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CAPITULO 1
RESUMEN
Dr. Hiram Villanueva Lozano Febrero, 2017
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Hospital Universitario

Titulo: "Evaluacion del Efecto Antifungico de la Sertralina en el
Tratamiento de la Criptococosis Meningea en Pacientes con VIH

Numero de paginas: 46
Candidato al grado de MEDICO ESPECIALISTA en Infectologia

Area de Estudio: Infectologia y Microbiologia Clinica.

Justificacion y Método de Estudio: Cryptococcus spp. es un género de
hongos del filo basidiomiceto compuesto por 70 especies, de las cuales el
complejo Cryptococcus spp. formado por C. neoformans var. neoformans, C.
neoformans var. grubii y C. gatii representan la gran mayoria de las infecciones
clinicas en humanos. Actualmente, a pesar de los avances en el tratamiento de
las infecciones fungicas, la meningitis por criptococo sigue siendo una de las
causas principales de meningitis en pacientes con VIH, confiriendo a este grupo
de pacientes una alta mortalidad y morbilidad, sobre todo en paises en vias de
desarrollo, donde la disponibilidad de los medicamentos de primera linea es
practicamente nula. En las ultimas décadas, ante la ausencia de nuevos
compuestos antimicrobianos, el estudio del reposicionamiento de moléculas ya
conocidas ha permitido explorar el uso de estos medicamentos en la lucha
contra las infecciones fungicas, destacandose en este segmento el efecto
antifangico de la sertralina, un medicamento aprobado para su uso en el
trastorno de la ansiedad. Objetivo: Comprobar las propiedades antifungicas de
la sertralina, midiendo el aclaramiento de Cryptococcus spp. en liquido
cefalorraquideo en pacientes con meningitis por este patégeno y VIH.
Resultados: Se incluyeron para el estudio estadistico final 10 pacientes, de los
cuales 6 correspondieron al brazo de Tratamiento Estandar + Sertralina y 4
pacientes al grupo de Tratamiento Estandar + Placebo. Se obtuvo en cada
grupo un calculo promedio del decremento logaritmico de la carga fungica por
dia, encontrandose para cada grupo los siguientes datos: EFA= -0.2868 *
0.08275 y -0.2496 + 0.08340, respectivamente con una P= 0.5261.
Conclusiones: En nuestro estudio no se encontrd6 wuna diferencia
estadisticamente significativa, ni una tendencia en el aclaramiento de liquido
cefalorraquideo entre los grupos. Sin embargo, la diferencia en la tasa de
aclaraciéon es minima, lo que nos indica que el tamafo de la muestra es
limitado, lo cual imposibilita el establecimiento de tendencias.



CAPITULO 2

INTRODUCCION

2.1 Antecedentes Historicos

La criptococosis es una enfermedad de distribucion mundial con diversas
presentaciones clinicas y cuyo agente patégeno es una levadura encapsulada
del género Cryptococcus. Actualmente existen dos especies dentro de este
género que tradicionalmente se han asociado a infeccion clinica: Cryptococcus

neoformans 'y Cryptococcus gatii (1).

Los primeros casos de infeccion en humanos asociados al hongo patégeno
Cryptococcus neoformans fueron descritos en 1894 por Buschke y Busee,
quienes presentaron un caso de osteomielitis con aislamiento de este hongo.
San Felice casi al mismo tiempo aislé una levadura encapsulada del jugo de
durazno y provoco lesiones al evaluar su inoculacion en animales de
experimentacion. Ahos mas tarde, en 1901 Vuillemin lo denominé Cryptococcus
hominis. En 1970, Lodder y Kregger-Van Rji usaron por primera vez el nombre
Cryptococcus neoformans (Fig.1) (2). Los primeros reportes de Cryptococcus se
asociaron a pacientes con cancer y en 1905, Von Hansemann presenté el

primer caso de criptococosis meningea (3).



Cryptococcus gatii fue reconocido por primera vez en 1966 al aislarse de
un nifio congoleno bantu con meningitis, en 1970 Vanbreuseghem y Takashio lo
reconocen como un agente con caracteristicas distintas de Cryptococcus
neoformans (4, 5). Cryptococcus gatii tipicamente se encuentra en regiones
tropicales y subtropicales de Australia, Nueva Zelanda, Papua Nueva Guinea,
Sur y Sureste asiatico; sin embargo, en el afio 2000 esta enfermedad fue
identificada en animales en la Columbia Britdnica y Vancouver con posterior
diseminacion al noroeste de los Estados Unidos (Washington y Oregon), donde
fue reconocida como causante de enfermedad clinica por primera vez en el afio

2006 (6).

Cryptococcus neoformans es responsable de la mayoria de las
infecciones clinicas en pacientes inmunocomprometidos, Cryptococcus gatii se
ha relacionado mas con infecciones en individuos inmunocompetentes. En las
ultimas décadas la meningitis por criptococo se ha convertido en una infeccién
de importancia mundial. Con mas de 1 millbn de nuevas infecciones
anualmente y una alta morbi-mortalidad, especialmente en individuos
susceptibles. En adultos, el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es
el principal factor predisponente hasta en un 80% de los casos, las palomas y
otras aves son reservorio del hongo y fuentes de infeccion. En México se ha
aislado en el 20.7% de las muestras de excremento de palomas recolectadas

en areas urbanas (2, 7).



Cryptococcus es un género de hongos basidiomicetos con mas de 30
especies. Solo dos especies, Cryptococcus neoformans y Cryptococcus gatii
pueden causar infecciones en individuos inmunocompetentes e
inmunocomprometidos (Fig.1). Histéricamente este género fue dividido en 3
variedades y 5 serotipos, nombrados de la siguiente forma: C. neoformans var.
grubii (serotipo A), C. neoformans var. neoformans (serotipo D), C. gatii
(serotipos B y C) y un serotipo AD hibrido; esto basado en las caracteristicas
estructurales de su capsula de polisacaridos. Bajo esta nomenclatura sus
teleomorfos eran nombrados Filobasidiella neoformans y Filobasidiella
bacillispora. Aproximadamente un 95% de las infecciones por Cryptococcus son
causadas por C. neoformans serotipo A, mientras que el restante 4-5% son
causadas por C. neoformans serotipo D y C. gatii serotipo B/C. Cambios
recientes en esta clasificacion han sido propuestos basados en estudios
moleculares mediante Analisis de Secuencias Multilocus (MLST), donde de 115
cepas de C. neoformans y C. gatii se identificaron 7 clados, 2 dentro de C.
neoformans y 5 dentro de C. gatii. Sin embargo, hasta la fecha la relevancia

clinica de esta clasificaciéon es incierta (Tabla 1) (1, 8, 9).



