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INTRODUCCION

La dermatitis seborreica (DS) es una entidad causada por un descontrol
seborreico multifactorial, se asocia a diversas levaduras lipofilicas como
Malassezia sp., parte de la flora habitual de la piel de la mayoria de los adultos
y adolescentes y se comportan como saprofitas, pueden ser aisladas del 90 al
100% en piel grasa®®. Su crecimiento por lo regular esta asociado por el
aumento de las secreciones sebaceas. Este género participa como agente
etiolégico en infecciones asociadas a diferentes entidades clinicas, entre las
cuales se encuentra la propia dermatitis seborreica, que es una dermatositosis
inflamatoria caracterizada por lesiones rojizas, escamosas Yy oOscuras,
pruriginosas de evolucién crénica y recidivantes, se presentan en regiones
corporales donde hay abundantes glandulas sebaceas, como son cuero
cabelludo, cara y parte superior del tronco; puede presentarse tanto en nifios
como en adultos y es mas comin en hombres que en mujeres“®. La
explicacion de la influencia de las levaduras tipo Malassezia sobre la dermatitis
seborreica, es que su aumento conlleva al incremento en los signos y sintomas

de la enfermedad, de aqui que el disminuir su nimero, mejora el padecimiento.

El tratamiento de la DS es a base de productos que actian directamente sobre
el descontrol seborreico o bien sobre las levaduras de Malassezia sp; los
productos mas importantes son lociones y pomadas con acido salicilico, azufre
y alquitran de hulla; también son efectivos el uso concomitante de champues
con disulfuro de selenio y piritione de zinc, propilenglicol, y diversos imidazoles

en los que se encuentra al climbazof’ V.

El climbazol es un derivado imidazélico, producto sintético, de accién
basicamente fungistatica, de amplio espectro y que actla exactamente como
cualquier tipo de imidazoles, es un producto que se utiliza s6lo en forma topica;
puede se utilizado en forma de champu o en cualquier otra forma tépica como
cremas, soluciones, ungtientos 12,

El presente estudio tiene como finalidad comprobar la sensibilidad de algunas

cepas de Malassezia sp asociadas a la dermatitis seborreica, mediante



pruebas in vitro frente al climbazol para probar que éste como antimicético

fungistatico nuevo es atil como tratamiento de la dermatitis seborreica®®*.



ANTECEDENTES

a) Generalidades del género Malassezia sp

Caracteristicas generales

Este género tiene caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y genotipicas que les
permiten ser diferenciadas de otras levaduras. Las células pueden ser esféricas,
ovales o cilindricas, dependiendo de la especie; la produccion de blastoconidias
(blastosporas) da por un proceso de gemacion enteroblastica, monopolar o
simpodial, dejando una prominente cicatriz en el lugar de la gemacion en la célula

madre. Algunas especies pueden desarrollar pseudomicelio in vivo e in vitro®®.

Actualmente en el género Malassezia, se incluyen 11 especies aceptadas, que se

resumen en la Tabla 1.

Especies actualmente aceptadas del género Malassezia

TABLA 1

=T =T 2L 2 2K 2 5 L

. furfur, Baillon, 1889.

. pachydermatis, Dodge, 1935.

. sympodialis, Simmons, Gueho, 1990.

. globosa, Gueho, Midgley y Guillot, 1996.
. slooffiae, Guillot, Midgley y Gueho, 1996.
. restricta, Gueho, Guillot y Midgley, 1996.
. obtusa, Midgley, Guillot y Gueho, 1996.

. dermatis, Sugita, 2002.

. japonica, Sugita, 2003.

. hana, Hirai, 2004.

. yamatoensis

(17-21)



La pared celular es muy gruesa y multi-estratificada; es muy gruesa (~ 0.12um, 26
a 37% del volumen celular); sus principales componentes son azucares (~70%),
proteinas (~ 10%), lipidos (~ 15-29%) y pequefias cantidades de nitrdgeno y

azufre®?.

Desde el punto de vista fisiolégico, la caracteristica principal de estas levaduras es
la lipofilia o lipodependencia; casi todas las especies requieren de lipidos para su
crecimiento como fuente de carbono. Con excepcion de M. pachydermatis, las
especies tienen un absoluto requerimiento in vivo e in vitro de acidos grasos®®. La
dificultad para aislar y mantener a éstas en cultivos ha sido uno de los factores

(24)

principales para impedir su estudio Al parecer el mejor método para

mantenerlas es su conservacion a -70°C ),
Nomenclaturay taxonomia del género Malassezia®®

Las levaduras del género Malassezia, han sido clasificadas y ordenadas de

diferentes formas a través de los afos. Inicialmente

A pesar de que no se ha descrito para ninguna de las especies el estado
teleomérfico, la viabilidad de las técnicas moleculares, especialmente la
secuenciacion de DNA-ribosomal, llevé a la inclusion de estas levaduras dentro de
los Ustilagomycetes, una subclase dentro de la division Basidiomycota que abarca

patdgenos comunes de plantas.
Caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas de las especies (212325,

A continuacion se describe la morfologia macroscépica, microscopica y la
patologia asociada de las especies de Malassezia utilizadas en este estudio en la
Tabla 2, y las caracteristicas bioquimicas (fisiolégicas) y el contenido de guanina y

citosina (G+C) estan resumidas en la Tabla 3.



Morfologiay tropismo de las especies de Malassezi

TABLA 2

g (21.23-25)

ESPECIE MORFOLOGIA PATOLOGIA
ASOCIADA
MICROSCOPICA MACROSCOPICA
(INCUBACION: 7 DIAS)
M. furfur ADm: colonias opacas, lisas, | Tamafo y forma variable: células ovales, cilindricas | Pitiriasis versicolor,

con una elevacion central o
ligeramente plegadas con
una elevacion convexa.

