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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Antecedentes histéricos.

El primer caso descrito de coccidioidomicosis fue un soldado argentino llamado
Domingo Escurra. El paciente presentaba lesiones tumorales cutineas recurrentes de
varios afios de evolucién antes de ingresar al hospital de la universidad de Buenos Aires,
en 1891, donde ¢l enfermo fue estudiado por Alejandro Posadas, un alumno del famoso
patologo Robert Wernicke. Posadas fue capaz de describir la enfermedad en animales
mediante la inoculacidn con material de las lesiones del paciente. Casi al mismo tiempo
que Posadas describia la enfermedad en Argentina, Emmet Rixford estaba estudiando el
primer caso de coccidioidomicosis en California. El paciente José Furtado Silveira, un
portugués de las Azores, que habia emigrado al valie de San Joaquin en 1886, pronto
desarrollé lesiones nodulares cutineas recurrentes, parecidas a las observadas por
Posadas en su paciente. Rixford y Gilchrist estudiaron ¢l parasito que encontraron en el
material de las lesiones. Por sugerencia de C. W. Stiles, denominaron al
microorganismo Coccidivides (parecido a coccidias) immitis (im=no, mitis=ligero) y lo
describieron como un protozoario de la clase Sporozoa. Ophiils descubrid la verdadera
naturaleza del agente etioldgico de 1la coccidioidomicosis. La investigacién
bacteriolégica del tercer caso de esta enfermedad revel6 el crecimiento de un hongo, que

almenos en un principio se consider6 como un contaminante. Sin embargo, la



regulanidad de su aislamiento terminé por rglacionar al hongo con la enfermedad. No fue
sino hasta 1932, cuando Stewart y Meyer aislaron C. immitis del suclo del vaile de San
Joaquin, en el sitio en que cuatro filipinos habian contraido infecciones graves o
mortales. De esta maonera establecieron que el suelo era un reservario del
microorganismo en el drea. Estudios posteriores de Dickson, Gifford y Smith
permitieron la definicidn de las diversas formas que puede tomar la enfermedad en su

fase inicial, asi como el establecimiento de la duracion de! periodo de incubacién (77).

1.2 Caracteristicas microbiolagicas de Coccidioides immétis.

C. immitis es el agente etiologico de [a coccidioidomucosis y es un hongo
dimorfico caracterizado por diferentes ciclos saprébico y parasitico. En el suclo y en
mesdios de cultivo a 25-30 °C crece como hongo filamentoso caracterizado por la
presencia de hifas tabicadas, Ciertos compartimentos delimitados por septos se destacan
rapidamente por sus paredes laterales engrosadas y citoplasma condensado, lo que
contrasta con [os compartimentos adyacentes no refrictiles con paredes celulares
delgadas y citoplasma no vacualado. Las paredes laterales y septales engrosadas
conforman las artroconidias que se¢ vuelven claramente visibles al microscopio.
Mediante un proceso de fragmentacion que ocurre como resultado de estrés mecanico,
activacion de enzimas liticas o ambos, las células no refractiles se fracturan liberando asi
las conidias de la cedena artroconidial.

Cuando las artroconidias son inhaladas por un hospedero apropiado se lleva a cabo su

transformacion  morfoldgica en una esférula multinucleada. Laimciacion de la



morfogénesis de las células en el ciclo parasitico es la hinchazén de las artroconidias
uninucleadas, condiciébn que persiste por un corfo tiempo para luego volverse
binucleada. La continua divisién nuclear da lugar a una esférula multinucieada. La
cariocinesis cesa simultineamente en todos los mucleos lo cual es seguido por la
scptacion de la esférula. El proceso involucra la formaciéon de compartimentos
multinucleados que culmina en la formacién de endosporaas uninucleadas, las cuales
estin agrupadas en pequefios racimos rodeadas por una membrana delgada. Las
endosporas se liberan de la esférula madura y cada una de ellas es potencialmente capaz

de iniciar una segunda generacién de esférulas dentro del huésped (12).

1.3 Ecologia y distribuci6n.

El habitat natural de C. immitis es el suelo, geograficamente limitado (con raras
excepciones) a regiones aridas y semiaridas del continente americano. Las regiones de
endemicidad mas elevada de coccidioidomicosis, son el sudoeste de Estados Unidos y
el norte de México; sin embargo, existen otros focos endémicos en Guatemala,
Honduras, Venezuela, Colombia, Paraguay y Argentina (65). El hongo sobrevive a
profundidades de 20 cm sobre la superficie del suelo y las conidias son distribuidas en
forma natural por las tormentas de aire y por actividades relacionadas con remocién de
la tierra como los trabajos de construccion y cultivo, bisqueda de muestras

arqueoldgicas y desastres naturales como los terremotos (89).



1.4 Infeccién clinica

Cerca de un 60 % de las personas infectadas son asintomdticas y la dnica
gvidencia de que tuvieron la infeccion coccidioidal es por la positividad de una prucba
cutanea. El 40 % restante desarrolla sintomas de una infeccidon pulmonar primarnia una a
tres semanas después de la exposicion. Esta infeccidn respiratoria y/a sistémica se
caracteriza por presentar los siguientes sintomas: tos, fiebre, dolor toracico, produccidn
de esputo, malestar, escalofrios, sudoraciones nocturnas, anorexia, debilidad y artralgias.
A pesar de que la enfermedad dura vanas semanas, esta infeccidn primaria puede
resolverse. Si la infeccion pulmonar aguda no se resuelve se establece una infeccién
pulmonar progresiva o cromica (44), Cerca de 1| % de los infectados desarrollan
enfermedad diseminada (extrapulmonar), la cual puede involucrar casi cualquier érgano
del cuerpo o uno o mds sitios. Los drganos mas afectadas en la cnfermedad diseminada

son piel, tejidos blandos, huesos, articulaciongs y meninges (40).

1.4.1 Aspectos epidemiolégicos.

Existen diferencias importanies en la gravedad de la coccidioidomicosis, que se
relacionan con el sexo y la raza (41). Las investigaciones de las pruebas cutaneas
muestran que no existen diferencias entre los sexos en la adquisicién de infecciones
primarias y, que hasta la edad de la pubertad, los indices de diseminacién son iguales.
No obstante, en los varones adulles, el riesgo de diseminacion es mas alto comparado

con cl de las mujeres. La excepcidn est en la mujer embarazada, en la cual el indice de



diseminacién es casi igual o excede al del varom (4, 69). Otra caracteristica de la
coccidioidomicosis es la mayor susceptibilidad en las personas con piel pigmentada. Los
filipinos y los negros tienen el riesgo mas alto de diseminacién de la enfermedad y la
proporcion es considerablemente menar para tos indios y los mexicanos. Los blancos

tienen la menor frecuencia de diseminacion (77).

1.5 Métodos de diagnéstico de C. immiltis.

1.5.1 Examen directo.

Debido a los riesgos que implica el manejo de cultivos de C. immitis, el examen
directo de los materiales clinicos y [0s estudios histopatoldgicos son de gran importancia
en el diagndstico de la enfermedad (42). Las esférulas maduras del microorganismo son
grandes (30-60 um) y sus paredes son muy refnngenies y gruesas, cuando estan
presentes en las muestras biologicas, se ven con facilidad en el examen microscopico

directo.

1.5.2 Cultivo.

En casos en los cuales €l microorganismo no se¢ puede demostrar mediante
examen directo, se debe realizar el cultivo de la muestra bioldgica. El hongo crece en
casi todos los medios comunes de laboratorio. En general, el desarrollo se presenta entre

el tercero o cuarto dia y la conidiaciin del séptimo al décimo dia. En agar Sabouraud la



colonia es himeds, no vellosa y grisacea al inicio de su crecimiento, pero en forma
rapida se vuelve abundante y recubierta de vello. Frecuentemente, el micelio es de color
blanco, pero es comun que se vuelva de color parduzco con la edad. La identificacion

depende del hallazgo de las artroconidias rectangulares de 2 a 4 por 3 a 6 um (84).

1.5.3 Pruebas confirmatonas.

La forma saprobica de C. immitis tanto colonial como microscdpicamente es
parecida a la de otros hongos del suelo (Malbranchea spp., y Uncinocarpus spp.) los
cuales pueden ser aislados a partir de muestras biolégicas, por lo tante se requieren
pruebas adicionales para la identificacion definitiva de este orgamismo (65). La
demostracion del dimorfismo térmico es el tmico criterio absoluto de confimmucion del
agente etiologico. Lo cual puede llevarse a cabo mediante el uso de uno los siguientes

procedimicntos.

1.5.3.1 Infeccion en animales de labaraterio.

La enfermedad experimental s¢ puede producir en muchos animales de
laboratorio. Con la administracion intravenosa, intraperitoneal o intranasal de {00 a 500
artoconidias de C. immitis se produce la enfermedad rapidamente mortal (24). Se hacen
tinciones de hematoxilina eosina a partir de cortes de higado y bazo para la bisqueda de
esférulas y endosporas. Esta prueba tiene la desventaja de que es costosa, no se realiza

rutinariamente en los laboratorios ¢linicos, ademas muchos laburatorios no  estan



equipados para ¢! mantenimiento de una colonia d¢ animales y es tardada ya que

requicre de 1 a 3 semanas para la confirmacion del agente etioldgico.

1.5.3.2 Cultiveo de esférulas,

Converse describio en 1957 un medio quimicamente definido a base de una
mezcla de sales, glucosa y un detergente (tamol) en el cual la fase micelial de C. immitis
se convierte a la fase de esférulus endosporulantes (13). El cultivo requiere continua
agitaciéon a 40 °C y un 5 % de CO;. Este procedimiento obvia la necesidad de la
infeecién en animales, pero el método no es consistente en la transformacion hacia la
fase parasilica y los cultivos son muy peligrusos pues f{recuentemente persisten

fragmentos hifales,

1.5.3.3 Prueba de inmunoeidentificaacion.

Con el fin de evitar los peligros en €l manejo de cultivos vivos de C. immitis,
Kaufman y col. desarrollaron la primera prueba rapida confirmatona para este hongo
(43). La prueba del exoantigeno o inmunoidentificacidn esta basada en la interaccion
entre antigenos liberados por ¢l hongo en los cultivos y los anticuerpos homoélogos que
son especificamente generados para precipitarlos. A pesar de que el ensayo tiene un
100% de sensibilidad y especificidad, la prueba requiere cultivos de 7 a 10 dias de

incubacon o 25 mm diametro y €l procedimiento demanda alrededor de S dias.




