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Disminucion dela actividad
antifungica del fluconazol asociada a
Ibuprofeno y piroxicam en la
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El propdsito de nuestro trabajo fue determinar la actividad antifingica del fluco-
nazol asociada con piroxicam e ibuprofeno en la histoplasmosis experimental del
hamster (Mesocricetus auratus)

Sesenta hamsters fueron inoculados por via intracardiaca con un inéculo de
4x10° levaduras de Histoplasma capsulatum var. capsulatum. Los tratamientos
comenzaron una semana después de la inoculacion y se extendieron por tres
semanas. Seis grupos de diez animales cada uno recibieron: 1- fluconazol

8 mg/kg/dia; 2- ibuprofeno 20 mg/kg/dia; 3- piroxicam 20 mg/kg/dia; 4- flucona-
zol + ibuprofeno; 5- fluconazol + piroxicam y 6- recibié solo el solvente de los far-
macos. Una semana después de concluidos los tratamientos, los animales
fueron sacrificados y la eficacia terapéutica se evalu6 por la realizacion de
hemocultivos, determinacion de UFC/g de bazo y estudios histopatol6gicos del
mismo 6rgano. Se observé un aumento significativo del nimero de UFC/g de
bazo en los grupos que recibieron fluconazol asociado a los anti-inflamatorios
(3,9x10" y 3,3x107) comparandolos con el grupo que fue tratado solo con el azé-
lico (9x10°). En la histopatologia, los animales que recibieron sélo fluconazol,
mostraron granulomas bien definidos con escasos elementos fungicos en el
interior de macréfagos, mientras que en los que recibieron la asociacion de
antiinflamatorios con fluconazol, se evidencié la produccién de granulomas mas
laxos con abundantes levaduras intracelulares.

Los datos obtenidos en este trabajo permiten concluir que los antiinflamatorios
no esteroideos utilizados, producen una disminucién de la eficacia antifingica
del fluconazol en la histoplasmosis experimental del hamster.
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Diminution of antifungal activity of fluconazole asso-
ciated with ibuprofen and piroxicam in experimental
histoplasmosis of hamster s (Mesocricetus auratus)

The aim of this study was to determine if the association of non-steroid anti-
inflammatory drugs (piroxicam and ibuprofen) with fluconazole, affects the anti-
fungal activity of the azole compound, in an experimental model of
histoplasmosis in hamsters (Mesocricetus auratus). Sixty hamsters were intra-
cardially inoculated with 4x10° yeasts of Histoplasma capsulatum var capsula-
tum. Treatments began one week after the challenge and continued for three
weeks. The hamsters were divided in six groups of ten animals each and recei-
ved the following treatment: 1- fluconazole 8 mg/Kg/day; 2- ibuprofen 20 mg/Kg/day;
3- piroxicam 20 mg/Kg/day; 4- fluconazole+ibuprofen; 5- fluconazole+piroxicam
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and 6- only received the solvent of these drugs. One week after ending the treat-
ment, all the animals were sacrificed and the evaluation of the treatments was
based on the results of bloodcultures, on the determination of colony forming
units / gram of spleen, and the histopathologic studies of the same organ. The
animals treated with fluconazole plus ibuprofen or piroxicam showed more
colony forming units / gram (3,9x10” and 3,3x107) when compared with the ani-
mals treated with fluconazole alone (0.9x107). The histopathologic results of the
hamsters that received fluconazole showed well-organized granulomas with few

yeast-like elements inside the macrophages. In contrast, those which received
fluconazole associated with anti-inflammatory drugs presented lax granulomas
containing numerous yeast-like elements. These findings let us to conclude that
non-steroid anti-inflammatory drugs diminish the antifungal efficacy of fluconazo-
le in this animal model.
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La histoplasmosis es una micosis sistémica endé-
mica cuya forma progresiva diseminada ha aumentado su
incidencia en los pacientes con ateraciones en la inmuni-
dad mediada por células[1].

El itraconazol (ITZ) es el azdlico més eficaz en €
tratamiento de la histoplasmosis, mientras que el flucona-
zol (FCZ), otro compuesto triazélico, presenta una menor
eficacia terapéutica en esta afeccion [2]. Algunas caracte-
risticas farmacocinéticas de esta Ultima droga, tales como
acanzar atas concentraciones en el liquido cefalorraqui-
deo y utilizar una diferente via de eliminacion, la renal,
hace atractivo su uso en pacientes con enfermedades fiin-
gicas que comprometen las meningesy € rifion [3].

