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Resumen

e Introduccion. Candida albicans es uno de los microorganismos mas
frecuentemente involucrados en diversas infecciones y podria provenir de la
cavidad bucal del paciente, tanto de nichos de caries como de enfermedad
periodontal. El desarrollo de resistencia a los medicamentos disponibles y otros
factores justifican la busqueda de nuevas alternativas antimicéticas.

e Objetivo. Estudiar en forma comparativa los efectos in vitro del medicamento
antitumoral tamoxifeno (Tx) y del fluconazol (Flz) sobre el crecimiento de cepas
clinicas de Candida albicans aisladas de la boca de pacientes con patologias
odontolégicas y médicas.

e Materiales y métodos. Se emplearon siete cepas de C. albicans: a) una estandar
ATCC 90028 sensible a Flz (ATCC); b) cuatro bucales de sendas pacientes
oncoldgicas con enfermedad periodontal (period 8, 9, 10 y 11); c) dos bucales de
un paciente con SIDA y candidiasis orofaringea: c1) una sensible a Flz (2-76) y c2)
una resistente a Flz (12-99). Se evalué el crecimiento celular y la concentracion
inhibitoria  minima (CIM) por técnicas del M27-A3, CLSI. Se calculé la
concentracion inhibitoria 50 % (Clso) por analisis informatico de funciones.

e Resultados. El tamoxifeno inhibi6 el crecimiento de Candida albicans, tanto
sensible como resistente al fluconazol. Los datos se ajustan adecuadamente a

curvas teoricas saturables de tipo concentracion del inhibidor versus respuesta. La
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e potencia del tamoxifeno con respecto al tamoxifeno es 31veces mayor sobre la

cepa resistente y menor que 1 en las sensibles.

e Conclusiones. El tamoxifeno tiene actividad antimicética sobre cepas bucales

aisladas de pacientes con patologias odontolégicas y médicas. Reviste particular

interés su potencia sobre la cepa resistente al fluconazol.

Palabras clave: antimicéticos, Candida albicans, tamoxifeno, azoles

Abreviaturas: Flz (fluconazol), Tx (tamoxifeno)

Introduccién
La cavidad bucal puede actuar como
un reservorio de ciertos
microorganismos patégenos que
pueden causar infecciones locales y
sistémicas, entre ellas la enfermedad
periodontal.

El hongo oportunista Candida albicans
tiene un papel preponderante entre
otras especies de su género en la
enfermedad periodontal. En efecto, la
presencia de sus hifas ha sido
demostrada en tejido conectivo de
pacientes periodontales, en asociacion
con bacterias anaerobias altamente
invasivas como Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia vy
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. Candida
albicans y Candida dubliniensis podrian
formar parte de la placa microbiana
periodontal, jugar un papel fundamental
en la adherencia de la misma a los
tejidos y de esta forma propiciar la
invasion en profundidad (Reynaud et al,
2001; Jewtuchowicz et al., 2008; Rubio

et al, 2015).
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Las patologias periodontales son
influenciadas por las hormonas
esteroideas, que inducen también
cambios microbiolégicos al alterar el
microambiente y al actuar como
nutrientes para los microorganismos.

(Shapiro y Freeman, 2014).

Entre los antagonistas de las hormonas
esteroideas figura el tamoxifeno,
medicamento de eleccion en el
tratamiento del cancer de mama desde
hace mas de 20 afos. En efecto, este
compuesto no esteroide sintético inhibe
la unién del estrégeno natural a sus
receptores y de esta forma inhibe la
proliferacion de células tumorales
dependientes de él. Su efecto es
especifico y no presenta afinidad por el
receptor de progesterona ni de otros
esteroides; de ahi su uso como
antitumoral y citostatico (Levin et al.,
2003).