(1.5-3.0 x 2.5-8.0um) o esféricas (2.5-5.0um).
Forma gemas en una base ancha. Puede formar
filamentos.

foliculitis, papilomatosis
reticulada y confluente de
Gougerot y Carteaud,
psoriasis, onicomicosis,

fungemias.
M. pachydermatis ADm: colonias mate, Células pequefias, ovaladas (2.0-2.5 x 4.0-5.0um). Foliculitis, infecciones en
convexas de color crema Forma gemas en una base ancha dejando una animalesy

(5mm en promedio).

cicatriz de gemacién prominente.

ocasionalmente en
humanos, fungemias.

M. sympodialis ADm (32°C): Colonias Células ovales o globosas (1.5-2.5 x 2.5-6.0um). Dermatitis seborreica,
brillantes, lisas, planas o con | Base de gemacién mas estrecha que la célula pitiriasis versicolor,
una ligera elevacion central principal. Presenta gemacion repetitiva o simpodial. | papilomatosis reticulada y
(5mm en promedio). confluente de Gougeroty
Carteaud, dermatitis
atopica
Psoriasis.
M. globosa ADm: Colonias elevadas, Células esféricas (2.5-8.0um). Base de gemacion Pitiriasis versicolor,
plegadas y rugosas. estrecha. Las cicatrices no son prominentes. Puede | dermatitis at6pica,
formar filamentos cortos en el origen de la gema. dermatitis seborreica,
foliculitis, onicomicosis.
M. obtusa ADm: Colonias lisas y Células grandes y cilindricas (1.5-2.0 x 4.0-6.0um). Pitiriasis versicolor,
planas (4mm en promedio). La base de gemacion es ancha. Puede formar psoriasis.
filamentos.
M. restricta ADm: Colonias opacas, Las células son esféricas a ovales (1.5-2.0 x 2.5-4.0 | Pitiriasis versicolor,

rugosas o lisas en los
bordes (3mm de diametro).

pm). Formacién de gemas en una base
relativamente estrecha.

dermatitis seborreica.

ADm, agar Dixon modificado




Tabla 3

Caracteristicas fisiolégicas de las especies de Malassezia®.

ESPECIE CATALASA | ADS  ADM ADM ADM | TWEEN | TWEEN | TWEEN | TWEEN | %G+C
32° 32° 37° 40° 20 40 60 80
M. furfur + - + + + + + + + 66.4
M. pachydermatis +/+ + + + + - + + + 55.6
M. sympodialis + - + + + - + + + 54.0
M. globosa + - + * - - - - - 53.5
M. obtusa + - + +/+ - - - - - 60.7
M. restricta - - + + - - - - - 59.9

Interpretacion de simbolos: +, crece; -, no crece; +/+, crece o crece débilmente. ADS, agar dextrosa Sabouraud,;

ADm, agar Dixon modificado.



Identificacién de especies

La identificacion de Malassezia spp incluye las pruebas bioquimicas indicadas
en la Tabla 3. Ademas, se han utilizado dos pruebas adicionales: la utilizacion
de Cremophor EL (aceite de castor PEG-35) para el crecimiento de levadura y
la actividad de RR-glucosidasa sobre la esculina dando una coloracion negra al
medio por la liberacion de sales férricas solubles. Hasta el momento las Unicas
especies diferenciables con estas pruebas son: M. furfur que asimila el
Cremophor EL; y M. sympodialis que fragmenta la esculina®®. Los métodos
actuales para identificar las especies de éste género también incluyen métodos
moleculares muy diversos como la cariotipificacion®”, andlisis por
RFLP®® comparaciones de la secuencia de rRNA y DNA®*39 pCR-REA®GY,
PCR-RFLP 32,

Aislamiento

Hay dos medios descritos en la literatura, que pueden ser recomendados para
el aislamiento de todas las especies conocidas del género Malassezia. Esta la
férmula dada por Dixon en 1964 y la dada por Leeming y Notman®2). El uso del
medio de Sabouraud con aceite de oliva fue frecuentemente usado en el
pasado, pero algunas de las especies no sobrevivian en este medio. La
formulacion de Dixon provee un crecimiento sustancial y da caracteristicas a
las colonias, lo que ayuda a su identificacion. La formula de Leeming y Notman
asegura el aislamiento de todas las especies en una temperatura de incubaciéon
de 32-35°C necesariamente, junto con una atmosfera himeda y en el caso de
los cultivos provenientes de piel y otros materiales patologicos tiene que ser
mantenido arriba de dos semanas para permitir el desarrollo de todas las

especies®.

La utilizacion de lipidos puede ser investigado empleando series de
compuestos de lipidos tensoactivos del tipo “tween”; los resultados son
variables de acuerdo con el grado de cadenas de carbono de cada uno de los

tensoactivos®® 29,



Epidemiologia

Desde hace muchos afios se conoce que las levaduras lipofilicas forman parte
de la biota cutdnea de los animales de sangre aliente. La presencia de las
especies de Malassezia en piel humana sana, fue detectada desde los inicios
de la segunda mitad del siglo XIX;de las especies que aqui se describen, se ha
confirmado que M. pachydermatis esta claramente adaptada a animales pero
ocasionalmente puede ser aislada de humanos®?. En cambio las especies
lipido-dependientes pueden estar presentes tanto en humanos como en otros
animales localizadas en diferentes partes del cuerpo como piel cabelluda,
frente, tronco y espalda tanto en personas sanas como en pacientes con
diferentes afecciones cutaneas. La frecuencia de M. restricta varia segun el
autor. M. furfur es otra especie obtenida pero en menor frecuencia, asi como la
asociacion de M. globosa con M. sympodialis. De todas las especies M. obtusa

es la que se obtiene con menor frecuencia®37.