Figura | Cryprococcony spp. visto en a) Tinta china b) Tincion de
gram ¢) Histopatologia d) Agar Saboursud Dextrosa,

Tabla 1 — Especies propuestas en el complejo C. neoformans/C. gatii. (Adaptado de Hagen F,
Khayhan K, Theelen B, et al. Recognition of seven species in the Cryptococcus gatii/

Cryptococcus neoformans species complex. Fungal Genet Biol 2015;78:17).

Cryptococcus neoformans

Var. grubii VNI/VNII/'VNB Cryptococcus neoformans
(AFLP1,AFLP1A,AFLP1
B,VNB)
Var. neoformans ~ VNIV (AFLP2) Cryptococcus deneoformans
AD Hibrido VNIII (AFLP3) C. Neoformans/C. deneoformans
hibrido
Cryptococcus gatii VGI (AFLP4) Cryptococcus gatii
VGII (AFLP6) Cryptococcus deuterogatii
VGIII (AFLPS) Cryptococcus bacillisporus
VGIV (AFLP7) Cryptococcus tetragatii

VGIV/VGIlIIc (AFLP10)  Cryptococcus decagatii

DB Hibrido AFLP8 C. deneoformans/C. gatii hibrido
AB Hibrido AFLP9 C. neoformans/C. gatii hibrido
AB Hibrido AFLPI11 C. neoformans/C. deuterogatii hibrido




2.2 Cuadro Clinico y Respuesta Inmune

Cryptococcus neformans se asocia con mas frecuencia a enfermedad en
individuos inmunocomprometidos, mientras que Cryptococcus gatii a
infecciones en individuos inmunocompetentes. Ambas especies tienen
preferencia por infectar el Sistema Nervioso Central (SNC). Sin embargo, C.
gatii se ha relacionado con mayor frecuencia a infeccion pulmonar con lesiones
tipo masas, aunque la criptococosis puede ocurrir en cualquier persona, como
ya se menciond, la mayoria de los casos ocurren en inmunocomprometidos,
siendo las condiciones predisponentes mas comunes en orden de frecuencia:
VIH, uso de corticoesteroides, trasplante de érganos, leucemia, linfoma, etc. (3,
10). Otras especies de Cryptococcus como C. adeliensis, C. albidus, C.
curvatus, C. humicolus, C. laurentii, C. uteolus, C. macerans y C. uniguttulatus
se han asociado a infeccion clinica en humanos. La aparicion de casos de

enfermedad asociada a estas especies ha ido en incremento (11).

La via de adquisicion de este patdogeno es mediante la inhalacién de
células fungicas pequenas (células de levadura pobremente encapsuladas o
basidiosporas), menores a 10 mm, ya sea en su forma de levadura o en forma
de esporas, penetrando las vias respiratorias inferiores, donde los macréfagos
alveolares juegan un papel central en la respuesta inmune. La respuesta
inflamatoria a este patdégeno involucra a las células T cooperadoras, la

produccion de citocinas como el factor de necrosis tumoral (TNF-a), interferon-y



e interleucina-2, lo cual resulta en una inflamacion de tipo granulomatoso, lo
cual puede desembocar en un estado de latencia con la célula de levadura
hibernante dentro del fagolisosoma, en nddulos linfaticos toracicos o en
granulomas pulmonares que pueden persistir en individuos asintomaticos por
anos que se reactivan al verse comprometida la respuesta inmune. La
fisiopatologia es muy similar a la observada en tuberculosis o histoplasmosis,

con una posterior diseminacion hematdgena y subsecuente invasion del SNC

(Fig. 2).

La diseminacién al SNC a través de la barrera hematoencefalica puede
ocurrir por cualquiera de dos vias, como una célula de levadura libre via
transcitosis o transporte del microorganismo dentro del macréfago (mecanismo
del caballo de Troya). El neurotropismo de este microorganismo ha sido
detalladamente explicado por varios mecanismos. Sin embargo, se piensa que
el mas importante es el aprovechamiento por parte del hongo de la dopamina
en altos niveles presente en SNC, la cual ocupa para la produccion de
melanina, un importante factor de virulencia de este agente. Las meninges
basales son preferentemente afectadas provocando un engrosamiento de las

mismas y una posterior invasién de los tejidos cerebrales profundos (1, 2, 12).



Fig. 2 — Invasion y diseminacion del complejo C. neoformans/C. gatii.

Existen varios factores que contribuyen a la virulencia del complejo
Cryptococcus neoformans/ Cryptococcus gatii, entre ellos los mas estudiados

son:

1.- Crecimiento dentro del hospedero a 37°C. Sin embargo, a 41° C es

eliminado o se inhibe su crecimiento.

2.- Produccion de una capsula de glucuronoxylomanano (GXMN), que se
ha demostrado inhibe la fagocitosis y la produccién de anticuerpos, pero es un
potente activador de la via alterna del complemento, infecciones secundarias a
cepas acapsulares han mostrado una mayor respuesta inflamatoria con un

curso de la enfermedad benigno.

3.- Produccién de fenol-oxidasa y la sintesis de melanina, que protege a

este microorganismo del dano oxidativo, la fenol-oxidasa convierte a las



catecolaminas tales como la 3,4-dihidroxifenilalanina en pigmentos oscuros, tal
que se piensa que este factor es relevante en el neurotropismo de este

microorganismo.

4.- Otros factores de virulencia como la secrecion de proteasas han sido

asociados a C. neoformans (3, 10).