1.5.3.4. Prueba de écido desoxirribonucleico,

Mas recientemente se han introducido las prusbas de ADN para la rapida
identificacion de C. émmitis. Las pruebas usan una sonda de una cadena de ADN
quimieluminiscente que es complementana a secuencias especificas de ARN ribasomal
del hongo. Cuando el ARN ribosdmico es liberado del microorganismo el ADN
marcado se combina con el ARN ribosomal para formar un hibrido estable de ADN-
ARN que son medidos en un luminometro (44). El procedimmento requicre colonias de
{ a2 mm’ y demanda alrededor de 2 h. A pesar que la prueba tiene una sensibilidad y

especificidad de 100% es mas costosa que la prueba del exoantigeno.

1.6 Tratamiento.

La coccidioidomicosis esté caracterizada por un espectro de enfermedades que va
desde una infeccidon primaria no complicada de tracto respiratario que se resuelve
espontineamente hasta una enfermedad pulmonar progresiva o diseminada. Por esta
razén, el manegjo medico varia ampliamente de paciente a paciente (80). La
coccidioidomicosis puede ser mangjada sin terapia especifica, o puede ser tratada
médicamente 0 quirirgicamente. La decisidn de administrar tratamicnto y que tipo de
terapia se va a aplicar depende del estado de la enfermedad, el reconocimiento de los

factores de riesgo que influyen en la enfermedad y la naturaleza de las lesiones (25).




1.6.1 Antifingicos convencionales.

Los individuos quicnes desarrollan enfermedad pulmonar progresiva o
enfermedad diseminada requicren terapia antifingica. Varios compuestos antifingicos
estan disponibles para atar a la coccidioidomicosis. La anfotericina B (ANFB), el
fluconazol (FLU) vy el itraconazal (ITRA) han demostrado ser agentes actives para el

tratamiento de muchas de las manifestaciones de esta enfermedad.

1.6.1.1 Polienos.

La ANFB fue la primera droga efectiva en la terapia de coccidioidomicosis
pulmonar cronica o coccidioidomicosis diseminada (19, 25, 49). La ANFB es un polieno
macrolido producido por un actinomiceto del suelo llamado Strepromyces nodosus. El
compuesto es anfotérico, posee una cadena polilidroxilada hidrofilica y una cadena
hidrocarbonada polienica lipofilica (83). Debido a su pobre solubilidad en agua, la
formulacion clinica (Fungizone) consist¢ de micelas de ANFB acomplejadas con
desoxicolato de sodio como agente solubilizante. La ANFB ejerce su accién por la unién
al ergosterol de la membrana plasmaética fingica, incrementando la permcabilidad
celular y promoviendo la pérdida de potasio y lasalida de otras sustancias celulares
y subsecuentemente la muerte celular (28). También interactua con esteroles de la
célula animal ¢como ¢! colesteral, lo cual contribuye para su conocida toxicidad. La
ANFB ha permanecido como la droga de eleccion en infecciones fungicas invasivas por
mas de 40 afios principalmente debido a su amplio espectro de actividad, razdn por la
cual ha sido considerada como el estindar de ora de la terapia (28, 29). Sin embarga, la

utilidad de este polieno ha sido limitada, debido a su significante toxicidad.
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La aplicacidén de ANFB estd asociada con un namero de eventos adversos. Los
efectos adversos agudos o aquellos relacionados con la infusion como fiebre,
escalofrios, cefalea, tromboflebitis, se presentan entre un 70 a 90 % de los pacientes y
usualmente empiezan de 1 a 3 h después de empezar la administracién (6). El manejo
medico de estos sintornas usualmente es suficiente para permitir la continuacién del
tratamiento (26). Los efectos adversos crdnicos mas importantes son insuficiencia renal
en asociacién con azoemia, acidosis tubular renal y desequilibrio electrolitico. Esto
puede ser lo suficientemente severo como para llevar a una reduccidn en la dosis o a
descontinuar prematuramente la droga. El dafio de la funcion remal usualmente
sobreviene dentro de las dos primeras semanas de tratamiento y puede presentarse en
alrededor del 80% de los pacientes. La funcién renal puede retomar a miveles pres
tratamiento en algunos pacientes después de cesar la terapia. No obstante, si la dosis
total de  ANFB excede 3 2 5 g, el dafio renal es gencralmente irreversible (28).

La nistatina (NIS) es otro polieno macrélido derivada del metabolismo de Strepromycez
noursei. Tiene estructura quimica y mecanismo de acciéon similar a la ANFB. Es activa
contra un amplio espectro de hongos incluyendo, C. albicans, C. immitis, C. neoformans
e H. capsulatum. La administracion intravenosa de NIS esta relacionada con reacciones
tdxicas agudas y cronicas (72). Por ¢sta razom, la aplicacion clinica ha estado
grandemente limitada a su uso tdpica en piel y mucosas. Actualmente la NIS es

utilizada para el tratamiento de candidiasis cutdnea, oral y vaginal.

1.6.1.2 Azoles.

El miconazol (MICO) fue la primera alternativa a [a administracion dc ANFB

para el tratamiento de la coccidioidomicosis. Este agente fue eficaz y no presentd los
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efectos (Oxicos cromicos relacionados con la ANFB. Sin embargo, los efcectos tdxicos
agudos, la pobre solubilidad de! compuesto, su ripida eliminacion de la sangre, la
necesidad de hospitalizacion de los pacientes, la baja tasa de respuesta en los pacientes
con coccidioidomicosis y las frecuentes recafdas, limitaron grandemente el uso de este
agente antifungico (81).

La aparicion en el mercado del ketoconazol (KETO) verdaderamente revoluciond en
1980 el tratamiento de la coccidicidomicosis (22, 23). La administracidn oral, la escasez
dc nefrotoxicidad y el tratamiento sin hospitalizacion hicieron de esta droga una
alternativa muy atractiva frente a la ANFB. Sin embargo, su pobre eficacia terapéutica
en  pacientes con coccidioidomicosts {20-30%) y su marcada toxicidad (nausea,
ginecomastia, azospermia e impofencia) al incrementar la dosis, estimularon la
investigacidon de mejores alternativas. El FLU y el ITRA fueron los primeros triazoles
imroducidos en €l tratamiento de la coccidioidomicosis en la década de los 90’s (8, 32,
85). Actuan inhibiendo la sintesis de ergosterol al bloquear 14 a demetilasa. La
consecuente acumulacion de esteroles no permite el metabolismo celular en la
mayoria de los patdgenos fiingicos. La respuesta clinica es lenta consiguiendo
remisién en la mayoria de los pacientes hasta a los 12 meses de tratamiento. Ambos
triazoles son bien tolerados, con muy pocos efectos adversos aln en (ratamientos
prolongados. Los triazoles han sido usados como tratamiente de infecciones pulmonares
moderadas, para prevenir la diseminacion de la enfermedad, para tratar formas limitadas
de coccidioidomicosis diseminada y en €l seguimiento de pacientes que no respondieron
o respondieron parcialmente a la terapia con ANFB. La eficacia terapéutica en pacientcs
con coccidioidomicosis es alrededor del 60 % y las recaidas ocurren en cerca de un

tercio de los pacientes tratados (19).
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1.6.2 Antifungicos en investigaciom.

Para contrarrestar las limitaciones en la terapia antifungica actual, una serie de
iniciativas terapéuticas han lanzado diversas formulaciones que no han sido valoradas en

su eficacia terapeutica cantra la coccidicidomicosis.

1.6.2.1 Polienos.

La pobre solubilidad en agua y la excelente solubilidad en lipidos ha hecho de jos
polienos los candidatos ideales para estudios de interaccion lipido-droga (88). Tres
formulaciones lipidicas de ANFB cstan en el campa de la investigacion: anfotericina B
complejo lipidico (ANFBCL), anfotericina B dispersion coloidal (ANFBDC),
anfotericina B liposomal (ANFBL). Todas estas preparaciones parecen similares en el
hecho que tienen un compartimiento compuesto por un antifingico terapéuticamente
activo, asi como un compartimiento lipidico no terapéuticamente activo. Sin embargo,
estas formulaciones lipidicas difieren ampliamente en la composicion del acarreador,
el contenido poliénico, la proporcién molar polieno:acarreador, el tamaiio de la
particula y la forma comao el polienc interactia con el lipido (39, 57).

Las preparaciones han sido desarrolladas especificamente para mejorar la distribucién en
tejidos, reducir la toxicidad de las formulaciones convencionales y mantener o mejorar
la potencia terapéutica (88). Esto permite la administracion de mayores dosis de droga
con menos efectos adversos, resultando en una alternativa mas segura y efectiva,

Actualmente estas formulactones estdn indicadas en pacientes que requieren ANFB y

tienen una insuficiencia renal pre-existentc, en pacientcs con alto riesgo de desarrallar
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nefrotoxicidad, en paciente intolerante a la ANFB y en pacientes cuya infeccion no ha
mejorado después de la administracion de ANFB (78).

Por otro lado, ¢l éxito de las nuevas preparaciones de ANFB ba estimulado ¢l interés en
el desarrollo de una preparacién parenteral menos toxica de nistatina (NIS). La nueva
formulacion NIS en liposomys ha demostrade que puede adminisitarse
intravenosamente a ratones con evidencia de buena actividad antifingica y reducida

toxicidad (56).

