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Antecedentes:  Candida  albicans  es uno de  los microorganismos  más  frecuentemente  involucrados  en

diversas infecciones; la cavidad  bucal  del  paciente,  los nichos  de  caries o la enfermedad periodontal

pueden actuar  en  ocasiones como reservorio. El desarrollo  de resistencia  a los medicamentos  disponibles

y  otros  factores  justifican la búsqueda de  nuevos antimicóticos.

Objetivos:  Estudiar  de  forma  comparativa  los efectos  in  vitro  del  medicamento antitumoral  dietilestilbes-

trol  (DES)  y del  fluconazol (FLZ)  sobre  el  crecimiento  de  cepas  clínicas  de  C. albicans  aisladas  de  pacientes

con  enfermedades  odontológicas  y  médicas.

Métodos: Se emplearon  siete  cepas de  C. albicans:  a)  la  cepa  de  colección  ATCC  90028, sensible a FLZ

(ATCC);  b)  cuatro  aislamientos  bucales  de  sendas  pacientes  oncológicas  con enfermedad periodontal

(period 8, 9, 10 y  11); y  c)  dos  aislamientos  bucales  de  un  paciente  con  sida  y  candidiasis  orofaríngea:

un aislamiento  era  sensible  a FLZ (2-76) y el  otro resistente  (12-99).  Se evaluó  el  crecimiento  celular  por

técnicas  espectrofotométricas estandarizadas  (M27-A3, CLSI) y  se  calculó la concentración  inhibitoria

50% (CI50) por  análisis de  funciones  mediante  el programa  Graph Pad.

Resultados:  El  DES inhibió el crecimiento  de  C. albicans,  tanto  sensible como resistente  al  FLZ.  Los  datos

se  ajustan adecuadamente  a curvas  teóricas  saturables de  tipo concentración  del inhibidor versus  res-

puesta. Las concentraciones  inhibitorias  mínimas fueron con DES y  FLZ,  respectivamente,  las  siguientes:

28,18  �g/ml  y  4,90  �g/ml  (ATCC); 17,16  �g/ml y  3,14  �g/ml  (period);  27,64  �g/ml y  4,22  �g/ml (2-76);

6,16  �g/ml  y  438,19 �g/ml (12-99).

Conclusiones:  El DES  tiene  actividad  antimicótica  sobre aislamientos  de  C. albicans  de  pacientes  con  enfer-

medades odontológicas y médicas.  La mayor  potencia antimicótica  observada  fue sobre el aislamiento

resistente  al FLZ.
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Background: Candida albicans is a  microorganism  frequently involved in several infections; the  patient’s

oral  cavity, caries  niches or  periodontal  disease can  sometimes be  the  reservoir..  The fungal  resistance  to

the  available treatments,  among  other  reasons,  has  led  to the search for  new antifungal  alternatives.

Aims:  To carry  out  a  comparative study  of the  in  vitro  effects  of  diethylstilboestrol (DES)  and  fluconazole

(FLZ) on the growth of clinical  strains  of C. albicans.
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Methods:  Seven  strains  of C.  albicans  were  used:  a)  one  FLZ-sensitive  culture  collection  strain,  ATCC  90028

(ATCC); b)  four  oral isolates  from  four oncological  patients with  periodontal  disease (period  8, 9, 10, and

11);  and c)  two  oral isolates  from an AIDS  patient with  oropharyngeal  candidiasis:  one  FLZ- sensitive

(2-76),  and  another FLZ- resistant  (12-99).  The MIC was evaluated  by  standard  spectrophotometric  tech-

niques  using the  CLSI  (M27-A3)  guidelines.  The inhibitory  concentration  50% (IC50)  was  calculated  using

functional  analysis  with  the  Graph  Pad software.

Results:  DES inhibited  the  growth  of all C. albicans  strains, whether sensitive  or resistant  to FLZ. Experi-

mental  data  fitted non-linear functions of inhibitor  concentration  versus  response.  Minimum inhibitory

concentrations (MIC)  for  DES  and  FLZ were  as follows: 28.18 �g/ml and 4.90  �g/ml (ATCC);  17.16 �g/ml

and  3.14  �g/ml  (period);  27.64 �g/ml and 4.22  �g/ml  (2-76); 6.16  �g/ml and 438.19  �g/ml  (12-99),  res-

pectively.

Conclusions:  DES  showed  antifungal  activity on all clinical  C.  albicans  strains  isolated from  patients  with

dental  and medical  diseases.  It  showed  the  highest  potency  on  the  FLZ-resistant  isolate.