La presentacion clinica causada por este microorganismo es
dependiente del sitio principal de infeccidén, asi como del estado inmunoldgico
del hospedero. La infeccion ocurre mas comunmente en hombres y es muy rara
en nifos, el rango de afeccion puede ir desde la enfermedad asintomatica hasta
la enfermedad diseminada de multiples érganos y sistemas. El involucro del
parénquima cerebral y las meninges ocurre en un 40-86% de los pacientes,
constituyendo el sitio mas comun de afectacion. La enfermedad puede tener un
inicio agudo o crénico, caracterizado por cefalea, fiebre y meningismo; sin
embargo, estos sintomas no siempre estan presentes y pacientes
inmunocomprometidos pueden presentar letargia, estupor, coma o demencia.
Las complicaciones mas comunes asociadas a la infeccién del SNC incluyen
pero no se limitan a: hidrocefalia, déficit motor, hipertension intracraneal,
disminucién del estado cognitivo. Las lesiones intracerebrales vistas por imagen
se presentan como lesiones redondeadas con presencia de anillo que realza
con el contraste, lo cual puede confundir su diagndstico con el de toxoplasmosis

(12, 13).



El tracto respiratorio sirve como el portal de entrada principal para
Cryptococcus. Las manifestaciones clinicas en este 6rgano van desde la
colonizacion asintomatica, con o sin presencia de nddulos pulmonares en las
radiografias, hasta la presentaciéon de una neumonia aguda con sindrome de
distrés respiratorio severo. El involucro pulmonar varia entre el 10-55% en

pacientes con SIDA y meningoencefalitis por Cryptococcus neoformans (4).

La infeccion cutanea es la tercera manifestacion clinica mas comun
(después de la afeccién a SNC y pulmén). La presentacion puede ser variable y
a menudo indistinguible de las lesiones en piel por otras patologias infecciosas,
por lo que la biopsia con cultivo e histopatologia es indispensable. Es
importante resaltar que los pacientes post-trasplantados de érgano sélido con
inmunosupresion por tacrolimus parecen mas propensos a desarrollar
manifestaciones cutaneas de la enfermedad, las cuales en la mayoria de los

casos no son primarias, sino secundarias a enfermedad diseminada (1).

La prostata constituye un sitio no poco comun de invasién por
Cryptococcus; sin embargo, por lo general se presenta asintomatica. Se piensa
que esta glandula constituye un sitio reservorio para la enfermedad en
pacientes con recaidas, lo cual fortalece la necesidad de tratamientos
antifungicos prolongados para la erradicacion de la enfermedad en pacientes

severamente inmunocomprometidos (5).
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Las manifestaciones oculares mas comunmente asociadas a
Cryptococcus son la paralisis ocular y papiledema. Otras manifestaciones
incluyen dafio extenso a la retina con o sin vitritis, asi como pérdida visual
debido a infiltracién del nervio 6ptico por levaduras o compromiso vascular

debido a hipertension intracraneal (1, 6).

Infecciones en otros sitios, como hueso, infiltracion a médula ésea,
peritonitis e incluso criptococuria han sido reportados. La mortalidad de
pacientes con criptococosis y VIH se estima rondaba alrededor del 63% al afio
antes del advenimiento del uso de la Terapia Antiretroviral Altamente Efectiva,
actualmente se estima en promedio en un 15.3%. Sin embargo, en lugares
como el Africa sub-sahariana y Asia, la mortalidad y morbilidad relacionadas a

esta enfermedad continuan siendo inadmisiblemente altas (1, 14).

2.3 Epidemiologia

La meningitis por criptococo es la causa mas comun de meningitis en el
adulto en regiones con alta prevalencia de VIH, ademas ocurre de manera cada
vez mas frecuente en pacientes con otras inmunosupresiones o aparentemente
inmunocompetentes tal que actualmente en E.U.A, las meningitis por criptococo
no relacionadas a VIH constituyen un cuarto de las hospitalizaciones y un tercio
de las muertes por criptococosis meningea. Se estima que la incidencia global
de esta enfermedad es de alrededor de un millén de casos nuevos por afo, con

aproximadamente 100,000 a 500,000 muertes al afio en el Africa sub-sahariana

11



solamente, tal que se piensa que la meningitis por criptococo ocasiona hasta un

17% de las muertes relacionadas al SIDA (15, 16).

En un estudio llevado a cabo en la Ciudad de México, este hongo se
aislé en el 20% de las muestras obtenidas de excremento de palomas en areas
urbanas, encontrandose una proporcion menor en verduras, frutas y el
excremento de otras aves. En México, la meningitis por criptococo, junto a a la
histoplamosis y pneumonia por Pneumocystis jirovecii representan las
infecciones fungicas serias mas comunes en pacientes VIH positivos. En un
estudio de estimacién se encontrd que alrededor de 2,351 personas al afio con

VIH se veran afectados por esta grave enfermedad (17-19).

En nuestro estado se han reportado estudios en los que a pesar del clima
extremoso, seco y célido con temperaturas de hasta 40°C, se encontrd la
presencia de Cryptococcus spp. en hasta un 20% de muestras de heces fecales

de palomas (Columba livia) seleccionadas al azar (20).

En 1999, en la isla de Vancouver, en la Columbia Britanica Canadiense,
se presentd un brote de Cryptococcus gatii, sorprendiendo a la comunidad
internacional ya que previamente solo habia sido descrito en regiones tropicales
y subtropicales, desde entonces mas de 200 casos en humanos han sido
reportados, y se ha aislado este microorganismo del suelo, agua y aire de esta
region. En el 2004 un nuevo reporte de infeccidn por este patégeno fue

reportado en Oregon, para el afio 2010 un total de 60 casos humanos habian

12



sido reportados en los estados de California, Idaho, Oregon y Washington y, en
2011, se reportd un caso fatal en Nuevo México. La proporcién de casos de
meningitis por Cryptococcus gatii en relacién a los casos por Cryptococcus
neoformans ha sido descrita en estudios epidemiolégicos como 30/73 en el sur
de California a 0/62 en Japon, en México en un estudio de 20 casos 6 fueron

atribuidos a C. gatii (30%) (9, 21-23).