La frecuencia y densidad de la colonizacién de estas levaduras se encuentra
directamente relacionada con la edad de la persona y la actividad de las
glandulas sebaceas del area en estudio €739 La diferencia entre los estudios
realizados podria ser explicada por las técnicas de muestreo, el medio de

cultivo utilizado y posiblemente también por factores geograficos y étnicos 9.

b) Dermatitis seborreica (DS)

El nombre “dermatitis seborreica” implica inflamacién grasa de la piel. Sin
embargo, esta enfermedad es mucho mas compleja de lo que el nombre llega a
sugerir. Por definicién, la dermatitis seborreica es una enfermedad inflamatoria,
cronica, benigna, que cursa con eritema, inflamacion, seborrea y descamacion.
Se manifiesta en forma de placas mas o0 menos eritematosas, recubiertas de

escamas blancas o amarillas, que producen un ligero prurito

Afecta aproximadamente al 2-5% de la poblacion, y se localiza donde
predominan las glandulas sebaceas: cuero cabelludo, regién centro-facial

(frente, laterales de la nariz, conductos auditivos), térax y espalda V).



Papel de laMalassezia sp

Numerosos estudios confirman “*® el papel de las levaduras de Malassezia
sp. en la aparicion de la DS, las zonas donde se manifiesta son donde la
densidad de Malassezia es mas elevada, es decir, las zonas mas seborreicas
(cuero cabelludo: 500,000 levaduras/cm?). El porcentaje de Malassezia dentro
de la microflora total del cuero cabelludo pasa del 46% para un cuero cabelludo

normal a un 82% en la DS.

MECANISMO DE FORMACION DE LA DERMATITIS SEBORREICA®?,

: Descomposicion Formacion de Irritacion
Malassezia .| delos lipidos de »| écidos grasos ,| cronicade
P lapiel. libres/lipidos lapiel.

peroxidasas.
y
Do e oo S Incremento de
Altaformacionde | altaa%rmaci on L lamitosisen
DS : estrato
de corneocitos. germinativo.

Papel de la seborrea

Varios argumentos sugieren el papel patégeno de la seborrea en el desarrollo

de la DS. Los mas importantes son los siguientes:

Topogréficos:
Localizacion clinica preferente de la DS en zonas ricas en glandulas sebéaceas,

como son: regién mediofacial, cuero cabelludo, regién medio-toracica ¢”

Epidemiolégicos:

Prevalencia muy baja de DS antes de la pubertad (independiente del periodo
neonatal), y frecuencia superior en el hombre, mas que en la mujer (papel de

los andrégenos en el crecimiento y la estimulacion de las glandulas sebaceas).



Aumenta la incidencia de la DS en la enfermedad de Parkinson, en particular la
inducida por los neurolépticos: se observa frecuentemente una hiperseborrea,

con una prevalencia de 59,5% de DS en esta poblacion ¢4V

Bioquimicos:

Faegermann®, demostr6 que hay una cantidad de lipidos cutaneos de
superficie significativamente superior en un grupo de 60 enfermos de DS,
contra un grupo testigo de 60 personas sanas. Esto demuestra claramente el

predominio lipidico en la DS.

Terapéuticos:

Accion espectacular de la isotretinoina (seboatrofiante y sebostatica) en caso
de acné asociado. Otros argumentos sugieren lo contrario: rareza de la
asociaciéon acné-DS, caudal de excrecién sebacea normal incluso inferior

durante la DS.
En definitiva, parece ser que la DS no se desarrolla en un terreno de
hiperseborrea. Aunque, el papel del sebo parece tener importancia en el

crecimiento de Malassezia, levadura implicada en la patologia de la DS ¢#14244)

Factores diversos

Factores neurolégicos:

Hay una gran incidencia de DS en pacientes con enfermedades neuroldgicas:
enfermedad de Parkinson, siringomielia, poliomielitis, tetraplegia. El lazo

patogénico es desconocido “V.

Factores climéaticos:

Las condiciones climaticas calidas, humedas, la exposicion solar excesiva, son
factores estimulantes, aunque una exposicibn moderada a los ultravioletas es
beneficiosa. La medicion de las temperaturas cutaneas sobre la cara muestra

gue existen zonas mas calidas: zona T, conducto auditivo externo, contorno del



cuero cabelludo y unas zonas mas frias: mejillas, nariz, I6bulo de las orejas,

etc. 9,

Factores nutricionales:

La DS aparece mas frecuentemente en el alcohdlico, particularmente en caso
de pancreatitis asociada. Ninguno de estos dos factores es explicable, pero sus

reportes de asociacién con la DS son frecuentes.#49).

Factores medicamentosos:

Dermatosis de tipo DS han sido manifestadas en tratamientos con cimetidina y
metildopa. Al igual que los factores anteriores, la acciébn de estos

medicamentos sobre la DS es desconocido “Y,
Aspectos clinicos

La dermatitis seborreica se observa en el lactante y en el adulto. El diagndstico
clinico es, por regla general, facil en la persona adulta, pero puede ser mas
dificil en el lactante, ya que se puede confundir con la dermatitis atopica. La DS
es una afeccidn benigna, pero su evolucion cronica y recidivante puede
repercutir significativamente en la calidad de vida. Las formas mas severas
pueden revelar una inmunodeficiencia, especialmente enlazada con la

infeccion por el VIH @2,

Formas del adulto:

El aspecto clinico de la DS “clésica” del adulto se caracteriza por la asociacion
de lesiones eritemato-escamosas, en las zonas seborreicas de la piel,

especialmente en: cuero cabelludo, rostro, y en algunas zonas del tronco .
DS del cuero cabelludo

Es la forma mas frecuente (95%). Para la mayoria de los autores, la pitiriasis
simplex o simple (“caspa seca”), se considera como una forma leve de DS. La
caspa se caracteriza por escamas blanquecinas de pequefio tamafio, poco

adherentes y no presenta signos de inflamacion evidentes. En cambio, la forma



tipica de DS del cuero cabelludo o llamada también capitis, presenta placas
escamosas, incluso con costras; on de tamafio mas grande, tienen un color
gris-amarillento y se adhieren al cuero cabelludo. Las escamas son visibles a
simple vista, recubren las lesiones eritematosas y débilmente exudativas de
aspecto graso u oleoso. La placa eritematosa esta totalmente recubierta de
escamas y es poco visible, salvo en los bordes externos de la lesion, abarcan
frente, sien, region retro-auricular, base del cuello. Las lesiones pueden
sobrepasar la linea de insercibn capilar a lo que se denomina corona

seborreica #4647,

En la fase severa, las lesiones aparecen en placas eritemato-escamosas de
tamano variable, pudiendo recubrir la totalidad del cuero cabelludo. En esta
fase, la mayoria de los pacientes se quejan de prurito intenso, a menudo
tolerable, pero siempre molesto. En ciertos pacientes, las escamas son
abundantes, oleosas y espesas y pueden emitir un olor desagradable y de tipo

“rancio” (pitiriasis steatoide) 9.
DS Facial

La cara constituye la segunda localizacion méas frecuente de DS, 2 de cada 3
pacientes. Las zonas mas frecuentes son: surcos nasogenianos, cejas y
pabellones auriculares. Esta distribucion es la mas tipica, asi como en la barba

y en el bigote.

