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Corneofungimetria: un bioensayo en
dermato-micologia
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Resumen La corneofungimetria es un bioensayo en dermato-micologia que consiste en
evaluar el efecto antifiungico de medicamentos utilizando la técnica de cultivo de
hongos en capa cérnea humana obtenida segin el método de biopsia de super-
ficie con cianoacrilato.

Con la corneofungimetria hemos establecido una clasificacién de los antifingi-
cos topicos en funcién de su espectro de accion y de su fungitoxicidad.
También, hemos evaluado la accion de antifingicos orales en funcién de su bio-
disponibilidad a nivel de la capa cornea.
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Corneofungimetry: A bioassay for dermato-mycology

Summary  Corneofungimetry is a bioassay in dermatomycology evaluating the antifungal
effect of drugs. It is based on the method of culture of fungi on human stratum
corneum harvested by cyanoacrylate skin surface strippings. Using corneofungi-
metry, it is possible to establish a classification of topical antifungals according to
their spectrum of activity and their fungitoxicity. Similarly, the potency of oral anti-
fungals can be evaluated at the level of the stratum corneum.
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~ La capa cdrnea es la estructura mas superficial deestados de xerosis o el diagnostico de dermatitis inflama-
la piel, formada de corneocitos separados por laminastorias, infecciones y parasitosis superficiales, asi como de
conteniendo proteinas, aminoacidos, lipidos, hidratos detumores pigmentarios [6-8].

carbono, agua y diversos iones. Esta estructura forma un Ultimamente han sido propuestas nuevas aplicacio-
substrato adecuado para el crecimiento de diferentes honnes en el campo de la micologia y de la farmacologia. La
gos. técnica de cultivo de hongos sobre biopsia de superficie

Las propéagulas flngicas son representadas por lasaplicada a la evaluacion de la capacidad antifingica de
artroconidias de dermatofitos, las levaduras y las esporasnedicamentos utilizando el analisis morfométrico, la
de mohos [1]. En una primera etapa, las propagulas debememos llamado corneofungimetria.
encontrar un nicho de donde no seran eliminadas mecéani-
camente; la adhesion a la capa cérnea es favorecida por IMETODOLOGIA EMPLEADA EN LA CORNEO-
presencia eventual de ligandos especificos [2,3]. LAaFUNGIMETRIA
segunda etapa consiste en la germinacién de las propagu-
las seguida de la invasion de la capa cornea favorecida o Biopsia de superficie con cianoacrilatba biopsia
no por la accion de proteasas [4]. Los aspectos morfologi-ye syperficie con cianoacrilato es un método no invasivo y
cos de este mecanismo han_ sido |_Iustrados por E_nghsh [51no doloroso gue permite despegar una capa de corneocitos

__Diversos grupos de investigadores han intentado ge espesor uniforme. Utilizamos laminas de polietileno
utilizar la capa cornea como substrato para el creC|me|nt0(|\/|e|inex O, ICI, Holanda) de 150 um de espesor, de la
de hongos, obteniéndola bien por simple raspado a lag|ia de un cubreobjetos (1,5 x 6 cm) y un pegamento de
cureta o bien de una manera mas sofisticada utilizando lgjpg cianoacrilato liquido (Superglue, Loctite, Bélgica).
técnica de biopsia de superficie con cianoacrilato. El desa- En el momento de tomar la muestra, una gota de
rrollo de esta técnica ha permitido establecer una vast;zngacrilato era depositada en una extremidad de la lami-
gama de aplicaciones, tales como la evaluacion de 10,5 " hara aplicar enseguida el conjunto sobre la piel duran-

te 30 seg aproximadamente. Después de este tiempo, la
lamina era separada de la piel despegando asi la parte mas
superficial de la capa cornea.