2.4 Tratamiento

El nimero de antifungicos actual es limitado y su penetracion en SNC es
deficiente en varios casos. El tratamiento estandar para la criptococosis
meningea depende de un curso de induccion con anfotericina B deoxicolato 0.7
a 1 mg/kg al dia por via intravenosa en asociacion con flucitosina 100mg/kg al
dia, seguido por una fase de consolidacion que va de 8 semanas a toda la vida
con azoles dependiendo del estatus inmunoldgico del paciente (Fig. 5) (24). La
anfotericina B liposomal recientemente se ha convertido en la alternativa de
eleccion para este padecimiento, presentando resultados similares con una
menor nefrotoxicidad, y es primera eleccion en pacientes con alto riesgo de falla

renal (25).

La flucitosina (4-amino-5-fluoro-1,2-dihidropirimidina-2-uno), un derivado
fluorado de la citosina, que impide la sintesis del ADN durante el proceso de
replicacion celular al convertirse en fluoruracilo por actividad de wuna

desaminasa dentro de la célula fungica, se encuentra fuera del mercado en
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varias regiones del mundo. En este punto, es importante mencionar que este
medicamento no se encuentra a disposicion de la poblacion en varias regiones
del mundo, entre ellas regiones endémicas de VIH como el Africa sub-
sahariana, donde la criptococosis meningea representa la causa principal de
meningitis y en Latinoamérica donde se lleva a cabo nuestro estudio, en este
mismo entorno la anfotericina B es un recurso que, aunque efectivo, no es
siempre recomendable su uso debido a su elevada toxicidad, ocasionando
principalmente problemas renales, hepaticos y de médula dsea, siendo siempre
necesaria la hospitalizacion y monitoreo de los pacientes a quienes se
administra, lo cual representa una carga econémica importante al sistema de
salud, agravando la ya de por si emproblemada situacion en salud en paises en
desarrollo. En México se encuentran disponibles: anfotericina B complejo
lipidico y anfotericina B dispersion coloidal desde 2007 vy 2009,
respectivamente, mientras que la anfotericina B liposomal se encuentra
disponible desde 2014 (http://www.gob.mx/cofepris). Estas formulaciones han
sido probadas para el tratamiento, y han demostrado ser igual y en ocasiones
superiores, en todas las indicaciones en las que anfotericina B deoxicolato esta
recomendada. Sin embargo, existen varios factores que limitan su uso, el
principal es el costo de estas formulaciones, que suele ser de 10 a 50 veces
mayor que el de anfotericina B deoxicolato. A este respecto, es importante
mencionar que desde mediados del afio 2016 no ha habido en existencia en
México Anfotericina B deoxicolato debido a que la principal productora de este

farmaco PiSA® ha suspendido su produccién por causas no bien conocidas. Es
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en este escenario el cual resulta desastroso para la salud publica, ya que esta
enfermedad ocasiona una alta mortalidad en aquellos afectados, que el
descubrimiento y re-propésito de farmacos es imperativo, y que ademas

resulten baratos y de facil acceso (26, 27).

En paises desarrollados, donde la anfotericina B constituye la piedra
angular del tratamiento para criptococosis meningea, la tasa de recaida anual
durante el tratamiento de mantenimiento con fluconazol es muy baja (28). Sin
embargo, en paises en vias de desarrollo, donde debido al costo y la
disponibilidad en muchos centros se ha utilizado la monoterapia con fluconazol,

se han presentado tasas de resistencia elevadas (29).

El fluconazol es un compuesto triazdlico de alta biodisponibilidad y que
atraviesa con facilidad la barrera hematoencefélica, actuando mediante la
inhibicion de la enzima lanosterol 14-a demetilasa en el complejo citocromo P-
450 de los hongos, interrumpiendo la conversion de lanosterol a ergosterol y
ejerciendo de esta manera su efecto fungistatico (30). La Organizacion Mundial
de la Salud recomienda el uso de altas dosis de fluconazol en regiones donde
la anfotericina B no se encuentra disponible, reportando un probable efecto
fungicida cuando se administra a dosis de 800-1200 mg/dia (31, 32), en otros
estudios dosis convencionales de fluconazol (200-400mg/dia) no resultaron en

resolucién de la enfermedad debido a su efecto meramente fungistatico (33).

15



En un estudio reciente en pacientes con criptococosis meningea, la
terapia de combinacién de anfotericina B y flucitosina demostré una mejoria en
la supervivencia comparada con anfotericina B como monoterapia, mientras que
la combinacion anfotericina B mas fluconazol no presento beneficio en este

apartado (34).

Actualmente existen diversos reportes de resistencia antifungica de
Cryptococcus neoformans a anfotericina B, fluconazol, itraconazol y flucitosina
durante el tratamiento. Aunque existen programas de vigilancia a resistencias
en Candida spp., programas similares evaluando la susceptibilidad de cepas de
C. neoformans son escasos. En un estudio realizado por Pfaller y colaboradores
entre 1990 y el 2004, en 100 centros alrededor de Africa, Europa,
Latinoamérica, el Pacifico y Norteamérica, reporta una resistencia global a los
tres antifungicos de eleccién (FLC, AMB, 5-FC) menor al 1%. Es importante
recalcar que en este estudio se demostrd una susceptibilidad reducida a
flucitosina y fluconazol de solo el 35% y 75%, respectivamente comparado al

94-100% en otras regiones (35).

Debido a lo anterior es que otros compuestos, especialmente en paises
subdesarrollados, han sido evaluados para su uso en el tratamiento de la
criptococosis meningea, tales como: el estudio de compuestos extraidos de
plantas, inmunoterapia, terapia fotodinamica, el uso de nanoparticulas y el re-

proposito de farmacos que tienen indicaciones para otros padecimientos pero
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propiedades antifungicas demostradas o sospechadas, mostrando resultados

prometedores (36, 37).

2.5 Avances

La sertralina (Fig.6) es un derivado de la naftilamina (1S)-cis-4-(3,4-
diclorofenil)-1,2,3,4-tetrahidro-N-metil-1-naftalenamina, la cual es una base débil
(PKa=9.16) y debido a la presencia de un segundo grupo amino es altamente
lipofilica y carece de interacciones polares, propiedades que explican su facil

penetracion a través de la barrera hematoencefalica (38).

