UK 109,496
0 11.322+1.450 10424+1.242 8971 +£1.160 7.780+1.310 7.82211.550
0,125 9.508 + 803 - - - 1.335 +£421
1 608 £ 167 - 254 £ 110 - 154 + 135
4 262 = 89 - 198 £ 90 - 121 £ 122
8 - - - 1.037 + 367 -
16 - - - 481 + 96 -
32 - 2.061 +300 - 350 £ 31 -
64 - 1.167 390 - - -
100 - 654 + 109 - - -
TABLA XXVL

Valores del 4rea bajo la curva de letalidad (AUKC) para las diferentes concentraciones de
antifingicos en presencia o ausencia de suero, cuando el tamafio de in6culo inicial de Cr.
neoformans es de 5x10° UFC/ml. Los valores del area se obtuvieron por aproximacion
mediante la regla trapezoidal para intervalos regulares.
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PAFE (Horas) SUB-CMI(Horas)

CONCENTRACION 1 1/2 1 12 ERT
(ng/ml) LOG LOG LOG LOG (Horas)

0,125 3432 45%5 1,8+1,5 22+2  165+4

1 2,9+1,5 4+22 1,6 £1,9 1,5+1,1 13427

4 6+2,1 425+1,7 >2 6,75+2.6 244073

TABLA XXVIL

Valores del efecto postantifingico (PAFE), de concentraciones Sub-CMI y tiempo de
recrecimiento (ERT) de anfotericina B (1 y 4 pg/ml) frente a Cr. neoformans CECT 1078. Los
resultados vienen expresados como la media de 6 experimentos + la desviacién estandar. La
cuantificacién del PAFE vy el efecto SUB-CMI se realiza considerando-1/2 y 1 logaritmo
decimal en el crecimiento.

PAFE (Horas) - SUB-CMI(Horas)
CONCENTRACION 1 1/2 1 1/2 ERT
(ng/ml) LOG LOG LOG LOG (Horas)
32 53+1,4 34+0,8 ND 5+£0,9 13+4
64 83+1,9 6,5+2 ND 29+1,3 175117
100 >8.5 7+0,4 ND ND 23 + 0.4

TABLA XXVIII. _

Valores del efecto postamtifiingico (PAFE), de concentraciones Sub-CMI y tiempo de
recrecimiento (ERT) de 5-fluorocitosina (32 64 y 100 pg/ml) frente a Cr. neoformans CECT
1078. Los resultados vienen expresados como la media de 6 experimentos + la desviacion
estandar. La cuantificacién del PAFE y el efecto SUB-CMI se realiza considerando 1/2 y 1
logaritmo decimal en el crecimiento.

PAFE (Horas) SUB-CMI(Horas)
CONCENTRACION 1 1/2 1 1/2 ERT
(pg/ml) LOG LOG LOG LOG (Horas)
1 25+1,3 23+0,8 ND ND 12,5+3,2
4 525427 28+16 ND ND 16,5 +3,3

TABLA XXIX.

Valores del efecto postantifingico (PAFE), de concentraciones Sub-CMI y tiempo de
recrecimiento (ERT) de ketoconazol (1 y 4 pg/mi) frente a Cr. neoformans CECT 1078. Los
resultados vienen expresados como la media de 6 experimentos + la desviacion estandar. La
cuantificacién del PAFE vy el efecto SUB-CMI se realiza considerando 1/2 y 1 logaritmo
decimal en el crecimiento.
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PAFE (Horas) SUB-CMI(Horas)
CONCENTRACION 1 1/2 1 1/2 ERT
(pg/mi) LOG LOG LOG LOG (Horas)
8 -1,6 £0,2 -1+2,1 0,15+£0,5 1,7£1,5 10,8+6
16 0,8 +04 1,5+1,3 0,15+04 1,7£1,2 144+35
32 46402 5+038 >2.5 29+08 21,5+34

TABLA XXX.

Valores del efecto postantifingico (PAFE), de concentraciones Sub-CMI y tiempo de
recrecimiento (ERT) de fluconazol (8, 16 y 32 pg/ml) frente a Cr. neoformans CECT 1078.
Los resultados vienen expresados como la media de 6 experimentos + la desviacién estindar.
La cuantificacion del PAFE vy el efecto SUB-CMI se realiza considerando 1/2 y 1 logaritmo
decimal en el crecimiento.

PAFE (Horas) SUB-CMI(Horas)
CONCENTRACION 1 1/2 1 Y% ERT
(ug/ml) LOG LOG LOG LOG (Horas)
0,125 2+23 3,25+ 1,6 2+0,8 025+1,5 7,5+£62
1 425+2,1 55+1,2 45422 3,6+1,7 13,8+3,9

4 47107 5,65+038 45+1.8 325+21 142%5

TABLA XXXI.

Valores del efecto postantifingico (PAFE), de concentraciones Sub-CMI y tiempo de
recrecimiento (ERT) de UK 109,496 (0,125 y 1 pg/ml) frente a Cr. neoformans CECT 1078.
Los resultados vienen expresados como la media de 6 experimentos = la desviacion estandar.
La cuantificacién del PAFE y el efecto SUB-CMI se realiza considerando 1/2 y 1 logaritmo
decimal en el crecimiento.
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Tablas y Figuras

PAFE (Horas)
pg/ml AMB 5-FC KTZ FLU UK 109,496

0,125 21409 - - - 0,4+0,2
1 -1,25+0,7 - -0,5+0,4 - -0,25+0,15
4 -2+1,1 - 1403 - 0
8 - - - -1,340,8 -
16 - - - -1,4+0,6 -
32 - -0,5+0,3 - -1+0,7 -
64 - 10,5 - - -
100 - 325+1.2 - - -

TABLA XXXII,

Efecto postantifiingico mostrado tras la exposicién durante 2 horas de Cr. negformans CECT
1078 a varias concentraciones de los antifingicos anfotericina B, S5-fluorocitosina,
ketoconazol, fluconazol y UK 109,496. Los resultados se expresan como la media aritmética
de 6 experimentos + la desviacién estandar.

PAFE (Horas)
pg/ml AMB 5-FC KTZ FLU UK 109,496

0,125 1,3+2,1 - - .- 1,4+0,7
1 1+0,6 425+ 1,4 - 3+1,3
4 2,25+ 1.4 - 78+21 - 3,1+2,9
8 - - - 0,7 10,4 -

16 - - - 241 -

32 - 4123 - 24+15 -

64 - 8+1,2 - - -
100 - 8,5 - - -

TABLA XXXIII.

Efecto postant:ﬁmglco mostrado tras la exposicién durante 12 horas de un aislado clinico de
Cr. neoformans a varias concentraciones de los antifingicos anfotericina B, 5-fluorocitosina,
ketoconazol, fluconazol y UK 109,496. Los resultados se expresan como la media aritmética
de 6 experimentos + la desviacion estandar.
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% Inhibicion del crecimiento

Horas Slo Sso Tlo Tso PBSm PBSso
6 9+1,7 18 +3,2 15+2,5 3688 0 0
24 70 £5,9 7614 56+11 58 £4,6 0 0
48 89,7 +4,6 92+2.6 87+3)5 925+64 0 0
TABLA XXXIV.

Inhibicién del crecimiento de Cryptococcus neoformans a lo largo del tiempo cultivado en
presencia de diferentes factores a diferentes concentraciones. So: suero al 10%, Sso: suero al
50%, T1o: Suero termoinactivado al 10%, Tsp: Suero termoinactivado al 50%, PBSio: 10% de
solucién salina tamponada presente, PBSs,: 50% de solucitn salina tamponada presente.

Control Sw Sso Tio Tso PBSyo PBSs
pH 53+04 6,75+0,1 7,25+01 67505 7,2102 5405 53+05

TABLA XXXV.

Valores de pH obtenidos tras la incubacién durante 48 horas de Cryptococcus neoformans en
presencia de diferentes factores a diferentes concentraciones. S;o: suero al 10%, Sso: suero al
50%, Tio: Suero termoinactivado al 10%, Tso: Suero termoinactivado al 50%, PBS;o: 10% de
soluci6n salina tamponada presente, PBSso: 50% de solucion salina tamponada presente. Los
resultados se expresan como la media aritmética de 6 experimentos + la desviacion estindar.
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FIGURA 1. _

Curvas de crecimniento de las cepas de Cr. neoformans CECT 1078 y AC en medio
bYNB-G tamponado con fosfato o bicarbonato (Amriba). Rectas de regresién entre
valores obtenidos tras medir las absorbancias y las CFU/ml recogidas por siembra en

placa (Derecha).
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Tablas y Figquras
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FIGURA 2.
Efecto de diferentes concentraciones de anfotericina B sobre el crecimiento de Cr.
neoformans CECT 1078, arriba para tamafios de in6culo de 1-5 x 10° UFC/ml, (en pg/ml:
0,06 (+); 0,125 (¥): 0,25 (@); 0,5 (X); 1 ( #); 2 (A ); 4 (*F); 8 (); 16 (V); 32 (¥)), ¥ abajo
para inbculo de 1-5 x 10° UFC/ml (en pg/ml: 0,25 (+); 0,5 (¥); 1 (®); 2 (X); 4 (#); 8 (A); 16
(*F); 32 (»)).
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FIGURA 3,

Efecto de diferentes concentraciones de 5-fluorocitosina sobre el crecimiento de Cr.
neoformans CECT 1078, arriba para tamaiio de inculo de 1-5 x 10> UFC/ml (en pg/ml: 1
(1); 2 (¥): 4 (B); 8 (X); 16 ( #); 32 (A ); 64 (*F); 128 (+)) y abajo para indculo de i-5 x 10°
UFC/ml (en pg/ml: 8 (+); 16 (¥): 32 (W); 64 (X); 128 ( #); 256 (A ); 512 ().
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FIGURA 4.
Efecto de diferentes concentraciones de ketoconazol sobre el crecimiento de Cr. neoformans

CECT 1078, arriba para tamafios de inculo de 1-5 x 10° UFC/ml, (en pg/ml: 0,06 (+); 0,125
(3#):0,25(M); 0,5(X); 1 (®);2 (A); 4 (*F); 8 (»); 16 (¥); 32 (), y abajo para indculo de 1-
5 x 10° UFC/ml (en pg/ml: 0,25 (+); 0,5 (¥); 1 (l); 2 (X); 4 (#); 8 (A); 16 (*F); 32 (o))
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FIGURA 5.
Efecto de diferentes concentraciones de fluconazol sobre el crecimiento de Cr. neoformans

CECT 1078, arriba para tamafios de inéculo de 1-5 x 10° UFC/ml, (en pg/ml: 0,125 (+); 0,25
(%): 0,5 (@); 1 (X); 2 (®); 4 (A ); 8 (*F); 16 (»); 32 (V); 64 (+); 128 (*)), y abajo para
inéculo de 1-5 x 10° UFC/ml (en pg/ml: 0,5 (+); 1 (¥); 2 (W); 4 (X); 8 (®); 16 (A); 32 (F);
64 (e)).
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FIGURA 6.

Efecto de diferentes concentraciones de UK 109,496 sobre el crecimiento de Cr. neoformans
CECT 1078, para tamaiios de indculo de 1-5 x 10° UFC/ml (arriba) y 1-5 x 10° UFC/ml
(abajo). Concentracmnes de UK 109,496 expresadas en pg/ml como: 0,015 (+), 0,03 (3):
0,06 (M); 0,125 (X); 0,25 (¢); 0,5 (A); 1 ('I'), 2 (¢); 4 (V).
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Porcentajes de la inhibicién del crecimiento basados en las lecturas espectrofotométricas de
los cultivos de Cr. neoformans CECT 1078 ajustado a 1-5 x 10° UFC/ml frente a varias
“concentraciones seriadas de antifiingicos.
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FIGURA 8.

Porcentajes de la inhibicién del crecimiento basados en las lecturas espectrofotométricas de
los cultivos de Cr. neoformans CECT 1078 ajustado a 1-5 x 10° UFC/ml frente a varias

concentraciones seriadas de antifingicos.
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FIGURA 9.
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Cinética de muerte de Cr., neoformans CECT 1078 inducida por anfotericina B a
concentraciones de 0,125 pg/ml y (+) 4 pg/mi (¥), en presencia (linea discontinua) o ausencia
(linea continua) de 10% de suero humano y con un inéculo de 10° UFC/ml asf como 0,125
pg/ml (+) 1 pg/ml (¥) y 4 pg/ml (O) para un indculo de 10° UFC/ml. Los cultivos control
libres de quimioterdpico se representan como: () en presencia (linea discontinua) o ausencia
(linea continua) de 10 % de suero.
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FIGURA 10.

Cinética de muerte de Cr. neoformans CECT 1078 inducida por S5-fluorocitosina a
concentraciones de 64 pg/ml (+) y 100 pg/ml (%), en presencia (linea discontinua) o ausencia
(linea continua) de 10% de suero humano y con un inéculo de 10° UFC/ml asi como 32 pg/ml
(+), 64 pg/ml (%) y 100 pg/ml (O) para un indculo de 10° UFC/ml. Los cultivos control libres
de quimioterépico se representan como: () en presencia (linea discontinua) o ausencia (linea
continua) de 10 % de suero.
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FIGURA 11.

Cinética de muerte de Cr. negformans CECT 1078 inducida por ketoconazol a
concentraciones de 1 pg/ml (+) y 4 pg/ml (%), en presencia (linea discontinua) o ausencia
(linea continua) de 10% de suero humano y con un inculo de 10* UFC/ml asf como 1 pg/ml
(+) y 4 pg/ml (%) para un inéculo de 10° UFC/ml. Los cultivos control libres de
guimioterdpico se representan como: (») en presencia (linea discontinua) o ausencia (linea
continua) de 10 % de suero. ' '
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FIGURA 12.

Cinética de muerte de Cr. neoformans CECT 1078 inducida por fluconazol a concentraciones
de 16 pg/ml (+) y 32 pg/ml (%), en presencia (linea discontinua) o ausencia (linea continua)
de 10% de suero humano y con un inéculo de 10* UFC/ml asi como 8§ pg/ml (+), 16 pg/ml
(%) y 32 pg/ml (O) para un inéculo de 10° UFC/ml. Los cultivos control libres de

quimioterdpico se representan como: (s) en presencia (linea discontinua) o ausencia (linea
continua) de 10 %.de suero.

-86-



Tablas y Figuras

3 S ™

Log UFC/ml

0 | f i I ! ]
0 12 24 36 43 60 72
Horas
§
ah
<)
et
3 - { | ; | t } | —]
0 6 12 24 48
Horas
FIGURA 13.

Cinética de muerte de Cr. neoformans CECT 1078 inducida por UK 109,496 a
concentraciones de 0,125 pg/ml (+) y 4 pg/ml (%), en presencia (linea discontinua) o
ausencia (linea continua) de 10% de suero humano y con un in6culo de 10° UFC/ml asi como
0,125 pg/ml (+), 1 pg/ml (%) y 4 pg/ml (0) para un inéculo de 10° UFC/ml. Los cultivos
control libres de quimioterdpico se representan como: (*) en presencia (linea discontinua) o
ausencia (linea continua) de 10 % de suero.
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FIGURA 14. .

Efecto postantifingico ‘(linea continua) y de concentraciones subinhibitorias (linea
discontinua) de anfotericina B frente a Cr. neoformans CECT 1078 tras 12 horas de
exposicién al firmaco. Las concentraciones empleadas fueron: Control (¢), 1 pg/ml (+) y 4

_pg/ml (3¥).
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FIGURA 15.