Cultivo de hongasLos hongos son cultivados en
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Para el cultivo de hongos utilizamos también lami- lugares del cuerpo no tratados con éstos como control.
nas de gelosa (Mycoline, BioMérieux, Francia) recubier- Cada una de ellas, después de la adicion de una suspen-
tas por dos medios de cultivo; una cara contiene agarsion de hongos, fué incubada en un medio hiimedo a 27°C
glucosado de Sabouraud-gentamicina-cloranfenicol quedurante 15 dias. Este material fué coloreado con
permite aislar levaduras, dermatofitos y mohos, y la otra Polychrome Multiple Stain y examinamos el crecimiento
cara contiene agar glucosado de Sabouraud-cloranfenicol-del hongo con un analizador de imagen computarizado.
rojo fenol en donde los dermatofitos que crecen producenPara ello medimos la superficie recubierta por los mice-
una alcalinizacién y un color rojo del medio de cultivo. lios y por cada hongo examinado, la inhibicion del creci-

La identificacion del hongo, después de algunos miento fué expresado en porcentaje de modificacion de la
dias de incubacion, es realizada sobre la base de las carasuperficie del micelio, comparando el territorio tratado
teristicas morfolégicas macroscépicas y microscépicas con la zona control.
del aislamiento clinico. Efecto antifingico de depdsitdtilizamos la técni-

Cultivo de hongos sobre capa corné&ealizamos ca de corneofungimetria para evaluar el efecto antifungico
biopsias de superficie, preferentemente en antebrazo;de deposito de los 19 productos ensayados en la primera
sobre estas biopsias, en un medio himedo y a 27°C, coloparte de nuestro trabajo. Para ello, seis muestras de capa
camos 250 pl de una suspencion de levaduras o conidias &ornea, de lugares tratados con antifingicos, obtenidas
una concentracion aproximada dé délulas/ml. Después  segun la técnica de biopsia de superficie fuerdon realizadas
de una a dos semanas de incubacién, los hongos que hagliariamente durante 4 dias consecutivos. A estas mues-
crecido sobre la biopsia de superficie son coloreados contras, se les inoculé una suspension de hongos incubando-
Polychrome Multiple Stain (Dermatologic Laboratory and los por 2 dias. Enseguida fueron colocadas en un medio
Supply, Council Bluffs, USA), fluorocromos o coloracio- de cultivo conteniendo agar glucosado de Sabouraud-gen-
nes vitales (Calcofluor, Sigma F6259, Alemania; tamicina-cloranfenicol por 15 dias. Después de este tiem-
Fungical, Uvitex 2B Ciba, Francia; Rojo neutro, Sigma po examinamos la presencia o ausencia del crecimento
N6634, Alemania). Utilizamos un analizador de imagen fangico. La ausencia del crecimiento del hongo en el
computarizado (sistema WCUE 2, Olympus, Alemania) medio de cultivo lo consideramos como la traduccion de
para realizar las evaluaciones morfométricas a fin de un efecto antifingico potente (efecto fungicida).

determinar la variacion de la superficie de la suspencion En base a estos resultados propusimos una clasifi-

de hongos el primer y ultimo dia de incubacién. cacion de los antifiingicos en tres categorias [9]. La pri-
mera agruparia a los antifingicos de amplio espectro con

APLICACIONES un efecto inhibitor significativo y un efecto antifingico de

depdsito de una duracion media de 0,8 dias. El segundo
grupo comprendia a los antifingicos con las mismas
caracteristicas del primer grupo pero de espectro limitado
a un solo hongo y el tercero a aquellos con un espectro
aun mas limitado (Tabla 2).

Estudio de la actividad antifingic&n un primer
estudio [9], diez series de 11 voluntarios sanos fueron
estudiados. Utilizamos por cada serie dos antifiingicos. En
total, fueron utilizados 19 antifingicos comercialmente

disponibles y una crema conteniendo acido azelaico como Otra aplicacion de la corneofungimetria es la de
control negativo (Tabla 1). dete[rlrrg]nar la concentracion 6ptima de antifingicos tépi-
cos [10].

Tabla 1. Antifingicos tépicos evaluados por corneofungimetria.

