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RESUMEN

Sandra Verénica Aguilar Gonzalez. Fecha de obtencién del grade: Septiembre
de 2006

Universidad Auténoma de Nuevo Leén, Facultad de Medicina.

Titulo del estudio: ACTIVIDAD DE CASPOFUNGINA CONTRA P. boydii:
ENSAYOS IN VITRO E IN VIVO.

Numero de Paginas: 63

Candidato al Grado de Maestro en Ciencias con Especialidad

en Microbiologia.
Area de estudio: Microbiologia.
Propdsito y Método de estudio: El surgimiento de nuevas opciones terapéuticas con
un nuevo mecanismo de accion distinto a los antifiigicos convencionales (polienos y
triazoles), como los péptidos (caspofungina) han incrementado la necesidad de
realizar ensayos in vitro e in vivo para poder determinar su probable actividad en la
terapia antifingica. El objetivo principal de este trabajo fue determinar la
susceptibilidad in vitro e in vivo de P. boydii contra diversos antifungicos y el
tratamiento antifingico en un modelo murino de pseudallescheriasis sistémica.
Para efectuar este estudio probamos susceptibilidad in vitro con 11 cepas de P.
boydii, las pruebas se llevaron a cabo siguiendo el método de referencia M38-A del
Clinical Laboratory Standards Institute para obtener asi datos de la CMI y CME.
Un aislamiento de P. boydii fue utilizado para el estudio in vivo. Ensayos de
supervivencia y de carga microbiana fueron utilizados para valorar la respuesta del
tratamiento de una pseudallescheriasis murina con caspofungina, fluconazol y
anfotericina B.

Coniribuciones y Conclusiones:

En los estudios in vitro caspofungina, fluconazol y anfotericina B mostraron poca
actividad en contra de P. boydii. Los valores que se obtuvieron de CMI y CME para
caspofungina fueron muy similares. La anfotericina B mostré valores de CMI > 16
ug/ml. En el estudio in vivo anfotericina B fue inefectiva para prolongar la
supervivencia comparada con el grupo control. La caspofungina y fluconazol
fueron efectivas sélo en las dosis mas alta ensayadas (20mg/kg dos veces al dia). Sin
embargo ningln antifingico fue capaz de erradicar al hongo de los tejidos.

Dra. Gloriaana Gonzalez Gonzalez.
Director de tesis
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CAPITULO1

INTRODUCCION

1.1 Antecedentes historicos.

El hongo Pseudallescheria boydii fue aislado por primera vez por Tarozzi
en un paciente italiano que padecia micetoma (77). Tarozzi aislé la forma
asexual o imperfecta del hongo que posteriormente fue nombrada como
Monosporium apiospermum por Saccardo en 1911 (2). En 1921, Boyd y
Crutchfield aislaron un hongo que era capaz de producir cleistotecios
(reproduccion sexual) a partir de un aislamiento clinico de un paciente de
Texas, en Estados Unidos de América (14). Shear, clasificé una nueva especie
del género Allescheria a la cual denominé como A. boydii (73). En los
siguientes 20 afios, este microorganismo fue generalmente aceptado como 2
distintos agentes causales de micetoma. Fue hasta 1944, cuando Emmons
demostré que este hongo podia presentar distintas fases de reproduccion,
siendo Scedosporium apiospermum la forma anamérfica (asexual) y P. boydii
la forma teleomérfica (sexual) (27). Algunos aiios después en 1951, este hongo
fue aislado del suelo por Libero Ajello, estableciendo la naturaleza saprofitica
de este hongo (3). Creitz y Harris describieron el primer caso de infeccion por
Allescheria boydii a partir de un aislamiento clinico de una expectoracion en
un paciente con signos y sintomas muy similares a la tuberculosis (18). A
mediados de los afios 70°s se reportaron diversos casos clinicos implicando a
P. boydii en enfermedades pulmonares graves y otras infecciones en vias

respiratoria bajas (6). Hasta 1990, este microorganismo era conocido como



un patégeno poco frecuente, sin embargo para el aiio 2000, P. boydii surgié
como un patdgeno oportunista emergente asociado con una significante

morbi-mortalidad en pacientes inmunocomprometidos (83).

1.2 Caracteristicas microbiologicas de P. boydii.

P. boydii es un hongo homotélico, que crece rapidamente en medios de
cultivo estindar como agar Sabouraud o agar papa dextrosa, madurando en
aproximadamente de 7-10 dias. Produce una colonia de apariencia
algodonosa de color blanco que con el transcurso del tiempo cambia a un
color café claro o gris (40). El estado sexual conocido como P. boydii esté
caracterizado por la presencia de cuerpos fructiferos en el medio de cultivo
denominados cleistotecios (6rgano sexual de reproduccion) los cuales tienen
un color marrén o café, con un tamafio de 140-250 um de diametro,
generalmente son abundantes al madurar el cultivo, y en su interior se
encuentra una célula reproductora (ascocarpo) la cual madura dentro del
cleistotecio. La pared del ascocarpo (cuerpo fructifero que en su interior
contiene ascosporas) esta compuesta de sencillas paredes de células
poligonales. La ascospora, tienen una medida de 4-5 p por 7-8 u de diametro.
Al abrirse cada ascocarpo, son liberadas hacia el exterior una gran cantidad
de ascoporas (76). Dificilmente las ascosporas son confundidas con las
conidias (esporas asexuales producidas en las puntas o sobre la hifa) porque
las ascosporas contienen en su interior gotas de aceite y ademds carecen de
una base truncada. Algunos aislamientos clinicos no producen esta estructura

sexual en los cultivos primarios por lo que se requieren periodos de



incubacion prolongados de 2 a 3 semanas y resiembras en medios de agar
papa dextrosa (70).