Efecto Postantifingico (linea continua) y de concentraciones subinhibitorias (linea
discontinua) de 5-fluorocitosina frente a Cr. neoformans CECT 1078 tras 12 horas de
exposicion al firmaco. Las concentraciones empleadas fueron: Control (e}, 32 pg/ml (+), 64

pg/ml (%) y 100 pg/ml (D).
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FIGURA 16.

Efecto postantifiingico {(linea continua) y de concentraciones subinhibitorias (linea
discontinua) de ketoconazol frente a Cr. neoformans CECT 1078 tras 12 horas de exposicion
al firmaco. Las concentraciones empleadas fueron: Control (¢), 1 pg/ml (+) y 4 pg/ml ().
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FIGURA 17. :

Efecto postantifingico (linea continua) y de concentraciones subinhibitorias (linea
discontinua) de fluconazol frente a Cr. neoformans CECT 1078 tras 12 horas de exposicion al
farmaco. Las concentraciones empleadas fueron: Control (e), 8 pg/ml (+), 16 pg/ml (¥)y32

pg/ml ().
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FIGURA 18.

Efecto postantifingico (linea continua) y de concentraciones subinhibitorias (linea
discontinua) de UK 109,496 frente a Cr. neoformans CECT 1078 tras 12 horas de exposicién
al firmaco. Las concentraciones empleadas fueron: Control (), 1 pg/ml (+) y 4 pg/ml ().
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FIGURA 19.

Influencia del suero humano normal (+), suero termoinactivade (%) y PBS (O) en
proporciones del 10% (arriba) y 50% (abajo) sobre el crecimiento de Cr. neoformans CECT
1078. Control {e).
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Efecto postantifitngico de UK 109,496 frente a Cr. neoformans CECT 1078 tras 12 horas de
exposicion al firmaco y en presencia de un 10% de suero humano. Las concentraciones

empleadas fueron: Control (), 0,125 pg/ml (+) 1 pg/mi (k) vy .4 pg/ml (O).
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Una de las ventajas de los agentes antiinfecciosos frente al resto de los farmacos es que
su diana, el microorganismo, puede ser aislado del foco de infeccién y ser estudiado en el
laboratorio. De este modo, podemos averiguar la sensibilidad del patdgeno a un farmaco por
medio de las pruebas de sensibilidad. Asf, también es posible comprobar qué concentraciones
inducen un dafio suficiente al microorganismo como para inhibir (CMI) o erradicar (CMB) su
crecimiento (19).

Otra posibilidad que permite el trabajar con microorganismos, es que se puede
determinar cuales son capaces de resistir la accion del farmaco y convertirse, por tanto, en un
patogeno “peligroso” o al menos complicado que erradicar.

Sin embargo, esta informacion es insuficiente si queremos conocer cuil es la actividad
del farmaco durante el proceso de infeccion. Para ello, podemos emplear los pardmetros
farmacodindmicos, que nos proporcionan una base racional para la determinacién de los
regimenes de dosificacion, en cuanto a tamafio de dosis e intervalo de dosificacion (18,245).

En farmacodinamia hemos de considerar la concentracion de antibiotico, tante en suero
como en el lugar de infeccién, obtenida tras su administracién, para poder compararla con la
presencia de masa microbiana en el foco infeccioso, asi se establece una relacion
dosis/activida-d a lo largo del tiempo (3).

En este caso, es muy importante tener en cuenta la farmacocinética del compuesto
antimicrobiano puesto que las concentraciones de farmaco no son constantes a lo largo del
tiempo. De esta manera, podremos dividir la farmacodinamia del antimicrobiano en 4 etapas
(2).

1. Tiempo en el que el firmaco se encuentra a concentraciones superiores 2 la CMB.
2. Tiempo en el que el firmaco se encuentra a concentraciones inferiores a la CMB,
pero superiores a la CML
3. Efecto persistente del antimicrobiano con concentraciones inferiores a la CMI
" (PAE).
4. Recrecimiento de la poblacion microbiana.

Fn la presente discusion veremos, para todos los antifingicos, la actividad
microbiologica por medio de los tests de sensibilidad antifingica, y posteriormente, los
procesos farmacodinamicos que pueden explicar el comportamiento de los compuestos
antifingicos in vitro. No obstante, para poder entender todos estos pasos, primeramente
discutiremos la metodologia empleada, ya que en el caso de los antifungicos no se encuentra

del todo estandarizada.
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METODOLOGIA EN EL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD Y
FARMACODINAMIA ANTIFUNGICA

Las pruebas de sensibilidad en antifingicos presentan muchos aspectos de controversia
y dificultad a la hora de interpretar y emitir los resultados. Es esta razén suficiente para que
dichas pruebas se realicen con métodos lo mas estandarizados posibles (24,25,115). Pero, aiin
asi, no siempre se puede alcanzar un criteric Gnico por medio del cual los resultados sean
homogeéneos interlaboratorio, problema que existe desde que se comenzaron a realizar estos
ensayos con los hongos. (115,124,132,205,246-248).

Son numerosos los factores que pueden influir en el estudio de la sensibilidad de los
microorganismos a un farmaco (pH, atmosfera, composicién del medio, temperatura, tiempo
de incubacidn, estabilidad del antimicrobiano, in6culo, etc.) y, por tanto, muchas las posibles
vias de desviacion de un resultado estindar. En nuestro estudio las pruebas de sensibilidad se
realizaron ajustandonos en la medida de lo posible a las normas dictadas por la NCCLS, a no
ser que alguna variable de experimentacion requiriese alguna modificacion, por ajuste con otro
parametro farmacodinamico, o por aproximacion a condiciones fisiolégicas humanas.

Como hemos visto, los indculos empleados fueron dos; uno elevado de 1-5 x 10°
UFC/ml y otro de menor nimero de microorganismos 1-5 x 10° UFC/ml, siempre preparados
por métodos de ajuste espectrofotométrico (a 530 nm de longitud de onda) como recomiendan
estudios multicéntricos de estandarizacion previamente realizados (133). La NCCLS (24,25)
especifica que el nimero de células incluidas en el inoculo inicial de las pruebas de sensibilidad,
han de ser lo mas bajas posibles, sobre todo en aquellos casos en los que la determinacién del
valor de inhibicion se realiza espectrofotométricamente. Los valores sefialados por este comité
actualmente han de incluirse entre 0,5 x 10° UFC/ml y 2,5 x 10> UFC/ml para técnicas de
macrodilucion en medio liquido (24,118). Si se emplea el indculo de 10° UFC/ml, el punto de
corte o inhibicién se puede encontrar con maés facilidad (249), por eso es por lo que las pruebas
de laboratorio clinico lo recomiendan. Sin embargo, no todos los microorganismos crecen bien
bajo estas condiciones. En este caso se encuentra incluido Cr. negformans, cuyo crecimiento
es demasiado lento, y la reduccion de indculo no mejora la rapidez en la lectura. Como
sugerencia procedente de algunos autores, en el documento M27-T de la NCCLS de 1995
(25), ya se ha introducido como modificacion al anterior documento M27-P de 1992 (24) la

posibilidad de aumentar el inéculo de partida en las pruebas de sensibilidad con
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Cr.negformans. Esta modificacién implica que al no poder eliminar la totalidad de la masa
microbiana (o al menos el 90%) por ser demasiado elevada, se ha de referir la CMI como el
valor de inhibicion del 50% (ICso). Ademas, en los experimentos realizados en un laboratorio
de investigacion de microbiologia, se suelen utilizar tamafios de inéculo mayores (27). Esto se
explica asumiendo la necesidad de una masa microbiana (fingica en este caso) elevada, que
pueda sobrevivir en parte a lo largo del proceso de actividad del farmaco, permitiendo estudiar
asi el desarrollo farmacodinimico. Es por esto por lo que en nuestro trabajo hemos incluido
también los dos tamafios de indculo. Considerando que las curvas de letalidad puedan inducir
un descenso en la viabilidad importante en los microorganismos, o que la eliminacién del
antirmnicrobiano en la prueba del PAFE requiere un lavado del antimicrobiano por dilucién del
volumen, que oscila de 10 a 1000 veces segin el estudio (11,71,250), hace necesario la
utilizacién de estos tamafios de indculo. También es importante en las pruebas de sensibilidad,
el estudio del comportamiento de diferentes tamafios poblacionales frente a los farmacos ya
que pueden mostrarnos la existencia de un efecto indculo. Asi por ejemplo, en el caso concreto
de los antifingicos que no presentan una actividad totalmente fungicida a concentraciones por
encima de la CMI y tamafio de indculo bajo, es muy probable que su CMI se vea aumentada
frente a un tamafio de inéculo alto donde los microorganismos se reproducen mas rapidamente
(41).

El medio de cultivo es otro punto de interés a la hora de considerar la sensibilidad de
los antifiingicos y de los antimicrobianos en general. Un medio de cultivo para estas pruebas no
debe incluir ningtin componente que potencie o inhiba la actuacién del antifiingico, asi como
que interfiera en el desarrollo normal del microorganismo (20). El nimero de medios existentes
para el cultivo de hongos es muy elevado, y son coincidentes siempre en la riqueza que
presentan en su composicion. La tendencia actual es de utilizar medios de composicion
conocida que en ocasiones son empleados en cultivos celulares, como el caso del RPMI o el
HR (High Resolution Medium), los cuales posibilitan una excelente reproductibilidad y
consistencia en los resultados. Sin embargo, el medio RPMI 1640 (que es el recomendado por
la NCCLS para las determinaciones clinicas), no favorece el desarrollo adecuado de
determinados hongos, como es el caso de Cr. reaformans (132). Por el contrario otros medios
como el bYNB-G permiten que esta levadura se reproduzca mas rapidamente, aunque como
contraposicion puede elevar en determinadas ocasiones los valores de inhibicion (251).

Cuando la determinacion del valor de inhibicién del antimicrobiano se realiza

visualmente, la claridad del medio es muy importante. Un problema afiadido en este aspecto

-97.



Discusidn

con anfotericina B es la interferencia del antifingico con la lectura espectrofotométrica. La
densidad colorimétrica que el farmaco induce en el medio a altas concentraciones puede
aumentar el valor de inhibicion verdadero, introduciendo un error en la lectura. Por este
motivo, ademas de la acotacidon de valores de resistencia, la NCCLS fija de antemano unos
intervalos en las pruebas de sensibilidad, en las cuales la lectura espectrofotométrica sea visible
(25).

Tanto la temperatura como la acidez del medio son puntos de discrepancia a la hora de
elegir las condiciones Optimas de cultivo para un microorganismo. Normalmente las levaduras
se desarrollan mejor en un medio a pH ligeramente acido (252), lo que podria acelerar la
determinacion del punto de corte del antifiingico. Sin embargo, la mayoria de los antibidticos
son mas estables a pH cercano al fisiologico (pH 7 a 7,4) aunque existen algunas excepciones
(bifonazol pH 6; fluconazol y cilofungina pH 8) (118).

Para que el equilibrio acido basico del cultivo se mantenga homogéneo a lo largo de la
prucba de sensibilidad, ha de emplearse un tampon salino, que en general no influye
directamente en la actividad antifiingica (136). Para nuestro estudio, el pH de los cultivos fue
siempre ajustado a 7,2, lo que permitid6 que el antifingico actuase Optimamente aunque el
hongo no creciera a la mayor velocidad que pueda desarrollar. Por ello, las lecturas de los
cultivos se tuvieron que realizar a las 48 y 72 horas de experimento (segin el indculo
empleado). El tampon elegido fue el fosfato (descrita su composicion en el anexo II), puesto
que, como hemos visto, la presencia de bicarbonato en el cultivo de crecimiento de Cr.
neoformans influye directa y significativamente en el crecimiento de dicha levadura, lo que
implica a su vez modificacion en el tiempo de lectura y resultado del test.

La temperatura idénea para los cultivos de levaduras se establece entre 35°C y 37°C, si
bien hay mayor equivalencia entre los resultados interlaboratorio con 35°C (24). El caso de Cr.
neoformans es algo especial pues algunos autores afirman que con 28-30°C es cuando el
hongo se desarrolla mejor (253,254). Otros autores en cambio aseguran que 35°C es la
temperatura Optima a la que puede crecer la levadura, si bien debe prolongarse el tiempo de
incubacién. Para nuestro estudio, empleamos la temperatura constante de 37°C, ya que las
diferencias en €l crecimiento no eran especialmente significativas, y asi se considera de manera
mas fidedigna un parametro importante en la infeccion, la temperatura corpérea.

El tiempo de incubacion se define como el minimo necesario para que se manifieste el
efecto del antifiingico, tratando de evitar asi datos que nos induzcan a la interpretacién de

falsas resistencias al farmaco, ya que extender el periodo de incubacion eleva o reduce los
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valores de la CMI de algunos antifingicos (130). Este parametro esta claramente influido por
el tamafio de indculo, necesitando intervalos de tieﬁpo de lectura mayores cuanto mas grande
sea la cantidad de microorganismos presentes en el cultivo al inicio de la prueba. Asi nosotros
empleamos tiempos de lectura de 24 y 48 horas cuando el indculo fue de 10° UFC/ml yded48y
72 horas cuando el indculo fue de 10° UFC/ml siendo los de referencia para nosotros los més
tardios.

Todos los cultivos se mantuvieron siempre en agitacion orbital de 150 rpm para evitar
la sedimentacion del hongo. Cuando Cr. negformans se incuba en condiciones estaticas, las
levaduras se depositan en el fondo del cultivo formando una capa celular que modifica la
actividad del antifingico, ya que éste no alcanza de igual manera a todas las células. El
contacto insuficiente del antifingico con las levaduras es uno de los puntos a tener en cuenta,
ya que influye directamente en la resolucion de una CMI. Se ha descrito ya que en muchos
casos cuando las células se acumulan (sobre todo en los meniscos del tubo), la CMI varia
(33,37). Esta es entre otras una de las razones por las que se decidié utilizar el método de
macrodilucion frente a la microdilucion.

La lectura de los resultados es quiza uno de los puntos mas discutidos en lo relativo a
pruebas de sensibilidad con hongos. Son varios los métodos definidos para la determinacion
del valor de inhibicion. Nosotros hemos empleado el de la lectura espectrofotométrica de los
diferentes porcentajes de inhibicion (25%, 50% y 90%). Este método se ha considerado como
un valor poco susceptible a factores como la temperatura tiempo de incubacién, agitacién y
técnica empleada, ademas de que presenta buena correlacion con modelos experimentales en
animales (255).

Al hablar de coeficiente terapéutico siempre hemos resefiado 4 como referencia; sin
embargo, no podemos fijar este valor como estandar, ya que por definicion este parametro
depende de la eficacia terapéutica y, por tanto, estara influido por parametros farmacocinéticos
presentes en modelos experimentales que no poseemos. Sin embargo, y a modo de
informacion, es interesante el utilizar este parametro con los valores especificados por Neu

(30) para bacterias.
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ACTIVIDAD DE LOS AGENTES ANTIFUNGICOS FRENTE A
Cr. neoformans. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD

Por definicion de CMI podemos averiguar cual es la concentracion que inhibe el
crecimiento de los microorganismos en un medio de cultivo, pudiendo aplicar inmediatamente
este concepto a un antifingico. El problema que surge en este paso es la escasez de métodos
estandarizados, asociados a la complejidad de la determinacion de los valores inhibitorios con
dichos compuestos. Sin embargo, el firmaco que presenta una homogeneidad mas clara en los
resultados interlaboratorio en pruebas de sensibilidad antiftingica es anfotericina B. Una vez
elegida la técnica y medios, los resultados para este firmaco son mas estables que para otros
antifiingicos (115). Han de vigilarse especialmente las variaciones de pH y exposicion a la luz,
que pueden alterar la actividad del farmaco (256,257). Sin embargo, la lectura de los
resultados, que es uno de los puntos controvertidos en las pruebas de sensibilidad a
antifiingicos, suele ser clara y se determina visualmente (sin necesidad de lectores 6pticos). En
general, se considera que una concentracién de anfotericina B es inhibitoria cuando el cultivo
se presenta Opticamente claro (o transparente) en comparaciéon con un control de crecimiento
libre de antifiingico. En este punto hemos de tener en cuenta un factor importante, que es el
tamafio de indculo (132,248).