La sertralina, un potente inhibidor de la recaptura de serotonina, actua
sobre el area de union a la serotonina del receptor 5-hidroxitriptamina y en
algunos estudios ha demostrado propiedades antibacterianas, antiparasitarias,
antiviricas y antitumorales (39-41). Se absorbe en el tracto gastrointestinal casi
completamente, alcanzando una concentracion maxima en plasma en 6-8 h. La
vida media después de una sola toma de 50 a 200 mg varia segun el sexo y la
edad de 22.4 h a 36.7 hh (42), alcanzando concentraciones estables en sangre
a la semana de su administracion que varian de 0.055 a 0.25 ug/ml. Ademas,
se ha encontrado que la sertralina alcanza niveles en SNC 20-40 veces
mayores que su concentracion en sangre e incluso niveles mas altos en tejido

pulmonar (43, 44).
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Lass-FIorl y cols. reportaron por primera ocasion en el 2001 la
observacion de un caso clinico donde se presentd6 mejoria en sintomas
asociados a candidiasis vulvovaginal en tres mujeres tomando sertralina para el
tratamiento del desorden disférico premenstrual, tal que al descontinuar su uso

recaian en su sintomatologia (45).

Se han descrito en la literatura concentraciones fungicidas del compuesto
sertralina para Cryptococcus spp. por debajo de los 10 pg/ml menores que las

encontradas para otros hongos como Aspergillus y Candida spp. (39, 45, 46).

La terapia de combinacion de sertralina con fluconazol se ha especulado
podria tener un efecto sinérgico sobre la inhibicion del crecimiento de
Cryptococcus spp. in vitro e in vivo, basado en el resultado de estudios previos,
donde se usd esta combinacion (39, 40). En un modelo murino se encontrd
disminucién estadisticamente significativa de la carga fungica en rifion y cerebro
y no estadisticamente significativa en bazo mediante el uso de sertralina, asi
como un efecto sinérgico con fluconazol sobre la carga fungica en los tres
organos antes mencionados (39). A ese respecto, antecedentes previos de
nuestro grupo de investigacion en los cuales se evalud la actividad antifungica
de la sertralina in vivo en un modelo murino e in vitro sobre 153 aislamientos
clinicos de Cryptococcus neoformans, encontrando resultados altamente
prometedores, tal que la sertralina a dosis de 15 mg/kg redujo en el modelo
murino la carga fungica en el cerebro y el bazo con una eficacia similar a la del

fluconazol, con una reduccién de 1 log en cerebro y bazo. (Fig. 3) (47).
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Figura 3 - Carga fungica en tejido cerebral de ratones infectados por Cryptococcus
neoformans siete dias posteriores al reto (47).

Los resultados arrojados en investigaciones muestran que entre mas
resistente es una cepa a fluconazol, mas probabilidades hay de que sea
susceptible a la combinacion de este medicamento con sertralina (40). En este
escenario, la terapia de combinacién podria evitar la toxicidad del uso de dosis
elevadas de anfotericina B, elevar las propiedades antifungicas del tratamiento
estandar al afadir sertralina a la combinacion o quiza ejercer algun efecto sobre
el aclaramiento en liquido cefalorraquideo (LCR), la resolucion de la

sintomatologia o incluso la supervivencia.
Asi mismo esta demostrado que el uso de sertralina, incluso a largo

plazo, se acompana de pocos efectos colaterales y es bien tolerado (48), por lo

gue nosotros proponemos extender su estudio como medicamento antifungico,
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especialmente en el tratamiento de infecciones meningeas por Cryptococcus
spp. para sumar a la brevedad posible este compuesto al arsenal de

medicamentos existentes para combatir esta infeccion.
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CAPITULO 3

HIPOTESIS

La sertralina es un compuesto que en estudios in vitro, incluyendo uno
llevado a cabo en nuestra institucion, presenté la propiedad de inhibir el
crecimiento del hongo Cryptococccus spp. Esta inhibicion se presenté a niveles
que resultan de importancia clinica, ya que la sertalina, un compuesto lipofilico
que atraviesa la barrera hematoencefalica con facilidad, alcanza niveles
similares o aun mayores a los necesarios para la inhibicion de este
microorganismo en SNC, por lo mismo nuestra hipétesis enmarca que el uso de
sertralina aunado al tratamiento convencional tendra un efecto positivo sobre la
eliminacién del patégeno Cryptococcus spp., permitiendo una esterilizaciéon en
LCR mas rapida y efectiva medida mediante el parametro denominado
Actividad Fungicida Temprana (EFA), lo que podria redituar en una mejoria en

la evolucion clinica e incluso en la supervivencia del paciente.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS

3.1 Objetivo primario

Medir el aclaramiento de LCR en pacientes afectados por criptococosis

meningea, mediante la medicion de la EFA, lo cual se espera ocurra mas

eficientemente ante la presencia del compuesto estudiado como adyuvante al

tratamiento estandar “sertralina”.

3.2 Objetivos Secundarios

1.- Evaluar la seguridad del uso de sertralina junto al tratamiento

estandar en los pacientes reclutados.

2.- Determinar la supervivencia de los pacientes y su evolucion clinica a

28 dias.
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CAPITULO 5

MATERIAL Y METODOS

5. Material y Métodos

5.1 Lugar del Estudio

Este estudio se llevd a cabo en el Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzélez”, adscrito a la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn, un
centro hospitalario de tercer nivel con 450 camas, en la ciudad de Monterrey,
Nuevo Ledn, México. Se tiene un registro histérico de 10-15 pacientes al afio

hospitalizados con diagndstico de criptococosis meningea.

5.2 Diseno del estudio

Este es un estudio prospectivo, experimental, doble ciego, aleatorizado
por sobre cerrado 1:1, en el cual se asignd al paciente a uno de 2 grupos: al
grupo 1 se le suministrara un tratamiento de induccion con anfotericina B (1
mg/kg) mas fluconazol 800mg/dia mas sertralina 200mg/dia por 14 dias. Por

otra parte, los pacientes pertenecientes al grupo 2 recibieron el mismo

23



tratamiento, pero se sustituyé la sertralina por un placebo. Ambos grupos se
abordaron intrahospitalariamente, se les realizaron punciones lumbares los dias
0, 7 y 14, asi como los examenes de sangre que su médico a cargo considerd
pertinentes para su tratamiento. Terminando la etapa de induccién al
tratamiento se suspendid la intervencién farmacoldgica del protocolo y se siguio
el tratamiento estandar de mantenimiento consistente en fluconazol 800mg/dia
por minimo 8 semanas y se didé seguimiento por la consulta externa, citandolos
una semana después (21 dias post-intervencion) y 2 semanas después (28 dias
post-intervencién), posteriormente se les dié el seguimiento regular esperado

para estos pacientes.