1.6.2.2 Triazoles

Las limitaciones en la cficacia y/o tolcrabilidad de los triazoles actuales han
estimulado {a investigacidn de nuevos y mas potentss compuestos para proporcionar
mas opciones terapéuticas frente 4 un amplio rango de agentes etiologicos y frente 4 una
amplia variedad de situaciones climicas. El  voriconazol (VORL) (UK 109-496) es un
compuesto tnazdlico derivado del FLU, del cual se reemplazd una molécula de
triazol por un grupo fluoropirimidina y un grupo metilo afiadida al esqueleto de propanol
(53). Este cambio estructural dio por resultado un compuesto que exhibe una potente
actividad antifiingica contra una diversidad de agentes patdgenas y oportunistas flingicos
que comprenden Candida spp., incluyendo aquellas cepas que son resistentes al FLU,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus spp. (21, 46, 54, 55, 90). Algunos estudios han
descrito actividades fungistaticas y fungicidas contra Aspergiflus spp. (58). La
disponibilidad de formulaciones intravenosa y oral en investigacion coloca a este triazol
como un compuesto que tendrd un impacto significative en el manejo de las infecciones

fingicas,
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El posaconazol (POSA) (SCH 56592} es un nuevo triazol, es un derivado hidroxilado
del ITRA (67). Posee un amplio espectro de actividad antifingica contra una vanedad
de patdégenos filamentosos y levaduras que incluyen Candida spp., Cryptococcus
neoformans, Aspergillus spp., Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis, Ramichloridium obavoideum (2, 14, 27, 45, 50, 52, 64, 68, 79).

Recientes estudios farmacocinéticos en voluntarios sanos han demostrado que POSA es
bien tolerado, con una vida media prolongada que varia entre 19 y 30 horas, con
excelente absorcion después de su administracion oral y que los miveles séricos de este
antifiingico son superiores a la CMI de la mayoria d¢ los patdgenos fingicos (63).
Ambos triazoles actiian uniéndose a la enzima 14-a-esterol demetilasa, lo cual impide la
conversion de lanosterol a ergosterol. Este efecto altera la funcidn y permeabilidad de

Ja membrana ciloplasmatica fingica, impidiendo el desarrolio celular.

1.6.2.3 Péptidos.

La investigacidn de agentes antifingicos que posean toxicidad selectiva contra la
¢élula fiingica eucaridtica es un importante reto cientifico. Aunque el tratamiento de las
enfermedades micdticas ha progresado, la mayoria de los compuestos disponibles actian
sobre blancos que también se encuentran en las ¢élulas del ser humaro. La pared celular
de los hongos es un blanco que terapéulicamente puede ser muy importante, ya que
tieue componentes que no se encueniran en las células de los humanos (15, 16). En
general, la pared celular estd compuesta de glucanas, mananas y quitina, todos estos
componentes juegan un importante papel en ¢l mantenimiento de la integridad

estructural de !as células fiingicas.
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Se han desarrollando una serie de compuestos que afectan la pared celular fingica (38).

Dentro de estas drogas se encuentra la caspofungina (CAS) (MK-0991), que previene la
sintesis de pared celular bloqueando la 3-1,3-glucana sintetasa (18, 48). El efecta es
altamente especifico y la breve exposicion con la droga conduce a muerte celular, este
grupo de drogas pueden representar el méas importante avance en la terapia antigingica
dcsde el desarrollo del KETO. CAS ha demostrado ser muy eficaz in vitro (17) ¢ in
vivo en el tratamiento de aspergilosis, candidiasis e histoplasmosis sistémicas (1, 33,

34),

1.7 Pruebas de susceptibilidad con antifungicos.

Una de las funciones del laboratorio de microbiologia clinica es la realizacion de
pruebas de susceptibilidad antimicrobianas en un determinado aislamiento. Para muchos
clinicos, las resultados de estas pruebas son con frecucneia considerados tan importantes
0 mas importantes aun que la identificacion misma del patdgeno involucrada (74). Esto
es particularmente cierto en una era que muestza aumento en la resistencia
antimicrobiana y en la que fas opciones lerapéutivas estdn 4 veces limitadas a los mas
nuevos y ¢ostasos antimicrobianos.

Uno de los objetivos de una prucha de susceptibilidad in vitra es ayudar en la
prediccion del efecto de un agente antimicrobiano de interés sobre la infeccién en un
paciente con un patdgeno especifico, razén por la cual estas pruebas son consideradas
como una valiosa guia para el climico en la eleccidn del compuesto mas activo. Las
prusbas de susceptibilidad lambién son utiles en el descubrimiento y en el posterior

desarrollo de drogas asi como en ¢l monitorso de poblaciones microbianas para sl
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reconocimiento de el desarrollo de resistencia entre una poblacién inicialmente
susceptible (71).

Las prucbas de susceptibilidad con antifiingicos son de disefio similar a las empleadas
con antibacterianos, pero existen ciertas diferencias que hacen algo mas dificiles a las
primeras (66). Las pruebas estan influenciadas por diferentes tipos de vanubles, algunas

relacionadas con el procedimiento de laboratorio elegido, dentro de este grupo se
encuentran: la concentracidn y preparacidn de los inaculos, ¢l medio de cultivo, el
buffer, ¢l pH, el tiempo y la temperatura de incubacién y los criterios usados en la
fectura para la determinacién del punto final. Ctro tipo de variables son aquellas
implicitas con las caracteristicas propias de los hongos, tales como su lenta tasa de
crecimiento, las diferencias en el tipo de estructuras reproductivas, el dimorfismo, la
produccion de pigmentos y exudados durante su crecimiento y los requenimientos de
temperatura  especificos para su desarroflo. Finalmente, se encuentran las variahles
relacionadas con las propiedades basicas de los antifingicos, como son: la solubilidad, la
estabilidad quimica, la fotosensibilidad y la tendencia de algunos antimicoticos de
producir inhibiciéon parcial del crecimiento sobre un amplio rango de concentraciones.
El desconocimiento de estas variables o el poco control ejercido sobre ellas hizo que en
el pasado los resultados de estas pruebas fueran consideradas como desorientadores para
el clinico, debido a la poca correlacién observada entre los resultados in vitro y la
respuesta en €] manejo terapéutico de un paciente (26).

Por tales ruzones, en 1982 el Nationul Commitiee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) en Estados Unidos de Norteamérica s¢ inicid una serie¢ de estudios de
susceptibilidad con antifingicos que culminaron en 1992 con el desarrollo de un

documento M27-P (59). Este documento fue la propuesta de estandarizacién de un
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método de macrodilucidn en caldo para prucbas de susceptibilidad con antifiingicos en
Cundida spp ¥ Cryptococcus negformans. Pasando por el proceso de evaluacion del
NCCLS el documento ascendid al nivel tentativo M27-T en 1995 (60) y a nivel
aprobado M27-A en (997 (61).

En 1998, el docurmento a nivel propuesta denominado M38-P describe las condiciones
optimas para las pruebas de susceptibilidad con hoogos filamentosos (62). La
estandarizacion ha sido realizada en hongoes como: Aspergillus fumigatus, A. flavus,
Fusarium oxysporum, F. solani, Rhizopus arrhizus y Pseudallescheria boydit.
Para la evaluacidn de la actividad antifiingica in vitro, se requiere conocimiento acerca
de lu conventracion del inoculo, ya gue la escasez ¢n la estandarizacion ha sido
reportado como causa de variaciones en la concentracidn minima inhibitoria (CMI) y la
concentracidn minima letal (CML) (30, 73). Ademas de la concentracién del indculo, es
conveniente especificar la forma del hongo filamentoso que se utiliza en los ensayos
de susceptibilidad, ya que algunos investigadores han citado diferencias de la CMI y la
CML dependiendo del uso de indculos hifales o inéculos conidiales. Bezjak utilizd
indoulos hifales y conidiales de 4. fumigatus y A. flavus en las pruebas de
susceptibilidad frente a ANFB (7). Varaciones de una dilucidn entre los indculos
conidiales y [os mdculos hifales no representaron una Jiferencia siguficativa en la CMI
y la CML. Sin embargo, Guarro ¢t al evaluaron la CMI y la CML de ANFB, KETO, 5-
FC, MICO ¢ ITRA contra hongos oportunistas, tales como Scopulariopsis spp.,
Paecilomyces spp., Cladosporium spp. y Cladophialophora spp., usando inéculos con
cotlidias € hifas independientermente. Contrario 8 Bezjak, Guarro demostrd variaciones
de CMI y CML dependiendo de la forma del hongo utilizado en los  indculos. Los

tnoculos hifales arrojaron resultados mas altos que los indculos conidiales (33).
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Por otro lado, Manavathu et al mostraron que los indculos a partir de conidias ya sea
germinadas o no germinadas de A. fumigatus fueron igualmente susceptibles a la
accién inhibitoria y fungicida de ANFB, ITRA, VORI y POSA (51).

Por lo anteriormente descrito se puede concluir que hay un desacuerdo sustancial acerca
de la forma mas apropiada del hongo para ser utilizada en [as determinaciones de
CMI y CML.

Debido a lo anteriormente expuesto, es importante realizar 1a estandarizacién de las
pruebas de susceptibilidad in vitro que puedan utilizarse como un insttumento valioso
en la prediccion del efecto de un agente antimicrobiano determinado sobre una
infeccion por C.  immins.  Ademds, ya que en este momeuto s¢ tienen grandes
limitaciones en la terapia de la coccidioidommcosis es una tarea unprescindible estudiar

la ¢ficacia terapeutica in vivo d¢ las nuevas formulaciones.
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1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo genera).
Determinar si existe correlacion entre los datos de [as pruebas de susceptibilidad
in vitro y el resultado del tratamiento antifingico en un modelo de

coccidioidomicosis murina.

1.3.2 Objetivos especificos.

L. Determinar la concentracion de UFC/mL en inoculos ajustados a diversos
porcicntos de transmitancia con diferentes estadios morfolégicos de la fase
saprbica de C. immitis.

2. Evaluar la variabilidad del método cspectrofotométrico para la preparacion de
indculos en las pruebas de susceptibilidad con C. immitis.