© 2019 Asociación Española  de Micologı́a. Published by  Elsevier España,  S.L.U. All  rights  reserved.

Las infecciones fúngicas se  han incrementado notablemente

en las últimas décadas, particularmente en los pacientes inmu-

nocomprometidos. Candida albicans es  una de las especies más

frecuentemente involucradas y,  por su condición de oportunista,

en tales pacientes coloniza y prolifera en  distintos órganos y teji-

dos produciendo alteraciones patológicas. En la  cavidad bucal,

por ejemplo, contribuye al desarrollo de caries y  enfermedad

periodontal2,9,14.  Con respecto a  la patogénesis de esta última, C.

albicans tiene un papel preponderante entre otras especies de su

género: la presencia de sus hifas ha sido demostrada en el tejido

conectivo de pacientes periodontales, en asociación con bacte-

rias anaerobias altamente invasivas como Porphyromonas gingivalis,

Prevotella intermedia y Aggregatibacter actinomycetemcomitans. C.

albicans y Candida dubliniensis podrían formar parte de la placa

microbiana periodontal, desempeñar un papel fundamental en la

adherencia de la misma a  los tejidos y, de esta forma, propiciar la

invasión en profundidad10,20,21.

El tratamiento farmacológico de las candidiasis incluye con fre-

cuencia los antimicóticos azólicos. El desarrollo de resistencia a

los mismos y otros factores justifican la búsqueda de nuevos com-

puestos. Algunos medicamentos antitumorales presentan también

actividad antimicrobiana entre ellos el tamoxifeno, que actúa sobre

cepas de C. albicans sensibles y  resistentes a los azoles7,15.  Otro

compuesto antitumoral ampliamente utilizado es  el dietilestilbes-

trol (trans 3,4-bis[p-hidroxifenil]-3-hexeno) (DES). Se trata de un

compuesto sintético no esteroide que actúa como agonista de los

estrógenos uniéndose a los receptores de los mismos1,  y  que se

prescribía a las mujeres embarazadas entre los años 1940 y 1971

para prevenir abortos espontáneos, partos prematuros y otras com-

plicaciones relacionadas con  el embarazo. Posteriormente comenzó

a utilizarse ampliamente para el tratamiento del cáncer de mama.

Sin embargo, a raíz del descubrimiento de que, al igual que otros

estrógenos, podía producir cáncer de útero y  vagina tanto en  muje-

res adultas como en fetos,  se prohibió su uso en  mujeres19 y se

reservó para el tratamiento del cáncer de próstata.

El adenocarcinoma prostático es  el segundo tipo de tumor

más  diagnosticado en hombres; el 80-90% de los casos son

andrógeno-dependientes en el diagnóstico inicial, y la ablación

es el tratamiento primario. Las terapias tradicionales incluyen el

uso de antagonistas del receptor de andrógenos, orquiectomía y/o

castración química con fármacos moduladores de la hormona libe-

radora de hormona luteinizante, que bloquean la  producción de

andrógenos. Sin embargo, estos tratamientos se tornan ineficaces

contra los tumores recurrentes o avanzados y, como alternativa, se

han utilizado símiles de estrógenos como el DES. Estos compues-

tos actuarían disminuyendo los niveles de testosterona al reducir

la secreción de hormona luteinizante e  incrementar la síntesis de

proteínas fijadoras de hormonas sexuales y prolactina5.

Por otra parte, se ha demostrado que  el DES  tiene actividad in

vitro sobre otros tipos de células tumorales. Así, modifica la entrada

y salida de calcio de las mitocondrias de células cancerosas HeLa12

y ejerce efectos regulatorios sobre la actividad mitocondrial de

los melanocitos, involucrados en la síntesis de melanina y el cán-

cer de piel24.  En lo que respecta a su  actividad antimicótica, el

DES disminuye el consumo de oxígeno, medido por manómetros,

durante la fase de crecimiento de C.  albicans28,  además de inhi-

bir la ATPasa de la membrana plasmática de cepas de C.  albicans.

Dicha enzima regularía varias funciones celulares vitales para la

levadura22. Anteriormente se  había observado que el DES inhibe la

ATPasa mitocondrial de hígado de rata13.

Curiosamente, la  bibliografía científica no abunda en datos rela-

cionados con aislamientos de la cavidad bucal. En  función de lo

expuesto anteriormente, en  este trabajo nos propusimos estudiar

de forma comparativa los efectos del DES  y del fluconazol (FLZ)

sobre el crecimiento in vitro de aislamientos de C. albicans de

pacientes con  enfermedades odontogénicas y médicas.

