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El fluconazol es uno de los farmacos mas Utiles en el tratamiento de las infeccio-
nes fangicas sistémicas, que padecen con frecuencia pacientes no inmunocom-
petentes. Sin embargo, la aparicion de cepas resistentes en los Ultimos afios
puede limitar notablemente su utilidad en un futuro préximo. Aunque se han des-
crito diversos mecanismos implicados en la resistencia a azoles, existen estu-
dios genéticos recientes que demuestran la implicacion de genes especificos en
la resistencia clinica. Los mejor caracterizados hasta la fecha son los genes
MDR1y CDR1, que codifican proteinas que pertenecen, respectivamente, a las
familias MFS y ABC de transportadores de farmacos. Estas proteinas responden
al potencial de membrana (MFS) o hidrolizan ATP (ABC) provocando la salida
del farmaco y reduciendo asi su acumulacion intracelular. Se ha demostrado que
algunas cepas de Candida albicans aisladas de pacientes sometidos a terapia
con fluconazol de larga duracion tiene niveles elevados del ARNm de dichos
genes. El desarrollo de herramientas de manipulacion genética en C. albicans
esta permitiendo caracterizar el papel de estos genes en éste y en otros proce-
sos importantes para la célula fungica.
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Molecular and genetic aspects of resistance to azoles
in Candida albicans

Fluconazole is one of the most useful drugs in the treatment of fungal systemic
infections which frequently affect non immunocompetent individuals. However,
the emergence of resistant strains in recent years may severely limit its useful-
ness in future. Although there are several described mechanisms involved in
resistance to azoles, recent genetic studies demonstrate the role of specific
genes in clinical resistance. Currently, the best characterized are the MDR1 and
CDR1 genes, which code members of the MFS or ABC familiy of drug transpor-
ters, respectively. These proteins respond to the membrane potential (MFS) or
hydrolyse ATP (ABC) thus promoting drug efflux and therefore reducing its intra-
cellular accumulation. It has been shown that the mRNA from these genes is fre-
quently increased in some Candida albicans resistant strains from patients
receiving long term azole treatment. The development of molecular genetic tools
in C. albicans is allowing characterization of their role in this and other important
processes in the fungal cell.
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La anfotericina B, el estandar clasico en el trata-

z0lica de enorme importancia actual en el tratamiento demiento de este tipo de infecciones, actia por su capacidad
infecciones fungicas. Este tipo de infecciones estan de interaccién con el ergosterol de la membrana plasmati-
aumentando en un gran numero de paises desarrolladosa de la célula fungica [4] pero su capacidad de interac-
[1,2], entre ellos Espafia [3] y su tratamiento es hoy dia uncidon (aunque en menor grado) con las membranas de
problema grave debido al reducido nimero de antifungi- células de mamiferos ricas en colesterol, es responsable

cos eficaces que actien de forma totalmente selectiva.
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de sus importantes efectos secundarios, parcialmente sol-
ventados con la utilizacion de nuevas formulaciones lipo-
somales [5].

El segundo grupo de antifingicos de utilidad hoy
dia, los azoles, acttan inhibiendo el mecanismo de sinte-
sis del ergosterol (Figura 1) y son los que tienen en la
actualidad una mayor importancia cualitativa y cuantitati-
va en el tratamiento de infecciones flngicas sistémicas,
clasificandose en derivados imidazdlicos y triazdlicos. El
desarrollo de estos ultimos (ketoconazol, fluconazol e
itraconazol como compuestos mas representativos), de
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de su accion, lo cual suele ser debido a la existencia de
barreras de permeabilidad o, alternativamente, a la pre-
+ sencia de sistemas de bombeo activo del antibiético al
Alilaminas exterior celular. El tercer mecanismo, ampliamente exten-
y Tiocarbamatos - + dido en el mundo microbiano, es la inactivacion del anti-
biético por modificacion covalente del antibiotico.
Hasta la fecha, sélo se han descrito los dos prime-
: ros mecanismos (modificaciéon del sistema blanco y acu-
> + [14a-esterol desmetilasa |  mulacion intracelular reducida) en el caso de los azoles
[12-14]. En efecto, se ha descrito comoGandidaspp.,
e + la enzima blanco de la accion del antibittico, laot4-
= — DM puede hacerse menos sensible a la accion inhibitoria
+ [a*-a"isomerasa | de los azoles[15]. Algunas cepas carentes de esta activi-
dad presentan resistencia cruzada con polienos [16], lo
cual se ha explicado teniendo en cuenta los cambios en la