3. Determinar la actividad antiflingica in vitro de nuevas formulaciones de polienos,
azales y peptidos y la de sus compuestos antecesores contra atslamientos clinicos

de C. immitis utihizando los tres diferentes estadios morfoldgicos de la fase

saprobica:
Nuevas formulaciones Compuestos antecesores
Anfotericina B complejo lipidico Anfotericina B

Anfotericina B dispersion coloidal

Aunfotericina B liposotmal
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Nistanina liposomal Nistatina

Voriconazo! Fluconazo)
Posaconazol Itraconazol
Caspofungina

. Establecer la influencia de las difcrentes formas filngicas de C. immitis utilizadas
en los indculos sobre los resultados de la CMI y la CML en las pruebas de
susceptibilidad con los diversos antifingicas.

. Comparar la actividad in vitro de los compuestos antecesores y los respectivos
compuestos derivados.

. Decterminar la DLsy y DLgg de las cepas de C. imwmitis clasificadas como
resistentes y susceptibles para cada antifungico cn base a los resultados de CM1 y
CML en las preubas de susceptibilidad in vire.

. Evaluar los resultados de las pruebas de susceptibilidad in vitro de los
aislamientos anteriores de C. immitis y el impagcto de tratamiento antifangico in

VIVO,
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1.9 Hipotesis

Los datos obtenidos de CMI y CML en las prueba de susceptibilidad in vitro con cepas

de C. immius, permiten predecic el efecto del tratamiento con compuestos antifungicos

in vivo, utilizando un modelo arumal.

1.10 Justificacion

Actualmente se considera que la terapia de la coccidicidomicosis tiene limitaciones

signiticativas en términos de su toxicidad y de su pobre indice terapéutico.
Ante la multiplicidad de opciones lerapgulicas, surge la crecienls necesidad de
implementar pruebas de susceptibilidad in vitro, que puedan utilizarse para ayudar en la

seleccion de la mejor estrategia terapéutica en un paciente dado,

Es imperante la evaluacion iz vitro € in vivo de nuevas drogas amtifungicas, para

determinar su probable utilidad en el tratamiento de la coccidividomicosis.
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CAPITULQ 2

MATERIAL Y METODOS

2.1 Estrategia general

En la figura | s¢ muestra la estrategia general que seguimes para cumplir con los
objetivas especificos que se plantearon. Trabajamos la estandarizacion de los indculos
con tres estadios morfoldgicos de la fase saprdbica de C. immitis para las prucbas de
susceptibilidad in vitro. Asi tuvimos informacién de la concentracion de los inoculos y
la vanabilidad intra e inter dias. Postenormente llevamos a cabo la determinacion de la
actividad in vitro de 11 compuestos antifingicos contra 25 cepas de C. immitis en sus
tres estadios morfolagicos previamente estudiados. Los resultados de la CMI y la CML
nos permitieron comparar la potencia de las nuevas formulaciones con respecto a los
compuestos antecesores, asi como, determinar lu influencia que pudisra tener el usc de
inoculos con diferente morfologia del hongo sobre los resultados de la CMI y la CML.
Posteriormente, Ylevamos a cabo la clasificacion de cepas en resistentes y susceptibles a
cada compuesto antifiingico. Dcterminamos las DLso y DLy para 6 ccpas seleccionadas
para los estudios in vive. Después medimos la eficacia terapé€utica de varios antifiingicos
mediante estudios de supervivencia y estudios de carga microbiana, Por Gltimo, se
realizé el andlisis estadistico para evaluar la correlacion entre los resultados in vitro de
las pruebas de susceptibilidad y la informacion obtenida iz vivo a partir de los estudios
de eficacia terapéutica.
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Figura 1. Esquema de la estrategia general seguida para la determinacién de la
correlacion entre las pruebas de susceptibilidad in vitro de C. immitis y el

tratamiento antifingico en un modelo animal.
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2.2 Estudios in viire.

2.2.1 Estandarizacion de los indculos.

2.2.1.1 Cepas de C. immitis.

Cinco aislamientos clinicos de C. éimmitis fueron usados en esta seccidn del
trabaro: 98-703, 98-1142, 98-293, 98-706 y 98-1578. Las cepas fucron recibidas en el
laboratorio de Micologia de la Universidad de Tcxas. Los sitios anatémicos de su
recuperacion estdn indicados en la Tabla 1. Cada cepa se mantuvo en suspensién con

agua destilada estéril a temperatura ambignte hasta que los ensayos se |levaron a cabo.

2.2.1.2 Condiciones de cultive.

Cada aislamiento fue cultivado en agar papa (76) a 35 °C por 7 a 10 dias dos
veces sucesivamente. Posteriormente se efectuaron cultivos durante 4, 10 y 20 dias
sobre agar papa dextrosa a 35 °C para abtener tres diferentes fases de crecimiento,
consistiendo de: a) una poblacion predominantemente hifal, b) una mezcla de hifas y
artreconidias no germinadas, y ¢) una poblacion predominantemente artroconidial. Los
aislamientos con 20 dias de crecimiento fueron incubados en RPMI-1640 (Angus,
Niagara Falls, N.Y.} y medio para antibigticos 3 (Difco, Detroit, Mich.) durante 15

horas para inducir la germinacién de artroconidias.
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2.2.1.3 Suspensiones de los in6culos.

El crecimiento fingico se cubrié con agua destilada estéril y se realizaron
suspensiones mediante raspado suave de la colonia con un aplicador de madera. Los
fragmentos fiingicos grandes se dejaron sedimentar y la suspensién homogénea restante
se transfirid a tubos estériles. Las suspensiones conteniendo independientemente los tres
estadios morfologicos de la fase saprobica de C, immits se ajustaron
espectrofotométricamente (Spectronic 21; Milton Roy Company) a 75, 80, 85, 90 y

95 % de transmitancia a 530 am.

2.2.1.4 Determinacion de UFC/mL.

Cada suspension fue diluida 1:10 y 1:100 con agua desulada estéril y 100 pL de
cada dilucién se sembraron en placas de agar Sabouraud a 35 °C durante 48 h para
determinar las UFC/mL en cada suspension.

Todo el proceso de estandarizacion de los indculos se llevd a cabo tres veces en un

mismeo dia y durante tres dias diferentes.

2.2.1.5 Anélisis estadistico,

Se determiné la media, desviacion estandar y el coeficiente de variacion con las
UFC/mL dec los diferentes estadios morfoldgicos del hongo obtenidas a diferentes
porcientos de transmitancia para los ensayos d¢ 3 muestras diferentes dentro de un
mismo dia (variacidn intra dia), asi como los ensayos de tres dias diferentes (variacion

inter dfa).

25



2.2.2 Susceptibilidad antifungica.

2.2.2.1 Cepas de C. immids.

Las 25 cepas de C. immitis usadas en esta parte del estudio fueron obtenidas del
laboratorio de Micologia de la Universidad de Texas (ver Tabla 1). Los aislamientos
tueron identificados como C. immins mediante examen de morfologia macroscopica y
microscdpica y la confimacion de su identidad se realizd mediante sondas de ADN
(Accu Probe). Cada aislamiento permanecié en agua dcstilada estéril a tempceraturs

ambiente hasta que los ensayos se llevaron a cabo.

1.2.2.2 Ageates antifaagices.

Los antifiingicos probados fueron obtenidos de sus respectivas compariias
farmacéuticas, estos fueron: ANFB (Bristo)-Myers Squibb, Princeton, N. J.), ANFBCL
(The Liposome, Princeton, N, J.), ANFBDC (Sequus Pharmaceuticals, Menlo Park,
Calif.), ANFBL (NexStar Pharmaceuticals, San Dimas, Calif), NIS (Sigma Chemical
Co. St. Luis, Mo.), NISL (Aronex Pharmaceuticals, The Woodlands, Tex.), ITRA
(Janss¢nPharmaceutica, Beerse, Belgium), POSA (Schering-Plough Research Institute,
Kennilworth, N. J.), FLU (Pfizer Central Research, Groton, Conn.), VORI (Pfizer
Central Research, Groton, Conn.), CAS (Merck Research Laboratorics, Rahway, N.J.j.

Se prcpararon diluciones seriadas de cada agente amtifilngico y 0.1 ml de cada
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dilucidn se colocd sobre tubos tapin de rosca (12 x 75) ¥ permaaecieron a —70 °C hasta

que fueron utilizados.

2.2.2.3 Prueba de macrodilucion.

Los aislamientos de C. immitis fueron evaluados usando ¢l método de referencia
macrodilucidn en caldo M38-P del NCCLS (62). Las cepas de C. immitis se cultivaron
cn agar papa, se incubaron a 35 °C durante 4, 10 y 20 dias. Las colonias fiingicas se
cubricron con agua destilada estéril y las suspensiones se¢ prepararon mediante el
desprendimiento del micelio utilizando un aplicador de madera. Los fragmentos pesados
se dejaron sedimentar y la parte superior homogénea fue transferida a tubos estériles.
Las suspensiones tufales y/o conidiales fueron ajustadas espectrofotométricamente a 95
% dc transmitancia a una longitud de onda de 530 nm. Las diferentes suspensiones
fueron diluidas 1:10 en RPMI-1640 o medio para antibidticos 3. Los tubos con 0.1 m! de
la droga antifiingica fueron inoculados con 0.9 mL de las suspensiones. Los tubos fueron
incubados a 35 °C y las CMI y las CML fueron leidas a 24 y 48 h. Para los polienos la
CMI fue definida como la concentracion mas baja de droga que mostrara ausencia de
crecimiento. Para los (riazoles y el péptido la CMI fue definida como la mas baja
concentracion de droga que mostrara un 8¢ % o mds de reduccidn en €l crecimiento al
compararla con ¢l tubo control libre de droga. La CML se llevd a cabo solo con los
compuestos poliénicos y se definié como la mds baja concentracion de compuesto

ifiingico que ntara imiento o olonias sobre las placas de
ant ico que presentara un crecimiento de 5 o menos col bre las placas d
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Tabla 1. Cepas de C. immitis y sus origenes obtenidas del laboratorio de Micologia de la

Universidad de Texas.
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agar Sabouraud. Todas las pruebas se llevaron a cabo por triplicado. En la Tabla 2 se
muestran las concentraciones utilizadas para cada compuesto antifungico, asi como las
sustancias diluyentes y los medios de cultivos empleados en la detecminacidn de
susceptibilidad in vitro.