En nuestro estudio, la transparencia de los cultivos solamente ha podido obtenerse
cuando el indculo de partida utilizado era de 10°UFC/ml. La inhibicién total del crecimiento
éxpresada como transparencia del cultivo, coincide con la ICy de los antifiingicos, es decir,
con valores de inhibicion del 90% de la poblacion. Estos valores solo se encuentran dentro de
los limites determinados por la NCCLS (0,0313-16) en el caso de 10°UFC/ml. Si consideramos
el inéculo inicial elevado (10°UFC/ml), los valores de ICs son superiores a 16 pg/ml. Estos
resultados no nos sorprenden, ya que estin dentro de la linea de los obtenidos por otros
autores. Asi, Turnidge ef. al. 1994 (64), bajo las mismas condiciones de cultivo (medio,
temperatura, pH) y un inéculo de 10°UFC/ml, obtuvieron valores de CMI muy elevados (25
pg/ml para anfotericina B). La unica diferencia con nuestros experimentos fue la forma de
determinar el punto de corte, que fue visual, mientras que nosotros lo realizamos
espebtrofotométricamente, aunque a priori, esto no debe suponer mucha discrepancia puesto

que anfotericina B es de los farmacos antifiingicos que produce un corte de crecimiento claro.
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Estos valores tan elevados presentan un gran inconveniente, ya que se hallan
claramente sobre los limites de toxicidad (149). Asi, haciendo uso del concepto del cociente
inhibitorio (30), obtenemos unos valores de IQ de 0,16 y <0,25 para el estudio de Turnidge y
nuestro respectivamente. Teniendo en cuenta que los valores de IQ que hemos considerado
son los que superan 4, éstos se encuentran lejos de ser unos datos de utilidad a la hora de ser
empleados como predictores de la eficacia del farmaco.

Se ha de acudir a valores de ICs para que las concentraciones de anfotericina B se
vean dentro de los limites de toxicidad, siendo referidos éstos como 2-4 pg/ml (39 y 59
naranja).

Al utilizar las concentraciones inhibitorias del 50 y 25% de la poblacién fiingica, ya
operamos con valores inhibitorios dentro de los limites de referencia de la NCCLS, aunque
contintan siendo téxicos para la administracion en humanos en el caso de la IC 50% (16 pg/ml
de IQ = 0,25). Para la ICys, tanto a las 24 como a las 48 horas, el valor inhibitorio fue de 1
pg/ml, lo que ya estd dentro del intervalo de no toxicidad del farmaco; esto garantiza un
acercamiento al éxito terapéutico (IQ superior a 4). Otros autores como Demnoumi el al.
(258), trabajando con Cr. neoformans a tamafio de inoculo de 10°UFC/ml y considerando la
inhibicion parciél del 30% (ICso) obtuvieron un valor para anfotericina B de 0,5 pg/ml, la cual
se encuentra en una clara linealidad con nuestros resultados. Cuando nos fijamos en los valores
de Ia cepa de Cr. negformans procedente de una muestra clinica, ya si que es clara la baja
sensibilidad de este microorganismo a anfotericina B. Un valor de ICs a indculo bajo y en
presencia de 1 pg/ml de antifingico genera un IQ de 4 pg/ml, que esta en el limite de la
eficacia terapéutica, aunque proximo aun al margen de toxicidad estandarizado (tolerancia
relativa hasta 4 pg/ml)

La mayoria de los estudios en los Gltimos afios han optado por el tamafio de inéculo
mas reducido para ia determinacién de sensibilidad (136,259). Nuestros resultados estan en
relacion con los encontrados en la literatura, aunque los métodos no siempre coincidan.

Tanto es asi, que como ya mencionamos previamente, la CMI para la mayoria de las
levaduras, actualmente esta definida para este tamafio de indculo, ya que la reproductibilidad
de los resultados es mayor. Sin embé.rgo, los valores no son los mismos que para 10°UFC/ml,
sino inferiores. Esto se puede describir como un efecto inéculo de anfotericina B. Si al reducir
el indculo obtenemos valores de inhibicidn menores, habremos aumentado la eficacia, lo cual
no es una ventaja en términos terapéuticos, pues de lo que se trata es de aumentar la eficacia

sin reducir el indculo (32). Por tanto, el hecho de que 10*°UFC/ml sea un inéculo estandar es
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exclusivamente un mecanismo o herramienta de trabajo para determinar cudl es el punto de
sensibilidad para una levadura, pero no nos va a aportar ninguna informacion relevante
respecto a la eficacia terapéutica del farmaco. Es, por tanto, necesario aumentar la informacion
que suministran las pruebas de sensibilidad con otros estudios farmacolégicos mas exhaustivos.

Los valores de inhibicién del 90% fueron diferentes dependiendo del tiempo de
medicion. Segun algunos autores (135) la CMI tiende a aumentar con el tiempo de incubacién.
Pfaller et. al. (260) afirman que el crecimiento 6ptimo de las levaduras se alcanza tras 24 horas
en cultivo y en ese momento la inhibicién existente refleja el grado de sensibilidad del
microorganismo al farmaco. Nosotros hemos encontrado un descenso en la actividad de
anfotericina B frente a Cr. neoformans a partir de las muestras obtenidas en las horas 48 y 72.
Debido a la fisiologia del microorganismo (con tiempos de generacion muy largos), resulta
imposible considerar los resultados de las horas 24 6 48 como optimos para la obtencion del
valor de inhibicién aunque estos tiempos se aproximan mas a los intervalos de dosificacion
reales del farmaco. En el caso de Cr. neoformans se necesita un periodo de exposicion al
farmaco de al menos 72 horas para que el resultado sea fiable (referido siempre claro esta, a un
inoculo bajo como el recomendado por la NCCLS).

En el caso de S-fluorocitosina y al igual que los demas antifingicos, la determinacion
del punto de corte (o inhibitorio) es dificil de determinar. Para anfotericina B, hemos visto que
éste se puede definir como la concentracién a partir de la cual los cultivos aparecen como
Opticamente claros. Para 5-fluorocitosina (y azoles), sin embargo, se considera como valor de
CMI aquel que inhiba un 80% del crecimiento (25,116). Para nuestro estudio, se considero la
1Cgo = ICs0, pues coincidieron ambas en valor de inhibicion para las 2 cepas de Cr. neoformans
empleadas. El modificar el tamafio de indculo hizo que los valores inhibitorios variasen. Con
10°UFC/ml, las dos cepas mostraron valores muy altos (considerados siempre dentro de los
limites de la NCCLS), yA bajaron cuando se empled 10°UFC/ml, aunque de forma mas clara en
el caso del aislado clinico. Considerando los valores de inhibicion a las 72 horas, y 10°
UFC/ml, la cepa estandar mostré una sensibilidad reducida a S-fluorocitosina, mientras que el
aislado clinico fue bastante mas sensible.

En general, se puede considerar como resistente una cepa que presente una CMI de 64
pg/mi o superior para S-fluorocitosina (162,182). De hecho, la NCCLS (en sus documentos
M-27 P y T) indica que dos cepas control deben emplearse una sensible con CMI 2-8 pg/ml, y
otra resistente con CMI igual o superior a 64 pug/mi. Estas diferencias en la inhibicién son
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frecuentes en la bibliografia. Asi, Shadomy er.al. (167,182,261), pioneros en los estudios con
5-fluorocitosina, vieron que podian encontrar cepas con valores de sensibilidad muy dispares.
En general, estos valores eran altos, puesto que emi)leaba in6culos de 10°UFC/ml, pero en
ocasiones podian encontrarse con valores proximos a 4 pg/ml en la mayoria de las cepas
estudiadas. En trabajos ya més recientes, vemos que la CMI continua estableciéndose entre
mérgenes muy concretos (0,25-8 pg/ml) en cepas de origen clinico (259).

Aparentemente, la causa de los valores de sensibilidad tan altos de 5-fluorocitosina
pueden deberse a la facilidad para generar mutaciones en las enzimas del hongo en los
procesos de tratamiento. La principal mutacion posiblemente se origina a nivel de citosin
desaminasa, que es la encargada de convertir la 5-fluorocitosina en 5-fluoruracilo, el cual a su
vez es el agente directo del efecto antifingico por interferir en la sintesis de RNA al
incorporarse en esta cadena (262,263). Otros enzimas no vitales para la supervivencia del
hongo y que pueden mutar son la citosin permeasa, que permite la entrada de la 5-
fluorocitosina en el hongo y la uridin monofosfato pirofosforilasa, que convierte a la 5-
fluorocitosina en S-fluorodesoxiuridin moncfosfato, inhibidor directo del timidilato sintetasa, y,
por tanto, de la sintesis de DNA (177).

Otro sistema que podria estar relacionado con la aparicién de resistencia es la mayor
produccién de bases pirimidinicas por el hongo, lo que reduciria la actividad de la 5-
fluorocitosina (263).

Se han definido 2 tipos de resistencia a 5-fluorocitosina: en una de ellas los hongos son
siempre resistentes a altas concentraciones del antifingico y otras que, en un primer contacto
son sensibles a bajas concentraciones del farmaco pero tras el tratamiento la resistencia
incrementa (264). Este tipo de resistencia progresiva con el tratamiento ya fue descrita por
Shadomy (181) quién observé que cepas aisladas de pacientes antes del tratamiento con 5-
fluorocitosina tenian una CMI de 4pug/ml, y tras el tratamiento los valores superaban los 1000
ug/ml. Nuestro caso a priori podria inducir a pensar que la cepa estindar presenta una
resistencia del primer tipo que hemos descrito. Teniendo en cuenta la recomendacion de que
las concentraciones de 5-fluorocitosina no superen valores de 100 pg/ml en suero (265,266),
estariamos ante un caso, en el que en aquellos pacientes enfermos por esta cepa, el emplear un
farmaco tan proximo a los niveles de toxicidad es comprometido. Si consideramos el cociente
inhibitorio (IQ) como guia para esta valoracion la cepa de Cr. neoformans CECT 1078 tendria

un valor de 1,5, lo que no es aconsejable para el tratamiento. Sin embargo, con la cepa
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procedente de un aislado clinico, dicho cociente es de 12,5, valor que nos permite considerar
en mejor grado el tratamiento con 5-fluorocitosina para esta cepa.

En este caso vemos claramente como, a partir de valores puntuales como la CMI, se
puede extrapolar informacién de utilidad a la hora de emplear un farmaco en terapia.
Clasicamente, 5-fluorocitosina ha sido asociada a casos de resistencia, por lo que la tendencia
ha sido siempre a utilizarla como terapia conjunta con anfotericina B (161,261,267,268). Sin
embargo, descartando resistencias iniciales y controlando tanto la CMI como las
concentraciones séricas durante el tratamiento, podria ser una buena herramienta en terapia de
criptococoss.

Cr. neoformans es muy sensible a la actividad de ketoconazol medido en pruebas de
senéibilidad, aunque claramente dependiente de la técnica empleada (124,269). Asi en nuestro
‘estudio, valores inhibitorios de 1 y 0,5 pg/ml para la cepa estandar y el aislado clinico
respectivamente, fueron capaces de inhibir el crecimiento. Estos valores son normales
tendiendo a ligeramente altos cuando se comparan con los encontrados en la literatura, que
oscilan entre 0,125 y 0,5 pg/ml (24,259). Sin embargo, y al igual que hemos visto para los
deméas antifingicos, cuando variamos el inoculo incrementandolo hasta 10° UFC/ml, se
observa un aumento en los valores de sensibilidad, tanto es asi que tan sdlo se puede obtener
una inhibicién del 25% de la poblacién de levaduras con concentraciones que sean no toxicas
para el tratamiento de enfermos, identificando claramente la existencia de un efecto inoculo.
Por tanto, con estos datos podemos obtener una informacién que nos permite emitir un juicio
acerca de la posible utilidad de ketoconazol en meningitis criptocococica. Si las
concentraciones que podemos alcanzar en el liquido cefalorraquideo son de un maximo de 1,65
ng/ml (187) (cuando empleamos 1200 mg/kg como dosis), entonces sabremos que la infeccion
podria ser erradicada si la cepa existente en el huésped tiene una CMI como las de nuestro
estudio. Algunos autores han demostrado que en algin paciente han surtido efecto
concentraciones de ketoconazo! en meningitis. Asi Fibbe et.al. (87 naranja pg.119), describio
un caso de un paciente recuperado de meningitis por Candida albicans con 800 mg/dia de
ketoconazol, alcanzando concentraciones en LCR entre 1,9 y 3 pug/ml. No obstante, la pauta
general es evitar el uso de ketoconazol en estos casos de meningitis, puesto que el riesgo de
que la concentracion en liquido cefalorraquideo sea insuficiente a las ceﬁas poco sensibles es
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Quiza una de las desventajas de fluconazol es la escasez de correspondencia entre los
resultados in vitro respecto a la respuesta clinica (204,247). En nuestro estudio, encontramos
unos valores de sensibilidad especialmente elevados (8-16 pg/ml), tanto para el aislado clinico
como para la cepa estindar. Este valor, no fijo, ademés, corrobora la variabilidad en los
resultados obtenidos en pruebas de sensibilidad de otros estudios realizados para intentar
estandarizar las pruebas de sensibilidad con fluconazol (203,205,270).

Por tanto, no es de extrafiar la imprecisién en el punto de corte, que también puede ser -
atribuida a un valor intermedio y que, segin la precision en las diluciones del antifungico, se
decante por un valor inhibitorio u otro. Se ha descrito la facilidad para variar en los resﬁltados
en pruebas de sensibilidad con fluconazol, con tan sélo leves diferencias en el medio de cultivo.
Espinel-Ingroff (271) ha encontrado que tres formulaciones diferentes del medio RPMI pueden
hacer variar el resultado en una prueba de sensibilidad para fluconazol en hasta 2 puntos.

Nosotros hemos empleado el medio bYNB-G, que como ya vimos es estable para la
determinacion de las CMI con 5-fluorocitosina y, ademas, presenta una buena correlacion en
las pruebas interlaboratorio con fluconazol (270), siendo de un 96% en algunos casos.
Dermoumi (258), estudiando la sensibilidad de Cr. neoformans, a fluconazol, ha encontrado
valores de inhibicién del 30% (ICso) para un indculo de 10° UFC/ml y en medioc de cultivo
bYNB-G (condiciones idénticas a las nuestras) de 8,8 pg/ml, correlacionandose directamente
con nuestros resultados. Sin embargo, también se ha detener en cuenta que bYNB-G presenta
una tendencia a elevar los valores del CMI, siendo los puntos de cortes algo mayores
(132,251). No podemos descartar, por tanto, que 8-16 pg/ml sean valores de inhibicion
elevados por influencia del medio de cultivo. No obstante, este fenémeno también puede
encontrarse en otros medios de cultivo como el RPMI, donde los valores de sensibilidad
descritos por Franzot (80 naranja) para aislados clinicos de Cr. neoformans frente a fluconazol
oscilaron de 0,5 a 16 pg/ml, situandose el 90% de las cepas con un valor de inhibicion de 8
pg/ml

Si atendemos a estos valores de inhibicién y nos basamos en el criterio de resistencia
para cepas con CMI > 8 ug/mi, nos encontrariamos frente a microorganismos no sensibles a la
accion de fluconazol con concentraciones de la CMI. Sin embargo, la farmacocinética de
fluconazol nos muestra que es posible obtener concentraciones del mismo en suero de hasta
60-70 pg/ml en dosis repetidas (207). Aunque la dosis limite en suero descrita para este
farmaco sea de 25 pg/ml (149,202,203,206), en muchos casos es tolerada a mayores
concentraciones, sin presentar toxicidad. Tendremos, por tanto, valores deIQ de 3,125y 1,5
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para 8 y 16 pg/ml de CMI respectivamente, ciftas que en principio no son buenas predictoras
de la eficacia terapéutica del farmaco.