5.2.1 Modo de administracion del medicamento intervencion y

del placebo.

Para llevar a cabo la administracion del medicamento a evaluar
(sertalina) y el placebo, se utilizaron capsulas vacias con capacidad de 500mg
(Drogueria y Farmacias Plaza, San Nicolas de los Garza, N.L.), las cuales para
el grupo intervencion fueron llenadas con dos tabletas de sertralina de 50 mg
(Pfizer® Vitales, Toluca, México), tal que se administré6 una capsula cada 12
horas para completar una dosis total de 200 mg al dia; en cuanto al grupo
placebo capsulas vacias idénticas fueron llenadas de azucar comercial (azucar,

estandar, marca Soriana®) y se administraron igualmente a un intervalo de 12 h
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para completar dos capsulas al dia. La elaboracion del medicamento se realizé
bajo condiciones de esterilidad en una campana de bioseguridad nivel II-A (Fig.

4).

Figura 4 — Elaboracién del medicamento del protocolo.
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5.3 Criterios de inclusion y exclusiéon

En el estudio se incluy6 a pacientes con diagndstico por antigenemia en
LCR de meningitis por criptococo que sean VIH positivos, mayores de 18 anos,
sin antecedentes de enfermedad hepatica, no embarazadas ni lactantes, que no

hayan recibido anfotericina B con anterioridad para el padecimiento actual.

Se expididé un consentimiento informado y se explicé en este documento
y de forma verbal el protocolo, asi como sus derechos y su capacidad para

abandonar el protocolo en el momento en que el asi lo desee.

5.4 Criterios de inclusion de muestras

Se admitieron unicamente muestras de pacientes con diagnostico
confirmado de criptococosis meningea. Se recibieron unicamente muestras de
LCR, el volumen minimo aceptable fue de 3 mly no se admitieron muestras con
sangre, producto de una puncion lumbar traumatica. La muestra proporcionada

se encontré debidamente rotulada y acompafiada de su boleta de estudio.
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5.5 Criterios de exclusion de muestras

No se admitieron para estudio muestras que no cumplieran con los

criterios de inclusién previamente indicados.

5.6 Aprobacion del Comité de Etica

Este estudio fue aprobado para su realizacién por el Comité de Etica de

la Facultad de Medicina de la Universidad Autébnoma de Nuevo Ledn, bajo el

registro con la clave: IF15-001.

5.7 Procesamiento de las muestras

5.7.1 Antigenemia para Cryptococcus

Para la determinacion de antigeno de Cryptococcus en LCR se
utilizé el kit comercial CALAS® de Meridian Bioscience, Inc. (lote:
140100F292), el cual es un sistema de aglutinacion en latex, siguiendo
las recomendaciones del fabricante. Brevemente, previo a la
determinacién antigénica se efectud la preparacion de la muestra, para
esto se tomaban asépticamente 350 ul de LCR y se colocaban en un
tubo Eppendorf estéril, se centrifugaba a 1000 g por 15 min para

asegurar la separacion de todos los gldbulos blancos y particulas v,
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posteriormente, el sobrenadante se inactivaba por calor en un bafio de

agua hirviendo por espacio de 5 min.

A la par se inactivaba el control negativo proporcionado en el kit
por calor a 56°C durante 30 min. Para la determinacion se colocaban 25
Ml de la muestra preparada y los respectivos controles internos del kit
(control positivo, control de anticuerpo y control negativo) de manera
individual en una placa oscura de titulacién proporcionada en el kit y a
continuacion se les afadia un gota de latex de deteccién o latex control,
se mezclaba el contenido de los circulos y se rotaba la placa en un
agitador rotatorio a 125 + 25 rpm durante 5 min. La aparicién de
agrupaciones pequenas (pero definidas) o francamente grandes en un
fondo débilmente nuboso o claro se consideraba prueba positiva y se

procedia a su titulacion mediante dilucidn seriada de la muestra.

5.7.2 Carga fungica

Para la determinacion de carga fungica se utilizd la técnica
microbiolégica estandar de cuenta viable en placa. Brevemente, previa
homogenizacion de la muestra se transferia asépticamente 1 ml de LCR
a un tubo estéril y se centrifugaba a 14,000 rpm por 8-10 min para
concentrar el paquete celular, se decantaba cuidadosamente el
sobrenadante y la pastilla resultante se reconstituia en 350 ul de solucién

salina estéril y de esta suspension se realizaban 2-4 diluciones seriadas
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1:10 y se sembraban por duplicado alicuotas de 100 ul en placas de agar
dextrosa de Sabouraud, las cuales se incubaban a 37°C por hasta 14
dias con monitoreo periédico de crecimiento microbiano. El numero de
colonias discretas encontradas en la dilucion mas alta se multiplicaba por
el factor de dilucién correspondiente para establecer las unidades
formadoras de colonia (UFC)/ml de LCR analizado.

5.7.3 Identificacion de los aislamientos clinicos

Todo aislamiento clinico recuperado de cultivo se identificd
fenotipicamente en el Laboratorio de Micologia del Centro Regional de Control
de Enfermedades Infecciosas (CRCEI) del Departamento de Microbiologia de la
Facultad de Medicina, UANL como Cryptococcus neoformans con base en su
caracteristico crecimiento colonial mucoide, asi como por su fuerte actividad
ureasa y la incapacidad de la misma de inhibirse en presencia de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA). La identificacion definitiva de los aislamientos
se efectué por andlisis de secuencias multilocus (MLST). Todos los
aislamientos recuperados se guardaron como suspensiones celulares en agua
destilada estéril y se almacenaron a temperatura ambiente con un duplicado en

placa hasta su posterior utilizacion.