En el control de calidad de las pruebas de susceptibilidad in vitro incluimas las cepas de
Candida krusei ATCC 0258, Candida parapsilosis ATCC 22019, Paecilomyces variotii
UT 90-459 cada vez que se llevaron a cabo las pruebas (5). Los rangos de
susceptibilidad accptados para los antifiingicos correspondientes se muestran en la
Tabla 3. Los ensayos s¢ trabajaron siguiendo los criterios de bioseguridad de un

laboratorio mivel 3 (86).

2.2.2.4 Anilisis estadistica.

Se¢ determind la media geométrica de la CMI y la CML para cada compuesto

antifingico ensayado vy para cada estadio morfolégico del ciclo saprébico de C. immitis.
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Tabla 2. Condiciones empleadas en las pruebas de susceptibilidad in vitro.

MA-3 = Medio para antibiéticos 3, peg = polietilenglicol

Condiciones de incubacién: temperatura=35°Cy

tiempo=24y48 h
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Tabla 3. Cepas de control de calidad y su rango de susceptibilidad in vitro.

2.2.2.5 Clasificacion de las cepas.

De acuerdo a los valores de CMI y/o CML obtenidos de las pruebas de
susceptibilidad para cada antifingico ensayado, llevamos a cabo una clasificacion de
cepas. Denominamos cepas resistentes, aquellas que produjeron el mas alto valor de
CMI y/o CML.. Designamos como cepas susceptibles, aquellas que presentaron el valor

mas bajo con respecto a la CMI y/o CML
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2.3 Estudios in vive.

2.3.1 Determinacién de DLgy y Dy

2.3.1.1 Cepa de ratones.

Ratones ICR machos (Harlan Sprague Dawley Inc.) de 4 a 6 semanas de edad y
con 25 a 30 g de peso, fueron utilizados para los estudios in viva. Grupos de 10 ratones
fueron incluidos en cada indculo para la determinacian de la DLsgp Yy DLge. También,
grupos de 10 ratones fueron reunides para los tratamientos o cantroles en los estudios
de supervivencia y en los estudios de carga microbiana. Se colocaren 5 ratones por jaula

con suficiente agua y alimento durante todos los experimentos.

2.3.1.2 Preparacién de los indculos.

Las cepas d¢ C. immitis seleccionadas para los estudios in vivo, se sembraron en
placas Petri con agar papa a 35 °C durante 4 a 6 semanas. Las placas se colocaron sobre
una placa magnética y las colonias se cubrieron con solucion salina 0.85 %. El micelio
se removio utilizando un magncto. La suspension se transfirid a una columna con fibra
de vidrio estéril, esto con el abjeto de retener las hifas. A partir del filtrado se realizo la

cuenta de artroconidias en un hematecitometro,
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2.3.1.3 Inoculacién a ratones.

Se prepararon diluciones con 250, 500, 1000 y 2500 artroconidias/ml. Se
efectuaron  cultivos cuantitatives a partir de las diluciones para confirmar la
concentracién de los indculos. Los ratones recibieron una inyeccion intravenosa de 0.2

mL con los diferentes indculos.

2.3.1.4 Registro de mortalidad.

Los animales muertos fueron registrados a lo largo de 30 dias post infeccion. Los ratones
moribundos fueron sacrificadas y sus muertes se registraron como si hubieran sucedido

al dia siguiente.

2.3.2 Determinacion de eficacia terapéutica.

2.3.2.1 Estudia de supervivencia.

2.3.2.1 Modelo animal,

Un modelo de coccidioidomicosis sistémica previamente descrito fue utilizado en
esta investigacion (24). Los ratones recibieron una inyeccion intravenosa d¢ la DLy cn
0.2 mL de solucién salina con las diferentes cepas de C. immiris, independientemente.
Se realizaron cultivos cuantitativos de diluciones seriadas para confimuar la

concentracion del indculo.
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Los diversos tratamientos con los compuestos antifingicos fueron administrados dos
dias post-infeccion. El seguimiento de laos amimales fue de 50 dias. Al final de cada
estudio, los animales sobrevivientes fueron sacrificados mediante dislocacién cervical.
Bazo ¢ higado fueron removidos asépticamente. Los drganes fueron homogenizados en
2 mL de solucién salina estéril y los organos completos fueron colocados en placas de

agar Sabouraud e incubados a 35 °C por una semana.

2.3.2.2. Regimenes terapéuticos.

En la Tabla 4, se muestran las dosis, vias de administracion y duracion del
tratamiento para cada compuesto antifiingico utilizadas en los estudios de supervivencia.
Todas las formulaciones lipidicas de ANFB fucron reconstituidas con solucion esteril
de dextrosa 5%, se prepararan una serie de diluciones para obtencr las concentraciones
requeridas y fueron administradas en 0.2 mL, tres veces por semana durante dos
semanas. Este régimen es conocido como lunes, miércoles y viemes. El grupo control
recibid 0.2 ml de la solucién de dexirosa 5%.

ANFB a dosis de 0,5 mg/kg fue administrada intravenosamente y a dosis de 1 y 5 mg/kg
fue aplicada intraperitonealmente. También se aplicaron las dosis tres veces por semana
durante dos semanas.

POSA fue suspendido en agar Noble 0.3 % y administrado en un volumen de 0.2 mL.,
una vez diaria del dia 2 al 22 post-infeccién. El grupo contro! recibié 0.2 mL de wna

suspension de agar Nable al 0.3 %.
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ITRA fue utilizada en una solucién de hidroxipropil-B-ciclodextrina y diluida en agua
destilada estéril para preparar las concentraciones requeridas. Se administrd en un
volumen de 0.2 mL, tres veces al dia durante los dias 2 al 22 posteriores a la infeccién.
CAS fue reconstituida con agua destilada estéril y administrada en un volumen de 0.2
mL, una vez diariamente del dia 2 al 22 post-infeccion. El grupo control recibié agua
destilada esténl.

Tabla 4. Regimenes terapéuticos utilizados en los estudios de superviviencia.
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2.3.2.1.3 Registro de muertes,

Los animales muertos fueron registrados a lo largo de 50 dias post-infeccion. Los

ratones meoribundos fueron sacrificados y sus muertes se registraron come sucedidas en

cl dia siguiente.

2.3.2.1.4 Analisis estadistico.

Para los estudios de supervivencia se utilizd la prucba de Wilcoxon. Los valores
de P para la determinacion de significancia variaron debido a correcciones para

mualtiples comparaciones.

2.3.2.2 Fstudio de carga microbiana.

2.3.2.2.1 Modelo apimal.

Los ratones recibieron una inyeccidén intravencsa de la DLoo  de las diferenics
cepas de C. immitis. Se realizaron cultivos cuantitativos de diluciones seriadas para
confirmar la concentracidn del indculo. Los animales fueron sacrificados el dia 24 post-
infeccion. Bazo, higado y pultmones fueron removidas, pesados y homogenizados en 2-4
mL de solucidn salina estéril y diluciones seriadas fueron sembradas en placas de agar
Sabouraud ¢ incubadas a 35 °C por una semana para determinar ¢l niimero de UFC en

cada drgano.
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2.3.2.2.2 Regimenes terapéuticos.

La Tabla 5§ muestra las dosis, vias de administracidn y la duracién de la terapia
en todos los estudios de carga microbiana. Informacion acercy de la recoustitucion de los
compuestos antifiingicos y la frecuencia de las dosis esta descrita en la seccion de

regimenes terapéuticos de los estudios de supervivencia.

2.3.2.2.3 Registro de mortalidad.

Los animales muertos fueron registrados durante 24 dias post infeccion. Los
ratones moribundos fueron sacrificados y sus muertes se registraron como sucedidas al

dia siguiente.

2.3.2.2.4 Analisis estadistico.

Para los estudios de carga microbiana fue utilizada la prueba de Dunnett. Un
valor de P de < 0.05 determind el uivel de significancia de las diferencias con respecto

al control.
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Tabla 5. Regimenes terapéuticos seguidos en los estudios de carga microbiana.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Variabhilidad de los inéculos.

J.1.1 Variacién intra ¢ inter dias em imdculos con cultives de 4,10 y 20

dfas de crecimiento.

En las Tablas 6-11 se muestran las UFC/mL para los aslamientos de C. immitis
trabajados en la estandarizacion de los indculos a partir de cultivos con 4 dias de
crecimiento (poblacién predominantemente hifal), 10 dias de desarrallo (mezcla de hifas
y artrocanidias no germinadas) y 20 dias de crecimiento (predominantemente
artroconidias gemminadas) frente a los diversos % T utilizados pars la preparacion los
inoculos. También se muestran los coeficientes de variacion. En las tablas se observa la
considerable variacion obtenuda tanto intra dia como inter dias, cuando ajustamos las
suspensiones espectrofotométricamente a 75, 80 y 85 % T. Unos coeficicntes de

variacion mds bajos fueron obtenidos para las suspensiones ajustadas a90 y 95 % T.
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Tabla 6. Concentracion de los indculos a partir de cultivos de C. immitis de 4 dias de

crecimiento ajustados espectrofotométricamente y la variacion intra dia.

-—
e
5w

Tabla 7. Concentracion de los inoculos a partir de cultivos de C. immitis de 4 dias de

crecimiento ajustados espectrofotométricamente y la variacion entre dias.

n=9
3 dias
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Tabla 8. Concentracion de los indculos a partir de cultivos de C. immins de 10 dias de

crecimiento ajustados espectrofotométricamente y la vaniacion intra dia.

n=3
1 dia

Tabla 9 Concentracién de los inéculos a partir de cultivos de C. immitis de 10 dias de

crecimiento ajustados espectrofotométricamente y la variacion entre dias.

n=9
3 dias
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Tabla 10. Concentracién de los indculos a partir de cultivos de C. immitis de 10 dias de

crecimiento ajustados espectrofotométricamente y la vaniacion intra dia.

n=".
1 dia

Tabla 11. Concentracion de los indculos a partir de cultivos de C. immitis de 10 dias de

crecimiento ajustados espectrofotométricamente y la variacion entre dias.