El hecho de encontrar valores elevados en pruebas de sensibilidad in vitro no es
significativo a la hora de la aplicacion clinica de fluconazol, puesto que los buenos resultados
en la practica clinica demuestran su eficacia ante Cr. neoformans in vivo (201,213,214,272).
| Algunos autores atribuyen esta eficacia a la facilidad de concentrar fluconazol en fluido
cerebroespinal (273,274), asi como a la posibilidad de ser utilizado a dosis elevadas como
terapia agresiva que incremente los niveles plasmaticos a concentraciones fungicidas (207). Sin
embargo, esto puede ser un arma de doble filo, puesto que al igual que sucede con C.albicans,
(275,276) ya se estan encontrando casos de resistencia post-tratamiento tras administrar dosis
de mantenimiento con fluconazol (277,278).

La sensibilidad de Cr. neoformans a UK 109,496 estuvo influida pér el tamafio de
indculo, como el resto de los antifingicos de que hemos hablado. Para 10°UFC/ml, la
sensibilidad al farmaco se situ6 en valores de 0,125 pg/ml, tanto para el aislado clinico como la
cepa estandar. Estas concentraciones inhibitorias produjeron transparencia en los tubos (ICsw),
y coincidieron con los valores de ICs. Comparando con otras fuentes, la CMI esta en un valor
aceptable. El sumario preclinico del farmaco (216) muestra como media geométrica de UK
109,496 frente a 107 cepas de Cr. negformans un valor 0,24 pg/ml. Barchiesi et.al. (218),
ensayando con 10 cepas, ha dado como inhibitorios valores inferiores a 0,03 pg/ml. Estos, son
realmente bajos en cualquier caso, si se comparan con otros antifingicos. Tiene aqui
importancia el parametro IQ, que relaciona niveles séricos y CMI. Para UK 109,496, se
considera entre 8 y 12 pg/ml el limite de concentraciones séricas de farmaco no toxicas,
preferentemente méas proximo a 8 que a 12. Considerando finalmente este valor, obtenemos un
1Q de 64, es decir, que tedricamente alcanzaria una concentracion de 64 veces la CMI en el
foco infeccioso, lo que puede predecir un éxito casi seguro del farmaco.

Si se aumenta el tamafio de indculo, el efecto que encontramos es que no hay
eliminacidn total de las levaduras a las concentraciones ensayadas, pudiéndose eliminar un 25%
de la poblacién infectante con concentraciones de 0,125 pg/ml. Con concentraciones
ligeramente superiores (1 pg/mi a las 48 horas), UK 109,496 es capaz de eliminar un 50% de
Ja poblacién, lo que indica una actividad bastante alta, considerando que el in6culo empleado

también lo es.

- 106 -



Discusion

Esto le confiere cierta ventaja frente a los otros antifilngicos azélicos, donde el efecto

indculo es mas marcado todavia (279).

Aungque la diana y el mecanismo de accién sean el mismo para dos antimicrobianos, su

efecto no tiene por qué ser igual. A veces, ligeras modificaciones en la estructura de un
farmaco pueden hacer que su actividad se vea aumentada o disminuida significativamente
frente al microorganismo al que se enfrenta. Estas modificaciones no siempre se perciben en el
ambito de sensibilidad o desde el punto de vista de la eficacia, sino que requieren un estudio
mas exhaustivo del comportamiento def agente antimicrobiano. |

La monitorizacién del efecto del antimicrobiano a lo largo del tiempo nos proporciona
una informacién muy importante de la actuacién cronoldgica del farmaco, y de cémo afecta al
microorganismo en su ciclo de vida. Las formas de estudiar este fenémeno son multiples
aunque como ya hemos mencionado, el mas comun y sencillo es la curva de letalidad
(27,37,242,280). En ella la pérdida de viabilidad es expresada como la proporcién de indculo
transformado en no ﬁable a lo largo del tiempo (33). Con esto se nos informa de la actividad
de una concentracién fija a lo largo de intervalos de tiempo, para poder asi cuantificar la
velocidad de accion o persistencia del farmaco. Es importante, en cualquier caso, tener datos
precisos sobre la sensibilidad del microorganismo al farmaco, puesto que en las curvas de
letalidad se van a manejar concentraciones que estén relacionadas con los valores inhibitorios,
ademas de las concentraciones séricas del antifingico. Ademas, con vistas a establecer un
modelo de prediccion de eficacia y conociendo un efecto inbeulo positivo en pruebas de
sensibilidad, es importante conocer el comportamiento de los antifiingicos frente a la levadura
a lo largo del tiempo, indicindonos la dependencia de la concentracién con respecto a la
actividad microbicida. .

Con Cr. neoformans y anfotericina B, como vimos en las pruebas de sensibilidad (a
inoculo bajo), la actividad inhibitoria se manifiesta a partir de 0,125 pg/ml en l2 CECT 1078 y
1 ug/ml para el aislado clinico. Simi)lemente con el valor de inhibicién no somos capaces de
predecir si el comportamiento del firmaco ha sido fungicida o no, puesto que no podemos
averiguar si el inéculo de partida se vio reducido o permanecié a niveles similares al de
comienzo. Sin embargo, en la curva de letalidad comprobamos que, 2 lo largo del tiempo, la

actividad del antifingico puede ser fungicida (es decir, que las concentraciones inhibitorias o
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supra inhibitorias del antifingico son capaces de eliminar la masa microbiana hasta niveles por
debajo del in6culo inicial) o fungistatico (cuando la actividad de la concentracion del farmaco |
no es capéz de rebajar la masa microbiana inicial hasta niveles por debajo del indculo
iniciaf)(33,243). Asi podemos ver que con anfotericina B, cuando se parte de un indculo de
10°UFC/ml, las concentraciones menores de farmaco (0,125 y 1 pg/ml) son fungistaticas,
mientras que la mayor (4 pg/ml) consigue un efecto ligeramente fungicida. Estos datos resultan
sorprendentes a la hora de pensar en el concepto generalizado de que este farmaco es fungicida
y capaz de eliminar aquellas infecciones mais profundas (153,154,281). La idea de que
anfotericina B es mas activa en el laboratorio que en la clinica est4 muy extendida y es cierta,
aunque no universalizable, puesto que como vemos en este trabajo ambas cepas fueron
eliminadas s6lo a la maxima concentracidn. Sin embargo, ya se apuntd por algunos autores que
estudiaron en la curva de letalidad la actividad de anfotericina B frente a Cr. neoformans, que
dicho farmaco no es fungicida in vitro a concentraciones no toxicas (170). Shadomy et. al.
(261), en un estudio para comprobar el efecto aditivo de 5-fluorocitosina y anfotericina B por
medio de curvas de letalidad, observd que las concentraciones por debajo de los limites de
toxicidad no presentan actividad fungicida frente a Cr. negformans. Este autor vio que con dos
cepas de Cr. neoformans, y bajo condiciones de estudio muy similares a las nuestras (medio
bYNB-G, indculo inicial de 10°UFC/m! y tiempo de incubacién de 48 horas), presentaban un
perfil claramente fungistatico a concentraciones inhibitorias de 0,5 pg/ml de anfotericina B.
Dicha concentracion mantuvo el inéculo inicial durante 24 horas, y a partir de este momento se
produjo un recrecimiento claro. Las diferentes concentraciones de anfotericina B en nuestro
estudio también mostraron recrecimiento en algin momento de la prueba. Este fendmeno es
perfectamente justificable una vez conocida la actividad y disponibilidad de anfotericina B in
vitro. Rhoades (282) encontré que anfotericina B permanece con actividad antifiingica en el
medio de cultivo durante al menos 20 horas, pero a partir de éste momento la actividad ya es
variable. Un posible consumo del firmaco tras unién a la diana, afiadido a la degradacion de la
molécula explica esa baja actividad en cultivos de le larga duracién, como es el caso de Cr.
neoformans (160).

La facil desestabilizacion del compuesto por las oscilaciones del pH o la exposicion a la
luz (283), son factores que pueden hacer que en un momento determinado la actividad se
reduzca y dé lugar a un recrecimiento de la poblacién superviviente del cultivo.

Otro punto a considerar en la actividad de anfotericina B es el disolvente empleado. La

_mayoria de los investigadores utilizan DMSO (116,124,132,248,284) como disolvente para el
- 108 -



Discusion

antifingico. Nosotros, en cambio, hemos empleado desoxicolato sodico para disolver
anfotericina B, ya que es una de las formas empleadas para la comercializacion del farmaco
(Fungizone®), y esta mas cerca de las condiciones de administracion del firmaco en humanos
(142,154,267,285).

En la mayoria de los estudios, anfotericina B es fungicida al principio de contactar con
el hongo de forma muy rapida, para luego disminuir su actividad e incluso llegar a perderla por
completo (286). Nosotros hemos obtenido un descenso en la viabilidad de Cr. neoformans en
todas sus concentraciones e independientemente del indculo, pero cuando este descenso se
considera a niveles por debajo del indculo de partida, la eficacia de anfotericina B se reduce.
En los estudios en los que el tamafio de inoculo es menor, el efecto de anfotericina B es mis
fungicida que en los que el indculo es elevado, aﬁnque de forma concentracion no dependiente.
Ast por ejemplo, Smith et. al. (286) encontraron una acusada actividad fungicida de la CMI de
anfotericina B en las primeras fases de la curva de letalidad empleando inéculos de 10'UFC/m,
mientras que Sneller et. al. (287) encontraron un descenso minimo en la viabilidad celular
partiendo de inoéculos de 10°UFC/ml y a concentraciones de la CMI. Un efecto que podriamos
flamar “paradéjico” es que, al aumentar la concentracion de anfotericina B de 0,125 a 4 pg/ml
con indculo de 10°UFC/ml, hay un aumento significativo en la actividad, mientras que al
repetir esta misma operacion en la curva de 10°UFC/ml vemos que las diferencias entre ambas
son minimas por no decir que practicamente iguales.

Cuando utilizamos el muestreo de los cultivos de forma puntual en las curvas de
letalidad, obtenemos informacion Gtil para averiguar en que forma el farmaco inhibe el
crecimiento de! microorganismo al que se enfrenta en determinados momentos del experimento
(2,56,242). En cambio, si lo que queremos e€s extraer una conclusién global de lo ocurrido
durante ¢l tiempo que ha durado la prueba, es decir, la acumulacion del efecto del farmaco a lo
largo del tiempo, un parametro que nos resulta apropiado es el area bajo la curva de letalidad
(AUKC) (55).

En el caso de anfotericina B, el AUKC desciende proporcionalmente a medida que sube
la concentracién de antifiingico ensayado. La mayor diferencia encontrada entre AUKC con
ambas concentraciones (0,125 y 4 pg/ml) cuando los indculos fueron de 10° UFC/ml y 10°
UFC/m! ratifica el hecho del falso efecto indculo, del cual ya hablamos previamente. Aunque
numéricamente no son comparables las AUKC a diferente inculo, puesto que presentan una
duracién de experimento diferente, si que nos sirve para hacernos una idea de la densidad
poblacional presente en las pruebas. Por tanto, si empleamos conjuntamente los parametros de
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actividad fungicida, inhibicion del crecimiento y AUKC, podemos saber si un indculo
microbiano que presenta un recrecimiento ha sido previamente dafiado con mayor o menor
eficacia, o si por el contrario un firmaco presenta una escasa actividad inicial y posterior efecto
antimicrobiano.

Los efectos sobre las levaduras son complejos y dependen de multiples factores como
son la fase de crecimiento del microorganismo, la concentracion del farmaco, el inculo ete
(23,132,134). Bratburg et. al. (160) han propuesto que en los cultivos celulares logaritmicos la
actividad de anfotericina B pueda clasificarse en tres grupos dependiendo de la dosis:
estimulacion, permeabilizacién y letalidad. La estimulacion se ha observado con
concentraciones inferiores a las inhibitorias en las que anfotericina B puede inducir el
recrecimiento de las levaduras (160,286). Un efecto similar puede ocurrir si con
concentraciones semejantes de anfotericina B, aumentamos el indculo. Con ello conseguimos
| que el efecto del farmaco sea menor y parezca que existe un falso “efecto inodculo”, atribuible
tal vez a esta capacidad estimuladora de anfotericina B. Cuando se supera esta etapa se alcanza
la permeabilizacién que deja el paso de sustancias a través de la membrana celular. En el
momento en que las concentraciones de anfotericina B dejan atras esta fase entra en funcion la
fase de letalidad, comenzando a descender la viabilidad de los cultivos (160). Las dos tltimas
fases (permeabilidad y letalidad) se alcanzan con mayor rapidez si el indculo empleado es
reducido y, por tanto, las diferencias entre las concentraciones, en lo que a efecto se refiere,
seran menores.

Cuando hablamos de curvas de letalidad, hay que asumir que 5-fluorocitosina no es un’
farmaco muy activo por si solo frente a Cr. neoformans (182). Pero como ya lhemos dicho que
el parametro que mide la actividad microbioldgica (CMI) no es un buen predictor de la eficacia
terapéutica, necesitamos, por tanto, apoyarnos en otros indices farmacodinamicos, como la
inhibicién del crecimiento y la actividad fungicida, obtenidos directamente de la curva de
Jetalidad, para que nos muestren una informacién més completa del proceso infeccioso.

Una de las ventajas a la hora de estudiar las curvas de letalidad de las levaduras con 5-
fluorocitosina es que se aproximan de forma més similar a lo que sucede en tratamiento in vivo
en lo que se refiere a concentraciones del farmaco. Esto es debido a que el control de las
concentraciones plasmaticas del antiflingico tienen que ser muy estrictas, y deben mantener los
niveles plasmaticos lo mas constantes posible y entre los margenes de 25-100 pg/ml que

marcan los limites de resistencias y toxicidad respectivamente (179,266,288). De esta manera
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nos aproximamos mas a lo que sucede in vivo a partir de los experimentos in vitro, donde las
concentraciones de antifiingicos permanecen constantes al no estar expuestos a la accion de
agentes externo que los metabolicen, y asumiendo que no existe consumo del mismo en el
cultivo (289).

Sin embargo, este margen terapéutico tan estrecho presenta un inconveniente, que es la
posibilidad de una CMI elevada que es lo que sucede en nuestro caso con Cr. neoformans
CECT 1078. Cuando se pretenden utilizar concentraciones por encima de la inhibitoria (2 x -
CMI), ya se sobrepasa el margen de tratamiento entrando en concentraciones potencialmente
txicas, y, por tanto, teniendo que dejar como valor limite terapéutico los 100 pg/ml. |

A concentraciones terapéuticas e indculo reducido -(103 UFC/ml), 5-fluorocitosina
inhibié el crecimiento de forma concentracion no dependiente, consiguiendo mantener la
poblacién celular al mismo nivel que el indculo de partida; sin embargo en ningin momento se
produjo un descenso por debajo de este valor, lo que viene indicado por una actividad
fungicida nula a Io largo de todo el experimento. A concentraciones supra-CMI este fenomeno
se vio aumentado y consiguid alcanzar valores fungicidas a partir de la hora 24 con un pico de
actividad méaxima a las 48 horas, momento a partir del cual comienza un leve recrecimiento.