Materiales y métodos

Microorganismos

Como microorganismo de referencia se usó una cepa de colec-

ción de C.  albicans (ATCC 90028), cuya sensibilidad a  los azoles

fue tomada como referencia por Dolan et al.7.  Como pacientes con

enfermedades odontogénicas y complicaciones médicas se selec-

cionaron cuatro mujeres inmunocompetentes mayores de 18  años,

con enfermedad periodontal no agresiva tratada mecánicamente y

con diagnóstico reciente de cáncer de mama.  Las pacientes, nume-

radas como 8, 9, 10 y 11 acudían al Centro Médico Austral para su

terapia. De sus surcos gingivales se recuperaron sendos aislamien-

tos  de C.  albicans, abreviados como period 8, 9,  10 y 11. También se

evaluaron dos cepas orales aisladas de un paciente con sida y epi-

sodios recurrentes de candidiasis orofaríngea que requería dosis de

FLZ cada vez mayores para controlar la infección; una dosis diaria

de 800 mg de FLZ al día llegó a resultar insuficiente. Los dos ais-

lamientos habían sido caracterizados26,27 y donados gentilmente

por el Dr. T. White (Universidad de Washington, Seattle, EE. UU.);

el aislamiento 2-76 era sensible a  los azoles, mientras que el 12-

99 era resistente a  los mismos través de la sobreexpresión de los

transportadores ABC cdr1, cdr2 y mdr1.

Compuestos

El DES (base anhidra, 99,6% pureza) fue suministrado por el

Laboratorio Gobbi Novag S.A. (Wilde, Provincia de Buenos Aires,
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Argentina); el FLZ (98% pureza) fue adquirido en  Sigma Aldrich

(Saint-Louis, MO;  EE. UU.).

Crecimiento de Candida albicans

El  crecimiento celular se  evaluó por la técnica de espectrofoto-

metría estandarizada M27-A3 del CLSI6 descrita por Barceló et al.4.

Se utilizó un inóculo inicial de 0,5-2,5 × 103 UFC/ml, ajustado a un

valor de 0,5 de la escala McFarland. Se incluyeron concentracio-

nes de DES y FLZ comprendidas entre 0 y  1.000 �M.  Se midió la

absorbancia a 540 nm tras incubación a 35 ◦C en microplacas de 96

pocillos.

La concentración inhibitoria mínima (CIM) de FLZ y  DES es  defi-

nida como la menor concentración capaz de producir una inhibición

del crecimiento superior al 90% cuando se  compara el pocillo con

el compuesto con aquel sin el compuesto. En un espectrofotóme-

tro su valor corresponde a la  concentración correspondiente a  una

densidad óptica del 50% (CI50) o menos con respecto a la del control

de crecimiento en las condiciones descritas en la  técnica.

Graficación y análisis estadístico

Se utilizó el programa GraphPad Prism versión 5.00 (GraphPad

Software San Diego; CA, EE. UU.) para construir los gráficos y calcu-

lar los promedios y error estándar de los resultados provenientes de

experimentos independientes realizados al  menos por duplicado o

triplicado. También se  realizó un análisis estadístico de los datos

obtenidos.

Resultados

Partiendo de una solución 20 mM de DES en dimetilsulfóxido

(DMSO), y a los efectos de lograr la  mínima proporción posible del

solvente orgánico, se  estudió la  dilución del compuesto en distintas

combinaciones de DMSO/agua. En los experimentos se utilizaron

los solventes pertinentes en  los controles.

Al igual que el  FLZ, el DES inhibió el crecimiento de las distintas

cepas de C. albicans en forma no lineal dependiente de la  concen-

tración. Los datos se  ajustan adecuadamente a  curvas teóricas de

tipo concentración de inhibidor versus respuesta, según se  infiere

de los valores de los parámetros obtenidos con el programa Graph

Pad para funciones matemáticas no lineales. Los  datos obtenidos

permiten estimar con mayor confiabilidad y precisión las curvas

de saturación y los valores de concentración inhibitoria 50% (CI50),

equivalente a la  CIM de los compuestos en las  condiciones experi-

mentales.

Las figuras 1 y  2 muestran los resultados con los aislamientos

period 8 y 12-99, respectivamente. La CI50 de DES para el aisla-

miento period 8 fue 10,19 �g/ml; este valor fue de 6,17 �g/ml para

el  aislamiento 12-99. Cabe señalar que todos los aislamientos perio-

dontales mostraron resultados similares a  los de period 8; estos

valores se muestran promediados en  la figura 3 y la  tabla 1.