Morfolégicamente, Scedosporium apiospermum produce hifas septadas
y hialinas de aproximadamente 2-4 pm de diametro. Tiene conididforos
largos y rectos que terminan en una aneloconidia, pueden presentarse de
manera simple o en pequefios grupos. Las conidias son pequeiias y de forma
ovalada con el extremo mas ancho hacia el dpice y un aspecto truncado en la
base (80). Este hongo puede presentar ademds otro estado amamérfico
(asexual) denominado Graphium eumorphum, esta fase estd caracterizada por
la presencia de agregados de hifas fusionadas desde el talo, conocidas como
sinemata. Cada sinemata termina en un racimo de conidias cilindricas y
hialinas (52).

1.3 Ecologia y epidemiologia de P. boydii.

P. boydii se ha establecido firmemente como un hongo saprofitico, con
una amplia distribucién a nivel mundial. Usualmente se encuentra sobre
sustratos ricos en nutrientes y €s capaz de crecer en condiciones anaerobias
(21). Ademis se ha aislado del suelo, en aguas contaminadas, aguas
residuales, estiércol de ganado, entre otros (17, 85). Este microorganismo
presenta una marcada variacién genética en cepas aisladas de un medio
ambiente similar, sin embargo se han encontrado cepas con genotipos muy
similares de diversas regiones geograficas (69).

1.4 Infeccién clinica.
El espectro clinico de las infecciones por P. boydii presenta un rango

muy amplio que varia desde una infeccién localizada hasta una enfermedad



sistémica. La pseudallescheriasis puede presentarse en casi cualquier sitio. La
extension y la severidad de la infeccién dependeran fundamentalmente del
estado inmune del paciente (87). En general, una enfermedad localizada
ocurre tanto en pacientes inmunocompetentes como inmunosuprimidos, y
usualmente resulta por la implantacion por material contaminado debido a
una herida. La enfermedad mas frecuente reportada es el micetoma (51).
Otras enfermedades ocasionadas por P. boydii son: osteomielitis (46), artritis,
sinusitis (79), abscesos cerebrales (59), enfermedades pulmonares invasivas
(6), enfermedades oftdlmicas como una queratitis y endoftalmitis (91),
¢ndocarditis (61), prostatitis crénica y enfermedades de diseminacién
sistémica (47). El tracto respiratorio es el principal portal de entrada de
infecciones invasivas en sujetos inmunocomprometidos (88). El espectro
clinico de una pseudallescheriasis pulmonar es muy similar a una infeccién
pulmonar por Aspergillus spp. Las manifestaciones incluyen: enfermedades
pulmonares alérgicas, abscesos pulmonares y neumonia. Recientemente se
reportd un 8.6 % de colonizacién pulmonar por P. boydii en secreciones de

individuos con fibrosis quistica (72).

1.5 Factores de riesgo.

El incremento en la incidencia de las infecciones por P. boydii parece
estar  atribuido principalmente a la prevalencia de pacientes
inmunocomprometidos, debido a la infeccion con el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH), la administracién de medicamentos

antinecoplasicos o inmunosupresivos, el desarrollo de enfermedades crénicas



tales como la diabetes y tuberculosis, pacientes trasplantados, el uso de
instrumentos de cateterizacidon. Otras de las posibles razones por las cuales se
ha incrementado la incidencia de las infecciones por P. boydii incluyen un alto
numero de pacientes a los que se les realiza algin procedimiento invasivo, y
en individuos con frecuentes hemodialisis (83).

1.6 Respuesta del huésped.

Estudios sobre las defensas del huésped contra P. boydii han recibido
poca atencién. Al igual que Aspergillus fumigatus, los macréfagos han
mostrado un papel importante en la fagocitosis de conidias de P. boydii. Los
leucocitos polimorfonucleares actian en presencia de hifas. Sin embargo,
existe una variable actividad en la susceptibilidad a la micloperoxidasa en
algunos aislamientos clinicos. Condiciones como una inmunidad defectuosa y
una disfuncionalidad fagocitica asi como casos de neutropenia parecen ser los
factores mas importantes de riesgo para la adquisicién de una infeccién por
este hongo (29).

1.7 Modelo murino de pseudallescheriasis sistémica.
Actualmente se cuenta con un reporte de un modelo murino de
psedallescheriasis sistémica (34). Este modelo de diseminacién sistémica fue
desarrollado principalmente para evaluar la eficacia terapéutica de
diversos antifiingicos. Ratones ICR con y sin ciclofosfamida fueron
infectados con el aislamiento clinico de P. boydii 00-180. Se prepararon
inéculos, los cuales fueron evaluados en un rango de 1 x 10 Yas5x10°8
UFC/ml. Al incrementarse la concentracion del indculo se disminuyd el
porcentaje de supervivencia en los ratones infectados inmunosuprimidos en

comparacién con los animales no inmunosuprimidos. Fue observada una



mortalidad del 100% con la dosis de 5 x 10° UFC/raton en las primeras 24 h
posteriores a la infeccion. Todos los ratones que fueron inoculados con la
concentracién de 1 x 10 ®y 5 x 10 ° UFC / ratén murieron al 3 dia post-
infeccién. En la concentracién de 1 x 10° UFC / ratén, el 100 % de los
ratones murieron al sexto dia post-infeccion. El cincuenta por ciento de los
ratones que fueron inoculados con la menor concentracién de conidias de P.
boydii 1 x 10 * UFC por ratén, sobrevivieron al finalizar el estudio. Los
resultados del estudio de carga microbiana mostraron la diseminacién
rapida de P. boydii hacia distintos 6rganos y su establecimiento in situ
exceptuando el corazén en donde el microorganismo fue eliminado al
quinto dia. El pulmén, rifibn, bazo e higado mostraron una reduccién
progresiva sobre el tiempo en las UFC por gramo de 6rgano. Sin embargo,
el cerebro mostré un incremento en las UFC por gramo de érgano. En
cambio, los estudios cuantitativos de los oOrganos en ratones
inmunosuprimidos mostraron la infeccion persistente en la mayoria de los
Organos estudiados en los ratones (p > 0.0001). El cerebro fue el 6rgano mas
afectado confirmando con este estudio el neurotropismo de este hongo
patogeno.
1.8 Diagndstico.

El diagnostico de una infeccion fingica invasiva debe estar basada

idealmente en la combinacion de los hallazgos histopatolégicos,

microbioldgicos y clinicos (89).