En general, la 5-flucrocitosina se ha definido como un antifiingico de perfil fungistatico
como de hecho se corrobora en nuestros resultados. Ademaés, el hecho de aumentar las
concentraciones por encima de la CMI no nos garantiza una mayor actividad significativa pues
como vemos, los valores de muerte fungica (actividad fungicida) son bastante reducidos. Si,
ademas, aumentamos el tamafio de indculo a 10° UFC/ml entonces los valores de muerte
quedan completamente anulados, limitandonos a ligeros indicios de inhibicion del crecimiento
aunque curiosamente de forma concentracién dependiente. Podria ser que la incapacidad de
producir actividad fungicida de 5-fluorocitosina frente a Cr. negformans fuese debida a una
resistencia individual. Sin embargo, este fenomeno se repite en varias publicaciones. Asi,
Sneller et. al. (287) describen la actividad de 5-fluorocitosina frente a Cr. neoformans con una
CMI de Spg/ml que en cambio fue incapaz de eliminar la poblacién fingica inicial
produciéndose un recrecimiento a las 48 horas que casi alcanzaba las UFC/ml del control a las
72 horas.

| Por tanto, es facil asumir que 5-flucrocitosina puede ser un compuesto que no actie de
forma fungicida sino que limite el crecimiento durante un periodo de tiempo. Sin embargo, no
se puede excluir del todo la posibilidad de la generacion de resistencias de alguna clase que

impidan la actuacion del firmaco. Una simple hiperproduccién de uracilo por las células

- 111 -



Discusion

fingicas seria a priori capaz de soportar un ataque del antifingico, pudiendo regenerarse mas
adelante de nuevo la poblacion.

El AUKC nos muestra de nuevo la proporcionalidad existente entre conceﬁtraciones de
5-fluorocitosina y la actividad antifingica. Tanto para inoculos de 10° UFC/ml como de 10°
UFC/mi, el AUKC fue cada vez menor a medida que la concentracién de antifingico fue
ascendiendo. Sin embargo, las proporciones de las areas de cultivos tratados con respecto a su
control en el caso de 10° UFC/ml, fueron menores que para 10° UFC/ml, lo que de nuevo nos
ratifica el aumento en el efecto fungistatico con indéculos de mayor tamaiio.

En nuestro estudio, la capacidad inhibitoria de ketoconazol sobre Cr. neoformans a lo
largo de los experimentos de curva de letalidad ha demostrado un efecto siempre positivo que
ha conducido en la mayoria de los casos a una marcada actividad fungicida. Este parametro fue
tiempo dependiente, encontrando valores cada vez mayores a medida que transcurre el tiempo.
Esto se aprecia claramente en las AUKC, donde los valores tanto para 10°UFC/ml como para
10°UFC/ml son altamente parecidos entre ellos, descartando la posibilidad de una
concentracion dependencia. Esto implica que ambas concentraciones de farmaco (1 y 4 pg/ml)
son similares en actividad, y que por aumentar el indculo no encontramos una diferencia
especialmente mayor entre ambas concentraciones.

También Graybill et al. (290), aunque de forma menos precisa, describieron este efecto,
ya que con concentraciones obtenidas en suero de raton transcurridas 2 horas después de un
tratamiento con 50 mg/kg de ketoconazol, se observd un crecimiento fungistatico
aproximadamente durante 10-15 horas, para posteriormente descender de forma drastica (1
logaritmo en 10-15 horas). Por tanto, parece ser éste crecimiento bifasico un fenomeno que se
repite en los experimentos y que puede contener importancia en la aplicacion del farmaco. Si
consideramos que ketoconazol puede distribuirse en plasma alcanzando concentraciones
maximas tras 2 horas de dosis de 4 pg/ml para unos autores o hasta 6 para otros (187),
descendiendo hasta niveles casi inapreciables de farmaco (0,01 pg/ml) desde las 5 horas hasta
las 24, podemos observar que la mayor concentracion de farmaco en plasma coincide con el
periodo de tiempo en el que hay recrecimiento microbiano en la curva de letalidad a
concentracion fija de la CMI. Esto nos podria inducir a pensar que en suero, al haber
concentraciones mayores de la CMI, este periodo fungistatico podria ser resuelto facilmente,
puesto que las concentraciones plasmaticas son de hasta 5 veces la CMI. Sin embargo, al ver la

curva de letalidad con 4 pg/ml, vemos de nuevo este efecto de fungistasis se repite. Esto

-112 -



Discusién

complica la situacién, puesto que a concentraciones que ya son limites en suero, la actividad
del farmaco continda siendo incapaz de reducir el indculo inicial.

Este fenémeno lo encontramos tan sélo a inéculos de 10° UFC/ml. En tamafios de
poblacion menores (10° UFC/ml), este crecimiento bifasico desaparece, siendo el firmaco
activo de forma fungicida en todo momento y con cualquier concentracién.

Toda esta informactdn nos puede dar idea de que el desarrollo de una infeccion por Cr.
neoformans y su tratamiento potencial con ketoconazol estd condicionado por multiples
factores, como la concentracién empleada, el tiempo de actividad del farmaco o la masa
microbiana infectante. Esto explica en parte la discrepancia que existe en la literatura al
respecto. Algunos autores (291) afirman poder tratar infecciones fingicas meningeas
(criptococosis, histoplasmosis, candidiasis, etc.) con ketoconazol, mientras que otros muchos
lo descartan de antemano por su baja actividad en estos procesos infecciosos (292).

El estudio del efecto del fluconazol frente a Cr. neoformans a lo largo del tiempo
(curvas de letalidad) esta poco estudiado (293). En general, se extiende la idea de que
fluconazol es fungistatico, al igual que los demas antifiingicos azoles (203,294,295). Prueba de
ello es, como ya referimos en su momento, que para la CMI se emplea la inhibicion del 80% de
la poblacién y no el 90%. Ademé.s, en la mayoria de los trabajos que estudian este efecto de
fluconazol sobre Cr. neoformans, se observa una actividad fungistatica a concentraciones
inhibitorias y supra inhibitorias (243). Sin embargo, esta afirmacién es totalmente dependiente
de las condiciones experimentales empleadas. En nuestro trabajo hemos hallado un efecto
inoculo importante a la hora de hablar de la reduccién de masa microbiana por las diferentes
concentraciones de farmaco empleadas. Con indculo de 10° UFC/ml, se observd una
inactividad durante las 12 primeras horas, momento a partir del cual desciende la viabilidad de
las levaduras. Nos encontramos con un comportamiento bifasico que ya vimos previamente en
ketoconazol. Este fenomeno es logico que sea mas pronunciado en fluconazol, puesto que esta
relacionado con su mecanismo de accion. Las moléculas de fluconazol interfieren con el
proceso de 14-c-demetilacion del lanosterol por su unién a la enzima demetilasa
correspondiente. Esto hace que se acumulen las moléculas 14-o-metilesteroles no funcionales,
y decaiga la sintesis de esteroles de membrana, como en ergosterol. Los sucesos posteriores
como la funcionalidad anormal de la permeabilidad de membrana, descoordinacion en la
actividad de enzimas de unién a membrana o la induccion anormal de la formacién del septo y
estructura apical de la pared, dependen directamente de la especificidad del anillo triazélico del
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antifingico, por la porcién hemo del citocromo p-450 del hongo (202,296,297), y apareceran
antes o después segin la unidn mas o menos rapida de las moléculas. Esto se encuentra-
también ligddo al efecto indculo previamente mencionado. Cuando reducimos el tamafio de
indculo a 10° UFC/m), este efecto de retraso desaparece debido a la saturacion mas rapida de
las moléculas diana, por ser éstas més escasas (menos microorganismo) (41,42).

En este caso vemos que la actividad bactericida es significativa desde la hora 36,
aunque previamente la inhibicion del crecimiento estd muy proxima al 99%, lo que indica que
las levaduras no aumentan su crecimiento en comparacion con ¢l indculo inicial. -

El efecto final encontrado para las concentraciones ensayadas tiene un claro perfil
fungicida, lo que contrasta claramente con la idea generalizada de la actividad de los azoles. El
hecho de reducir casi dos logaritmos el inéculo inicial es suficiente para ratificar este hecho.
Sin embargo, y en comparacién con lo sucedido en ¢l caso de ketoconazol, la independencia de
la concentracion hallada con inéculo de 10°UFC/ml se transforma en concentracion
dependencia a incrementar el indculo, como también sucedi6 con anfotericina B y 5-
fluorocitosina.

A partir de las pruebas in vivo, sabemos que la actividad de fluconazol es a largo plazo,
puestol que tras varias dosis estindar las concentraciones del firmaco se van convirtiendo en
activas (fungicidas) en el organismo. Comparando hipotéticamente las curvas de letalidad con
las de distribucion del farmaco en suero podemos ver que cuando més concentracion de
firmaco existe en suero, mayor es el nimero de UFC que hay en la curva de letalidad, y
cuando las UFC van descendiendo, las concentraciones se van reduciendo a la vez. Vemos con
esto que las concentraciones de fluconazol van a estar siempre en proporcion suficiente para
poder mantener su actividad en todo momento frente al microorganismo.

La letalidad infligida sobre las células de Cr. neaformans por UK 109,496 y medido en
el tiempo, mostrd un perfil muy similar para los dos inéculos empleados. En la concentracion
inhibitoria se aprecié un leve retraso en el crecimiento con ¢l indculo elevado (10°UFC/ml),
que se vio incrementado a las 24 horas. Este lapso de tiempo de baja actividad que genera este
tipo de curva bimodal, es debido como ya vimos en fluconazol, al mecanismo de accidon del
farmaco. En el caso de UK 109,496, tiene una actividad mas tardia, ya que es ligeramente
menos selectivo que fluconazo! por las particulas de ergosterol (Fluconazol-ICso = 0,05; UK
109,496-ICso = 0,03). Sin embargo, esta actividad fungistatica en principio no impide que
aparezca una actividad fungicida al final del experimento (48 horas). Este efecto fungistatico
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no queda resuelto cuando reducimos el inéculo, pero si se incrementa considerablemente la
actividad del firmaco, generando un AUKC mucho menor que en el caso de 10°UFC/ml
(siempre comparado respecto al control).

Una vez que empleamos concentraciones superiores a la de la CMI, podemos observar
que la actividad fungicida es concentracion dependiente. Este fenémeno es algo realmente
interesante, tratandose de un antifiingico azol, que a priori no tiene por qué presentar un perfil
de actividad ﬁ.lhg;icida. Sin embargo, las concentraciones mayores, que son por otra parte
terapéuticas, consiguen reducir en hasta 2 logaritmos el indculo inicial, tanto para 10° como
pata 10°UFC/ml.

La actividad fungicida obtenida a las 48 horas para concentraciones de 1 pg/mi y 4
pg/ml frente a un indculo de 10°UFC/ml consigue eliminar al 99,1 y 99,3% de la poblacién
inicial. Esto garantiza que practicamente se ha reducido el inéculo, puesto que hay que
considerar un error experimental procedente de las diluciones.

La union de esta actividad junto con las bajas concentraciones de farmaco necesarias
para inhibir su crecimiento sitGan a este compuesto entre los mas efectivos frente a este
microorganismo. Pero para poder extraer alguna conclusion farmacodinamica hemos de
comparar la actividad microbiologica con la farmacocinética. Lo que hasta ahora se sabe es
que UK 109,496 concentra en poco tiempo (tmex = 0,5-1 hora), alcanzando concentraciones
séricas sobradamente activas (de 2-8 pg/ml) frente a la mayoria de los microorganismos
testados in vitro. En conejos se ha visto que tiene una vida media de eliminacion (ti) muy
corta, aunque suficiente para poder eliminar en modelos animales un inoculo fingico letal
(257). En las primeras fases de ensayos clinicos parece haberse repetido este fendémeno, siendo
la vida media de eliminacion (1) de 7 horas. |

Al no seguir un modelo lineal, el farmaco puede acumularse en suero y tejidos
presentando concentraciones suficientemente elevadas capaces de eliminar al hongo, como

demuestra la curva de letalidad con concentraciones menores.

DISCUSION DEL EFECTO POSTANTIFUNGICO Y DE CONCENTRACIONES
SUBINHIBITORIAS EN FASE POSTANTIFUNGICA

TS e e A s

El efecto PAFE es un parametro farmacodindmico que se ha empleado en multiples
ocasiones para el reajuste de los regimenes de dosificacion (8,18,245,298). Como vimos, este

parametro estd influido por muchos factores experimentales, como por ejemplo tiempo de
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exposicién al farmaco, concentracion empleada, indculo, etcétera (14). En nuestro estudio,
hemos cuantificado el efecto postantifingico (PAFE) para anfotericina B, al igual que para los
demas antifingicos, aplicando criterios metodoldgicos que intenten aproximar las condiciones
experimentales lo maximo a los procesos biologicos en los seres vivos. |

De forma general, anfotericina B mostré tiempos de PAFE positivos con todas las
concentraciones ensayadas cuando el tiempo de exposicion fue de 12 horas, y el valor fue
practicamente dependiente de la concentracién empleada (a mayor concentracién, mayor
tiempo de PAFE). Cuando se consideré medio logaritmo como unidad para cuantificar el
PAFE, vimos que se mantuvo en torno a las 4 horas el efecto remanente del antifingico para
las diferentes concentraciones ensayadas; sin embargo, con un logaritmo vimos el efecto
concentracion dependiente. Esto nos indica que el efecto PAFE con anfotericina B se
manifiesta con mayor intensidad a mayores concentraciones, aunque en el tiempo suele mostrar
un mayor efecto remanente en las primeras horas del experimento. Esto no es de extrafiar,
asumiendo que se trata de un firmaco cuyo mecanismo de accidn se basa en la permeabilidad
de membrana, primer lugar de contacto con el farmaco (299).

Entrando en mayor detalle, sin embargo, anfotericina B a bajas concentraciones
(CMI=0,25ug/ml) obtuvo PAFE y ERT ligeramente superiores que con las concentraciones
por encima de la CMI. Esto puede deberse a la existencia de un margen de concentraciones
activas pero inapreciable por medio de las técnicas experimentales, necesitando aumentar la
concentracion del farmaco para encontrar mayor efecto. Esto se ve claramente en el ERT,
donde los valores de 0,125 son mayores que 1 pg/ml pero inferiores a 4.

Cuando el tiempo de exposicién previa al farmaco se reduce a 2 horas, se ve que
anfotericina B genera PAFE negativo, es decir, tiene un efecto sobre las células que no demora
su crecimiento (como vimos con exposiciones de 12 horas), sino que por el contrario la tasa de
crecimiento de los cultivos es mayor en tratados que en controles, y de forma significativa
(intervalo de ausencia de significacion [-0,5, 0,51). Esto es debido a que las concentraciones
empleadas (0,125, 1 y 4) son demasiado bajas para un tiempo de exposic'ién tan corto en un
imbito micolégico. La mayoria de estudios de PAE existentes, han sido realizados con
bacterias (66,68,73,93,250), y en éstas el tiempo de generacion es mucho menor, por lo que
uno de los parametros varia con respecto a los realizados con levaduras (300).

Cuando trabajamos con concentraciones de fairmaco bajas 0 que esteén en relacion con
los limites de toxicidad, hemos de ajustar la exposicién al microorganismo segun la necesidad
de contacto entre ambas (2).
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Si queremos hacer una estimacién mas fiable de los fenémenos “in vivo™, hemos de
acudir a los niveles del firmaco en suero o tejidos (7,301). Para los antibioticos estos niveles
suelen ser altos durante unas 2-3 horas (pico sérico Cmac fases o y B), y posteriormente, las
concentraciones decaen hasta situarse por debajo de la CMI. Con antifingicos en cambio, la
farmacocinética es algo diferente, y en ocasiones presentan tiempos de eliminacion mayores
por lo que el farmaco permanece en suero durante mas tiempo que en caso de los antibidticos
(171,179,187,192,203,206,216,302).