| composicion lipidica global de la membrana que produce
la inhibicién de este enzima. Igualmente, se ha descrito
cémo el aumento en la actividad de ladBM puede
explicar, al menos en parte, la resistencia de un aislamien-
to clinico deCandida glabrata[17]. También se ha des-
administracion oral y mayor selectividad, supuso un gran crito como defectos en 1a5,6-esterol desaturasa pueden
avance en la terapia antiftingica. Entre ellos, el fluconazol generar resistencia a ketoconazol en una cejia débi-
fue rapidamente uno de los farmacos de eleccion en el tracans(cepa Darlington). Esta cepa acumula fecosterol que,
tamiento de infecciones flngicas sistémicas, candidiasisal ser utilizado como sustrato, puede compensar en parte
orofaringeas y meningitis criptocécica en pacientes con los efectos nocivos de la acumulacion de lanosterol y
infeccion por VIH y sida debido a su elevada biodisponi- Otros intermediarios toxicos para la célula.
bilidad ((®0%) y selectividad asi como en tratamientos El segundo tipo de mecanismo observado es la
profilacticos en pacientes sometidos a terapia inmunosu-acumulacion intracelular reducida del antibidtico. Asi,
presora. Estos compuestos presentaban numerosas vent&ace mas de 13 afios, se demostré que ciertas cepas que
Jas frente a los primeros derivados imidazélicos (p.e.: no respondian al tratamiento con ketoconazol eran incapa-
miconazol), no solo de tipo farmacocinético, sino también ces de incorporar al citoplasma celular un derivado triaz6-
respecto a la especificidad de su mecanismo de accion, ldico marcado radiactivamente [18]. Posteriores estudios
biosintesis del ergosterol. Los derivados triazélicos inhi- pusieron de manifiesto que estas cepas tenian alteraciones
ben especificamente esta sintesis a nivel de &-dste- en el contenido lipidico de la membrana, con una dismi-
rol desmetilasa dependiente del sistema citocromo P-450nucion de la relacion esteroles/fosfolipidos [16,19,20].
(14-0-DM) (Figura 1). La deplecion del ergosterol celular Estos cambios se han postulado como responsables del
unida a la acumulacién de ciertos compuestos intermediosproceso de “impermeabilizacién” de la membrana plas-
en su sintesis [6], conlleva, en lltima instancia, a una pér-matica a la entrada de azoles siendo responsables, por
dida de la funcionalidad de la membrana plasmatica y untanto, de la resistencia a los mismos.
efecto fungistatico. Sistemas de transporte activo de antibiéticosEl
Sin embargo, tras la introducciéon del fluconazol en aspecto quiza mas llamativo en los ultimos afios en el
la practica clinica en 1988, empezaron a surgir resisten-campo de la resistencia a azoles ha sido la implicacion de
cias [7], de forma similar a lo ocurrido tras la introduc- sistemas de transporte activo en la resistencia a azoles en
cion del ketoconazol en el tratamiento de la candidosis hongos patdgenos, principalmente @nalbicans Esta
mucocutaneas crénicas [8,9] y que amenazan con limitarsituacion contrasta con los sistemas bacterianos, en los
notablemente su utilidad a corto y medio plazo. De hecho,que se conoce desde hace muchos afios este mecanismo
se ha descrito cémo las resistencias a fluconazol originanhabiéndose implicado en la resistencia a tetraciclinas, qui-
problemas en al menos un 10% de los pacientes de sida enolonas, macrdlidos, cationes organicos y metales pesa-
fase avanzada [10]. Estas resistencias se correlacionamos [21]. Este hecho est4, sin lugar a duda, relacionado
directamente, y en muchos casos, con las dosis de flucocon el menor grado de desarrollo de las herramientas de
nazol administradas y/o la duracién del tratamiento, sien- manipulacion genética existentes en hongos patégenos, lo
do por tanto de naturaleza adquirida. Con frecuencia, que ha limitado enormemente los estudios de caracteriza-
ademas, son cruzadas con otros azoles [11]. En esta revieion genética.
sion intentaremos evidenciar los mecanismos moleculares La situacion erC. albicansse complica por su
que se conoce que juegan un papel en la resistencia a losaracter diploide y la ausencia de ciclo sexual [22], aun
azoles, centrandonos especialmente en los recientes avareuando en los Gltimos afios se estan empezando a desarro-
ces que implican sistemas de transporte activo en resistenar algunas de las herramientas genéticas que empiezan a
cia a azoles y en particular, a fluconazol. permitir el aislamiento, identificacién y caracterizacién de
Mecanismos de resistencia a azoldsxisten basi- algunos genes implicados en muchos de estos procesos
camente tres tipos de mecanismos moleculares por l0g23-25]. Los estudios e@. albicansdisponen, por el con-
cuales un microorganismo puede adquirir resistencia a untrario y como ventaja notoria, de un sistema modelo de
antibiético. El primero de ellos consiste en modificacio- referencia comd@Gaccharomyces cerevisiaerganismo
nes de la enzima blanco, tanto de su regulacién (aumentaon el cual presenta una relativa proximidad filogenética
o disminucion de niveles) como de su capacidad de inte-y en el cual no sélo existen gran numero de herramientas
raccion con el antibiético, sin impedir que siga siendo genéticas sino que la totalidad de su genoma ha sido
capaz de llevar a cabo su funcion fisiolégica en la célula. secuenciado. Aun cuan&o cerevisia@o es una levadura
El segundo mecanismo consiste en la incapacidad depatégena y no ha sido, por tanto, sometida a la presion
alcanzar el antibiético concentraciones eficaces en el sitioselectiva de la terapia antifingica, los intensos estudios
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béasicos que se han llevado a cabo en los dltimos afios hasomo cicloheximida, cloranfenicol, miconazol, oligomici-
permitido caracterizar un complejo entramado de genesna, nistatina y 2,4-dinitrofenol [37] asi como a fluconazol