En la cara, las lesiones se parecen a las descritas en la DS del cuero
cabelludo. Sin embargo, el componente eritematoso es mas importante y las

escamas son de aspecto mas graso “?.

DS del tronco

El tronco constituye la tercera localizacion mas frecuente de la DS (1 paciente
sobre 3). Esta localizacion es la menos molesta gracias a la discrecion de las
lesiones. La pilosidad densa pectoral puede disfrazar la localizaciéon

pretoracica®.



Tratamiento

No existe el tratamiento definitivo para la dermatitis seborreica, la mayoria de
éstos solo controlan 0 mejoran el padecimiento, sin embargo, varios principios
activos han sido eficaces en los brotes inflamatorios, asi como en el manejo del
sebo, debido que actian como saponificantes de la grasa. El papel patégeno u
oportunista de las levaduras del género Malassezia ha llevado a utilizar los
antimicéticos tépicos (ketoconazol, bifonazol y recientemente

ciclopiroxolamina).

Los corticoides topicos tienen actualmente un lugar mas reducido debido a la
eficacia de los antimicoéticos, pero son utiles en formas muy severas y muy
inflamatorias. Los esteroides son contradictorios, debido a que disminuyen
eritema e inflamacién, pero la posibilidad del rebote del proceso es

frecuente®®.
Epidemiologia

La DS es un motivo frecuente de consulta dermatoldgico, en diversos reportes
indican que este padecimiento esta alrededor de 7% de todas las dermatosis;
sin embargo en las edades mas especificas del proceso, esta cifra puede ser

mayor &%,

Varios argumentos “Z49 confirman el papel de Malassezia en el desarrollo de
las lesiones, sin embargo, la DS no se puede considerar como una patologia
infecciosa, sino como una reaccion inflamatoria especifica a la presencia de
levaduras en gran cantidad. Los factores constitucionales que provocan esta
reaccion estan por determinar, asi como el rol de la seborrea, que es

probablemente mas cualitativo que cuantitativo.

En el adulto, la evolucidon es crénica con brotes severos en situaciones de
nerviosismo o cambios de estacion. También los factores climaticos, neuro-

psicoldgicos, medicamentosos, pueden favorecer la aparicion del brote G,



La inmunodeficiencia, especialmente ligada a la infeccion por el VIH, es a
menudo la responsable de DS, grave, atipica y extendida, este fendmeno
inmunolégico no esta bien explicado aun, debido a que otras
inmunodeficiencias, especialmente del tipo linfopenia, no presentan una

asociacion directa con la DS. ©9,

c) Climbazol

Composicién/ Informacién de los ingredientes24®)

El nombre quimico del climbazol es 1-(-4-clorofenoxi)-1-(1H-imidazol)-3,3-
dimetil-2-butanona, su formula total es C15-H17-CI-N2-O2. Tiene un peso

molecular de 292,76 g/mol.

"
C[@—D—TH—CD—-?-—-CHa
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W,
\
LN

Riesgos de identificacion“®

Perjudicial si es consumido por via oral, es muy téxico para organismos
acuaticos, puede causar diversos efectos adversos.

Medidas de primeros auxilios“®

Consejo general: moverse del area de peligro, a la inhalacion: moverse al aire
fresco, al contacto con la piel: si hay sintomas y estos persisten llamar
consultar al médico, si hay contacto con los ojos: lavar inmediatamente con
agua abundante, si hay ingesta: obtener atencibn médica, propiciar el vomito,

limpiar la boca con abundante agua. Estas medidas son en el caso de tener un



amplio contacto con la sal, como en el caso de individuos que almacenan el

producto y pueden aspirarla.

Almacenamiento“®

Almacenar en su empaque original, para mantener la calidad del producto no
almacenar en areas de calor o directamente a la luz, mantener en un lugar

seco y ventilado.
Propiedades fisicas y quimicas®“®

De apariencia es un polvo cristalino de color blanco a gris, con olor

caracteristico, facil de enmascarar con fragancias.

Su punto de fusién es de 95°C, tiene una presion de vapor <0,1mbar a 80°C,
su solubilidad en agua se considera inmiscible pero es soluble en otros
disolventes como se muestra en la Tabla 4, posee un coeficiente de particion(n

octanol/agua) de 3,6.

TABLA 4

Solubilidad del climbazol frente a diversos disolventes®?,

DISOLVENTES % DE SOLUBILIDAD
(APROXIMADA)

Alcohol bencilico 55
Etanol(96%) 50
Fenoxietanol 40
Etoxidiglicol 30
Propilenglicol 30
Butilenglicol 30
Dipropilenglicol 30
Ciertos perfumes en aceite 50




Mecanismo de accién®?

Su mecanismo de accion es similar a todos los derivados azdlicos, actia a
nivel de la 14-a- desmetilasa del lanosterol, dependiente de la citocromo-P450
oxidasa, causando la inhibicion de la biosintesis del ergosterol, principal esterol
de la membrana celular del hongo e interrumpe la membrana celular de la

levadura y del hongo
Caracteristicas del producto terminado*?