3.2 Actividad in vitro

La Tabla 12 condensa los resultados de lus pruebas de susceptibilidad
antifingica in vitro de las 25 cepas de C. immitis probadas. Los datos estan reportados
como la media geométrica de la CMI (ug/mL}.

De las preparaciones de los dos polienos, las formulaciones de ANFB fueron mas
activas que las de NIS. Enfocindonos solamente en las formulaciones de ANFB, la
ANFBCL y ANFBDC parecen ser las mas activas in vitro en comparacion con la ANFB
convencional. La ANFBL parece ser la menos activa in vitro de las cuatro formulaciones
de ANFB.

D¢ las dos formulaciones de NIS, la NISL exhibid mas actividad que la NIS
convencional. En comparacidn, ia NIS convencional fue cansistentemente dos veces
mas alta en susceptibilidad in vitro.

De los cuatro triazoles, el FLU mostré la menor actividad in vitro. ITRA, POSA y VORI
mostraron la mayor actividad, exhibiendo CMI muy similares entre ellos, Si
comparamos los resultados de susceptibilidad entre FLU y su compuesto derivada
VORI, la actividad antiffingica de éste se incrementé por un factor alrededor de 32. La
comparacion de ITRA y su compuesto derivade POSA no es tan dramatica como la de
los compuestos anteriores, como puede observarse, los resultados de susceptibilidad son
muy semejantes entre ellos.

Los resultados de este estudio demostraron una pobre actividad in vitro de CAS contra

los aislamientos clinicos de C. immitis.
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Tabla 12. CMI de las cepas de C. immitis en varios estadios morfolégicos de su fase

saprobica.
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La Tabla 13 resume los resultados de la media geométrica de la CML para los
compuestos antifingicos poliénicos.
Semejante a los resultados de la CML la CML entre los dos polienos muestra que las
formulaciones de NIS fueron menos activas in vitro que las preparaciones de ANFB.
Nuevamente la NISL exhibié mejor actividad in vitro en comparacion a la NIS
convencional, aunque los resultados muestran un incremento de actividad que va solo de
una dilucién del antifangico.
Con respecto a las cuatro preparaciones de ANFB, la ANFB convencional mostro la
mejor actividad in vitro en comparacion a sus formulaciones lipidicas. Similar a los

resultados de CMI, la ANFBL mostro la menor actividad in virro.

Tabla 13. CML de las cepas de C. immitis en vanos estadios morfologicos de su fase

saprobica.
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Los resultados de CMI y CML de todos los compuestos antifungicos ensayados
utilizando indculos de C. immitis a los 4 dias de crecimiento (poblacion
predominantemente hifal), 10 dias de crecimiento (mezcla de hifas y artroconidias no
geminadas) y 20 dfas de crecimiento (artroconidias germinadas), muestran pequeflas
diferencias de actividad, solo del orden de una dilucion entre los tres diferentes estadios
morfolégicos del ciclo saprébico de C. immitis, utilizados como indculos en las pruebas

de susceptibilidad in vitro.

3.2.3 Clasificacion de las cepas.

Las Tablas 14 y 15 muestran [as cepas elegidas para {os estudios in vivo. Las
cepas susceptibles fueron aquellus que mostraron la mayor actividad in vitro y las cepas
resistentes fueron aquellas que exhibieron la menor actividad i vitro. En los casos de
CAS y POSA el pardmetro utilizado fue la CMIL En el casc dc las formulaciones
lipfdicas {a medida que utilizamos fue la CML, pues &l range con la CMI cstuvo muy

estrecho.
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Tabla 14. Clasificacion de las cepas de C. immitis seleccionadas para los estudios in

vivo de acuerdo a su CML

Tabla 15. Clasificacion de las cepas de C. immitis seleccionadas para los estudio in

vivo de acuerdo a la CML.
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3.3 Actividad inm vivo

3.3.1 Determinacién de DLgg y DLsgg.

En la tabla 16 s¢ muestran los resultados de las determinaciones de las DLso y
DLyy cn las cepas de C. immitis utilizadas en los estudios in vive. Puede observarse la
uniformidad en la mortalidad en ilas diferentes cepas cuando ia administracion
intravenosa de los indculos fueron 50 y 200 artroconidias. Puede considerarse que las
cepas poseeu una virulencia similar que se refleja en una DLspcasi equivalente. Por otto
lado, cuando admimistramos intravenosamente 200 artoconidias para cada raton
conseguimos una mortalidad entre ¢l 90 y 100% a lo largo de 30 dias. Este indculo fue
considerado como la dosis dc conidias necesaria para producir entre el 90 y 100 % de
mortalidad (DLso) en los grupos controles (sin tratamiento antifiingico)
aproximadamente dentro de los 12 y 24 dias post infeccion. Por lo tanto, la
administracion de 200 conidias fue ¢l inoculo para llevar a cabo los estudios de eficacia
terapéutica.
Para llevar a cabo las mediciones de DLsq y DLog, administramos otros das indculos
diferentes: 100 y 500 conidias. Nuestros resultados mostraron que la inoculacion de 100
conidlias con las distintas cepas independi¢ntemente produjo alrededor de un 70 % de
mortahidad en un periodo de 30 dias post infeccion. La inyeccidn de 500 artroconidias

predujo una mortalidad entre el 90 y 100 % en un tiempo de 10 a 15 dias post infeccién.
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Tabla 16. Mortalidad en ratones infectados con cepas de C. immitis de

diferente susceptibilidad antifungica.

Concentracion de los Indculos

50 conidias 200 conidias
Cepas Muertos/totales Muertos/totales
98449 (8) 5/10 10/10
98-571 (R) 410 10/10
97-960 (S) 4/10 9/10
97-2036 (R) 4/10 10/10
98-1037 (S) 4/10 9/10
98-293 (R) 4/10 10/10

3.3.2 Detcrminacion de la cficacia terapéutica.

3.3.2.1 Estudios de supervivencia.

3.3.2.1.1 Tratamiento con caspofungina.

Los resultados del estudio de supervivencia con 1a cepa 98-449 se muestran en la
Figura 2. Todos los ratones del grupo control murieron entre las dias 12 y 22. Todos los

ratones sometidos al tratamiento con CAS a 1, § y 10 mg/kg sobrevivieron al dia 50.
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CAS a dosis = 0.5 mg/kg significativamente prolongaron la sobrevivencia (P < 0.0085).
La Figura 3 muestra los resultados del estudio de supervivencia obtenidos con la cepa
98-571 Los ratones del grupo control murieron entre los dias 14 y 22 Todos los ratones
tratados con CAS a 10 mg/kg sobrevivieron hasta el dia 50, Un 20 % de los ratones
tratados con CAS a | y S mg/kg murieron entre los dias 27 y 45 CAS fue ligeramente

menos efectiva en el estudio de supervivencia con la cepa 98-571 que con la cepa 98-

449,

Figura 2. Estudio de supervivencia de los ratones infectados con C. immitis cepa 98-449

(CML=8 p g/ml) y su tratamiento con caspofungina.
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Figura 3. Estudio de supervivencia de los ratones infectados con C. immitis cepa 98-571

(CMI = 64 pg/mL) y su tratamiento con caspofungina.
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3.3.2.1.2 Tratamiento con posaconazol.
El estudio de supervivencia con la cepa 97-960 se muestra en la Figura 4. Todos

los animales del grupo control murieron entre los dias 12 y 25. Los ratones mostraron



100 % de supervivencia al dia 50 cuando se trataron con > (.5 mg/kg de POSA y 30
mg/kg de ITRA. Dosis 2 0.1 mg/kg de POSA asi como 10 y 30 mg/kg de ITRA
significativamente prolongaron la sobrevivencia (P< 0.03). El estudio de supervivencia
con los ratones infectados con la cepa 97-2036 se muestra en la Figura 5,

Los animales pertenecientes al grupo control murieron entre los dias 14 a 27. Los
ratones tratados con POSA > 0.5 mg/kg mostraron de 90 a 100 % de superviviencia.
Significativa prolongacion de la sobrevivencia fue observada a dasis 2 0.01 mg/kg de
POSA yasuvez 10 y 30 mg/kg de ITRA (P< 0.05).

En la Tabla 17 se mucstran los resultados de los homogenizados de drganos de los
ratones infectados con ambas cepas de C. immitis indcpendientemente. Los animales
provinieron de los estudios de supervivencia. Se obtuvo entre un 30 y 80 % de
esterilizaciéon en ambos drganos cuando los animales fueron tratados con § y 10 mg/kg
de POSA, respectivamente. Este efecto no se observé en los grupos de animales tratados

con ITRA.
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Figura 4 Estudio de supervivencia de los ratones infectados con C. immitis cepa 97-960

100

(CMI = 0.25 pg/mL) y su tratamiento con posaconazol.

5

ALERE FLARMANTE.
e YR TS

| ~o—Posa @ 0.5mg/kg |

'('\(\w’\l ) !
\ "/ |
—de—Controles

¥ Posa @ 0.01 mg/kg

| —%—Posa @ 0.1 mg/kg

~>»=Posa @ 1 mg/kg
~+—Posa @ 5 mg/kg
—A—Posa @ 10 mg/kg
~&—|tra @ 10 mg/kg TID
- |tra @ 30 mg/kg TID

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Dias Post Infeccion



ivencia

Porciento de Supervy

Figura 5. Estudio de superviviencia de los ratones infectados con C. immitis cepa 97-

2036 (CMI = 1 pg/mL) y su tratamiento con posaconazol.
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Tabla 17. Recuperacién de C. immitis en ratones tratados con posaconazol €

itraconazol dei estudio de supervivencia.

% Esterilizacion

Tratamiento Cepa 97-960 Cepa 97-2036
(mg/kg) (CMI= 0.25 pg/mL) (CMI=1 pg/mL)
Bazo Higado Baze Higado
Controles 0 0 0 0
Posa @ 0.01 0 0 0 0
Posa @ 0.1 0 0 0 0
Posa @ 0.5 0 a 0 0
Posa @ 1 0 0 ¢ ¢
Posa @5 60 50 50 30
Posa @ 10 80 70 80 30
Itra @ 10 0 0 0 0
Itra @ 30 0 0 0 0
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3.3.2.1.3 Tratamiento con las formulaciones lipidicas.