1.8.1. Histopatologia.

La identificacién de P. boydii no puede ser dada sélo por histopatologia
debido a las similitudes con otro tipo de hongos filamentosos, particularmente
de los géneros de Aspergillus spp y Fusarium spp (76). Es por esto que el

diagnéstico definitivo depende de la identificacién del hongo en el cultivo.

1.8.2 Caracteristicas del cultivo.

La identificacion de la fase sexual y/o asexual en el cultivo de este
hongo facilita la diferenciacion de P. boydii de otros hongos. La especie mas
relacionada con P. boydii es Scedosporium prolificans; este hongo produce
cultivos oscuros y presenta conidias pequefias y anchas. A diferencia de §.
apiospermum, esta especie no asimila el ribitol, xylitol y L-arabitol. Es de vital
importancia poder distinguir estas dos especies ya que S. prolificans muestra

un patrén de resistencia in vitro diferente a S. apiospermum (71).

1.8.3 Métodos moleculares.

Nuevos métodos de diagnodstico molecular como la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) han comenzado a desarrollarse y serdn de gran ayuda
en el futuro para poder distinguir a P. boydii de otros hongos. Wedder y
colaboradores disefiaron los primers basados en la secuencia interna de
transcripcién (90). La secuenciacién SSU fue transformada por Issakainen y

colaboradores en 1997 (45). Las especies del género de Pseudallescheria



presentan una variabilidad infraespecifica. Los mapas de restriccién SSU e

ITS se basaron en las secuencias NCBI U43913, U43914 y CBS 101.22

1.9 Tratamieato.

1.9.1 Antifungicos convencionales.

Las opciones disponibles para el tratamiento de las pseudallescheriasis
son muy limitadas y la tasa de supervivencia es muy baja en los pacientes con
este tipo de infecciones, Constantemente existe la bisqueda de nuevas
moléculas que ayuden en el tratamiento de infecciones fiingicas sistémicas. La
terapia convencional durante los ultimos 25 afios, para el tratamiento
primario de las infecciones sistémicas se han enfocado principalmente a
agentes que atacan directa o indirectamente la integridad de la membrana
celular: Los polienos como la anfotericina B (ANF B) y los triazoles tales
como fluconazol (FLU) e itraconazol (ITRA). Estos dos grupos de agentes
antifingicos ejercen su efecto alterando la osmosis de la membrana celular

fungica, ocasionando posteriormente la lisis celular (31).

1.9.1.1 Polienos.

La ANF B es un polieno macrélido producido por un actinomiceto del
suelo llamado Streptomyces nodosus. Es un potente antifingico con un amplio
efecto fungicida y ha sido por mucho tiempo la droga de eleccién para el
tratamiento de infecciones fiingicas sistémicas. Es un compuesto anfotérico

que posee una cadena hidrocarbonada poliénica lipofilica (74) Es poco soluble



en agua y la formulacidn clinica (Fungizone) consiste de micelas de ANF B
acomplejadas con desoxicolato de sodio como agente solubilizante. La ANF B
ejerce su accion al unirse al ergosterol de la membrana plasmatica fingica,
incrementando la permeabilidad celular promoviendo la pérdida de
sustancias celulares, en especial la pérdida de potasio ocasionando asi la
muerte celular (27). La ANF B convencional y sus nuevas formulaciones
presentan un amplio espectro de actividad contra muchos hongos patogenos
(74). La ANF B, sin embargo, interactiia con esteroles de la membrana
celular animal como el colesterol lo cual contribuye a diferentes efectos
adversos; entre estos se encuentran los denominados efectos agudos como
son: fiebre, escalofrios, tromboflebitis y cefalea. Los efectos crénicos mas
importantes son insuficiencia renal en asociacién con azoemia, acidosis
tubular renal y desequilibrio electrolitico (10). El dafio de la funcién renal
generalmente aparece a la segunda semana del tratamiento y puede

presentarse en alrededor del 80% de los pacientes (74).

1.9.1.2 Triazoles.

Los triazoles inhiben la enzima lanosterol dimetilasa, bloqueando la
sintesis del ergosterol. Ademés proveen un mejor perfil de tolerabilidad que
la ANF B, pero su actividad antifungica es dependiente de la concentracién
administrada. La introduccion de los triazoles como FLU e ITRA, han
provisto una nueva estrategia en el tratamiento de micosis sistémicas desde el
comienzo de los 80°s. Estas drogas difieren de los imidazoles por la presencia

de tres nitrdgenos insertados en el anillo azdlico en lugar de dos nitrégenos



(38). En la actualidad existen pocos triazoles en etapas finales de
experimentacion clinica. Entre ellos se encuentran el posaconazol (POSA) y el
ravuconazol (RAVU) (67). El VORI ha mostrado una alta actividad in vitro
en contra de algunas especies de hongos patogenos, incluyendo a P. boydii
(53). Torre-Cisneros y colaboradores, describieron que 3 de 10 pacientes con
pseudallecheriasis se recuperaron satisfactoriamente después del tratamiento
con VORI (78). Scedosporium apiospermum presenta una variable
susceptibilidad a ITRA, VORI y POSA (19, 25,89). Gonzalez y colaboradores
(32) evaluaron la actividad del POSA con sus antecesores (FLU ¢ ITRA) in
vitro € in vivo en €l modelo de pseudallescheriasis sistémica antes mencionado.
Se realizaron pruebas de susceptibilidad in vitro con 30 aislamientos clinicos
de P. boydii usando el método de referencia para las pruebas de
susceptibilidad para hongos filamentos M38-A del Clinical Laboratory of
Standards Institute (CLSI). Para los ensayos in vivo POSA fue administrada
oralmente en dosis de 0.5, 1, 5, 10, 30 y 50 mg/kg una vez al dia (UD) y 25
mg/kg dos veces al dia (DD), FLU fue administrada por via oral en la dosis de
20 mg/kg (DD) e ITRA se administré en la dosis de 30 mg/kg tres veces al dia.
Los resultados obtenidos en el estudio in vitro mostraron rangos de CMI para
POSA, ITRA yFLU de 0.125a 1, 0.5 a4 y de 32 a >64pg/ml respectivamente.
Este estudio demostr6 que POSA fue mds activo in vitro contra P. boydii que
ITRA y FLU. Sin embargo en los estudios in vivo POS fue efectivo sdlo a dosis
mis altas (& 25 mg/kg) confirmando la alta resistencia de este
microorganismo a esta droga. FLU no fue activa en los estudios in vitro, pero
en los estudios de carga microbiana los resultados obtenidos fueron muy

similares a los obtenidos con POSA.
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La importancia de P. boydii a nivel médico, radica en que este hongo
es altamente resistente a los antifiingicos utilizados convencionalmente en las

micosis sistémicas: ANF B, FLU e ITRA.