Por ello, si queremos ver el efecto PAFE, es més til emplear las concentraciones
séricas durante exposiciones que se estiman similares a los intervalos de dosificacion y no
extrapolar metodologia bacteriologica, que por motivos de diferencias fisiologicas nos induzca
a errores en la interpretacion de los resultados.

Con anfotericina B (y antifiingicos en general), los trabajos existentes al respecto son
escasisimos (64,83,143). Ademss, la metodologia empleada ha sido la misma que en
bacteriologia, considerando tiempos de exposicion cortos ¥ concentraciones de farmaco de 4-8
veces la CMI. Siguiendo estas pautas, Turnidge ez.al. (64) obtuvieron, al igual que nosotros,
PAFE positivo para Cr. neoformans, pero con 2 horas de exposicion y concentraciones supra-
CMI. La discrepancia con nuestro estudio (en concentracién y tiempo de exposicion) estriba
claramente en los resultados de la CMI. Mientras que nuestros valores de CMI son de 0,125
pg/ml, los suyos estan situados en 25 pg/ml para el mismo medio de cultivo, y empleando
inéculo de mayor de 10°UFC/ml. Al obtener una CMI tan elevada, la concentracion de

farmaco a 4-8 veces la CMI, se coloca a niveles muy por encima de la toxicidad (25 x 4 = 100,
25 x 8 =200 pg/mi; limite = 4). Estas concentraciones son inviables a la hora de obtener un .
dato con relevancia o interés clinico, puesto que ningun paciente obtendrd dichas
concentraciones nunca en suero (171,169).

" Si son escasas las publicaciones con PAFE en levaduras, menos ain son los datos a
obtener de la literatura referente al efecto sub-CMI en dicha fase (143). Este parametro con
una considerable importancia clinica nos muestra como anfotericina B, tras ser expuesta a
concentraciones terapéuticas, puede ser re-expuesta a menores cantidades de farmaco y
observar un mayor efecto sobre las levaduras que en el caso de no existir pre-exposicion.
Concretamente, para una exposicién de 4 ug/ml de anfotericina B, con posterior lavado del
férfnaco y re-exposicion a ¥ de la CMI (ie. 0,03 pg/ml), se obtiene un retraso en la

recuperacion del crecimiento normal de la poblacién celular de hasta 6,75 horas, un valor que
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es practicamente la tercera parte del tiempo transcurrido entre dosis de anfotericina B en
pacientes enfermos de criptococosis (170).

Aunque estos resultados sean realmente impactantes, no podemoé hacer una
extrapolacion directa a los procesos in vivo, pues como sabemos la farmacocinética de
anfotericina B representa un papel importante en los procesos farmacodinamicos, y sobre todo
cuando se habla de concentraciones subinhibitorias que son mas susceptibles a ser afectados
por el metabolismo y eliminacion del farmaco.

Quiza sea 5-fluorocitosina el antifingico més estudiado en cuanto a efecto PAFE se
refiere. Tal vez sea por las caracteristicas farmacocinéticas del antifiingico, que como ya hemos
dicho es muy estable en concentraciones séricas, no presenta adherencia a proteinas y su vida
media es muy corta (6 horas), donde la existencia de un efecto PAFE favoreceria Ia
modificacion del régimen de dosificacion actual (184).

Pero a pesar de esta posicion favorable, la metodologia hasta ahora descrita continia
caracterizandose por una falta de estandarizacion, claramente influida por las técnicas
experimentales de bacteriologia (10,64,83).

Nuestros resultados muestran que 5-fluorocitosina tiene una capacidad muy elevada de
generar PAFE. Todos los experimentos realizados nos mostraron efecto PAFE positivo,
excepto en el caso aislado de la concentracion 32 pg/ml, lo que por otro lado no es de
extrafiar, pues se trata de concentracién subinhibitoria para la cepa Cr. neoformans CECT
1078. Otro punto interesante a considerar es que la mayoria de los tiempos de PAFE
estuvieron en valores proximos o superiores al tiempo de vida media del farmaco en suero, lo
que tiene implicaciones practicas considerables.

Cuando utilizamos medio logaritmo como unidad para cuantificar el crecimiento
microbiano y determinar el PAFE, comprobamos que los valores son también positivos,
aunque ligeramente inferiores a los obtenidos con un logaritmo. Este fenomeno ya fue referido
por Scalarone etal (83) para Candida albicans y 5-fluorocitosina, quien considerando
diferentes valores crecientes para determinar el PAFE (0,25, 0,5, 0,75 y 1 logaritmo), obtenia
generalmente valores en tiempo de PAFE mayores cuanto més alta era la diferencia
logaritmica. Este fenémeno nos deja clara una cuestién, y es que S-fluorocitosina actia
progresivamente en el tiempo, siendo su efecto mayor a medida que transcurre el experimento.
Al considerar medio logaritmo, el tiempo transcurrido de PAFE es menor que si consideramos

un logaritmo. Este efecto se ha visto en bacteriologia con los antibiéticos que actian a nivel de
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inhibicién de sintesis de proteinas o acidos nucleicos, los cuales presentan PAE largos en gram
positivos y de varias horas en gram negativos (14,15). Una de las criticas que se realizan a este
fenémeno y en general al PAE es que los antibioticos que actian a nivel interno en las bacterias
sean Jos que muestran PAE mayor, dejando sin embargo a los que inhiben la formacion de la
pared celular los PAE mas cortos (13,71). Tal vez esto pueda ser debido a que el farmaco a
que han estado expuestas las bacterias no se pueda eliminar tan facilmente del interior de las
células y, por tanto, el lavado no sea total. El efecto de estas particulas podria dar mayores
tiempo de PAE. Este argumento no es facil de discutir, puesto que es un hecho que reaimente
ocurre, pero precisamente al suceder in vitro podemos esperar que suceda in vivo.

Cuando un farmaco actGa a nivel tisular y penetra ademis en las bacterias o
microorganismos infectantes, no se va a eliminar de igual manera en el exterior celular que en
el interior, al igual que ocurre en el tubo de ensayo; es decir, la farmacocinética del antibiético
no es a nivel interno de los microorganismos, y por tanto, aquellos antibicticos que actian a
nivel de sintesis de proteinas o de DNA cuando las concentraciones de farmaco en el exterior
bajen por debajo de la CMI (PAE in vivo), no tienen porqué descender en el interior del
microorganismo, prolongando por tanto de la misma manera el PAE.

Al considerar el tiempo de exposicién como factor influyente en el PAFE, observamos
que, cuando es de 12 horas frente a2 horas, las diferencias son claramente favorables al mayor
pretratamiento. En cambio, los valores de exposicion corta no son del fodo negativos, puesto
que a concentraciones a partir de la CMI todos los PAFE son positivos de forma significativa.

En el trabajo de Turnidge et.al. (64), obtuvieron igualmente PAE positivos con 2 horas
de exposicién a concentraciones supra CMI (4-8 x CMI). Sin embargo, al igual que sucedia
con anfotericina B, el emplear concentraciones de 4 a 8 veces la CMI cuando ésta es de 50
pg/ml,'implica usar niveles toxicos de farmaco, que carecen de interés o aplicacion clinica. En
cambio, en nuestro estudio hemos empleado concentraciones que en ningin momento superan
la barrera de toxicidad, obteniendo tiempos de PAFE positivos. Si, ademas, prolongamos el
tiempo de exposicién de 2 a 12 horas, incrementamos la duracion de este efecto sin superar
tampoco los niveles de toxicidad. |

El efecto de concentraciones sub-CMI de 5-fluorocitosina en fase PAFE tan sélo se
pudo cuantificar con medio logaritmo, y a concentraciones de la CMI o inferiores. La
existencia de un efecto PAFE muy elevado junto con concentraciones subinhibitorias (/4 dela
CMI), indujo un retraso en el crecimiento muy grande, que en ocasiones incluso presentd perfil

fungicida. Este fenémeno tiene una trascendencia importante a la hora de entender el efecto de
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concentraciones sub-CMI como aplicacién clinica. Por un lado, la reexposicion a
concentraciones de 5-fluorocitosina puede ser, bien en dosis menores o bien en dosis mas
espaciadas, ya que el efecto que obtengamos sera igual que la primera dosis. El hecho de que
en una segunda dosis el efecto sea mayor con concentraciones menores implica que vamos a
poder obtener una mayor actividad con una toxicidad menor.

Como ya hemos mencionado, con 5-fluorocitosina es importante el control de las
concentraciones séricas, y si sabemos que con el PAFE + sub-CMI se pueden mantener
durante €l periodo de interdosificacién, concentraciones por debajo de los niveles toxicos en
suero con actividad microbicida eficiente, podemos predecir un tratamiento eficaz y sobre todo
reducir el riesgo de toxicidad.

El ERT es un parametro que en general nos indica que 5-fluorocitosina presenta un
retraso en-el efecto infectante de Cr. neoformans (90). Ayudados de este parametro podemos
afirmar que tedricamente se necesita més tiempo para que los microorganismos recuperen su
actividad infectante tras ser tratados con concentraciones de la CMI que el transcurrido para
dar una nueva dosis de 5-fluorocitosina a un paciente con criptococosis.

Fn el estudio del PAFE con ketoconazol vimos otra vez que las condiciones iniciales
del experimento son muy importantes a la hora de obtener los resultados. El tiempo de
exposicion fue de nuevo primordial para la valoracion del PAFE. Con dos horas de
tratamiento, los tiempos de PAFE recogidos fueron de valor negativo, cuando se empled la
CMI como concentracion de choque (-0,5 horas), mientras que son positivos (1 hora) cuando
la concentracion ensayada fue de 4 x CML Cuando empleamos 12 horas de exposicion, los
PAFE obtenidos ascendieron a valores mucho mayores (2,5 y 5,25 horas para 1 y 4 pg/ml
respectivamente). Encontramos de nuevo que concentraciones de farmaco en dosis
terapéuticas (encontradas en suero) indujeron valores de PAFE positivos cuando el periodo de
contacto entre microorganismo-farmaco fue mayor. Turnidge et.a/ (46) encontraron que con 2
horas de tratamiento, a concentraciones de 4 a 8 veces la CMI, los valores de PAFE no eran
significativos. A pesar de que estos experimentos estin realizados en medio de cultivo
Sabouraud, coinciden con los nuestros (bYNB-G), puesto que tampoco nosotros con 1 pg/mi
y 2 horas de exposicién obtuvimos PAFE positivo (-0,5 horas). El hecho de que los PAFE con
baja exposicion 'no sean significativos no es informacién suficiente para considerar a

ketoconazol como agente no generador de efecto PAFE. Como hemos visto en nuestros
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resultados, 12 horas de exposicién a concentraciones de CMI (1 ug/ml), indujeron PAFE de
2,5 horas, y si hablamos de 4 x CMI (4 pg/ml), este fue de 5,25 horas. :

Esta misma situacion también la encontramos con la cepa aislado clinico, donde los
PAFE llegaron a ser de 4,25 y 7,8 horas con 2 y 8 veces la CMI, respectivamente. Ademas,
este retraso en el crecimiento inducido por la exposicidn previa a ketoconazol es tiempo
dependiente. Cuando consideramos medio logaritmo como unidad de cuantificacion, los
valores de PAFE son menores que con un logaritmo completo, lo que nos dice claramente que
el valor sera mayor cuanto mas tiempo consideremos. Este argumento queda ratificado ademas
coﬁ el parametro ERT, el cual es mayor con concentraciones mayores.

Un aspecto interesante de la farmacodinamia de ketoconazol por su posible relevancia
clinica es la clara supresion de la tasa de crecimiento que mostraron concentraciones
subinhibitorias. Cuando en fase postantifingica afiadimos a los cultivos una cantidad de
farmaco en concentraciones de la CMI (0,25 pg/ml), el retraso en el crecimiento fue tan grande
que no se pudo determinar por el método descrito por Kikuchi (99). Fue tan elevado el retraso
en el crecimiento observado en los cultivos controles, que no permitié apenas crecer medio
logaritmo a los cultivos celulares. En este caso vemos, ademas, que de nuevo aparece ese
crecimiento bifasico, que ya vimos en las curvas de letalidad, en el cual comienza tardiamente
la actividad microbicida del farmaco.

La actividad de las concentraciones subinhibitorias en cultivos in vitro tiene importancia
siempre y cuando nos permita realizar una extrapolacion a los fendémenos que ocurren in vivo.
Ketoconazol es un firmaco con una vida terminal muy prolongada (187), lo cual permite que
la presencia de concentraciones residuales del antifingico en suero o tejidos sean un factor
constante durante el tiempo que dura el tratamiento. Por tanto, si consideramos que el farmaco
va a permanecer en concentraciones subinhibitorias durante periodos largos, podemos intuir
que este efecto de actividad a bajas concentraciones se podra repetir en el tratamiento con
ketoconazol.

Por tanto, si unimos una alta actividad fungicida con un PAFE de varias horas y un
efecto altamente significativo de concentraciones sub-CMI, tenemos el perfil idoneo para un
farmaco que pueda presentar una dosificacién muy espaciada. Desgraciadamente, no sélo
debemos contar con estas conclusiones para determinar las dosis del antifingico; en este caso
una traba muy importante, como ya vimos, €s la penetracion del ketoconazol en el liquido
cefalorraquideo, que estd muy limitada y presenta un perfil farmacocinético muy pobre para ¢l

tipo de infecciones como las meningitis (303). No obstante, queda abierto al estudio la posible
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utilizacidon de ketoconazol en infecciones criptocococicas diseminadas, donde las zonas o
tejidos afectados pueden ser mas faciles de alcanzar por éste farmaco. Es también interesante
aqui el estudio in vitro de las interacciones entre farmacos para la aplicacion en terapia
combinada en esta patologia.

La referencia al efecto PAFE in vitro con fluconazol estd muy limitada en la literatura.
Minguez et.al. (109) han descrito PAFE negativo para fluconazol con C.albicans, 12 horas de
€xposicion y concentraciones séricas terapéuticas. Este resultado se encuentra en la linea de los
obtenidos para los demas azoles, como ketoconazol, que algunos autores han descrito con
PAFE negativos (64).

En nuestro trabajo, fluconazol ha mostrado poca eficacia a la hora de generar retraso
en el crecimiento tras la exposicion al firmaco durante 2 horas. En este caso, todas las
concentraciones empleadas dieron tiempos de PAFE negativos, aun siendo supra CMI. La
concentracién de 32 ug/ml es un valor relativamente alto en comparacién con los valores
séricos encontrados en pacientes tras dosis repetidas de fluconazol y, ain asi, no generd
valores de PAFE positivos (207). Sin embargo, y como ya hemos discutido previamente, la
farmacocinética de los antifiingicos es en ocasiones diferente a la de los antibioticos, teniendo
que descartar el uso de técnicas bacteriologicas en estudios micolégicos. De hecho, las
propiedades farmacocinéticas de fluconazol hacen que se concentre en suero en altas
proporciones en poco tiempo (Crax = 30 mg/l, taax = 3,3 horas tras dosis de 400 mg/IV), y en
cambio su eliminacién sea muy lenta (t,2 B = 37 horas) (202). Por tanto, hemos de considerar
que la exposicion al farmaco serd a altas concentraciones y durante tiempos prolongados. Asi,
es de mayor utilidad un tratamiento previo de 12 6 24 horas, que es el espaciamiento que
ocurre entre las dosis suministradas a paciente con criptococosis (204,272). Aun optando por
las 12 horas de exposicion, hemos encontrado que el PAFE fue negativo con concentraciones
de 8 pg/ml, y nulo practicamente con 16 pg/ml. Hemos de aumentar el tratamiento previo de
las levaduras a 32 pg/ml para inducir PAFE positivo (4,6 horas). Como ya vimos en las curvas
de letalidad, fluconazol es poco activo en los primeros compases de su accion frente a Cr.
neoformans, y deja un margen de crecimiento hasta que definitivamente empieza a actuar. En
el PAFE se puede aplicar este mismo mecanismo de accion y explicacidn correspondiente. Tras
el lavado, el microorganismo no se ha visto suficientemente dafiado por el antifingico y, por
tanto, genera estos PAFE negativo. Ademas, la exposicion empleada para el PAFE (12 horas),

es aproximadamente el tiempo en el que fluconazol fue menos activo en la curva de letalidad.
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En cambio si nos fijamos en los valores de PAFE usando medio logaritmo como unidad
de cuantificacion, los valores arrojados son mas elevados que para un logaritmo, lo que
descarta la posibilidad de este periodo de letargo.