Los estudios de sinergismo de los antiflngicos
estdn en permanente revision. La combinacion de anfote-
ricinaB y flucitosinaen la candidiasis, en la criptococosis,
asi como la combinacion de azoles y polienos en la histo-
plasmosis son algunos de los sinergismos estudiados [4-
6]. La asociacion de los azdlicos con antiinflamatorios u
otros antifungicos, no son ain bien conocidos.

El ibuprofeno (IBU) es un derivado del acido pro-
pionico con una estructura similar a los salicilatos, que
habitualmente se utiliza como antipirético, analgésico y
antiinflamatorio, posee ademas capacidad fungistética
sobre algunas especies de dermatofitos y Candida albi-
cansy se postula que dicha actividad se produce por ate-
raciones en la membrana plasmética [7-8]. Estudios
experimentales en la rata han demostrado que inhibe la
prostaglandinosintetasa [8], pero en € hamster se desco-
noce si produce este efecto. El piroxicam (PIRO) es un
derivado del oxicam y pertenece, como €l ibuprofeno, a
los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE)
Es utilizado en los tratamientos de artritis reumatoidea y
en procesos muscul o-esguel éticos agudos [8]. No se cono-
ce su actividad antifungica.

Scott et al. [9] demostraron el efecto sinérgico in
vitro de la asociacion de antiinflamatorios no esteroideos
como el IBU, é&cido salicilico y propilparabeno con el
FCZ sobre cepas de C. albicans, utilizando la técnica del
NCCLS de acuerdo a protocolo M27 A para medir las
concentraciones inhibitorias minimas de los antifungicos.
Tariqg et al. [10] observaron un efecto sinérgico entre anti-
fungicos como €l econazal y la nikkomicinaZ con €l IBU,
utilizando la técnica decimal assay activity (DAA) in vitro
para cepas de Candida albicans.

En una investigacion previa demostramos la utili-
dad del hdmster (Mesocricetus auratus) como modelo
experimental de histoplasmosis diseminada subaguda para
comprobar la eficacia de los tratamientos antifungicos

[11-12]. Histoplasma capsulatum produce en este animal
compromiso pluriparenquimatoso, similar a lo observado
en los pacientes inmunocomprometidos [13]. El bazo fue
€l érgano blanco que se utilizé parala determinacién de la
carga fungica (unidades formadoras de colonias / gramo
de dérgano) (UFC/g). Los hemocultivos demostraron ser
Gtiles para determinar la eficacia terapéutica de distintos
farmacos antifiingicos [14].

El propésito de nuestro trabajo fue estudiar el efec-
to delaaccién antifungicadel FCZ asociado con antiinfla-
matorios, PIRO e IBU, en la histoplasmosis experimental
del hamster.

MATERIALESY METODOS

Animales utilizados. Fueron utilizados 60 hamsters
de ambos sexos, de aproximadamente 120 g de peso.
Estos animales fueron criados en e Centro de Micologia
del Departamento de Microbiologia, Parasitologia e
Inmunologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Buenos Aires 'y se separaron en seis gru-
pos de 10 animales cada uno. Se los mantuvo con agua 'y
comidaad libitum.

Preparacion del inéeulo y via de infeccion

Cepa. Se utilizd la fase levaduriforme de Hi. cap-
sulatum var. capsulatum, cepa V, de la coleccion del
Centro de Micologia del Departamento de Microbiologia
Facultad de Medicina. La misma se mantuvo por repiques
semanales en agar caldo glucosado al 2% incubada a
37 °C hasta el momento de su uso.

Indculo. Las levaduras obtenidas a partir de culti-
vos de 72 h fueron suspendidas en solucién salina isotoni-
ca estéril (SSIE) y homogeneizadas en un
homogeneizador manual de tejidos. Se gjustaron a una
concentracién equivalente a 4x107 células por ml, por
recuento en camara de Neubauer. El 80 % de viabilidad de
las células se control 6 por la técnica de exclusion del azul
tripan.

Via de infeccién. La infeccion experimental se
Ilevd a cabo por via intracardiaca de acuerdo alos resulta-
dos aobtenido en un trabajo previo [13], que se realiz6 bajo
anestesia con éter etilico. Cada animal recibié 0,1 ml dela
suspension antes mencionada (total de levaduras por dosis
4x10°).