5.7.4 Susceptibilidad antifungica

Los ensayos de susceptibilidad antifungica in vitro de las cepas aisladas

se efectuaron utilizando el método de microdilucion en caldo, acorde a los
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lineamientos estipulados en el documento M27-A3 del CLSI de los Estados
Unidos de América. Los farmacos probados en este trabajo fueron obtenidos de
sus respectivas casas comerciales, siendo los siguientes: fluconazol
(Flucoxan®; PiSA, México), anfotericina B (Anfotericina B ;PiSA, México) vy
sertralina (TCIl Chemicals Inc., Tokio, Japdn). Las concentraciones finales de los
farmacos fueron: 0.125 a 64 ug/ml para fluconazol y sertralina y de 0.03 a 16
Mg/ml para anfotericina B. La concentracion minima inhibitoria (CMI) se definié
como la concentracion mas baja de farmaco que no presentd crecimiento del
organismo ensayado. Para el control de calidad de cada corrida se emplearon
las cepas: Candida parapsilosis ATCC 22019 y Candida krusei ATCC 6258. Un
aislamiento se considera resistente a anfotericina B con una CMI = 16 pg/ml y

resistente a fluconazol con una CMI = 64 ug/mil.
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CAPITULO 6

Resultados

6.1 Estudio Clinico

Este fue un estudio doble ciego, aleatorizado, controlado, que se realizd
en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la Universidad
Autéonoma de Nuevo Ledn, en donde se reclutaron pacientes en el periodo

comprendido entre Junio de 2015 y Noviembre de 2016.

Se estudiaron para su inclusién en este estudio a un total de 14
pacientes con signos y sintomas compatibles con criptococosis meningea y con
estudio de tinta china positiva, de estos sélo 12 entraron en el grupo de
intencidon a tratar y se corroboré su diagndstico mediante antigenemia para
criptococo en LCR, los otros dos se descartaron debido a que al momento de su
diagndstico no habia existencia de anfotericina B deoxicolato en el hospital. De
los pacientes en el grupo de intencién a tratar se realizé aleatorizacion 1:1
mediante sobre cerrado y sin conocimiento del equipo tratante, ni del paciente.
De estos pacientes, 5 pertenecieron al grupo Control a los cuales se administré
el tratamiento estandar y 7 al grupo experimental en el cual se afadié al
tratamiento estandar la administracion de sertralina 200mg por via oral. Un

paciente fallecié al tercer dia de iniciado tratamiento, uno mas se excluyé del
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estudio debido a que no se le administrd el fluconazol a las dosis adecuadas y
otro mas se descarté debido a que a pesar de tener un estudio de tinta china
positiva y antigenemia para criptococo positiva, no se pudo aislar el hongo

mediante cultivo (Fig. 5).

14 pacientes

2 s= descartaron por ausencia de
Anfotericina B

12 pacientes

5 pacientes 7 pacientes
Tratamiento Tratamiento Estandar
Estandar mas Sertralina
paciente recibié 1 paciente fallecié antes
tratamiento incompleto y se de poder completar e
descartd del estudio estudio
4 pacientes 6 pacientes
Tratamiento Tratamiento
Estandar Estandar mas
completaron Sertralina
tratamiento completaron

tratamiento

Figura 5 — Distribucion de pacientes reclutados al protocolo.

De los pacientes incluidos en el grupo de intencién a tratar, 11 fueron

hombres y soélo una mujer, las caracteristicas basales de los pacientes se

presentan a continuacién (Tabla 2):
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Tabla 2 — Variables demograficas basales de los sujetos del protocolo.

Variables Demograficas

Tratamiento Estandar

Tratamiento Estandar

+ Sertralina
(n=5) (n=7)
Hombres 5 (100) 6 (85)
Mujeres 0 (0) 1(14)
Creatinina 0.85 (0.6-1.4) 0.68 (0.5-0.8)
AST 31.3 (19-61) 27.2 (10-55)
ALT 40.6 (21-67) 32.6 (10-83)
Presion de Apertura 28.6 (10-48) 38 (28-58)

Se midieron las cargas fungicas en LCR en los dias 0, 7 y 14 de los
pacientes ingresados que completaron tratamiento tanto en el brazo
experimental (Tratamiento Estandar + Sertralina), como en el brazo control
(Tratamiento Estandar = Placebo), encontrandose los siguientes resultados

(Tabla 3 ):

Tabla 3 — Carga fungica en LCR, grupo con Placebo y grupo con Sertralina.

Grupo DIA O DIA 7 DIA 14
Tratamiento Estandar (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
Paciente 01 128,500 4340 79
Paciente 02 50200 0 0
Paciente 03 1700000 22000 2300
Paciente 04 1340000 2540 7
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Grupo

Tratamiento Estandar DiA 0 DiA 7 DiA 14
+ Sertralina (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)

Paciente 01 3000 73.5 10.5

Paciente 02 168000 15000 2990

Paciente 03 728000 6760 28

Paciente 04 602000 207000 721

Paciente 05 1310000 45.5 0

Paciente 06 109000 73.5 10.5

Con los datos obtenido se calculd la EFA, la cual es la tasa de decremento

logaritmico de la carga fungica equivalente a la pendiente en la curva de

regresion lineal (Fig. 6y 7).
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Tratamiento Estandar

Dias

Figura 6 — Grafica de regresion lineal del Grupo Control.

Tratamiento Estandar + Sertralina
8

(=2}

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dias

Figura 7 — Grafica de regresion lineal del Grupo Experimental.
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De estos datos obtenemos que la EFA del grupo Sertralina es: -0.2496 +
0.08340 log UFC/mL por dia, mientras que en pacientes con tratamiento
estandar el resultado obtenido fue de: -0.2868 + 0.08275 log UFC/mL por dia.
Se calculé significancia estadistica de las EFAs de ambos grupos mediante la
prueba T de Student, encontrando una P= 0.5261, resultando una diferencia no

significativa (Fig. 8).
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N

Figura 8 — Analisis comparativo de la Actividad Fungicida Temprana de ambos
grupos.
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6.2 Susceptibilidades de los aislamientos

Se realizaron estudios de susceptibilidad antifungica de los aislamientos
clinicos de Cryptococcus spp. frente a FLC, AMB y SRT, obteniéndose los

siguientes resultados (Tabla 4):

Tabla 4 — Susceptibilidad antifungica de las cepas aisladas.