1.10 Nuevas opciones en la terapia antifiingica.

Las equinocandinas pertenecen a una nueva familia de agentes
antifingicos que tienen un nuevo mecanismo de accién. Este mecanismo de
accion difiere de los agentes antifiingicos antes mencionados, los cuales actiian
a nivel de la membrana celular. El primer compuesto del cual se derivaron
las equinocandinas fue la pneumocandina B0 la cual fue identificada en el afio
1974 (65). En 1989 se reportd, ¢l compuesto MK-0991 conocido actualmente
como caspofungina (CAS) (39), y el compuesto (FK463), ahora conocido como
micafungina fue identificado hasta el afio 1990 (43). Se han descrito otros
compuestos similares a las equinocandinas, algunos de ellos son también
derivados semisintéticos de la fermentacién natural de microorganismos,
incluyendo ~ enfumafungina, = las  arbocandinas,  papulacandinas,
arundinfungina y HMR 3270. Un anédlogo de la pneumocandina B0 que se
estudid a nivel clinico fue la cilofungina, la cual mostré actividad en contra de
Candida spp, esta molécula en particular resulté dificil de preparar y su
formulacion resultd ser altamente toxica (84). La pared celular fiingica es una
estructura rigida que consiste de grandes polisacaridos: B-(1,3)-D-glucanas
(componente esencial de la pared celular de numerosas especies fiingicas.), B-
(1,4)-D-glucanas, pB-(1,6)-D-glucanas, quitina, mananas o galactomananas y a

glucanas y glicoproteinas (28). El blanco de todas las equinocandinas es un
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complejo enzimético en la sintesis de la pared celular, la B-1,3-D-glucana
sintetasa. Aunque los hongos son eucariotes, las células de mamiferos no
contienen [3(1,3)-D-glucanas, sugiriendo que estos compuestos son
selectivamente activos en contra de células fiingicas por lo tanto representan

un fuerte blanco de accién para la terapia antifungica (28, 41).

1.10.1 Caspofungina

CAS (MK-0991), (L-743,872) fue la primera equinocandina aprobada
por la Food and Drug Administration (FDA) para el tratamiento de
infecciones flngicas. Es un lipopéptido semisintético soluble en agua,
producto de la fermentacion del hongo Glarea lozoyensis. Es un derivado de la
pneumocandina B0 (1). La férmula estructural de CAS se muestra en la

figura 1.

Figura | Férmula estructural de caspofungina.
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Las cadenas de [ (1,3)-D-glucanas forman wuna s6lida matriz
tridimensional, la cual provee de forma y estructura mecénica a la pared
celular. El bloqueo de la sintesis de 1a B (1,3)-D-glucana de la pared celular,
mediante la inhibicién no competitiva de la enzima (3(1,3)-D-glucana sintetasa
ocasiona la lisis celular. La inhibicion de la sintesis de las B (1,3)-D-glucanas
produce un doble efecto, fungistdtico y fungicida. El efecto fungistatico
resulta del bloqueo en la sintesis de la pared celular, reduciendo el
crecimiento del hongo. La actividad fingicida de CAS se ha demostrado s6lo
en especies de Candida spp (9, 12). En estudios in vitro este compuesto mostréd
un efecto antifingico poco convencional en contra de especies de Aspergillus,
actuando selectivamente sobre las extremidades de [a hifa, sitio principal de
la sintesis de la pared celular. Este efecto fungistatico se observé por primera
vez en un cultivo de A. fumigarus con CAS en donde hubo una reduccion en el
crecimiento y los cambios anormales en la morfologia de las hifas fueron
observados en el microscopio electronico (13).

La CAS fue aprobada por la FDA para el tratamiento empirico de infecciones
fungicas ocasionadas por los géneros de Candida spp y Aspergillus spp. En
enero del 2001 se aprobé para el tratamiento de las aspergillosis invasivas
refractarias o intolerantes a la ANF B (80). Posteriormente en septiembre del
2002 fue aprobado su uso para el tratamiento de candidiasis esofégica (81) y
en enero del 2003 para el tratamiento de las candidemias e infecciones por
Candida como abscesos intraabdominales, peritonitis e infecciones en el

espacio pleural (82).
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La biodisponibilidad de CAS por via oral es muy baja, requiriendo de
la administracion por via parental. La unién de este compuesto a las
proteinas (albiimina) es muy alta, con rangos de 96-99 %, la eliminacién en
plasma es de 9-11 h y es metabolizada en compuestos activos en el higado
(39). En un estudio multicéntrico aleatorio, con doble ciego Villanueva y
colaboradores compararon a CAS y ANF B en el tratamiento de esofagitis
por Candida spp en pacientes adultos. La CAS fue mejor tolerada y mas
efectiva que ANF B en el tratamiento de candidiasis esofagica en este estudio.
Otro estudio, compar$ a CAS con FLU en el tratamiento de esofagitis por
Candida en un estudio multicéntrico, aleatorio y triple ciego. La incidencia de
efectos adversos fue similar en ambos grupos: El porcentaje de efectos
adversos observados para el grupo de CAS y FLU fue de 54% y 51 %
respectivamente. No se observd una diferencia significativa entre ambos

grupos (86).