Preparacion de los farmacos. El FCZ (Pfizer
Argentina), el IBU (Roux-Ocefa Argentina 31195) y el
PIRO (Pfizer Argentina) fueron suspendidos en una solu-
cion acuosa de dextrosa al 5% con 0,3% de agar a una
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concentracion final de 2 ug/ml para e azélicoy 4 pg/mi
para cada uno de los antiinflamatorios. El antifngico y
los antiinflamatorios fueron administrados una vez por dia
arazén de 8 mg/Kgy 20 mg/K g respectivamente.

Esguema terapéutico. El tratamiento comenzo siete
dias después de la infeccion experimental, administrando
los farmacos diariamente por gastroclisis durante tres
semanas.

El grupo 1 recibié FCZ, el grupo 2 recibié IBU, €
grupo 3 recibié PIRO, el grupo 4 recibié FCZ méas IBU, €l
grupo 5 recibié FCZ méas PIRO; el grupo 6 se utilizé
como control de la infeccién experimental recibiendo la
solucién en la que fueron disueltos los farmacos.

Criterios de evaluacion:

Hemocultivos. Una semana posterior a la finaliza-
cion del tratamiento todos los animales fueron anestesia-
dos con éter etilico, sangrados por puncion cardiaca y
sacrificados; 1 ml de sangre de cada animal se sembré por
duplicado en tubos de agar glucosado de Sabouraud
(AGS) y se incubaron a 28 °C durante un mes [14].
L os animales sacrificados fueron autopsiados y se extraje-
ron los bazos. Los mismos fueron cortados en dos trozos,
uno para el estudio histopatol 6gico, que se fijé en formal-
dehido tamponado y €l otro, para cultivos, se colocd en un
recipiente estéril.

Histopatol 6gico. Los cortes histoldgicos fueron
teflidos con PAS/hematoxilina. La observacion microsco-
pica se realizé con 40x y se registré el patron histopatol 6-
gico de las lesiones. Se semi-cuantificd el nimero de
levaduras observados en 20 campos microscopicos en:
escasos elementos, cuando e nimero promedio fue entre
6-12, moderado entre 13-30 y abundantes més de 30 ele-
mentos fangicos.

Cultivos. El trozo de bazo de cada animal fue pesa-
do, triturado en un homogeneizador de tejido y suspendi-
do en SSIE a razon de 100 mg/ml, a partir del cual se
realizaron diluciones 1/1000 y 1/10000 en SSIE [15-16].
Para la determinacion de UFC/gde 6rgano, se sembré por
diseminacién, 0,1 ml de cada dilucién sobre la superficie
de placas de Petri que contenian AGS. Para el control de
infeccion experimental se sembraron por estria, en cuatro
tubos que contenian AGS, con 0,2 ml del homogeneizado
de bazo diluido 1/1000. Todos los cultivos se incubaron a
28 °C durante un mes debido a la mayor recuperacién de
lafase saprofitica de H. capsulatum [13].

Andlisis estadistico. Los datos fueron evaluados
estadisticamente utilizando €l andlisis de la varianza de un
factor y las comparaciones fueron hechas mediante el test
de Tukey.

RESULTADOS

L os resultados estan expresados en la Tabla 1.

Hemocultivos. Los grupos 2 y 3, que recibieron
sblo los antiinflamatorios, presentaron 100% de hemocul -
tivos positivos a igual que los controles (grupo 6). Los
animales que recibieron sdlo € antifingico (grupo 1) o
asociado con los antiinflamatorios (grupo 4 y 5) presenta-
ron entre 50 a 70% de hemocultivos positivos.

Cultivos de bazo. Los animales que fueron trataron
solo con FCZ (grupo 1) presentaron € menor promedio de
UFC (0.9x107).Los que recibieron la asociacion de FCZ
con algunas de las drogas antiinflamatorias (grupo 4 y 5)
mostraron un incremento significativo del nimero de UFC
(3,9x10" y 3,3x10") (p<0,05) con respecto a grupo 1y
50% menos que los animales controles (7,9x107) (p<0,05).

Con respecto a la accion de los antiinflamatorios
no-esteroideos sin la asociacion con el antifangico, el
grupo 2 (IBU) mostré un aumento significativo en las

Tabla 1. Resultados de los hemocultivos y UFC / g de los cultivos de bazo.