Por tanto, podremos afirmar que el efecto PAFE tan bajo es debido al mecanismo de
accion del firmaco, que no genera suficiente dafio como para que se refleje posteriormente tras
la eliminacion del mismo.

Al comparar con el aislado clinico, sin embargo, vemos que los valores de PAFE suben,
siendo positivos para todas las concentraciones. Esto nos demuestra que de nuevo este
fenémeno es dependiente ademas del microorganismo utilizado, ¢ incluso de la cepa.

Al tratar en fase PAFE los cultivos con una dosis fluconazol sub-CMI, se obtuvo una
leve prolongacion del tiempo de crecimiento, pero que no fue significativa sino para
concentraciones de 32 pg/ml. Al igual que en el PAFE, este fenémeno de concentraciones sub-
CMI se vio incrementado al considerar medio logaritmo como unidad de medida. Este mayor
efecto de fluconazol a corto plazo, junto con la escasa prolongaéién del efecto de
concentraciones sub-CMI, hace a este farmaco poco susceptible de ser modificado en las
pautas de dosificacién actuales, cuestion que por otro lado tampoco seria muy necesaria
asurmniendo su baja incidencia de casos de toxicidad (305).

E! PAFE predecible para UK 109,496 como agente monoazdlico ha de ser a priori de
escasa duracion, como en los demdas antifungicos de su familia. Sin embargo, al presentar una
actividad fungicida elevada durante el tratamiento, puede generar PAFE mayor. De hecho, los
valores obtenidos son dependientes del periodo de exposicion previa. Los cortos tratamientos
fueron incapaces de inducir PAFE, y generalmente mostraron valores nulos o negativos. En
cambio, cuando la exposicidn fue mayor vimos valores positivos. Este resultado es interesante,
puesto que realmente las exposiciones al firmaco vienen definidas por los perfiles
farmacocinéticos que influyen directamente en el posible efecto PAFE. Asi, UK 109,496
presenta una fase inicial muy rapida y concentra en suero hasta valores de 1 pg/ml, pero estos
niveles no se prolongan précticamente en el tiempo, quedando reducidos en concentraciones
sub-CMI (menores de 0,125) a las 10 horas (216). Por tanto, la prueba in vitro de PAFE con 2
horas de exposicion con 1 pg/ml quizé se aproxime mas a las situaciones in vivo. En este caso,
podriamos afirmar que este antifiingico genera PAFE negativo y, por tanto, este parametro
farmacodinamico no puede servirnos para una posible modificacién de dosis. Pero también es

posible considerar que dosis de 0,125 pg/ml estén como minimo presentes durante un periodo
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de 12 horas de exposicidn, obteniendo asi un efecto PAFE de 2 horas. Esta contradiccion se
debe a que cuando el perfil farmacocinético presenta una fase de eliminacidon del farmaco
rapida, y las concentraciones descienden rapidamente en su fase B, la extrapolacion de los
datos obtenidos en curvas de letalidad a concentraciones fijas de antifungico es pobre, y se
debe acudir a modelos experimentales de dosis simuladas.

Cuando se considera medio logaritmo como la unidad de medida del PAFE, el efecto
observado es un aumento en el efecto, debido principalmente a la mayor actividad inducida tras
el lavado, perdiéndose dicho efecto con el transcurso del tiempo.

El efecto sub-CMI se aprecia de manera creciente, a medida que aumentan las
concentraciones del pretratamiento. Este efecto es importante, puesto que los valores
alcanzados son casi iguales a los vistos para el PAFE, lo que indica que concentraciones
subinhibitorias pueden ser muy activas una vez que haya pasado el efecto primero del
tratamiento. Ademas, este efecto es mayor cuanto mas tiempo pasa, puesto que los valores
para 1 logaritmo son superiores que para medio logaritmo, dejando claro que la actividad de
concentraciones sub-CMI, junto a un PAFE prolongado si podrian influir en la dosificacion de

UK 109,496. )

Ademéas de los factores intrinsecos relacionados con la interaccién antimicrobiano-

microorganismo, existen factores propios del huésped o del patégeno que pueden influir en el
resultado clinico (305). Dentro de estos factores podemos incluir el estado inmunolégico del
paciente, las caracteristicas del lugar infectado y la virulencia del patégeno.

Los mecanismos normales de defensa que se enfrentan al agente infeccioso estan
constituidos por la respuesta inmunolbgica especifica y no especifica. Para el control
satisfactorio de la infeccion, el huésped ha de mantener en equilibrio estas respuestas
mmunoprotectoras e inmunorreguladoras. Cualquier defecto en algin aspecto individual de la
respuesta inmune puede modificar significativamente el resultado de la infeccion, sin contar
con la presencia de agentes antimicrobianos con actividad in vitro frente a los patogenos. Por
otro lado, los antimicrobianos pueden interactuar con las células del huésped ademas de con

los microorganismos diana, pudiendo potenciar o deprimir las defensas del huésped, alterando
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asi el resultado clinico, en especial en pacientes con anormalidades inmunologicas
preexistentes, (307,308). |

En nuestro estudio hemos introducido el suero humano como factor individual del
huésped para ver la influencia que ejerce sobre la interaccién microorganismo-antifimgico, y
aproximar asi de forma mas fiable los resultados al proceso biolégico de las infecciones. Ya es
conocido el efecto producido por el suero en muchos de los microorganismos infectantes
(309,310). Se ha descrito desde hace tiempo la propiedad bacteriostatica del suero desde bajas
concentraciones (10%) sobre el crecimiento de Cr. neoforman;s‘ (311,312); sin embargo,
todavia hoy no se encuentra explicacién clara a este fenomeno. Nosotros hemos visto
igualmente que el incubar células de Cr. neoformans a inoculos de 5 x 10° UFC/ml en caldo
bYNB-G en presencia de un 10% de suero humano deprime el crecimiento de las levaduras de
forma significativa en comparacién con un control de crecimiento sin suero. La inhibicion del
crecimiento observado cuando la cantidad de suero presente es del 50% es la misma
practicamente, lo que indica un efecto de saturacion a partir de esta concentracion del 10% de
suero. Ademas queda descartado un descenso en la disponibilidad de los nutrientes en el medio
al controlar el experimento con cultivos diluidos en la misma proporcién con solucion salina
tamponada (PBS). A priori, este resultado puede conducirnos a pensar que se trata de un
efecto letal sobre el microorganismo, inducido por un factor sérico que es capaz de eliminar a
parte de la poblacion. De hecho, existen trabajos en los que se confirma la tendencia a
depositar fragmentos iC3b del complemento tanto en la superficie como en el interior de la
cépsula de Cr. neoformans (235,236,313-315). También se ha indicado que las proteinas de
bajo peso molecular (defensinas NP-1) presentan actividad fungicida frente a Cr. neoformans
(316-318). Sin embargo, la capacidad de acumulacién del complerhento no presenta actividad
litica sobre las levaduras, y la concentracion de defensinas en suero es demasiado escasa como
para presentar efecto sobre estas células, ya que su mecanismo de accién es principalmente
intracelular en los PMN (316,226). Ademas, como demostramos en nuestro estudio el efecto
observado sobre Cr. neoformans persiste cuando el suero se ha incubado a 56°C durante 1
hora. Con ello, las proteinas séricas (incluidos complemento y NP-I) quedan desnaturalizadas,
y ¢l efecto que pudieran tener anulado. Por tanto, la fungistasis del suero ha de ser atribuida a
otro factor, capaz de resistir la exposicion hipertérmica.

Algunos autores han hablado de fa posible influencia de factores quimicos del suero
posiblemente relacionados con la actividad inhibitoria de éste. Asi el pH, la relacion
CO,/HCOy, la presencia de oxigeno en el medio, o el metabolismo del hierro son potenciales
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inductores de este efecto (319-323). Se ha visto ademds, que el bicarbonato en proporciones
del 0,5% ha infliido en el crecimiento de las levaduras Cr. neoformans y Candida
parapsilopsis (136).

En nuestro estudio, hemos demostrado que la incorporacién al medio del cultivo de un
tampon bicarbonatado en lugar del fosfatado, de uso comun, induce un retraso en el
crecimiento considerable. Este efecto habia sido referido ya en otro estudio (319), donde el
tiempo de generacion de Cr. neoformans en ausencia de NaHCO; en el medio de cultivo fue de
2,1 horas, mientras que al incorporar esta solucion el tiempo de generacion aumentd hasta 6
horas. Nosotros obtuvimos un resultado similar, aunque con tiempos de generacion supeﬁores,
atribuibles a la diferencia en el medio de cultivo base empleado (bYNB-G en lugar de DME).
Asociado a este retraso en el crecimiento, se observa un aumento significativo en la capsula,
apreciable mediante microscopia éptica simplemente. Este mismo efecto se encuentra al
incubar con suero, donde la capsula de las levaduras aumenta considerablemente con el tiempo
de incubacion y su crecimiento se lentifica (324). Algunos autores han descrito la escasa
presencia de capsula en las levaduras cuando se encuentra en el medio ambiente y un tamafio
enorme de los mismos aislados en pacientes enfermos de criptococosis (325-327).

Posiblemente, el cambio de medio hace que ¢l ciclo de crecimiento del microorganismo
se modifique, comenzando una mayor produccion de capsula, inducida posiblemente por la
presencia de los tampones séricos y las presiones parciales de CO, pulmonares (319).

Este comportamiento diferente en el crecimiento al incorporar suero a los cultivos de
Cr. neoformans puede hacerse comparable a las diferencias encontradas en algunos
microorganismos al trabajar en distintas fases del crecimiento (logaritmica frente 2
estacionaria) (39,328,329). En los cultivos sin suero el crecimiento mas rapido de los
microorganismos hace que el medio se acidifique por los productos de los productos -
metabélicos y acelera el crecimiento del hongo, mientras que en los cultivos con suero el pH
fue constante porque las levaduras crecen con tasa metabdlica menor.

El estudio de los aspectos farmacodinamicos de los antifingicos en presencia de suero
mostro resultados muy diferentes a cuando no habia suero presente. E! ejemplo mas claro esta
en el efecto postantifingico, donde en ningin caso se pudo determinar el retraso en el
crecimiento por efecto del pretratamiento, ya que la presencia de suero en el medio de cultivo
reduce tanto la tasa de crecimiento que no se alcanza ni medio logaritmo en las 12 horas de

experimento, incluso en los controles de crecimiento donde no existe antifingico en el medio.
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Este efecto es logico, sabiendo que la tasa de muerte (0 incidencia de un farmaco sobre un
microorganismo) es proporcional a la tasa de crecimiento del microorganismo (37,39,40).

Las pruebas de sensibilidad no se realizaron en presencia de suero por motivos de tipo
experimental, Al ser la lectura de los resultados espectrofotométrica, los resultados son poco
fiables, puesto que la densidad del suero .interfiere con la lectura del espectrofotometro.
Ademas, al incubar tiempos largos, el suero se deteriora con los produétos de deshecho del
microorganismo, que acidifican el medio, y forma agregados que interfieren con la lectura. En -
este sentido, el estudio de la actividad microbioldgica queda incompleta, puesto que no
podemos estimar la sensibilidad de Cr. neoformans cuando hay suero.

En cambio, si podemos ver el efecto de este parametro de} huésped por medio de las
curvas de letalidad. En general, la incubacion de Cr. neaformans en presencia de suero y con
diferentes concentraciones de antifingicos present6é un perfil fungistatico, sufriendo ligeras
modificaciones sujetas a las caracteristicas especificas del mecanismo de accién de cada
antifingico. El AUKC nos mostré que la mayoria de los farmacos a concentraciones de CMI
muestran un valor muy similar, con la excepcion de anfotericina B.

Se ha descrito la alta union a proteinas séricas de anfotericina B (90-95%) (330). Esta
unién es especifica sobre las B-globulinas plasmaticas (concretamente B;-lipoproteinas)
encargadas del transporte de moléculas lipidicas. Los niveles plasmaticos de anfotericina B
raramente superan 2 pg/ml en plasma por saturacion de estos sistemas proteicos (331).
Anélogamente podemos pensar que la presencia de proteinas del suero reacciona con las
moléculas de anfotericina B de nuestros ensayos, reduciendo la cantidad de farmaco activo
frente a las células de Cr. neoformans, lo que inmediatamente hace descender los valores de .
actividad fungicida. El caso opuesto lo encontramos en 5-fluorocitosina, donde la adherencia a
proteinas es nula practicamente, y la actividad del farmaco no resulta alterada por esta
propiedad. En este antifingico, tanto las concentraciones inhibitorias como suprainhibitorias en
presencia o ausencia de suero se movieron en una franja muy estrecha de variacion en la
inhibicién del crecimiento. Sin embargo, en nuestro estudio, tratar de explicar un descenso
significativo en la actividad antifingica de un farmaco con elevada union a proteinas séricas no
es factible, ya que las proporciones empleadas de suero son muy bajas (10%) y, por tanto, la
influencia ejercida en cuanto a unién a proteinas es muy baja.

Esto explica que la presencia de suero no modifico la actividad de S-fluorocitosina, sino
que casualmente las concentraciones de 64 y 100 pg/ml inhibieron el crecimiento de Cr.

neoformans de un modo similar a como lo hizo con suero, pero al descender las
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concentraciones, los valores de inhibicion del crecimiento se aproximaron a los del control
respectivo (con o sin suero). Esto se debe, como ya dijimos, a la variacién en el tiempo de
generacion en las levaduras al entrar en contacto con el suero, ya que la mayor lentitud en la
division implica mayor efecto microbicida (40). Este caso se ve mas claramente con
ketoconazol, donde la actividad fungicida demostrada sin suero, se ve reducida a tan solo las
{ltimas horas de la prueba y de forma menos acusada cuando incorporamos un 10% de éste.

También ha de tenerse en cuenta la alta capacidad de unién a la albimina de
ketoconazol que al igual que vimos con anfotericina B puede influir en la actividad microbicida
(187). Odenholt et af (112) ya describio el efecto de la unién a proteinas como un factor
influyente en la interpretacién de la tasa de muerte de S.aureus con dixoclacilina y ampicilina
demostrando que la presencia de albumina humana en los cultivos puede eliminar el efecto
paradéjico de concentraciones inhibitorias y supra-CMI con estos antibiéticos. En nuestro caso
no podemos atribuir un descenso en la actividad debido a la unién de ketoconazol a proteinas
pues solo trabajamos con 10% de suero presente en los cultivos, aunque si pudo ejercer una
leve interferencia en la accion del farmaco.