En 1993 y 1995 Beggs propone que el
tamoxifeno podria tener un efecto

antifingico, incluso mas letal que los
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imidazoles, sobre Candida albicans
(Beggs, 1993y 1995). Resultados
similares reportaron Dolan y col. en
2009, cuando propusieron los
siguientes mecanismos de accién
sobre C. albicans sensible a azoles:
alteracion de la membrana plasmatica
e integridad celular, de la homeostasis
del calcio e inhibicién de la formacion
del tubo germinal. Ademas,
demostraron su efecto fungicida in vitro
y su actividad in vivo sobre animales
de laboratorio.

Sin embargo, no se habian reportado
datos de estudios en la cavidad bucal
ni en cepas resistentes a azoles,
excepto uno preliminar realizado en
nuestros laboratorios (Passero y col.,
2016). En funcién de lo expuesto, en

este trabajo se propone lo siguiente.

Objetivo

Estudiar en forma comparativa los
efectos in vitro del tamoxifeno sobre el
crecimiento de distintas cepas bucales
de interés odontolégico y médico de
Candida albicans, tanto sensible como

resistente a azoles.

Materiales y Métodos
Microorganismos

Como microorganismo de referencia,
se uso la cepa estandar de C. albicans
ATCC 90028, sensible a azoles y aqui
abreviada como ATCC.

Como pacientes que cursan

patologias odontogénicas y

17, 18 y 19 de octubre de 2018
complicaciones meédicas, se
seleccionaron cuatro mujeres

inmnunocompetentes mayores de 18
afios, con enfermedad periodontal no
agresiva tratada mecanicamente y
diagnéstico reciente de cancer de
mama. Las pacientes, numeradas
como 8, 9, 10 y 11,
al Centro Médico Austral para su

concurrian

terapia. De sus surcos gingivales se
aislaron sendas cepas de Candida
albicans, las cuales fueron abreviadas
como period 8, 9, 10y 11.

También se evaluaron dos cepas
bucales aisladas de un paciente que
tenia SIDA y episodios recurrentes de
candidiasis orofaringea. Tal persona
requeria dosis de fluconazol cada vez
mayores para controlar la infeccion
hasta que finalmente no respondié a
800 mg de fluconazol por dia. Las dos
cepas habian sido caracterizadas
(White, 2002) y donadas gentilmente
por el Dr. T. White (Universidad de
Washington, Seattle, EE.UU.). De
ellas, 2-76 es sensible a azoles,
mientras 12-99 es resistente a través
de la sobreexpresion de los
transportadores ABC cdrl, cdr2 y mdrl.
Aqui se numeran de la misma forma en
que se hizo originalmente (White,
2002).

Compuestos
El tamoxifeno fue adquirido de
Laboratorio Gobbi Novag S.A. (Wilde,

Provincia de Buenos Aires, Argentina).
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El fluconazol (98 %
comprado a Sigma Aldrich (Saint-Louis,
MO; USA).

Crecimiento de Candida albicans

pureza) fue

El crecimiento celular se evalu6 por las
técnicas de espectrofotometria
M27-A3 del CLSI

(2008) descritas por Barcel6 et al.

estandarizadas

(2017). Se utilizd un indculo inicial de
103 UFC/ml. Se

concentraciones de

incluyeron
tamoxifeno y
fluconazol comprendidas entre 0 y
1.000 pM. Se midi6 la absorbancia a
540 nm, tras 24 h de incubacién a 35 °
C en microplacas de 96 cavidades.
Graficacion y analisis estadistico
Se utilizé un programa GraphPad Prism
5.00 (GraphPad
Software San Diego; CA, USA) para

construir los gréficos y calcular los

version software

promedios y error estandar de

resultados provenientes de
experimentos independientes

realizados al menos por duplicado.

Resultados y Discusion
Partiendo de una solucion 20 mM de
tamoxifeno en dimetilsulféxido (DMSO)

y a los efectos de lograr las minimas
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proporciones posibles del solvente

organico, se probd la dilucion del
compuesto en distintas combinaciones
de dimetilsulfoxido/agua. Se utilizaron
los controles pertinentes en los
experimentos.