Grupos  Farmaco UFC/g Hemocultivos positivos (%)
1 FCz! 0,9 x 107 5 (50)
2 IBU? 40 x 10’ 10 (100)
3 PIRO? 9,9 x 107 10 (100)
4 FLU+ IBU* 3,9 x 107 5 (50)
5 FLU+ PIRO® 3,3 x107 7 (70)
6 CONTROL 7,9 x107 10 (100)

Se expresa el promedio de 10 animales estudiados por grupo.
1: fluconazol; 2: ibuprofeno; 3: piroxicam; 4: fluconazol més ibuprofeno; 5: fluconazol méas piroxicam.

UFC (40x10") (p<0,05) con respecto a los animales del
grupo control (7,9x107), mientras que los del grupo que
recibieron solo PIRO (9,9x107) no mostro diferencias sig-
nificativas frente al grupo testigo (7,9x10").

Histopatologia de bazo. Los estudios histopatol 6-
gicos mostraron en los animales del grupo control, mdlti-
ples granulomas, constituidos mayoritariamente por
macrofagos de aspecto epitelioide, con escasas células
gigantes y limitada repuesta linfocitaria. En €l interior de
los macrofagos se observé un nimero moderado de leve
duras intracelulares de H. capsulatum. En los animales
tratados solo con PIRO 6 IBU los granulomas fueron
menos definidos, los macréfagos estaban més esparcidos
y lamayoria present6 abundantes levaduras en su interior.

Los animales que recibieron FCZ solamente, mos-
traron granulomas bien organizados con escasos elemen-
tosfungicos en el interior de los macréfagos.

DISCUSION

La accién de los antiinflamatorios no esteroideos,
relacionada con su capacidad de inhibir la sintetasa de las
prostaglandinas, altera la respuesta inflamatoriay en parti-
cular la diapédesis leucocitaria [14-17]. Esta accion se
evidencid en nuestro trabajo por la modificacion del cua-
dro histoldgico de los granulomas y por € ato nimero de
UFC/g de bazo en los cultivos, que presentaron los anima-
les tratados solo con los antiinflamatorios cuando se los
compar6 con los del grupo control.

Observamos nuevamente la eficacia del FCZ
(grupo 1) en el tratamiento de la histoplasmosis experi-
mental, ya que fue € grupo que present6 €l menor nimero
de UFC/g y en € estudio se observaron los granulomas
bien constituidos, con escasos H. capsulatum [11]. Este
efecto fue evidenciado a los siete dias de suspendido el
tratamiento, periodo durante el cual se asegurd la elimina-
cion de los farmacos de los tejidos [11-12].

Demostramos, una vez més, que los hemocultivos
son un pardmetro Util para evaluar la eficaciaterapéuticay
la evolucion de esta enfermedad experimental [14].
El rendimiento de los hemocultivos en la recuperacion del
H. capsulatum, no mostré diferencias significativas entre
los grupos estudiados.

Scott y Tariq [9-10] compraobaron in vitro, que la
asociacion de los AINE con el FCZ incrementaba la
accion de este ultimo farmaco. En este model o experimen-
tal no comprobamos el sinergismo observado in vitro. Los
animales tratados con antiinflamatorios y FCZ, con dosis
minimas (IBU) o 50 veces mayores que las indicadas en
terapéutica humana (PIRO), evidenciaron un incremento
de 20 o0 30 veces el numero de UFC/g, cuando se los com-
pard con aguellos que recibieron solo el FCZ. Esta dismi-
nucién de la eficacia terapéutica del FCZ se manifestd
ademas por el abundante nimero de levaduras de H. cap-
sulatum observadas en e estudio histopatoldgico y, para-



lelamente, pudo detectarse una alteracion en la estructura
de los granulomas, que se presentaron més laxos. Es muy
probable que la discordancia entre los datos obtenidos
in vitro y los que comprobamos en nuestro estudio se
deban, fundamentalmente, a las alteraciones estructurales
de los granulomas provocadas por los farmacos antiinfla-
matorios no-esteroideos.

En este modelo experimental la posologia de los
tratamientos antiinflamatorios fue adaptada a su aplica-
cién en monodosis diarias, debido a que la Gnica via facti-
ble de administracion fue lagastroclisis.
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Por todo o antedicho podemos concluir que la aso-
ciacion de antiinflamatorios no-esteroideos con el FCZ
provoca una mala evolucion de la histoplasmosis experi-
mental en el hamster y que este efecto es independiente de
la dosis de antiinflamatorios utilizada. Se necesitara
ampliar e presente trabajo en otros animales, para com-
probar s estos hallazgos estén vinculados o no a la espe-
cieanimal utilizada.
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