La actividad del suero frente a Cr. neoformans cuando es tratamiento fue con
fluconazol, resultd fungicida a partir de la hora 60 alcanzando con 36 pg/ml a las 72 horas la
mayor eficacia comparada con los dems antifingicos, aunque en ningun momento la presencia
de suero sirviese para potenciar el efecto del farmaco.

Nassar ef al (243) han descrito un efecto potenciador del suero sobre la actividad de
fluconazol frente a Cr. neoformans. Este efecto lo han descrito en ensayos realizados con un
5% de suero y de forma independiente de la concentracion de fluconazol empleada. Estos
resultados opuestos a los nuestros pueden ser debidos a varias causas, como la diferencia en el
medio de cultivo. En el estudio de Nassar ef al emplean RPMI que, como ya dijimos en su
momento, hace que crezca de forma menos rapida el microorganismo (132,136).

Un problema afiadido a la pérdida de eficacia de fluconazol al incubarse con suero €s
que si ya poseia poca correlacion entre los resultados in vitro y la respuesta clinica, ahora este
fendmeno se va a acentuar mas todavia. Para UK 109,496 no podemos decir lo mismo, puesto
que ia correlacion in vifro vs in vivo se ha superado en este compuesto comparado con
fluconazol.

Al incorporar suero a cultivos de Cr. neoformans tratados con concentraciones de la
CMI de UK 109,496, fos resultados no presentaron diferencias estadisticamente significativas

respecto a los obtenidos con el control con suero, lo que contrasta claramente con la
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exposicion al farmaco sin suero, asi como con los datos obtenidos con fluconazol, donde las
concentraciones proximas a la CMI indujeron mayor retraso en el crecimiento. En cambio, con
las concentraciones mis altas el efecto se equipara y en presencia de suero tanto UK 109,496
como fluconazol presentan una ligera reaccion y comienzan a ser fungicidas a partir de la hora
48. A priori, estos resultados ponen en clara ventaja a fluconazol frente a su derivado UK
109,496. Sin embargo, si consideramos que la concentracion de fluconazol con la que hemos
trabajado estd practicamente en los limites considerados como toxicos (32 pg/ml) y UK
109,496 esta a una dilucion de alcanzar dicho limite, entonces la situacion se invierte y deja a
este nuevo farmaco con un mayor margen terapéutico de eficacia previo a las concentraciones
de toxicidad, en comparacién con fluconazol. A la hora de elegir un compuesto para tratar una
enfermedad infecciosa siempre es mejor un farmaco que, a igualdad de condiciones de
actividad, presente un rango mayor de concentraciones terapéuticas no toxicas, €so si, sin

descartar, ademas, su perfil farmacocinético.

SUMARIO DEL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD FARMACODINAMICA DE CINCO £

ANTIFUNGICOS SOBRE LA LEVADURA C‘typtococcus neaformans.
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El método propuesto poi' la NCCLS para la estandarizacién de las pruebas de
laboratorio, sugirié en su documento M27-P de diciembre de 1992 (24), que el tamaifio de
indculo dptimo a emplear en las pruebas de sensibilidad antifingica con levaduras deberia ser
de 0,5a25x 10°UFC/ml. Transcurridos 3 afios {(en 1995), este comité emiti6 una nueva
version del citado documento M27-T (25), en el cual, la situacién respecto al tamaifio de
indculo a emplear es reconsiderada para determinados casos. Concretamente con Cr.
neoformans se abre la posibilidad de utilizar un tamafio de indculo mayor, considerando a la
vez, un valor de inhibicién inferior al del 90% (por ejemplo la ICsp).

E! desarrollo de nuestro trabajo, coincidente en el tiempo con la publicacién de estos
dos documentos de la NCCLS, ha corroborado la importancia de los parametros
experimentales tales como, el medio de cultivo, el tamafio de indculo, o los intervalos de
medicion en las pruebas de laboratorio para agentes antifingicos. Al hablar de tamafio de
inéculo cabe destacar que en nuestro estudio todos los antifungicos, han mostrado una clara
influencia en la sensibilidad al variar la masa microbiana inicial expuesta a los farmacos. Este
suceso es importante, ya que, la densidad del inéculo infectante influye directamente sobre la

significacion clinica de concentraciones antifiingicas séricas, es decir, sobre la eficacia del

-129 -



Discusion

agente antiinfeccioso (96). Ademas, este efecto no solo implica una variacién significativa en la
actividad de antifungico, sino que también muestra una cierta similitud entre los valores
inhibitorios del 90 % (ICs), con tamafio de indculo de 10°UFC/mt y los del 25% (IC3s) con
10°UFC/ml en todos los antifingicos. '

Este fenémeno influye directamente sobre el tiempo de incubacion de los cultives. El
mayor crecimiento de los microorganismos en las pruebas con un inoculo inicial de tamafio
elevado, implican una lectura anterior de los resultado, siendo las 48 horas el momento 6ptimo
de registro de los valores inhibitorios para un indculo de 10°UFC/ml y 72 horas para
10°UFC/ml. Es logico que esto suceda, puesto que cuantos mas microorganismos hay
presentes en el cultivo, hay mas dianas del microorganismo para ocupar, lo que implica menor
actividad y un consumo mas répido del fairmaco.

El poder adelantar la lectura del valor inhibitorio de los agentes antifingicos de 72 2 las
48 horas de incubacién, con tan sélo modificar el inéculo y sin interferir en el resultado,
supone un avance importante para los laboratorios clinicos. Esta conclusion queda corroborada
con la nueva sugerencia de la NCCLS para pruebas de sensibilidad con levaduras, donde para
Cr. neoformans el indculo estindar se ha aumentado (10* UFC/ml), y el valor de sensibilidad
se determina con fracciones inhibitorias menores (ICso), como ya hemos dicho (25).

Sin embargo, y desde un punto de vista enfocado a la proyeccidn clinica, los tiempos
mencionados distan mucho de aproximarse a los verdaderos intervalos de dosificacion
empleados en la administracion de estos farmacos a personas, ya que en terapia se acortan
dichos periodos. Por tanto, hemos de comprobar lo que sucede antes de estas lecturas del valor
de inhibicion del crecimiento y valorar la actividad de estos antifingicos a lo largo de esos
periodos, por medio de las curvas de letalidad.

Curiosamente, al evaluar el desarrollo de la actividad en el tiempo con inéculo inicial de
10°UFC/ml, todos los antifiingicos estudiados excepto UK 109,496, y a concentraciones
terapéuticas, mostraron un comportamiento tiempo dependiente (considerando este como la
minima variacion encontrada en el recuento de la masa microbiana, al incrementar la
concentracion del farmaco), mientras que si partimos de un indculo mayor (10°UFC/ml) todos
los firmacos excepto Ketocomazol presentaron un comportamiento dependiente de la
concentracidn del farmaco.

Con este dato podemos afirmar que para disefiar un modelo o sistema de prediccion de
la eficacia terapéutica en hongos, se debe utilizar un tamafio de indculo mas elevado, puesto

que asi, la mayoria de los farmacos actuarén de manera concentracion dependiente y, por
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tanto, nos permite dar una mayor importancia al coeficiente terapéutico (IQ), que, como ya
dijimos garantiza la eficacia de forma mas fiable cuanto mayor es su valor. Ademas, las
principales manifestaciones no meningeas causadas por esta levadura presentan un tamafio de
inoculo elevado (alta carga criptococdcica en nddulos pulmonares o vesiculas cutaneas)
(223,332,333) mientras que las meningeas estan sometidas a concentraciones de antifiingico
diferentes a las consideradas en suero debiéndose ajustar el IQ.

Aunque en muchos casos se obtenga un IQ razonablemente elevado, no podemos
garantizar que sea el Optimo para estos antifiingicos, puesto que la limitacién impuesta por la
toxicidad en la administracion de los mismos es muy grande. Ademds, el optar por un IQde 4
como sugieren Elner y Neu (30) no es del todo aplicable a la metodologia con hongos, puesto
que los intervalos de dosificacién terapéutica son exagéradamente menores que la lectura de
los resultados de las pruebas hechas en el laboratorio, imposibles de realizar con periodos mas
cortos a causa de la fisiologia de las levaduras.

Esto implica que ya que nunca tendremos un IQ adecuado que genere tasas Optimas de
muerte fingica, no podremos contrastar la actividad ejercida in vitro por el farmaco con los
valores presentes en el suero durante la fase de mayor concentracién (pico sérico) y debemos
acudir a los parametros farmacodinimicos que se basan en la fase de baja concentracion de
farmaco (o valle).

Ast para explicar la eficacia in vivo se ha de acudir al efecto postantifingico y de
concentraciones sub-CMI en dicha fase. Con todos los farmacos se ha obtenido un efecto
PAFE y de concentraciones subinhibitorias, suficiente como para poder compensar la carencia
de actividad fungicida durante el periodo de actividad con altas concentraciones. Esto permite
superar por completo la interdosificacion sin que se produzcé un recrecimiento de los
microorganismos, hasta alcanzar concentraciones de nuevo potencialmente patogenas como

define el parametro ERT
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Del anilisis de los resultados obtenidos en mnuestro trabajo “Actividad y
farmacodinamia de cinco antifingicos frente a Cryptococcus neoformans” podemos

concluir que:

1) Las pruebas de sensibilidad de los antifiingicos frente a Cr. neofonnahs estin claramente
influidas por el tamafio de inéculo empleado. Se ba encontrado cwrta correspondencia entre
los valores inhibitorios del 90% e indculo bajo (103UFC/m1) y los de inhibicién del 25% e

indculo elevado (IOSUFC/ml). Este fenémeno es importante, puesto que los tiempos de

lectura de los valores inhibitorios se pueden realizar antes cuando se emplea inGculo elevado.

2) Destacamos la clara actividad fungicida inducida por concentraciones terapéuticas de los
agentes azélicos fluconazol, ketoconazol y UK 109,496, en contra del concepto generalizado

de fungistasis de estas moléculas.

3) Igualmente que con las pruebas de sensibilidad el efecto indculo es un factor determinante
en las curvas de letatidad. Con la excepcion de ketoconazol, todos los antifiingicos mostraron
tendencia a un comportamiento concentracion dependiente cuando se aumenté el indculo de

partida.

© 4) Hemos demostrado que ¢l PAFE de Jos cinco antifimgicos frente a las dos cepas de Cr.
neoformans depende claramente de la concentracién empleada y la exposicién a la que se
someten las levaduras. Exposiciones cortas a concentraciones elevadas no generaron PAFE

mientras que exposiciones largas con concentraciones terapéuticas si. La relevancia de este
hecho estriba en que los perfiles farmacocinéticos de los antifingicos, a diferencia de lo que
sucede con antibidticos, suelen presentar una fase de eliminacién prolongada, por lo que para
simular un periodo de tratamiento en pruebas de efecto postantifingico conviene emplear

tiempos de exposicién largos y concentraciones terapéuticas.

5) Con todos los agentes se encontro una potenciacién del efecto inhibidor del crecimiento en
fase postantifingica, al ser expuestas de nuevo a concentraciones de antifingico inferiores a
la inhibitoria. Es importante considerar en estudios farmacodinamicos la accién de

concentraciones residuales o subinhibitorias en fase postantifingica ya que, junto con el
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PAFE, pueden reemplazar la carencia de actividad microbicida de las concentraciones
suprainhibitorias de estos farmacos y mantener la poblacion microbiana por debajo del umbral

potencialmente infectante en el periodo entre dosis.

6) El suero humano en una proporcion del 10% interfiere con la actividad de los agentes
antifingicos estudiados a cualquier indculo o concentracion. Este fenémeno es posiblemente
atribuible a la reduccion de los tiempos de generacidn de las levaduras, inducidos por algin
factor termorresistente (probablemente relacionado con el sistema de tamponado) presente en

el suero.
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ANEXO 1

A continuacion se detallan algunas de las caracteristicas fisico-quimicas mas relevantes
de las 5 moléculas antifingicas empleadas en ¢l presente estudio. ..

NOMBRE GENERICO: Anfotericina B

Bristol-Myers Squibb

Macrélido Poliénico

924,10

Polvo ocre, granulado

Desoxicolato Sodico

Preparacidn de una solucién de desoxicolato sédico
tamponada con bicarbonato. Disolver la anfotericina
B en la solucién antérior considerando la pureza de la
sustancia valorada. Permitir la autoesterilizacion
durante 30 minutos. Congelar en lugar seco y oscuro.




NOMBRE GENERICO: 5-Fluorocitosina

Hoffmann-LaRoche.

Derivade Pirimidinico

_ T 129,09
N _C
I \[/ Polvo blanco, cristalino,
N ,
F = | Agua destilada
NH,

Disolver el polvo valorado de 5-Fluorocitosina en
agua destilada estéril. Disolver en bafio caliente a
52°C durante 30 minutos. Esterilizar por filtracion.
Mantener en congelador (-20°C).

NOMBRE GENERICO: Ketoconazol

“1 Janssen
.| Pharmaceuticals

g Azoles

31,44

1 Polvo fino, blanco,

0 - ci

bisolver ia sustancia valorada de ketoconazol en
DiMetil SulfOxido (DMSQ).Disolver en agitador
Vortex y conservar en congelador (-20°C).




NOMBRE GENERICO: Fluconazol

Mack (Div. Pfizer S.A.)

Azoles

306,28

Polvo blanco, cristalino

Agua destilada.

Di-solvcr 12 sustancia valorada de Fluconazol en agua
destilada estéril y disolver agitando energéticamente.
Conservar a -20°C

NOMBRE GENERICO: UK 109,496 (Voriconazol)

Pfizer S.A.

Azoles

349,3

Polvo blanco

Agua i¢cida/DMSO

DMSO. La conservacién se realiza a ~20°C.




ANEXO H

bYNB-G (Base nitrogenada con tampén y glucosada para levaduras)

Para preparar este caldo se disuelve en medio litro de agua destilada el siguiente tampén:

Se ajusta el pH de la solucién a un valor de 7,2 acidificando con CIH 0.1M o basificando
con NaOH 10M.

Como medida preventiva frente a posibles contaminaciones bacterianas durante los
ensayos, se aconseja la incorporacion de las siguientes cantidades de antibi6ticos:

Cloranfenicol ............ O1g
Gentamicina ............. 002g

Una vez incorporados todos los componentes y homogeneizada la solucién se procede a
la esterilizacion por filtracion (tamafio de poro 22 p)

Cuando se realiz6 la prueba para determinar el efecto del tampén con bicarbonato en el
crecimiento de Cr. neoformans se utilizaron los compuestos correspondientes al tampén
bicarbonatado que se emplea en la preparacion del caldo de crecimiento de hongos
RPMI:

Ca(NO;:,): 4HO ... 100 mg/l
01 . 400 mg/l
MgSOy THO .o 100 mg/l
NaCl......oi 6000 mg/l
NaHCO; ..o, 2000 mg/l
Na;HPOy THoO ... 1512 mg/l

Solucion Salina Tamponada

En un litro de agua destilada estéril se disolvieron los sigientes reactivos:

ClNa.................. 8¢g
KClooiiiiii, 0.12g
Na;HPO, ................ 091g
KHPO, .................. 02g

La mezcla se homogeiniza y esteriliza en autoclave.



Agar de Saboureaud con Cloranfenicol

Se disolvieron 45.5 g de medio en polvo en 1 litro de agua desionizada. Se calento hasta
ebullir y posteriormente se esterilizo en autoclave. Una vez enfriado suficientemente (a
unos 50-60°C), se dispensa el medio en placas petri en una cantidad aproximada de 15 ml
por placa.

Tincién con Tinta China,

Las células se observaron al microscopio 6ptico disolviendo en un portaobjetos una gota
(20 pl) de cultivo liquido con Cr. neoformans junto con una gota de tinta china,
extendiendo la mezcla y fijindola con un cubreobjetos
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