gue codifican proteinas que juegan un papel en lo que sgHerndez, ML, datos no publicados) hecho que apoya su
ha denominado resistencia multiple o pleiotropica a far- papel como transportador multifuncional.
macos (PDR; déleiotropic Drug Resistandd26-28],
por la capacidad de tienen estos genes de determinar
resistencias a una gran cantidad de compuestos sin rela-
cion estructural clara entre ellos. En general, se pueden
clasificar en dos grupos de genes: los que intervienen
directamente en el mecanismo o proceso de transporte de
sustancias al exterior celular, que suelen codificar protei-
nas de membrana, y los factores de transcripcién, que
acttan activando la transcripcion de los primeros. El siste-
ma deS. cerevisiaees, por tanto, un marco conceptual
muy adecuado para tratar de comprender este tipo de
fenomenos.
Existen pocos genes descritos@nalbicanshasta
la fecha con un papel definido en la resistencia a azoles.
El primero de ellosMDR1, denominado inicialmente
BENT, fue aislado al conferir resistencia a los antibiéticos
benomilo y metotrexato €. cerevisiaeuando se encon-
traba presente en plasmidos episémicos multicopia de este
organismo [29]. Con posterioridad se demostré que su
sobreproduccion eB. cerevisiaeonferia resistencia no
s6lo a estos antifiingicos sino a una amplia variedad de
compuestos que no estaban relacionados estructuralmente
como cicloheximida, benzotriazoles, nitroquinoleinas y
otros [30]. MDR1 codifica una proteina, MDR1p, en la Periplasma
gue se han sugerido dos dominios proteicos con seis
regiones fuertemente hidrofébicas (supuestamente trans-
membrana) cada una, asi como su pertenencia a la familia
de transportadores MFS (del inglé4ajor Facilitators
Superfamily. Estas proteinas, actlian por un mecanismo
dependiente de la existencia de un potencial de membrana
[31] (Figura 2). MDR1p, es homologo (57% identidad,
77% similitud) con una proteina similar @& maltosa
que confiere resistencia a cicloheximida [32] asi como el
producto de un gen de&chizosaccharomyces pomipge ATP e
confiere resistencia a amiloride denominado carl [33]. La ‘
interrupcion de este gen €n albicansha demostrado su
'mpllcaC|On _en la V|rUIen.C|a [34], con reducciones en el Figura 2. Modelo estructural y funcional de los tipos de transportadores
tiempo medio de supervivencia de los ratones en 10S quémplicados en la resistencia a muiltiples farmacos en C. albicans.
se llevé a cabo el ensayo. Este aspecto apoya el hecho de
gue esta proteina, aunque no esencial, juega un papel
importante en procesos fisiolégicos normales en la célula Hay varios datos que apoyan el papel que juega
fingica. Se ha demostrado recientemente que la sobrepro€DR1en la resistencia a fluconazol €n albicans En
duccion deMDR1 confiere resistencia a fluconazol y primer lugar, se ha descrito que aislamientos clinicos
otros azoles eB. cerevisiaéRegidor J., datos no publica- obtenidos de pacientes de sida sometidos a terapia con
dos). Las cepas de. albicansdelecionadas en este gen fluconazol durante periodos prolongados tienen niveles
son, igualmente, mas sensibles a ciertos compuestos téxielevados (hasta 10 veces superiores a los normales) de
cos aungue no a benomilo [35] ni a azoles [36] (Hernaez ARNm deCDR1[43], un aspecto que indica que la sobre-
ML, datos no publicados). produccién de esta bombas es un mecanismo de relevan-
Un segundo gen caracterizado®@BR1, clonado cia clinica. Algunos de estas cepas muestran niveles
por Prasad y cols. [37] al complementar la hipersensibili- elevados del ARNm del geDR1, hecho que también
dad a farmacos que presentaban cepaS.dwmerevisiae apoya la importancia ddDR1 en la resistencia. Por otro
mutantes en el geRDR5 CDR1 codifica una proteina  lado, experimentos de interrupcion génicaCeralbicans
que, teniendo en cuenta su estructura primaria, pertenecéan demostrado que la delecion @PR1genera cepas
a la superfamilia de transportadores de tipo ABC (del mas sensibles a diversos antifungicos, como el fluconazol,
inglés, ATP-Binding Cassetjesiendo homéloga al pro-  itraconazol, ketoconazol, terbinafina, amorolfina y ciclo-
ducto de los geneRDR5(56% identidad, 73% similitud) ~ heximida entre otros [36], lo que indica que, aungque no
y SNQ2(42% identidad, 60% similitud) d®. cerevisiae sea esencial para la viabilidad celular, esta proteina es
[38,39], también implicados en la resistencia multiple a capaz de transportar dichos sustratos al exterior celular
drogas en este organismo [24,40]. Estos transportadoresfeduciendo la concentracion intracelular de droga y con
ampliamente difundidos en el mundo microbiano [41,42], ello el efecto inhibitorio deseado.
actian acoplando el sistema de transporte del sustrato a Recientemente, se ha aislado otro gen por comple-
un proceso de hidrdlisis de ATP, que interacciona con unamentacién de la sensibilidad a fluconazol que presentan
regién definida de la proteina presente en un dominio cepas mutantes d&. cerevisiae PDRp44]. Este gen,
citoplasmico (Figura 2). La sobreproduccion de CDR1p denominaddCDR2,codifica una proteina 84% idéntica al
en S. cerevisiaeonfiere resistencia a multiples drogas producto del geDR1y también pertenece a la superfa-
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milia ABC. Su patréon de expresion es, por el contrario, desencadenar un mecanismo indirecto de resistencia por
diferente, no detectandose mensajero en cepas silvestresnteraccion con otros sistemas de exportacion celular. De
De igual forma a lo que ocurre cDR1, su delecién en hecho, todavia se desconoce la localizacién celular de
C. albicansno genera cepas mas sensibles a los azolesgstas proteinas, aun cuando por similitud con el modelo
pero en cambio, su sobreproduccion en aislamiento clini-de S. cerevisiad46], se sugiera una localizacion en la
cos si genera resistencia a los mismos [44]. membrana citoplasmica.