Es adecuado para productos del cabello que sean transparentes, aperlados o
de color, posee excelente Iluminosidad, temperatura y estabilidad en
almacenamiento, no forma complejos de color con iones metélicos que causen
decoloracién a la férmula, tiene buena compatibilidad con el perfume y otros
aceites comunmente usados para el cuidado del cabello, es no higroscopico, es
estable en pH acidos a neutros y hay extensos estudios de seguridad para este

producto.

Guias de formulacion®?

Las concentraciones recomendadas para los usos del climbazol son:
Para uso de producto anti-dermatitis seborreica o “anticaspa” en enjuague

(ejemplo: Champu anticaspa) maximo 2% y preferentemente de 0,5% a 1,0%.

Para uso de producto constante anticaspa (ejemplo: ténico para el cabello o

ampolletas anticaspa) maximo 0,5% y preferentemente de 0,1% a 0,3%.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

La dermatitis seborreica y su expresion mas simple, forma capitis o
comunmente caspa, es un padecimiento dermatolégico comun y crénico, que
ocurre en aproximadamente el 3-5% de la poblacion mundial adulta. Las
levaduras de Malassezia forman parte de la flora normal de la piel, y diversos
estudios han demostrado que la DS, tiene como principales factores a dichas

levaduras, las cuales se pueden hallar en proporciones muy elevadas.

Las especies M. restricta y M. globosa son las mas frecuentemente
relacionadas, pero hay otras especies que se han reportado asociadas a la DS,
como son: M. furfur, M. sympodialis y M. obtusa. Su papel en la DS ha sido
objeto de diversos estudios, donde ha quedado demostrado como terapia
efectiva el uso de antimicoticos topicos que ayudan a curar las lesiones y a
desaparecer la recurrencia de los sintomas, particularmente a ir disminuyendo

el nimero de levaduras de Malassezia “2.

Esta enfermedad va comprometiendo de manera sensible la calidad de vida de
las personas que la padecen, tanto por los sintomas asociados (descamacion,
eritema y prurito), como por el desagradable aspecto cosmético que las

acompanan.



JUSTIFICACION:

Los tratamientos estandares para la DS/capitis, consisten en el uso de
champues con antimicéticos para la saponificacion de la grasa o sebo, y el
control del desarrollo de las levaduras, dichos productos contienen como base
jabones o saponificantes mas derivados azdlicos, por ejemplo ketoconazol,
hidroxipiridonas o diversos productos como el piritione de zinc y el disulfuro de
selenio, estos tratamientos son Utiles para la disminucion de grasa y alcanzar el
efecto clinico deseado que es impedir la recolonizacién de las levaduras de

Malassezia.

Con el fin de proporcionar diversas estrategias terapéuticas para el tratamiento
de la DS, se han evaluado diferentes combinaciones de agentes antimicoticos
potentes; el verdadero interés clinico de evaluar estas asociaciones esta en
reducir la colonizacion de las levaduras y esto ha sido previamente
comprobado mediante estudios in vitro en el orden de definir la actividad
antifingica en células de Malassezia, no sélo en términos de inhibicion del
crecimiento, sino también para comprobar los efectos anti-fungicos esperados
de manera especifica con el uso de los champues para el tratamiento de la DS,
ya que dichos champues consisten en aplicar altas dosis del compuesto activo
durante un corto periodo de contacto con la zona. Por consiguiente se requiere
probar al climbazol como nuevo antimicotico azolico para el tratamiento de la
DS “3),

El presente estudio fue planeado para evaluar la actividad inhibitoria en el
crecimiento y el efecto fungicida del climbazol contra las cinco cepas de
Malassezia mediante pruebas de sensibilidad in vitro, como las tiras y los

discos de difusiéon o sensidiscos.

HIPOTESIS
Ho. El climbazol tiene actividad inhibitoria en el crecimiento de las
levaduras de Malassezia y tiene efecto antimicético.

H;. El climbazol no tiene actividad inhibitoria en el crecimiento de las

levaduras de Malassezia y no tiene efecto antimicaotico.



METODOLOGIA

% CEPAS.

Para este trabajo se utlizaron 5 cepas estandarizadas de Malassezia

provenientes de:

M. obtusa Paciente con psoriasis, México.

M. restricta Instituto Pasteur, Francia. (cepa referencia)
M. sympodialis Instituto Pasteur, Francia. (cepa referencia)
M. globosa Instituto Pasteur, Francia. (cepa referencia)
M. furfur Instituto Pasteur, Francia. (cepa referencia)

Estas cepas fueron resembradas en medio Dixon modificado (Dm) durante todo
el proceso de este trabajo, obteniendo un desarrollo en aproximadamente 5
dias.

% MEDIO DE CULTIVO.

El agar de Dixon (Adm) modificado esta constituido de la siguiente manera:

Componentes y cantidades para el ADm

Extracto de malta 36.0g
Peptona micoldgica 6.0g
Bilis de buey 20.0g
Agar-agar 12.0g
Tween 40 10.0mL
Glicerol 2.0mL
Acido oleico 2.0mL
Agua destilada 1000mL




Ajustandose a un pH final de 6+ 0.3

FUNDAMENTO:

La formulacion de Dixon provee un crecimiento sustancial y da caracteristicas a

las colonias, lo que ayuda a su identificacion®®.

PROCEDIMIENTO:

Se pesaron cada uno de los componentes del ADm y se vertieron en un matraz
cada uno dejando hasta el final los componentes méas viscosos como tween 40
para evitar que se hicieran grumos, se agrego la cantidad de agua necesaria y
se calentd con agitacion como cualquier otro agar, posteriormente se verifico el
pH.

Se esterilizd y se procedié a llenar las placas de Petri con aproximadamente
25mL de ADm en cada caja, para asegurar que durante el periodo de
incubacién no se secara el agar y se redujera impidiendo con esto el 6ptimo
desarrollo de las colonias, ademas de asegurandose de no dejar burbujas y
gue estuvieran bien homogéneo para evitar dejar los lipidos de manera no

uniforme. Se dejaron solidificar las placas.
< DIFUSION DE DISCOS EN AGAR.