Los resultados del estudio de supervivencia con la cepa 98-1037 se muestran en la tabla
L8. Los animales del grupo control murieron entre los dias 14 y 24. Todos los regimenes
terapéuticos prolongaron significativamente 1a supcrvivencia (P < 0.0001) sobre el grupo
control. No hubo diferencias significativas ¢n la supervivencia entre los diversos grupos
que recibieron tratamiento. El cultive de homogenizados de bazo e higado procedentes
del estudio de supervivencia mostrd 100% de esterilizacidn en ambos drganos, cuando
los ratones fueron tratados con 10 mg/kg de cualquicra de las preparaciones lipidicas y
un 50 a 70 % de esterilizacién en ambos érganos, cuando los animales fueron tratados
con 5 mg/kg de las formulaciones lipidicas. 25 % de esterilizaciéon en bazo ¢ higado fue
demostrado cuando s¢ administrd | mg/kg de ANFBCD, peto este efecto no se observa
en los animales que recibieron | mg/kg de ANFBL y ANFBCL. ANFB convencional no
mostrd esterilizacién de tejidos ni atin a dosis de 5 mg/kg. Los resultados del estudio de
superviviencia con la cepa 98-293 fueron muy similares a los obtemidos con la cepa
anterior, ver tabla 19. Sin embargo, dos ratones se murnieron 15 mirntutos despues de la

aplicacion de la cuvarta y quinta dosis de ANFB a 0.5 mg/kg (IV) y 1 mg/kg (IP).
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Tabla 18 Sobrevivencia y recuperacion de C. immitis en ratones infectados con la cepa

98-1037 y su tratamiento con las formulaciones de anfotericina B.
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Tabla 19. Sobrevivencia y recuperacién de C. immitis en ratones infectados con la cepa

98-293 y su tratamiento con las formulaciones de anfotericina B.

0.5 60 30
1 50 10
5 60 30
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3.3.2.2 Estudio de carga microbiana.

3.3.2.2.1 Tratamiento de caspofungina,

La carga microbiana de animales infectados con la cepa 98-449 fue determinada
cuando los animales murieron o sobre el dia 24 post-infeccién para aquellos que
sobrevivieron a ese dia. El tratamiento con CAS a dosis < 0.01 mg/kg no redujo la carga
fiingica y no hubo diferencia significativa con respecto al grupo control (P < 0.05). Los
ratones tratados con CAS a dosis = 0.5 mg/kg significativamente redujeron ia carga
microbiana en bazo, higado y pulmones en una forma claramente dependiente de la
dosis. Estos resultados se muestran en la Tabla 20.

Los resultados de animales infectados con la cepa 98-571 fueron muy similares a los
resultados anteriores. El tratamiento con CAS a 0.01 mg/kg fue inefectivo en la
reduccion de la carga microbiana y tampoco mostré diferencia significativa con
respecio al grupo control (P < 0.05). El tratamiento con CAS a dosis > 0.1 mg/kg fue
muy activo en la disminucién de la carga fiingica a niveles mas bajos que el grupo

control, y observandose este efecto de una manera dependiente de 1a dosis.
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Tabla 20. Carga microbiana en bazo, higado y pulmones de ratones tratados con

caspofungina.
Logic Media UFC/érgano
, Cepa 98-449 98-571
Tratduignts (CMI=8 pg/mL) (CMI=64 pg/mi.)
m
(mg/ke) Bazo Higado Pulmoncs Baze Higado Pulinones
Controles 6.979  6.386 7.106 6.974 7.123 7.114

Cas @ 0.01 6.661 6.787 6.985 6.885 7.122 7.043

Cas @ 0.1 6.489  6.491 6.553 6.576* 6.527*  6.463*

Cas@ 0.5 3 I8FL 5.352* 5.440* 3.419*% 5480  5.546*

Cas@1 4.579* 4.532* 4.565* 4.600%  4.549*  4.459*

Cas@5 4079% 4.128*%  4.024* 4.007*  3.964*  4.003*

Cas @ 10 2.450*%  3.070% 2.980% 2.977*  2.906* 3.071*
Prucba de Dunnett

* P < 0,05 al comparar con ¢l grupo control

3.3.2.2.2 Tratamiento con posacenazol.

El tratamiento con POSA a dosis 2 0.1 mg/kg significativamente disminuyé las

UFC en bazo, higado y pulmones en una forma dependicnte de la dosis con ambas



cepas ensayadas (97-960 y 97-2036). El tratamiento con ITRA a 10 mg/kg y 30 mg/kg
tambien redujo significativamente la carga microbiana con ambos aislamientos de C.

immitis. POSA administrado a dosis de 0.1, 0.5 y 1 mg/kg fue mas potente que ITRA a
10 mg/kg en la reduccion de carga microbiana en todos los 6rganos (P 0.01 a < 0.0001).
No se observé diferencia estadisticamente significativa entre POSA dado a 0.1 y 0.5
mg/kg e ITRA administrado a 30 mg/kg (P > 0.0001). Sin embargo, una significante
mejoria en la reduccién de la carga microbiana se observé en todos los 6rganos con 1

mg/kg de POSA en comparacién con 30 mg/kg de ITRA (P < 0.0001).

Tabla 21. Carga microbiana en bazo, higado y pulmones de ratones tratados con

posaconazol.
Log, Media UFC/érgano
Tratamiento Cepa 97-960 Cepa 97-2036
(mg/kg) Bazo Higado  Pulmones Bazo Higado Pulmones
Controles 6.147 6.317 6.165 6.139 6.296 6.143
Posa @ 0.1 4.366* 4,505* 4.450* 4.316* 4.448* 4.408*
Pasa @ 0.5 3.382% 3.489* 3.445* 3.403* 3.515* 3.394*
Posa @ 1 2.068* 2.305* 2.212% 2.100# 2.068* 2.082*
Itra @ 10 5.134* S:217* 5.459* 5.089* 5272* 5.244*
Itra @ 30 3.380* 3.432* 3.437* 3.305* 3.506* 3.597*

Prueba de Dunnett
* P <0.05 al comparar con ¢l grupo control
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3.3.2.2.3 Tratamiento con las formulaciones lipidicas de anfotericina B,

La Tabla 22 muestra los resultados derivados del estudio cuantitativo de carga
microbiana en bazo, higado y pulmones de los animales infectados con las cepas 98-
1037 y 98-293 y sus respectivos tratamientos. Los drganos en el grupo control tuvieron
altas cuentas de UFC de C. immitis por érgano. Comparaciones de cada régimen
terapéutico de las formulaciones lipidicas de ANFB (1 mg/kg) y la ANFB convencional
en ambas dosis (0.5 y 1 mg/kg), significativamente redujeron la carga microbiana sobre
los grupos control. Sin embargo, los ratones que recibieron ANFB a 0.5 y 1 mg/kg
tuvieron las mas bajas cuentas de UFC de C. immitis en todos los érganos estudiados

que la dosis de 1 mg/kg de cualesquiera de las formulaciones lipidicas.
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Tabla 22. Carga microbiana en bazo, higado y pulmones de ratones tratados con las

preparaciones lipidicas de anfotericina B.

Log,o Media UFC/érgano

Cepa 98-293 Cepa 98-1037
Tratamiento R ,

Bazo Higado Pulmones Bazo Higado Pulmones
Controles 6.276 6451 6911 6.141 6.812 6.112
ANFBCL 1.521*% —3.331* 3.984* 1.471* 3416* 3.789*
1 mg/ kg
ANFBDC 1.043*  2.871% 3.010%* 1.214%* 2.627* 3.152%*
1 mg/kg
ANFBL 1.162*  3.074* 3.315* 1.394% 3.119* 3.297*
1 mg/kg
ANFB
0.5 mg/kg (1V) 0.314* 1.177* 1.482* 0.352* 1.391* 1.084*
1 mg/kg (IP) 0.391* 1.989% 1.861* 0.416* 2.458% 2.458%*

Prueba de Dunnett

* P < 0.05 al comparar con el grupo control
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CAPITULO 4

DISCUSION

En este estudio utilizamos el método espectrofotométrico para la preparacién de los
indculos y para realizar las pruebas de susceptibilidad in vitro. Este método es fécil de
manejar, rapido y ampliamente conocido por el personal que trabaja en los laboratorios
clinicos. Estd publicado que el método espectrofotométrico proporciona en forma
reproducible suspensiones homogéneas en células de levaduras y en conidias de hongos
filamentosos. Pfaller et al (68) realizaron un estudio comparativo de 4 métodos para la
preparacion de inoculos con levaduras: el método espectrofotoméirico, la tarjeta de
Wickerham, el hematocitometro y el sistema Prompt. Las levaduras incluidas en el
estudio fueron Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata,
Cryptococcus neoformans y Saccharomyces cerevisiae. La menor variacion se obtuvo
con el método espectrofotométrico, ¢l promedio de los coeficientes de variacion intra dia
fue 6.1 % (rango de 1-18 %) y la variacién promedio inter dias fue 10 % (rango de 3-51
%). Por otro lado, Espinel-Ingroff et al (20) utilizaron el método espectrofotométrico
para la preparacién de indculos conidiales con 29 cepas de hongos filamentosos
clinicamente importantes (Aspergillus fumigatus, A. flavus, Mucor spp.,
Pseudallescheria boydii, Rhizopus spp., y Sporothrix schenckii), los coeficientes de

variacion estuvieron en el rango de 24.0 a 47.7 %.



Independientemente de los estadios morfologicos de C. immitis ensayados, a 90 y 95
% T obtuvimos los mas bajos valores de coeficiente de variacién tanto en los datos intra
como inter dias. Nuestros resultados fueron muy semejantes a la variabilidad obtenida en
la estandarizacién de indculos con levaduras y conidias de hongos diferentes a C.
immitis.