El FLZ, utilizado como tratamiento de referencia, inhibió el

crecimiento de la cepa de colección ATCC 90028 con una CIM

de 4,90 ± 0,94 �g/ml (16,00 ± 3,06 �M;  fig. 3 B y  tabla 1). En

cambio, exhibió una CIM mucho mayor (438,19 ±  0,92 �g/ml;

1432 ± 3,00 �M)  sobre la cepa resistente 12-99 (fig. 2; tabla 1),

en concordancia con trabajos anteriores de una parte de nuestro

equipo16. El aislamiento period 8 exhibió una CI50 de 2,75 �g/ml

(9 �M)  en el experimento, lo que indica que es sensible al  FLZ.

Cabe destacar que el DES mostró una potencia 71 veces superior

a la del FLZ sobre el aislamiento resistente a  los azoles, mientras que

en los aislamientos sensibles la potencia es menor que 1.
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Figura 1. Efectos del DES y FLZ sobre el crecimiento de C. albicans period 8, sen-

sible a  azoles y aislada de una paciente con enfermedad periodontal y cáncer de

mama  (experimento realizado por triplicado o sextuplicado según la concentración

utilizada). Los controles conducidos en ausencia de compuestos tienen un valor de

absorbancia del 100%.
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Figura 2. Efectos del DES y FLZ sobre el  crecimiento de C. albicans 12-99, resistente a

azoles y aislada de un paciente con candidiasis orofaríngea y sida (tres experimentos

independientes realizados por triplicado). Los controles conducidos en ausencia de

fármacos tienen un valor de absorbancia del 100%.

Discusión

C. albicans es  un patógeno oportunista de la cavidad bucal

que prolifera en pacientes que están inmunocomprometidos por

distintas causas; la recurrencia de enfermedades orales que requie-

ren tratamientos farmacológicos reiterados llevan, por ende, a

desarrollar resistencia a los mismos. Los azoles figuran entre los

antimicóticos más  utilizados en el tratamiento de las candidiasis.

Su uso prolongado y otros factores pueden conducir a  la aparición

de resistencias, lo que justifica la expansión de los estudios far-

macológicos. Por otra parte, la bibliografía científica no abunda en

datos relacionados con aislamientos de la  cavidad bucal27,28.

En nuestro estudio el DES inhibió el crecimiento de aislamien-

tos orales de C. albicans de pacientes que padecían enfermedades

odontogénicas y médicas graves: cuatro pacientes presentaban

periodontitis y cáncer de mama,  mientras que el quinto padecía

sida y candidiasis recurrentes resistentes al FLZ. La actividad del

DES contra la cepa de C. albicans 12-99, proveniente del quinto

paciente, reviste particular relevancia debido a  la resistencia del
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Figura 3. Concentración inhibitoria 50% (CI50) del DES (A) y  FLZ (B) sobre aislamien-

tos de C. albicans de distinto origen: ATCC 90028 (sensible a  azoles) y aislamientos

clínicos con distinta sensibilidad al  FLZ. Se realizó un análisis estadístico mediante

el  test de Newman-Keuls para tres o  más  grupos y  una vía de varianza. Se muestran

las  diferencias con respecto a la cepa resistente12-99 ** p <  0,001

***  p < 0,0001.

aislamiento mediada por bombas de eflujo, un mecanismo que

puede estar presente en  el 85%  de los aislamientos de Candida

provenientes de pacientes infectados por el VIH27. El DES podría

actuar inhibiendo las bombas de eflujo de los azoles, lo que

aumentaría la concentración intracelular de tales fármacos y

revertiría la resistencia a los mismos, como lo hace el 8 PP sobre

los transportadores ABC cdr4,16.  Esta hipótesis debería ser probada

experimentalmente. El hecho de que el DES actúe sobre cepas de

C. albicans, tanto sensibles como resistentes a  los azoles, podría ser

explicado por su efecto inhibitorio común sobre la ATPasa de la

membrana plasmática de ambas levaduras, según estudios previos

de Shreaz et al.22. Tal enzima interviene en el balance hídrico celu-

lar, en el mantenimiento del equilibrio iónico y en  la  generación

de la energía necesaria para transportar sustancias a  través de la

membrana celular23. Al inhibir la  bomba el DES podría provocar

la consecuente reducción del flujo de hidrogeniones, hipótesis

compatible con el descenso del pH intracelular con el  eventual

daño de la membrana celular que describieron Shreaz et al.22.