Si bien la sobreproduccion de transportadores en En segundo lugar, es de enorme interés la regula-
S. cerevisiagiene efectos sobre numerosos compuestos Cion de estos genes. Bn cerevisiase conocen diversos
sin relacién estructural, no lo hace con todos con igual factores de trancripcion implicados en la regulacion de
afinidad [27]. De hecho, e@. albicansla funcién de sistemas de transporte de antibidticos y sustancias toxicas.
estos transportadores es diferente en varios aspectos. Pdksi, los gene®DR1y PDR3son, entre otros, reguladores
ejemplo, aunque tant®DR1comoMDR1 pueden produ- positivos dePDR5en S. cerevisiag38,47]. Es predecible
cir resistencia a fluconazol por sobreexpresion [44], la que numerosos factores (temperatura, diferentes tipos de
delecion de cada uno de ellos no produce un fenotipoestrés o los propios sustratos) puedan modular la expre-
similar [35-36]. De hecho, la delecion MDR1, si bien sidn de estos transportadores. Aunque algunos de estos
no genera cepas mas sensibles a fluconazol per se, dactores de transcripcion ya han sido identificados en
aumenta la sensibilidad a diversos farmacos pero s6loC. albicans(Hernaez M. L., datos no publicados), se des-

cuando se lleva a cabo en un fondo gendfibiR1[36]. conoce por el momento su implicacion en fenémenos de
Igualmente, hay autores que han sugerido (mediante estu¥esistencias en la practica clinica.
dios de obtencién de mutantes@lealbicansresistentes a Por Gltimo, es de destacar que se desconoce el