1.10.1.1 Actividad in vitro.

El espectro tedrico de la actividad de CAS se extiende a todos los
microorganismos que poseen B-(1,3)-D-glucana. Los estudios de
susceptibilidad in vitro con CAS se han realizado utilizando los métodos de
referencia del CLSI. Sin embargo estos métodos no ha sido estandarizado
para las equinocandinas, ya que el punto de corte de Concentracién Minima
Inhibitoria (CMI) empleado en las pruebas de susceptibilidad no muestra una
correlacion entre los estudios in vitro y los in vivo. La CAS muestra una

actividad fungicida in vitro dependiente de la concentracién y es activa en
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contra de especies de Candida, incluyendo especies azoles y ANF B resistentes.
Las CMI obtenidas con CAS oscilan entre 0.15 y 4 ng/ml dependiendo de la
especie (20, 78). Se han realizado estudios en donde s¢ han comparado los
resultados de CMI usando el método de microdilucién con puntos de corte del
100% de inhibicion, en donde Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis y C.
parapsilosis mostraron CMlgees < 1 pg/ml (en un rango de 0.125-1 pg/ml).
Candida krusei, Candida guilliermondii y Candida famata presentaron CMI > 1
pug/ml (en un rango de 1-2 pg/ml) (20, 78, 6). CAS al igual que otras
equinocandinas, no es activa contra Cryptococcus neoformans, debido a la
composicion de la pared celular de este hongo, donde se llegan a obtener
CMIs de >32pug/ml (48,1).

La actividad de CAS se ha evaluado contra upa gran cantidad de
hongos filamentosos patégenos principalmente en aquellos que son
responsables de un gran namero de infecciones. Este compuesto es activo en
contra de Aspergillus spp. La actividad de CAS contra otros hongos
filamentosos puede variar entre especies. La CAS es activa en contra de

Paecilomyces variotii (CMI £ 0.5 pug/ml) pero no contra Paecilomyces lilacinus

(CMI 2 3 pg/ml) y es activo en contra de S. apiospermum pero no contra S.
prolificans (65,20). El problema en determinar la actividad de CAS es que no
muestra las clasicas CMI (100 % de inhibicion) en los métodos de dilucién en
caldo contra hongos filamentosos. Las CMIs son dificiles de determinar con
exactitud debido a la reduccién persistente del crecimiento. Asi, CAS
presenta una actividad fungicida contra las especies de Aspergillus debido a
que blanco de accion de CAS, las B (1,3)-D-glucanas son incorporadas

activamente en las puntas y ramificaciones de las hifas, CAS sélo lisa las
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células que estan creciendo activamente en las puntas y las ramificaciones de
las hifas produciendo caracteristicos cambios morfologicos (observados sélo
microscOpicamente) y agrupamientos del crecimiento fiingico en los tubos

utilizados en las pruebas de susceptibilidad (27).

1.10.1.2 Actividad in vivo.

1.10.1.2.1 Candidiasis.

Algunos estudios han demostrado la eficacia de CAS en modelos de
candidosis diseminada en ratones inmunocompetentes e inmunosuprimidos
(1). Datos experimentales han confirmado su eficacia en ratones
inmunosuprimidos infectados con cepas de Candida krusei, C. glabrata y C.
albicans  resistentes al FLU (35). En este estudio se observd que el
tratamiento de FLU a la dosis de S mg/kg administrada dos veces al dia no
prolongd el tiempo de supervivencia y tampoco redujo la carga microbiana
en los 6rganos de los ratones infectados comparados con aquellos animales
que no recibieron tratamiento, pero el tratamiento con CAS administrada
a dosis de 0.05-5 mg/kg una vez al dia por via intraperitoneal prolongé el
tiempo de supervivencia significativamente y redujo la carga microbiana

en bazo y rifién.

1.10.1.2.2 Aspergillosis.
En el caso de hongos filamentosos como el género de Aspergillus spp
existe un estudio de aspergillosis invasiva en ratones inmunocomprometidos
tratados con CAS a dosis mayores de 0.125 mg/kg/dia, durante un periodo de

10 dias y un tratamiento a una dosis mayor de 0.5 mg/kg/dia durante un
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periodo prolongado (28 dias) En ambos modelos, dosis de 0.5-1 mg/kg/dia de

CAS fueron requeridas para obtener un 70 % de supervivencia (35).

1.10.1.2.3 Otros hongos oportunistas.

La actividad de CAS ha sido también estudiada en el tratamiento de
las infecciones murinas con Histoplasma capsulatum y Coccidiodes immitis (36).
CAS ha mostrado una variable actividad in vitro contra H. capsulatum y
presenta limitaciones sobre el tratamiento de la infeccién. En un modelo de
coccidiodomicosis sistémica murina, el tratamiento con CAS a dosis > 0.5
mg/kg fue efectivo en la prolongacién de la supervivencia y en la reduccion de

la carga microbiana comparada con el grupo control (33).

1.11 Pruebas de susceptibilidad in vitro.

Las pruebas de susceptibilidad tienen como objetivo colaborar en la
prediccion del efecto de una droga de interés contra un patégeno en
especifico. Desafortunadamente son poco utilizadas en los laboratorios de
rutina para medir susceptibilidad con hongos. Las pruebas de susceptibilidad
con antifingicos son utilizadas para el desarrollo de nuevas drogas y
actualmente son empleadas para la deteccién de aislamientos clinicos de
hongos resistentes a diversos antifingicos por €l uso desmedido e
incontrolado de estos (66).