La disminución de la  actividad mitocondrial podría estar invo-

lucrada en los efectos del DES sobre las cepas sensibles, de acuerdo

a datos previos de Yotis y Haan28.  Sin embargo, nuestros estudios

sobre viabilidad celular y estado metabólico mediante el método

del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio no

mostraron actividad del DES en  concentraciones cercanas a su CIM

en  C. albicans 12-99, resistente a  los azoles (datos no mostrados), lo

cual sugiere que esta actividad mitocondrial no intervendría en su

mecanismo de acción.

Nuestros datos amplían el abanico de efectos farmacológicos

del DES, en  consonancia con otros compuestos que com-

parten propiedades antimicrobianas y antitumorales, como el

tamoxifeno7 y el flavonoide 2’,4’-dihidroxi-5’-(1”’,1”’-dimetilalil)-

8-prenilpinocembrina (8 PP), previamente estudiado por parte del

equipo de investigación8,17.  De probarse su actividad in vivo, el

DES podría emplearse como medicamento alternativo en  pacientes

que no responden al tratamiento clásico con azoles, o en trata-

mientos largos con otros antitumorales como el tamoxifeno (datos

no mostrados, en vías de publicación). Si bien los efectos adver-

sos de los estrógenos en general, y los reportados para el DES  en

particular, restringirían su indicación terapéutica para determina-

dos grupos poblacionales, queda aún pendiente el desarrollo de

nuevos ensayos que continúen la evaluación de su eficacia anti-

micótica y permitan reducir la aparición de efectos adversos. En

este contexto se  podría explorar su potencial aplicación restrin-

gida a los varones, ya  que  en las mujeres está prohibido por ser

potencialmente cancerígeno19. De hecho, es utilizado para el tra-

tamiento del  cáncer de próstata. A tales efectos se  usan dosis de

1 a 3 mg por vía oral, debido a  que permiten alcanzar la  mejor

eficacia terapéutica con la menor tasa de efectos tromboembóli-

cos y/o cardiovasculares5,18. Las concentraciones alcanzadas son

21-22 nM (6x10-3 �g/ml aproximadamente)11,  y no  llegan al valor

CIM de 23 a  100 �M (6  a  27 �g/ml), que por otra parte resultaría

tóxica en el caso de alcanzarse dicha concentración en  sangre29. Sin

embargo, podría darse el caso de que el fármaco se concentrara en

los tejidos de la  biofase con una buena relación beneficio/riesgo,

como ocurre con los antibióticos macrólidos y tetraciclinas. Se

necesitarían datos farmacocinéticos y farmacodinámicos a fin  de

dilucidar esta hipótesis. De cualquier forma, y considerando que las

dosis terapéuticas que ocasionaron patologías oncológicas adver-

sas fueron más  elevadas19, y que sus mayores efectos adversos

sistémicos podrían soslayarse mediante la  aplicación local del fár-

maco, se podría explorar la  posibilidad de su uso como antimicótico

mediante la aplicación tópica, reduciendo así los efectos adversos

sistémicos, como ha ocurrido con el agente antitumoral tamoxifeno

en el tratamiento de la leishmaniasis25.  Dado que el tratamiento

Tabla  1

CI50 del DES y FLZ para los distintos aislamientos de C. albicans.  Se muestran los valores promedio, error estándar y número de experimentos independientes realizados

(estos últimos entre paréntesis). En  el  caso de los aislamientos periodontales (8, 9,10 y 11) se presenta el promedio de datos de los cuatro

ATCC

90028

Aislamientos de pacientes

con periodontitis y cáncer

(8, 9,  10 y 11)

Aislamientos del  paciente con candidiasis

orofaríngea y sida

2-76 12-99

DES 28,18 ±  3,49 (3) 17,16 ± 4,92 (4)  27,64 ±  5,37 (2) 6,16 ± 0,31(3)

FLZ  4,90 ± 0,94 (3) 3,14 ± 0,73 (4) 4,22 ± 0,67 (2) 438,19 ± 0,92 (3)

Potencia DES/FLZ 0,17 0,18 0,15  71,13
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farmacológico en odontología es habitualmente local, juzgamos

interesante estudiar esta vía en relación con su eficacia y reac-

ciones adversas. De probarse su actividad e inocuidad in vivo el

DES podría emplearse como medicamento alternativo en pacientes

que no respondieran al tratamiento clásico con azoles. Los resulta-

dos ameritarían la continuación de estudios farmacológicos, habida

cuenta de que el DES ya  está aprobado como medicamento para

otros usos terapéuticos.
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