Se trabajé siguiendo los procedimientos estandarizados para el método de
difusion de discos, ya que no se podia seguir los estandares del método M27-A
desarrollados por el Comité nacional para los estdndares de laboratorio clinico
de las siglas en inglés NCCLS (“US National Committee for Clinical Laboratory
Standards”), debido a que no estan reportados estdndares para levaduras
como la Malassezia sp, asi como tampoco se cuenta con puntos de corte para

estas especies?.

Se trabajo con discos de difusion en 12 concentraciones en pg/mL, las cuales

fueron:



CONCENTRACIONES pg/mL

0.01 1.0
0.05 1.2
0.1 14
0.2 1.6
04 1.8
0.8 2.0

Para impregnar los discos con el antifungico se disolvio el polvo en alcohol
bencilico, se impregnaron los discos a las diferentes concentraciones y
posteriormente se llevé a cabo un proceso de liofilizacion para eliminar todo el

exceso de humedad de los discos.
FUNDAMENTO:

Con éste método se estudia la sensibilidad de las levaduras a los antifingicos,
en funcion del halo de inhibicion producido por la difusion del antifUngico en un

medio de cultivo sélido.

Para el in6culo se utilizé6 una suspension ajustada al 0,5 McFarland en solucién
salina (1.5X10° UFC/mL).

La inoculacién se hace con una torunda impregnada de la suspension de
levadura y se siembra en tres direcciones, se dejd 15 min a temperatura
ambiente, se colocan los discos en la superficie. La incubacién se hace a 37°C

por aproximadamente 5 dias.

La lectura se hace midiendo los halos de inhibiciobn del crecimiento en

milimetros y dando la CMI®?



PROCEDIMIENTO:

La preparacion del in6culo se hizo tomando una asada de la cepa y se depositd
en tubos de ensayo de 16 x 150cm que contenian solucidén salina isoténica y
mediante agitacion se homogeneizd, después se ajustdo al 0,5 McFarland
(1.5X10° UFC/mL) agregando més solucién salina isoténica (SSI) o mas

cantidad de levadura segun fuera el caso.

En las placas ya preparadas con la cantidad suficiente de ADm se inoculd la
suspension ajustada con unos hisopos, se hizo en tres direcciones y después
de dejar reposar las cajas se colocaron los discos con unas pinzas estériles, se
utilizé una caja para las concentraciones de 0.01ug hasta la de 0.2ug (Figura
1), otra caja para las concentraciones de 0.4ug hasta la de 1.0pg Figura 2),
otra caja para las concentraciones de 1.2ug hasta la de 1.6ug (Figura 3) y otra
caja para las concentraciones de 1.08ug y 2.0pg (Figura 4). Se sellaron las

cajas y se pusieron a incubacion.

Figura 1 Figura 2

Figura 3 Figura 4



Se utilizaron como cepas de control C. albicans y C. dubliniensis provenientes

de pacientes con candidosis oral, y las cepas de Malassezia.

< TIRAS IMPREGNADAS CON ANTIFUNGICO (SISTEMA ETEST DE
INVESTIGACION DIAGNOSTICA).

Se trabajé siguiendo los procedimientos estandarizados para el método de
tiras, ya que no se podia seguir los estandares del método M27-A
desarrollados por el Comité nacional para los estandares de laboratorio clinico
de las siglas en inglés NCCLS (“US National Committee for Clinical Laboratory
Standards”), debido a que no estan reportados en la literatura estandares para
levaduras como la Malassezia sp, asi como tampoco se cuenta con puntos de

corte para estas especies?.

Se trabajo con tiras en 12 concentraciones en pg/mL que son:

CONCENTRACIONES pg/mL

0.01 1.0
0.05 12
0.1 14
0.2 1.6
0.4 1.8
0.8 2.0

Para impregnar las tiras reactivas con el antifingico se disolvio el polvo en
alcohol bencilico se impregnaron las tiras a las diferentes concentraciones y
posteriormente se llevo a cabo un proceso de liofilizacion para eliminar todo el

exceso de humedad de las tiras.



FUNDAMENTO:

Las tiras son un método cuantitativo de difusion en agar. Son de plastico inerte
gue incorporan un gradiente de concentracion de antifangico. Cuando se
depositan sobre las placas de agar inoculadas, el antifungico difunde en el
medio y, tras una incubacion se determina la CMI en el punto de interseccién o

de corte de la elipse de inhibicién de crecimiento con la tira reactiva.

Para el inéculo se utiliza una suspensién ajustada al 0,5 McFarland en solucién
salina (1.5X10° UFC/mL).

La inoculacion se hace con una torunda impregnada de la suspension de
levadura y se siembra en tres direcciones, se deja 15min a temperatura
ambiente para que se absorba el exceso del inéculo y se colocan las tiras
reactivas en la superficie del agar, bien de forma manual o con un aplicador. La

incubacion se hace a 37°C por aproximadamente de 5 a 8 dias.

La lectura en el caso de los azoles es que la CMI, es la concentracion de
antifangico en el punto de interseccion de la elipse de inhibicidon de crecimiento
con la tira. En el caso de observarse colonias de menor tamafio en el interior de
la elipse de inhibicibn de los azoles, no hay que tenerlas en cuenta para la
determinacion de la CMI. A veces, con algunos azoles, se observa doble halo
de inhibicién pero con colonias del mismo tamafio en su interior, en cuyo caso
debe de considerarse resistente. En el caso de observarse triple halo de

inhibicién, la CMI es la concentracion donde las colonias cambian de tamaiio®?

PROCEDIMIENTO:

La preparacion del inéculo se hizo tomando una asada de la cepa y se deposito
en tubos de ensayo de 16 x 150 que contenian solucidén salina y mediante
agitacion se homogeneiz6, después se ajusté al 0,5 McFarland (1.5X10°
UFC/mL) agregando mas agua o mas cantidad de levadura segun fuera el
caso, sin embargo se utilizé el mismo tubo de suspension que se uso para los

discos de difusion.