La presencia de hongos oportunistas, emergentes y la aparicion de

aislamientos clinicos resistentes a los antifiingicos convencionales disponibles
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han hecho de las pruebas de susceptibilidad una herramienta indispensable
en la terapia antifingica. Las pruebas de susceptibilidad para antifiingicos
tienen un disefio muy semejante a las utilizadas para antibacterianos pero,
existen diversos factores que han impedido la rdpida estandarizacién de las
pruebas de susceptibilidad con antifingicos. (62) Entre los factores
implicados en la estandarizacién de las pruebas de susceptibilidad se
encuentran: la concentracion y preparacion del in6culo, el medio de cultivo
empleado, la temperatura y ¢l tiempo de incubacién, la utilizacion de buffers,
el pH en los medios empleados y la determinacién del punto de corte. Otros
factores que se tiene que tomar en cuenta en la estandarizacion de las
pruebas son los relacionados con las caracteristicas propias del hongo:
diferentes estructuras reproductivas, el dimorfismo, la produccién de
pigmentos y exudados durante el crecimiento, la tasa de crecimiento y los
requerimientos especificos de temperatura para su crecimiento. Ademds,
existen las variables relacionadas con las propiedades quimicas de los
antifingicos como la capacidad de disolverse en diversos medios, la
estabilidad quimica, la fotosensibilidad y la tendencia de diversos antifingicos
de producir una limitada inhibicién del crecimiento sobre un amplio rango de
concentracion (26).

En el afio de 1992 el National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) recientemente nombrado como CLSI desarrollé el documento M27-
P (55). Este método de referencia fue disefiado s6lo para levaduras de los
géneros de Candida spp. y Cryptoccocus neoformans. Este documento fue
aprobado en 1997 (56). En 1998, el documento de referencia para la

realizacion de pruebas de susceptibilidad con hongos filamentosos se
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encontraba sé6lo a nivel de propuesta (57). Hasta la fecha, el documento M38-
A esta aprobado para los siguientes hongos filamentosos: Aspergillus spp,
Fusarium spp, Rhizopus arrhizus, P. boydii (Scedosporium apiospermum) y
Sporothrix schenckii,

Las pruebas de susceptibilidad in vitro con CAS para levaduras y hongos
filamentosos aun no han sido estandarizadas. Para determinar el punto de
corte en las pruebas de susceptibilidad con CAS se ha empleado el pardmetro
de la CMI siendo este un parametro que no logra una correlacién de los
estudios obtenidos in vitro con los resultados en la clinica. Por lo tanto, la
CMI no parece ser el parametro adecuado para medir susceptibilidad con
CAS en hongos filamentosos. Para poder determinar el dafio que se produce
con las equinocandinas sobre las hifas fue necesario introducir un nuevo
parametro que cuantificara el efecto de este nuevo compuesto antifiingico.
Para lo cual se introdujo el parametro de la concentracion minima efectiva
(CME). Este parametro ha correlacionado los resultados in vitro con los
estudios in vivo en especies de Aspergillus spp, Coccidiodes immitis e
Hystoplasma capsulatum. Los valores de CME obtenidos en las pruebas de
susceptibilidad con los hongos antes mencionados son més bajos que los
obtenidos con la CMI ademas, la CME parece no modificarse al incrementar
el tiempo de incubacion. (44)

Por lo tanto, ha sido necesaria la estandarizacién de las pruebas de
susceptibilidad in vitro con CAS en contra de hongos filamentosos como P.
boydii que son altamente resistentes a la terapia convencional. Ademis,
debido a la limitacion en la terapia de la pseudallescheriasis es indispensable

estudiar la eficacia terapéutica in vivo con CAS.
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1.12 Objetivos

1.12.1 Objetivo general

Evaluar la actividad in vitre ¢ in vivo de caspofungina contra P. boydii.

1.12.2 Objetivos especificos
1. Determinar la CMI y la CME de caspofungina contra aislamientos
clinicos de P. boydii.
2. Definir la CMIde FLU y de ANF B contra P. boydii
3. Determinar la eficacia terapéutica de caspofungina, en un modelo

animal de pseudallescheriasis sistémica.

1.13 Justificacion.

Se considera que la terapia de la pseudallescheriasis tiene limitaciones
significativas en términos de su resistencia a los antifiilngicos convencionales.
Ante el surgimiento de nuevos antifiingicos, existe la necesidad de evaluar su
actividad in vitro € in vivo, para determinar su probable utilidad en el

tratamiento de la pseudallescheriasis humana.
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CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Actividad in vitro.

3.1.1 Pruebas de macrodilucién.

En la tabla 6 se muestran los resultados de las pruebas de susceptibilidad
antiflingica in vitro de los 11 aislamientos clinicos de P. boydii, Los datos estan
reportados como la media geométrica y rangos de la CMI (pg/ml) necesarios para
inhibir el 50% y 90% de los aislamientos de P. boydii ensayados. A partir de los
resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad ir vitro se infirié que la
actividad antifingica de CAS, FLU y ANF B frente a los aislamientos de P. boydii
fue poco potente. De los tres antifiingicos ensayados, ANF B fue el que presentd

una menor actividad antifiingica in vitro.

CMI (pg/ml)

50% ® 90% ° Rango MG

CAS 16 32 4-32 17.45
FLU 64 64 8->64 51.98
ANFB 16 >16 16-=>16  29.63

a CMI Inhibicidn en el 50 % de los aislamientos.

b CMI Inhibicion en el 90 % de los aislamientos.
MG Media Geométrica,

Tabla 6. Actividad in virro de CAS, FLU y ANF B contra los 11 aislamientos de

P. boydii.
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La tabla 7 muestra los valores obtenidos de las CMEs (pg/ml) al
microscopio 6ptico en los ensayos in vitro de CAS contra los 11 aislamientos de
P. boydii. Los datos estan reportados como la media geométrica y rangos de la
CME (ug/ml) necesarios para inhibir el 50% y 90% de los aislamientos de P.
boydii ensayados. Al determinar l]a CME de CAS en los 11 aislamientos de P.
boydii, en los tubos de las pruebas de susceptibilidad de las diferentes
concentraciones empleadas de esta antiflingico se observé un cambio en la
morfologia de las hifas, las hifas se observaron dilatadas en las puntas y con un
gran numero de ramificaciones. Este efecto se magnificd en las concentraciones
mayores a 16 pg/ml. Los resultados obtenidos de CME fueron ligeramente
diferentes a los obtenidos con el pardmetro de la CMI. Los resultados de este
estudio demostraron una pobre actividad in vitro de CAS contra los aislamientos

de P. boydii al determinar su actividad con los pardmetros de CMI y CME.