En general, la preparacién de los indculos con una poblacién predominantemente hifal
(4 dias) fue mas tardada debido a la dificultad para conseguir suspensiones homogéneas,
especialmente 2 75 y 80 % T. A pesar de que C. immitis crece rapido, en 4 dias de
incubacion algunas colonias no estan suficientemente desarrolladas para conseguir
suspensiones fungicas a esos % T y frecuentemente se necesitd mas de un tubo de
cultivo para alcanzar tales concentraciones. Sin embargo, creemos que esta fase debe
considerarse en las pruebas de susceptibilidad porque se produce rdpidamente en cste
hongo y es menos peligrosa, ademas en algunos otros hongos filamentosos el desarrollo
de estructuras fructificantes toma un tiempo prolongado y por otro lado, las hifas son las
unicas estructuras producidas en otros hongos. La preparacioén de inéculos con cultivos
de 10 y 20 dias de incubacién fueron mas faciles de preparar y estandarizar que la de 4
dias. La ventaja de trabajar con conidias germinadas en los ensayos de susceptibilidad in
vitro ¢s la mayor uniformidad de edad de las células pero las desventajas son el
prolongado tiempo de incubacién, la peligrosidad de los cultivos y en el laboratorio la
germinacidn de las conidias involucra un paso mas en la preparacion de los indculos.
Con respecto a la actividad in vitro, estudiamos ¢l impacto de la incorporacién de los
polienos en los portadores lipidicos sobre ¢l resultado de las pruebas de susceptibilidad.

Este estudio demostrd que €l portador lipidico de las diversas preparaciones de
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ANFB interfiere con los resultados in vitro. Si la ANFB permanece sin cambios
guimicos en su asociacion con las moléculas lipidicas, cualquier diferencia en las
pruebas in vitro puede atribuirse a la interferencia con el portador (1). Bajo condiciones
de laboratorio estandarizadas, POSA exhibié una actividad antifingica muy similar al
ITRA. Sin embargo, POSA fue considerablemente mas efectivo que ITRA en el modelo
murino de coccidioidomicosis sistémica. VORI mostrd mayor potencia in vitro contra
los aislamientos de C. immitis que el FLU. Debido a que la vida media del VORI en el
ratén es muy corta, este animal no es el indicado para medir la actividad antifingica in
vivo, razén por la cual no llevamos a cabo los estudios en animales para este antifiingico
en particular.

Por otro lado, determinamos que los varios estadios morfologicos de C. immitis
ensayados como indéculos en las pruebas in vifro no ejercieron una diferencia sobre los
resultados de CMI/CML enire los indculos hifales y conidiales y entre los inéculos con
conidias germinadas y conidias no germinadas. Aunque hubo diferencias en la
metodologia ensayada y los hongos evaluados, nuestros datos in vitro son muy similares
a los obtenidos por Bezjak (7) y Manavathu (51) pero diferentes a los conseguidos por
Guarro (35).

Para la realizacion de las pruebas de susceptibilidad in vitro con los antifingicos
elegidos para esta investigacion, decidimos ajustar los inéculos a 95 % T debido a los
menores coeficientes de variacién conseguidos y también porque a este % T las
UFC/mL estuvieron en el rango de 1 x 10* - 7 x 10* UFC/mL, concentracién muy

cercana a la recomendada en el documento M38-P del NCCLS (62).



Este estudio demostré una pobre actividad in vitro de la CAS contra C. immitis, con
CMI en el rango de 8 a 64 pg/mL. Sin embargo, CAS fue altamente efectiva en el
tratamiento de la coccidioidomicosis experimental, a pesar de las diferencias en CMI de
las cepas elegidas para los estudios en animales. La CMI fue determinada de acuerdo a
los criterios convencionales seguidos por la metodologia del documento M38-P del
NCCLS. El NCCLS no ha evaluado ningin compuesto péptido con actividad
antifingica. Inferimos que el uso de un determinado punto de corte para un compuesto
antifungico puede no ser valido para otros compuestos antimicéticos. Por lo que
pensamos que para desarrollar pruebas de susceptibilidad con antifiingicos relevantes
clinicamente, nuevos criterios totalmente diferentes pueden ecstablecerse para estos
NUEvos compuestos.

Estudios con Aspergillus spp. han mostrado que la lectura de corte para los nuevos
péptidos han sido modificados para obtener correlacion con otros pardmetros de
actividad antifimgica. Kurtz et al (47) hicieron observaciones microscopicas de los
pozos de la placa de micro dilucion y mostraron que en la presencia de CAS, las hifas
estaban distalmente divididas y muy engrosadas en las puntas. Macroscopicamente,
estos cambios correspondieron a la produccion de grumos del crecimiento filngico en los
pozos de las placas. Ellos propusieron el uso de la concentracién minima efectiva
(CME) como ¢l nuevo punio de corte en la determinacion de susceptibilidades frente a
compuestos de naturaleza peptidica.

CAS es un compuesto antifingico que representa un reto para la metodologia presente

utilizada en los estudios in vitro. Los criterios de punto de corte parecen ocupar una

67



posicion importante entre las numerosas variables que pueden influir los resultados de
actividad in virro.

En este estudio se detectaron diferentes actividades in vitro de CAS fiente a C. immitis,
pero no se detectaron diferencias de comportamiento de las cepas en los estudios
de eficacia terapéutica in vivo. Los ratones tratados con CAS a 1, 5§ y 10 mg/kg
sobrevivieron mas tiempo que el grupo control. CAS fue ligeramente menos efectiva en
el estudio de supervivencia con la cepa 98-571 que con la 98-449. Sin embargo, cuando
se compararon los resultados de los estudios de carga microbiana, CAS no mostré
diferencias estadisticamente significativas en la eficacia de la disminucién fingica en
las dos cepas estudiadas.

Con respecto al POSA, los dos aislamientos de C. immitis utilizados in vivo mostraron
perfiles de susceptibilidad muy estrechos (0.25 y 1 pg/mlL). El estudio de superviviencia
realizado con la cepa 97-960 (S), POSA dosis 2 0.5 mg/kg/dia asi como [TRA a 30
mg/kg/tres veces al dia fue capaz de prevenir la muerte con un 100 % de supervivencia
al dia 50. El estudio con el segundo aislamiento, 97-2036 (R) mostré que a dosis > 1
mg/kg/dia e ITRA a 30 mg/kg/tres veces diariamente fueron efectivos en prolongar la
superviviencia al 100% al dia 50. El cultivo de 6rganos de ratones tratados con 5 y 10
mg/kg/dia con ambos aislamientos de C. immitis mostraron altos porcentajes de
esterilizacién. ITRA no mostré esterilizacién ain a dosis de 30 mg/kg/tres veces al dia.
La potente actividad de POSA fue evidente en su efecto de esterilizacion, efecto no
demostrado actualmente por ningin triazol. En el estudio de carga microbiana de

arubos aislamientos, todas las dosis de POSA (0.1, 0.5 y 1mg/kg) e ITRA (10y 30



mg/kg) significativamente redujeron la carga microbiana en bazo, higado y pulmones.
No hubo diferencia significativa en los estudios de carga microbiana entre las dos cepas.

Las tres formulaciones lipidicas de ANFB fueron toleradas, aun mejor que la ANFB
convencional ya que mayores dosis de la droga pudieron administrarse con una
reduccion de los efectos adversos. La ANFB convencional administrada ya sea
infravenosamente o intraperitonealmente fue muy potente en la disminucién de la
carga fiingica en los animales. Sin embargo, la ANFB convencional no fue suficiente
para lograr l1a esterilizacién de los organos ensayados. Las tres preparaciones de ANFB
asociadas con lipidos al aplicarse en dosis mayores si lograron la esterilizacién de bazo e
higado. A pesar de que algunas de estas preparaciones han sido reportadas comio
eficaces en el tratamiento de la coccidioidomicosis experimental (9, 10, 11), este ¢s el
primer estudio in vivo que llevé a cabo la evaluacion de las eficacias de las tres
preparaciones lipidicas asi como de la ANFB convencional.

Las pruebas de susceptibilidad in vitro llevadas a cabo en este estudio bajo las
condiciones ya descritas proporcionaron rangos de CMI/CML muy estrechos para todos
los antifimgicos ensayados, este hecho dificulté la clasificacién de cepas de C. immitis
como resistentes o susceptibles para cada compuesto antifiingico. Probablemente esta es
la razén mas importante por la que las pruebas in vitro no tuvieron el efecto predictivo
del resultado del tratamiento antifiingico en los estudios in vivo utilizando el modelo

murino de coccidioidomicosis sistémica.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

No se obtuvo una correlacion entre las prucbas de susceptibilidad in vitro y los
resultados del tratamiento antifiingico invive en este modelo murino de

coccidioidomicosis sistémica

La metodotogia aceptada actualmente genero rangos estrechos de susceptibilidad
en términos de CMI y CML con los compuestos antifingicos ensayados.
Nuestros datos indican que los parametros convencionales de las pruebas de

susceptibilidad deben re-evaluarse para ¢l caso especifico de este hongo.

Caspofimgina, posaconazol y las formulaciones lipidicas de anfotericina B
pueden incrementar el armamento de drogas antifiingicas en el tratamiento de

coccidioidomicosis humana.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Actualmente los estudios de correlacion in vivo-in vitro han estado enfocados
principalmente a infeccicnes por Candida spp. y en menor grado a infecciones
producidas por Cryptococcus neoformans. Se ha realizado muy poco trabajo para
establecer la correlacion in vivo-in vitro para infecciones producidas por hongos
filamentosos y los pocos esfuerzos se han encaminado a infecciones invasivas por
" Aspergillus spp.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que deben ensayarse variaciones en
los diversos parametros de las pruebas de susceptibilidad in vifro. El estudio de
diferentes medios de cultivo, un rango amplio de pH en los medios de cultivo, una
varicdad de temperaturas y tiempos de incubacién, diferentes concentraciones de
mnoculos, diferentes formas de evaluar las lecturas de punto final probablemente
proporcionen rangos amplios de CMI/CML en cepas de C. immitis y sea mas factible
la categorizacién de cepas resistentes o susceptibles para este hongo. El estudio
profundo de estos parametros podria transformar una prueba de susceptibilidad in

vitro en una prueba clinicamente relevante.
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