En las placas ya preparadas con la cantidad suficiente de agar Dm se inocul6
la suspension ajustada con unos hisopos, se hizo en tres direcciones y

después de dejar reposar las cajas se colocaron las tiras reactivas con unas

pinzas estériles, utilizandose una caja por tira.

Tiras A Tiras B

(Bajas concentraciones) (Altas concentraciones)

Se utilizaron como cepas de control de calidad C. albicans y C. dubliniensis
provenientes de pacientes de candidosis orales, las cepas de Malassezia y

ademas de probar dos cepas de dermatofitos como T. rubrum y M. canis.
< TINCION DE GRAM.
Se utilizé esta técnica, aunque se pudo utilizar otra, ya que es tradicional y facil

de realizar, se hizo con el proposito de observar al microscopio las formas y

estructuras de las cinco diferentes levaduras, y se muestran a continuacion.



M. restricta M. furfur

M. globosa M. obtusa



RESULTADOS

< DIFUSION DE DISCOS.

Para este estudio se realizaron dos ensayos para los discos A (de bajas
concentraciones), que van de 0.01-1.0pg/mL, y dos mas para los discos B (de

altas concentraciones) que van de 1.0-2.0pg/mL.

En la Tabla 5 se observan las concentraciones en las que se forman los halos
de inhibiciobn para cada especie, para los discos A (0.01-1.0pug/mL), y en la
Tabla 6 se muestran las concentraciones en las que se forman los halos de

inhibicion para cada especie, para los discos B (1.0-2.0pg/mL).

En la Tabla 7 se muestran los rangos de inhibicién del crecimiento para los
discos Ay B (0.01-2.0pg/mL).

TABLA 5
CMI para cada especie.
Discos A (0.01-1.0pg/mL)

CEPAS ENSAYO 1 ENSAYO 2
M. restricta DD DD
M. obtusa DD [1.0]=22mm
M. sympodialis [1.0]=10mm DD
M. globosa [1.0]=10jjmm | [1.0]=12mm
M. furfur DD DD

DD, desarrollo disperso: (crecimiento de pocas colonias en toda

la caja de manera no continua)



TABLA 6
CMI para cada especie.
Discos B (1.0-2.0pug/mL)

CEPAS ENSAYO 1 ENSAYO 2
M. restricta DD DD
M. obtusa [2.0]=23mm DD
M. sympodialis DD DD
M. globosa DD DD
M. furfur DD DD

DD, desarrollo disperso: (crecimiento de pocas colonias en toda

la caja de manera no continua)

TABLA 7
Rango de CMI para cada especie.
Discos Ay B (0.01-2.0pg/mL)

CEPAS RANGO
M. restricta DD
M. obtusa [1.0]-[2.0]
M. sympodialis [1.0]
M. globosa [0.8]-[1.0]
M. furfur DD

DD, desarrollo disperso: (crecimiento de pocas colonias en toda

la caja de manera no continua)



M. globosa M. obtusa

Ambas iméagenes corresponden ala Tabla 5.

< TIRAS.

Para este estudio se realizaron tres ensayos para las tiras A (de bajas
concentraciones), que van de 0.01-1.0pg/mL, y tres mas para las tiras B (de
altas concentraciones), que van de 1.0-2.0pg/mL.

En la Tabla 8 se observan las CMI (concentracion en la que se forma la elipse
de inhibicibn de crecimiento), para cada especie para las tiras A (0.01-
1.0pg/mL), y en la Tabla 9 se muestran las CMI promedio para cada ensayo,

con cada especie de estas mismas tiras A.
En la Tabla 10 se observan las CMI, para cada especie para las tiras B (1.0-
2.0pg/mL) y en la Tabla 11 se muestran las CMI promedio para cada ensayo,

con cada especie de estas mismas tiras B (1.0-2.0pug/mL).

En los ensayos con los dos dermatofitos no se muestra inhibicion.



TABLA 8
CMI para cada especie.
Tiras A (0.01-1.0pug/mL)

CEPAS ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3
M. restricta 0.8 0.8 0.8
M. obtusa 0.8 0.8 0.8
M. sympodialis 04 04 04
M. globosa 0.1 0.05 0.1
M. furfur 0.05 0.05 0.1
TABLA 9

CMI promedio para cada especie.
Tiras A (0.01-1.0pg/mL)

CEPAS PROMEDIO DE ENSAYO
M. restricta 0.8
M. obtusa 0.8
M. sympodialis 0.4
M. globosa 0.2
M. furfur 0.3
TABLA 10

CMI promedio para cadaespecie.
Tiras B (1.0-2.0pug/mL)

CEPAS ENSAYO 1 | ENSAYO 2 | ENSAYO 3
M. restricta 2.0 2.0 1.8
M. obtusa 2.0 2.0 2.0
M. sympodialis 2.0 2.0 2.0
M. globosa 1.8 2.0 1.8
M. furfur 2.0 1.8 1.8




TABLA 11
CMI para cada especie.
Tiras B (1.0-2.0ug/mL)

CEPAS PROMEDIO DE ENSAYOS
M. restricta 19
M. obtusa 2.0
M. sympodialis 2.0
M. globosa 18
M. furfur 18

M. furfur M. obtusa

Todas las imagenes corresponden ala Tabla 8.



DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos en este trabajo, por lo que respecta a
la difusion de discos en agar, practicamente no se puede reportar
sensibilidad (S); sensibilidad-dependiente de dosis (S-DD) y resistencia (R), ya
gue los puntos de corte no estan reportados en la literatura para las cepas con
gue se trabaj6. Sin embargo, de acuerdo a cada una de las especies de

Malassezia estudiadas se puede llegar a las siguientes interpretaciones:

M. restricta

Para esta especie no se observaron patrones definidos de inhibicion, o halos
de inhibicién alrededor de los discos. Se observo un desarrollo disperso en
todas las concentraciones, lo que imposibilita dar una CMI. Esta especie es la
mas sensible de todas, ya que a todas las concentraciones presenta desarrollo

disperso.