CME (ug/ml)

50%*  90%°  Rango MG

CAS 16 16 4-32 13.24

Tabla 7. CME de CAS contra los 11 aislamientos de P. boydii.
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3.2 Actividad in vivo

3.2.1 Determinacién de la eficacia terapéutica.

3.2.1.1 Estudios de supervivencia,

Los resuitados del estudio de supervivencia con la cepa 00-180 de P. boydii
se muestran en la Figura 3. Todos los ratones del grupo control murieron entre los
dias 3 y 8. Se obtuvo una mortalidad del 100% y 90 % con el tratamiento de CAS
a dosis de 1 mg/kg (UD) y 5 mg/kg (UD) respectivamente. Un 70% y 50% de
mortalidad se obtuvo de los ratones que fueron tratados con CAS a las dosis de 10
mg/kg (UD) y 20 mg/kg (DD) respectivamente al finalizar el estudio. Sélo un 30%
de los ratones tratados con FLU a dosis de 20 mg/kg (DD) sobrevivieron hasta los
20 dias del estudio. Todos los ratones sometidos al tratamiento con ANF B a dosis

de 1 y 5 mg/kg murieron durante el estudio.
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Figura 3. Estudio de supervivencia de los ratones infectados con P. boydii cepa

00-180 y su tratamiento con CAS, FLU y ANF B.
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3.2.1.2 Estudio de carga microbiana.

La carga microbiana de los animales infectados con la cepa 00-180 fue
determinada el dia que murieron los ratones y en el dia 12 post-infeccion para
aquellos que sobrevivieron al final del estudio. El tratamiento con CAS a dosis de
10 mg/kg no redujo la carga microbiana y no hubo una diferencia significativa
cuando se comparé con el grupo control (P < 0.05). Los ratones tratados con CAS
a dosis de 20 mg/kg (DD) significativamente redujeron la carga microbiana en
bazo, rifién y cerebro comparada contra el grupo control. El tratamiento con FLU
a dosis de 20 mg/kg (DD) disminuyd significativamente las UFC en los tres
oOrganos estudiados en comparacién con el grupo control. El tratamiento con ANF
B a dosis de 1 mg/kg fue inefectivo en la reduccién de la carga microbiana y
tampoco mostr6 diferencia significativa con respecto al grupo control (P <.0.05).
En este estudio se demostré que s6lo a dosis altas de CAS y FLU (20 mg/kg)
tuvieron efecto en la reduccién de la carga microbiana. En ninguno de los
tratamientos utilizados en este estudio se observé un 100 % de esterilidad de los

organos estudiados. Estos resultados se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8. Carga microbiana en bazo, rifidn y cerebro de ratones infectados con la

cepa 00-180 P. boydii.

Media log;, CFU / 6rgano

Tratamiento
(mg/kg) Bazo Rifion Cerebro
Grupo control 3.87 4.64 4.67
ANFB 1 3.77 4.38 4.50
CAS 10 3.84 4.65 4.64
CAS 20 3.58* 4.38* 4.34%
FLU 20 3.10* 3.70* 3.71*

*P <0.05 en comparacion con el grupo control.
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DISCUSION

Actualmente la terapia antifiingica de las micosis sistémicas se encuentra
restringida a azoles y polienos. Sin embargo, la terapia de las pseudallescheriasis
con ANF B resulta ineficaz ¢ inclusive esta droga se encuentra relacionada con
una alta toxicidad y una serie de efectos secundarios. Es por este hecho que ha
surgido la necesidad de buscar nuevas moléculas que presenten actividad contra
P. boydii.

Los componentes de la pared celular filngica como quitina, mananas y glucanas
surgen como un fuerte blanco de investigacién para el desarrollo de nuevas
drogas. CAS pertenece a este grupo y parece ser un compuesto promisorio en la
terapia de infecciones flingicas sistémicas. Se han realizado estudios de actividad
antifingica in vitro € in vive con CAS con hongos filamentosos y levaduras, sin
embargo la mayoria de éstos se encuentran particularmente enfocados a Candida
spp y Aspergillus spp. En los estudios iniciales de la determinacion de actividad in
vitro de CAS contra especies del género de Aspergilius no se observd una clara
correlacion con los estudios in vivo (64). Debido al mecanismo de accion que
presenta CAS fue preciso establecer un pardmetro que pudiera correlacionarse con
los ensayos in vivo. Arinka y colaboradores reportaron valores altos de CMI (> 16
pg/ml) para CAS contra Aspergillus spp (3). Sin embargo, ellos realizaron
revisiones microscopicas y establecieron como punto de corte aquellas diluciones
donde se observara un crecimiento anormal en los filamentos hifales,

describiendo a esta determinacién como la CME, los resultados reportados con
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este pardmetro fueron significativamente mas bajos que los obtenidos con la CML.
Los valores de CME fueron considerados también como punto de corte valido
para determinar la actividad de CAS contra Aspergillus spp y otros hongos
filamentosos.

En este estudio, determinamos la actividad in vitro e in vivo de CAS
contra P. boydii comparada con FLU y ANF B. Algunos autores han empleado
diferentes métodos para el desarrollo de las pruebas de susceptibilidad con CAS,
como los ensayos de difusion en disco (4) y el E- test (17). No obstante, este
trabajo se realiz utilizando el documento de referencia M38-A del CLSI debido a
que este es el unico método que se encuentra actualmente estandarizado para
hongos filamentosos como P. boydii. Esta metodologia solo esta estandarizada
para medir susceptibilidad contra agentes antifiingicos como la 5-Fluorocitosina,
ANF B, ITRA, FLU, VORI, POSA y RAVU (59).