fluconazol en laboratorio) qUEDR1 es mas especifico  mecanismo por el cual se induce la expresion de estos
de la resistencia asociada a fluconazol mientras quetransportadores, que pudiera ser debido, entre otros, a una
CDRL1tiene un espectro de compuestos mas amplio [45]. desregulacidon (por mutaciones en su regién promotora), a
Otro ejemplo lo constituy€DR2 que parece tener una mutaciones en otras proteinas que actuaran en trans (fac-

menor actividad transportadora &n cerevisiagjue tores de transcripcion) e incluso a fenomenos de amplifi-
CDR1pero es, por el contrario, mas especifico frente a cacion génica tal y como ha sido descrito en células de
sustancias como el cristal violeta [44]. mamifero. Ademas, no se excluye la existencia de otros

En conclusion, los datos expuestos anteriormente mecanismos adicionales (como mutaciones en el gen
demuestran la implicacién €d. albicansde diversos estructural) que puedan incrementar y actuar aditivamente
miembros de las familias de transportadores ABC y MFS a éste. El aislamiento y la caracterizacion molecular de

en la resistencia a azoles y otros antifungicos. los genes aislados asi como la identificaion de nuevos
genes implicados en este fenomeno (previsible por analo-
CONCLUSIONES gia con el modelo d8. cerevisiagpuede arrojar claves

que posibiliten en un futuro el control y terapia eficaz de

A pesar de la relevancia de este Ultimo mecanismo las infecciones fungicas.
en la resistencia a azoles, existen todavia muchos aspec-
tos que se ignoran.

En primer lugar, es de destacar que no existen

. B ; Agradecemos al Dr. R. Rotger la cuidadosa revision
tOdaVI.a,‘ datos que apoyen de forma directa la CapaCIdad de este articulo. Parte de nuestro trabajo de investi-
de union de Cdrlp, CfﬂfZP y MDR1p a azoles, de formq gacion esta financiado por Pfizer S.A. (Espafia) y por
que la sobreproduccion de estos transportadores podria el Proyecto FIS SAF-96-1540.
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