Concentraciéon minima inhibitoria (ug/ml)

Aislamiento Fluconazol  Anfotericina B Sertralina

(Registro CRCEI)
Cn 226
Cn 227
Cn 228
Cn 230
Cn 235
Cn 236
Cn 240
Cn 241
Cn 242
Cn 246

1
1
0.5

—_—— N = N T = N = N
Pt e e e ND
S 00 00 00 00 00 A~ 00 00 00
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CAPITULO 7

Discusion

El reposicionamiento de medicamentos es una tendencia que se
encuentra en creciente aumento debido a varios factores, entre ellos la
dificultad para el acceso a medicamentos en paises subdesarrollados, la falta
de interés por parte de las farmacéuticas para el desarrollo de nuevos
medicamentos, la simplicidad técnica en el estudio del reposicionamiento de
medicamentos al ser farmacos ya aprobados para su uso en seres humanos vy,
quiza el mas importante de los factores, la creciente resistencia a los agentes

antimicrobianos.

La meningitis por criptococo a pesar de ser una entidad conocida desde
hace muchos afos, sigue encontrandose asociada a una elevada mortalidad,
sobre todo en paises pobres donde el acceso y las condiciones del sistema de
salud son dificiles y precarias, las guias de la IDSA (Infectious Disease Society
of America) establecen que la primer y mejor linea de tratamiento para la
meningitis por criptococo se basa en el uso de dos antifungicos: anfotericina B y
5-flucitosina. Sin embargo, debido a su limitada distribucién mundial, el régimen
de segunda eleccién consistente en anfotericina B y fluconazol es el mas usado
a nivel mundial, incluyendo a México, donde la flucitosina no es comercializada

(24, 26) .
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Es también de relevancia mencionar que la anfotericina B, piedra angular
del tratamiento de la meningitis por criptococo es un medicamento con diversos
efectos adversos, entre los que se encuentran: anemia, hipokalemia,
hipomagnesemia, nefrotoxicidad, entre otros, ademas de que su penetracion al
SNC es deficiente, su elevado costo es otro de los motivos que limita su uso, el
cual oscila entre los 3 a 12 ddlares el ampula, lo cual constituye una barrera
importante para su adquisicion en paises pobres. En las ultimas décadas han
aparecido nuevas formulaciones de este medicamento que no presentan su
elevada incidencia de efectos adversos; sin embargo, el costo de anfotericina B
complejo lipidico y anfotericina B liposomal ronda los 150 délares por ampula,
haciendo inaccesible su uso a las poblaciones en paises en vias de desarrollo

(26).

La sertralina es un medicamento concebido para el tratamiento del desorden
del panico y en diversos estudios ha demostrado ser seguro al usarse por
tiempos prolongados, su penetracion en SNC es 20-50 veces superior a su
concentracion en sangre y sus efectos adversos son generalmente limitados y
de poca gravedad. En fechas recientes se han descubierto diversas nuevas
propiedades de este compuesto, entre ellas su efecto antifungico, siendo
particularmente efectivo contra Cryptococcus spp., afirmacion que es
respaldada por estudios in vitro e in vivo en la literatura, de los cuales cada vez

hay un numero mayor (39, 40, 47, 48).
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Anterior a nuestro estudio, Rhein y cols., realizaron un estudio de eficacia
terapéutica de sertralina para criptococosis meningea en Kampala, Uganda,
donde se probaron diferentes dosis de este medicamento (100-400 mg), y se
encontré que el uso de sertralina a cualquier dosis probada mejoraba la tasa de
aclaramiento del LCR, este hallazgo junto al hecho de que la sertralina es un
medicamento de amplia distribucion, seguro, barato (0.05 ddélares por tableta de
100 mg) y bien tolerado, lo convierten en una prometedora arma en la lucha

contra la criptococosis meningea (49).

En nuestro estudio se dividieron a los pacientes en dos grupos, un grupo
en tratamiento estandar mas placebo y un grupo con tratamiento estandar mas
sertralina. La mortalidad durante su internamiento fue menor al 10% tomando
en cuenta ambos grupos lo cual es menor al porcentaje reportado a nivel
mundial, lo cual se debié probablemente al monitoreo estricto que se llevd
acabo de los pacientes. Con respecto a la EFA, parametro de medicion que se
utilizé en nuestro estudio y con el cual se evalué la efectividad de la sertralina
como adyuvante para lograr una aclaramiento mas rapido de Cryptococcus en
LCR, no se encontré una diferencia estadisticamente significativa entre ambos
grupos en el primer analisis, por lo cual se rechaza la hipotesis del efecto
adyuvante de la sertralina. Debemos mencionar tras la evaluacion estadistica
de los datos, que la diferencia en la EFA entre ambos grupos fue muy pequena,
lo cual se debié al numero tan reducido de pacientes que fueron ingresados en
este protocolo (debido a la subita falta de disponibilidad de anfotericina B

deoxicolato en México) o a las diferencias en las caracteristicas basales entre
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los pacientes de ambos grupos, las cuales no se tomaron en consideracién para
el analisis estadistico inicial. Si bien no podemos afirmar con estos datos que la
sertralina tenga algun efecto benéfico en la evolucion clinica o sobre el
aclaramiento del LCR en los pacientes afectados por criptococosis meningea,
basados en la literatura reciente sobre el uso de sertralina para este fin,
encontramos que es un medicamento prometedor y que estudios posteriores y
con un tamano de muestra mayor deben ser llevados a cabo en nuestra

poblacion para validar su uso en nuestro pais.
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CAPITULO 8

Conclusion

Debido a todo lo anterior, la conclusiéon de esta Tesis se resume en los

siguientes puntos:

1. La sertralina es un medicamento seguro, econdmico y de amplia
distribucion mundial con un numero creciente de evidencias que apoyan

su uso en el tratamiento de la meningitis por criptococo.

2. En nuestro estudio un efecto estadisticamente significativo sobre el
aclaramiento de Cryptocococus spp. del LCR en el grupo de pacientes a
quienes se les proporciono sertralina como adyuvante al tratamiento

estandar no fue demostrado.

3. La diferencia tan estrecha en la EFA entre ambos grupos nos lleva a
concluir que el tamafo de muestra en nuestro estudio no permite una
comparacién adecuada, por lo que el efecto antifungico de la sertralina

no pudo ser debidamente estudiado.
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CAPITULO 10
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