Tabla 2. Clasificacion de antifingicos tépicos en funcién a su actividad inhi-

Grupo Agente farmacol6gico Grupo Agente farmacoldgico bidora y de deposito contra seis hongos patogenos cutaneos (por orden
alfabético en cada clase).
Polienos  Anfotericina B Morfolinas )
N?tamici“a ) ) Amorolfina Clase | Amorolfina Clase Il Anfotericina B
Nistatina Alilaminas B Bifonazol Ciclopiroxolamina
Naftifina Itraconazol Griseofulvina
Azoles Bifonazol Otros Acido undecilénico Ketoconazol Natamicina
Clotrimazol Ciclopirox olamina Oxiconazol Nistatina
Econazol nitrato Griseofulvina Omoconazol
Isoconazol nitrato Tolnaftato Clase Il Clotrimazol Sulconazol
Ketoconazol ; Econazol Tolnaftato
Miconazol nitrato Control Acido azelaico Isoconazol Acido undecilénico
Omoconazol Miconazol
Oxiconazol Naftifina
Sulconazol nitrato Tioconazol
Tioconazol
En este protocolo cada producto utilizado fué apli- Actividad y farmacocinética de antifnficos orales.

cado diariamente durante cuatro dias consecutivos en eFSté estudio tuvo como objetivo comparar la eficacidad
antebrazo de los voluntarios. Se realizaron biosias dedel itraconazol y de la terbinafina administrados por via
superficie con cianoacrilato a partir del primer dia ©oral. Para ello, fueron estudiadas tres series de 10 volunta-
siguiente a la Gltima aplicacion del producto y con 24 h de 0S. Cada participante recibio durante una semana itraco-
intervalo durante los tres dias siguientes. Los hongos utili- 1azol 400 mg /dia, itraconazol 200 mg /dia o terbinafina
zados provenian de cultivos de muestras de lesiones clini250 mg /dia. Las biopsias de superficie fueron realizadas

cas cutaneas conteniendo artroconias y microconidias de€n 10s antebrazos los dias 1, 3, 8, 10, 14, 21, 28 y 35.
Trichophyton interdigitale, Trichophyton rubrum, Cada biopsia fué incubada con el hongo seleccionado

Epidermophyton floccosum Microsporum canis durante 14 dias. ) _
También fueron utilizados aislamientos @andida albi- Durante el periodo de la toma del medicamento
cansy Candida krusei (Rx) encontramos una actividad fungitéxica para los der-

Para la evaluacion de la actividad antifingica, fue- matofitos equivalente para ambos productos.
ron realizadas seis biopsias de superficie en cada antebraContrariamente, el efecto antiflingico de deposito (dia 7 al
zo tratados con un producto y seis otras biopsias de otrodlia 35), evaluado después de la toma de medicamento, fué
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Figura 1. Actividad antifingica del itraconazol ( 200 mg/d y 400 mg/d) y de la terbinafina (250 mg/d) en funcion del grado de inhibicion del crecimiento del
hongo. 1a: Trichophyton interdigitale. 1b: Candida albicans.
Los valores del area son indicados en unidades arbitrarias

mas significativa en el grupo que recibié 400 mg /dia de Han sido propuestos nuevos métodos en estos ulti-
itraconazol (Figura la). El efecto antifingico frente a la mos afios. El bioensayo utilizando cultivos fangiegs

C. albicansfué mas intenso en los dos grupos que recibie- vivo sobre capa cérnea humana puede ser considerado
ron itraconazol en comparacion al grupo que recibié terbi- como un método experimental, no invasivo, de interés

nafina [11] (Figura 1b). para el clinico. Con este método, que hemos llamado cor-
neofungimetria, la naturaleza del hongo testado y su can-
CONCLUSIONES tidad pueden ser controlados y los resultados no son

influidos por la variabilidad de la respuesta del huésped

La evaluacién predictiva de la eficacidad de los [9:12,13]. Con la corneofungimetria podemos evaluar el
antiftingicos reposa clasicamente sobre una serie de prue€f€cto de antifingicos topicos y orales, determinar el
basin vitro y en la utilizacion de modelos animales. Uno ©fecto antifingico de deposito, asi como establecer dife-
de los principales problemas de interpretacion de estos/€Ncias entre ellos en funcion a su biodisponibilidad a
métodos es la falta o débil correlacién entre el efecto anti- NiVel de la capa cornea.
fungicoin vitro y la eficacidadn vivo[12]. Esto es parti-
cularme cierto para los derivados de tipo imidazol y
triazol. Para una alilamina como la terbinafina, la presen-
cia de suero disminuye sensiblemente el efecto antifingi-
co.
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