Al igual que el fluconazol, el tamoxifeno
inhibi6 el crecimiento de las distintas
cepas de Candida albicans en forma
no lineal dependiente de la
concentracion. Los datos se ajustan a
curvas tedricas del tipo log de la
inhibidor

respuesta. Se obtuvieron los gréficos

concentracion de versus

de saturacion y los valores de
concentracion inhibitoria 50 % (Clso),

concentracion
(CIM) en las

experimentales

equivalente a la
inhibitoria  minima
condiciones

respetadas. Se muestran resultados
obtenidos con dos cepas de Candida
albicans, una sensible y otra resistente
a azoles, provenientes de una paciente
que presenta enfermedad periodontal
(period 8, figura 1) y de otro
careciente de ella (12-99, figura 2.),

respectivamente.
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CCR C. albicans period 8

ajuste CCR C. albicans period 8

Fig. 1. Efectos del Tx y Flz sobre

el crecimiento de C. albicans
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Fig. 3. Concentracion inhibitoria 50% (Clso) del
tamoxifeno y fluconazol sobre distintas cepas
de C.
sensible a azoles ATCC 90028 y clinicas con

albicans de distinto origen: estandar
distinta sensibilidad a fluconazol, consignadas en
Materiales y métodos. En el caso de las cepas
periodontales (8, 9,10 y 11), se presenta el
promedio de datos de las cuatro. Los datos
corresponden a promedios y error estandar de 2

a 6 experimentos independientes realizados al

1000

100+

104

A A

17

Fuente de Candida albicans
23 2-76 XA 12-99

1

B3 ATCC [ Period

Como puede observarse, el tamoxifeno
tiene actividad inhibitoria sobre todas
las cepas de Candida albicans, tanto
testigo de coleccibn como aisladas
El

como droga de referencia, presenta

clinicamente. fluconazol, utilizado
similares caracteristicas, con una CIM
de 16 + 3 uM en ATCC 90028 y 1432 +
3 UM en la cepa resistente, en
concordancia con trabajos anteriores
de parte de nuestro equipo (Muthular et

al., 2018; Peralta et al., 2012).

Los datos experimentales se ajustan
adecuadamente a curvas tedricas de
tipo concentracion de inhibidor versus
respuesta, segun se infiere de los

valores de los parametros obtenidos

F=5
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menos por triplicado.

tras aplicaciéon del programa Graph Pad

para funciones matematicas no
lineales. Los datos obtenidos permiten
estimar con mayor confiabilidad vy
precision las curvas de saturacion y los
valores de concentracion inhibitoria 50
% (Clsp), equivalente a la concentracion
(CIM) de

las  condiciones

inhibitoria  minima los

compuestos en

experimentales.

Nuestros resultados indican que el

tamoxifeno inhibe el crecimiento de
cepas bucales de Candida albicans
aislada de pacientes que cursan
patologias odontogénicas y médicas
severas. En efecto, cuatro pacientes

presentaban periodontitis y cancer de
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mama, mientras el quinto padecia de
SIDA vy
resistentes al fluconazol. La actividad

candidiasis  recurrentes
del Tx contra la cepa de Candida
albicans 12 99 proveniente del quinto
paciente reviste particular relevancia
debido a su resistencia mediada por
bombas de eflujo, las cuales estan
involucradas en el 85 % de los
pacientes infectados con VIH (White et
al., 1997).

Cabe destacar que el tamoxifeno tiene
una potencia 31lveces mayor que el
fluconazol sobre la cepa resistente,
mientras que en las cepas sensibles la
potencia es menor que 1. Lo primero
podria convetirlo en una alternativa

para candidiasis resistentes a azoles.

Los resultados amplian el abanico de
efectos farmacoldgicos del tamoxifeno,
en consonancia con otros compuestos
que comparten propiedades
antimicrobianas y antitumorales, como
el dietilestilbestrol (Muthular y col.,

2018) y el flavonoide 2',4'-dihidroxi-5'-
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