Para la determinacion del punto de corte en las pruebas de susceptibilidad
in vitro con los tres compuestos antifiingicos empleamos la CMI y para CAS
ademas determinamos la CME. Los resultados de nuestro trabajo en el estudio in
vitro demostraron la pobre actividad de los compuestos antifiingicos empleados
contra los aislamientos de P. boydii. Estos resultados coinciden con estudios
previos donde se reportd la relativa resistencia de 23 aislamientos de S
apiospermum a varios agentes antifiingicos (20). Sin embargo, con CAS
observamos importantes discrepancias. Espinel Ingroff (24) realizando ensayos de
susceptibilidad empleando €l método de microdilucién en caldo y utilizando un

rango de concentracién de indculo 0.9 x 10*- 4.7 x 10° UFC/ml reporté un rango
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de CMI 0.5 a 4 pg/ml contra P. boydii. En contraste, con nuestro estudio,
utilizamos el método de macrodilucién en caldo y un rango de concentracion de
in6culo de 0.4 — 5 x 10* UFC/ml, los resultados obtenidos de CMI fueron
consideradamente mas altos (4-32 pg/ml). Estas discrepancias pudieran ser
explicadas, en parte, por las diferencias en la metodologia de los procedimientos.
Por otro lado, en nuestro trabajo los valores obtenidos de CMI y CME a partir de
las pruebas de susceptibilidad in vitro con CAS fueron muy semejantes. Estos
valores altos de CMI y CME estuvieron ampliamente reflejados en los resultados
del estudio de eficacia terapéutica.

Actualmente, existe so6lo un modelo murino de pseudallescheriasis
sistémica disefiado para evaluar el impacto terapéutico de diversos compuestos
antifungicos (35). Este modelo murino fue utilizado en esta investigacion para
evaluar la eficacia terapéutica de CAS en comparacion con FLU y ANF B.

Los resultados in vivo de este trabajo mostraron que CAS fue efectiva sélo a la
dosis mas alta ensayada (20 mg/kg DD) para los estudios de supervivencia y
carga microbiana. Pocos estudios han evaluado la actividad de esta nueva
equinocandina contra especies del género de Scedosporium spp. Bocanegra y
colaboradores (12) evaluaron la actividad de CAS y ANF B liposomal (ANFB L)
individualmente y en combinaciéon en el tratamiento de la scedosporiosis
sistémica. Ellos emplearon un aislamiento clinico de Scedosporium prolificans y
en los estudios de supervivencia utilizaron diferentes concentraciones de inéculo
(2.3 x 10% y 2.4 x 10° conidias / ratén). Ellos mostraron que la terapia con CAS

fue efectiva en el estudio de supervivencia sélo a las dosis de 10 y 20 mg/kg

43



comparada con el grupo control, en ambas concentraciones de inoculos. La
situacion fue idéntica cuando ANFBL fue administrada a las dosis de 10 y 20
mg/kg prolongando la supervivencia significativamente sobre el grupo control.
Se realizaron dos estudios de carga microbiana con diferentes concentraciones de
inéculo (8.7 x 10* y 2.7 x 10° conidias / ratén) para los cuales se emplearon las
dosis de CAS y ANFB L mas altas (CAS 20 mg/kg y ANFBL 30 mg/kg). Sélo la
monoterapia con ANFB L al igual que la terapia combinatoria ANFBL con CAS
redujeron significativamente la carga microbiana con ambas concentraciones de
indculo del hongo. Estos autores no encontraron sinergismo alguno entre CAS y
ANFBL a las dosis ensayadas en ambos estudios de eficacia terapéutica. Este
estudio dejo clara la necesidad de evaluar la monoterapia con CAS y en
combinacién con otras drogas antifiingicas.

Un estudio semejante al nuestro reporté la actividad in vitro e in vivo de
VORI en contra de Scedosporium apiospermum. Capilla y colaboradores (16)
evaluaron la eficacia terapéutica de VORI utilizando ¢l modelo murino de
pseudallescheriasis = sistémica previamente desarrollado por Gonzilez y
colaboradores. Ellos demostraron que VORI fue efectivo en las dosis mas altas
empleadas (40 mg/kg) en el estudio de supervivencia. VORI redujo
significativamente la carga microbiana en cualquiera de las dosis empleadas (5,
20 y 40 mg/kg) en cerebro y bazo pero no para rifion, donde solo fue
estadisticamente significativa con la dosis de 20 mg/kg y no la de 40 mg/kg. En
contraste con nuestro trabajo, ellos utilizaron una dosis letal diferente (1 x 10*

conidias/ratén) y una cepa mas virulenta. VORI es actualmente una de las



primeras opciones en la terapia de las pseudallescheriasis, sin embargo, dada la
resistencia de  P. boydii inclusive a esta droga, deben buscarse otras opciones
para el tratamiento de estas infecciones. Nuevos triazoles como POSA, han
resultado ser moderadamente efectivos in vitro e in vivo contra este hongo.
Gonzilez y colaboradores (33) evaluaron la actividad in vitro e in vivo de POSA
contra P. boydii. Ellos determinaron que POSA resulté ser efectivo solo a dosis >
25 mg/kg, en el control de la pseudallescheriasis sistémica. Reiterando con esto el
empleo de dosis altas en la terapia antifungica de las pseudallescheriasis asi como
la resistencia de este hongo a nuevos agentes antifitngicos como los

convencionales.
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CONCLUSION

. En los estudios in vitro se determiné que la actividad de CAS, FLU, y
ANF B frente a los aislamientos de P. boydii fue poco potente.

. Los resultados de CMI y CME para CAS fueron muy semejantes.

. En los estudios in vivo, CAS y FLU fueron efectivas solo a las dosis
mas altas ensayadas (20 mg/kg dos veces al dia). Sin embargo ningin
antifiingico fue capaz de erradicar al hongo de los tejidos.

. Los resultados obtenidos en el estudio de eficacia terapéutica se
relacionaron con los valores de mostrados de CMI y CME en los
ensayos in vitro para los antifingicos probados.

Este estudio confirma la resistencia de P. boydii a los antifungicos y

sugiere que dosis altas de CAS pudieran ser efectivas en los pacientes.
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PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo indican que debe evaluarse la
posible utilidad de la terapia combinatoria para el tratamiento de la
pseudallescheriasis sistémica murina. Ademas, surge la necesidad de evaluar

la actividad antifingica in vitro e in vivo de nuevas moléculas contra P.

boydii.
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