M. obtusa

Se observaron patrones definidos de inhibicién o halos de inhibicién a partir de
la concentracién de 10ug/mL hasta 2.0ug/mL. Por lo tanto la CMI para esta
especie es de 1.0pg/mL y de acuerdo a los resultados obtenidos esta especie
es la que presenta menor sensibilidad de todas, debido a que siguid

desarrollandose hasta altas concentraciones.

M. sympodialis

Para esta especie solo se observé un halo de inhibicién a la concentracion de
1.0pg/mL, ya que a concentraciones mayores hubo un desarrollo disperso de la
colonia, lo que indica que la CMI para esta especie es de 1.0ug/mL pero a
concentraciones mayores empieza a haber desarrollo disperso, lo que indica
gue la especie a concentraciones mayores es mas sensible, siendo asi la

segunda especie mas sensible de todas después de M. restricta 'y M. furfur.

M. globosa
Se observaron halos de inhibicion a concentraciones de 0.8ug/mL hasta

concentraciones de 1.0ug/mL, lo que indica que la CMI para esta especie es de



0.8ug/mL, y al igual que M. sympodialis a concentraciones mayores empieza a
haber desarrollo disperso, lo que indica que la especie a concentraciones

mayores es mas sensible, siendo la tercera especie mas sensible.

M. furfur

No se observaron patones definidos de inhibicion, o halos de inhibicion
alrededor de los discos para esta especie. Se observo un desarrollo disperso
en todas las concentraciones, lo que imposibilita dar una CMI. Al igual que M.
restricta ésta especie de acuerdo con los resultados obtenidos, es la mas
sensible de todas, ya que a todas las concentraciones presenta desarrollo

disperso.

Por lo que respecta al trabajo en tiras, tampoco se pueden reportar
sensibilidad (S); sensibilidad-dependiente de dosis (S-DD) y resistencia (R), ya
gue tampoco estan indicados en la literatura para estas cepas con las que se
trabajo; al igual que el ensayo anterior se da, una interpretacion de los

resultados obtenidos

El comportamiento de sensibilidad de las tiras con las especies estudiadas,
presenta similitud con el método de la difusién de discos, cuado éstas tienen
una concentracion de 0.01-1.0pg/mL de antifungico. Sin embargo, cuando
éstas tienen una concentracion de 1.0-2.0pug/mL, no existe una correlacion con
los resultados de la difusion de discos en esta misma concentracion, esto se
puede deber a un problema de difusion del antifangico en la superficie del

medio de cultivo al utilizar estas segundas tiras.

Al observar las elipses de inhibicion en las tiras de concentracion de 0.01-
1.0pg/mL, los halos o puntos de corte, se presentan en la parte superior de la
tira, es decir, en las concentraciones mas altas. Lo mismo sucede con las tiras
de concentracion de 1.0-2.0ug/mL, donde los puntos de corte se encuentran en

la parte superior de la tira, es decir, en las concentraciones mas altas.

Lo que se esperaba, era que si se presentaban puntos de corte en la parte

superior de la tira de concentracion de 0.01-1.0pug/mL, se presentaran



entonces, puntos de corte en la parte inferior de la tira de concentracion de 1.0-
2.0pg/mL, para que entonces existiera una continuidad con las concentraciones

a las que es sensible la levadura al antifangico.

Existen nueve estudios publicados actualmente que estan relacionados con el
estudio del climbazol, el primero de ellos es el de Yang et a®, en que
utilizaron el método de cromatografia liquida establecida para la determinacién
de varios agentes “anticaspa”, como: acido salicilico, piritionato de zinc,
octopirox, ketoconazol y climbazol, todos en presentacion en champu. El
método es mediante un corrimiento en cromatografia liquida y su accién directa
contra la seborrea y no especificamente frente a los agentes etioldgicos, los
resultados de este estudio muestran que el método fue simple, preciso y

puntual.

El segundo trabajo es el de Kobayashi et af®?, en el que determinan
especificamente el efecto del climbazol en citocromo-P450 hepatica
microsomal y el metabolismo de enzimas para cuatro diferentes isoformas del
citocromo P450, examinado en ratas Long-Evans hembras, los resultados para
este estudio indican que el climbazol induce e inhibe al citocromo P450
dependiente del metabolismo de enzimas in vivo y puede tener efecto dosis-
diferencial en el citocromo llamado CYP2B1 e higado de rata. El tercer trabajo
es de los mismos autores®®, y esta relacionado con el anterior estudio ya que
en éste, ademas de determinar el efecto del climbazol en citocromo-P450
hepatico microsomal, comparan el potencial de induccion con otro N-sustituto
de azol como el clotrimazol y los resultados para este estudio indican que el
climbazol es un nuevo potente inductor de P450 hepéatico microsomal y del
metabolismo de enzimas como el clotrimazol, pero puede tener diferentes
mecanismos para esta induccion de enzimas en higado de rata. Aunque en
ambos trabajos se deja en claro que la destruccién del climbazol es por via
hepética, esto tiene poca importancia practica debido a que éste no se da por
via oral, es decir que sélo se aplica en forma tépica y la absorcion percutanea

es minima.



El cuarto trabajo es el de Coiffard et al®, en el que comparan la
termoestabilidad de varios agentes antiseborreicos naturales y sintéticos
diluidos en una solucién de pH alrededor de 7. Los productos estudiados fueron
los siguientes, naturales: sulfaprolamina y usnato de sodio y como sintéticos:
piritionato-olamina y climbazol. Los resultados de este estudio fueron que el
piritionato-olamina es el agente mas estable entre los estudiados. La
interpretacion de este trabajo Unicamente nos indica la estabilidad del producto
a un pH neutro, sin embargo es importante citar que la piel normal, tiene un pH
ligeramente &cido. Los resultados sélo se pueden relacionar con termo-

estabilidad y no con la eficacia de los productos.

El quinto de los estudios es de Mayser et al®, el cual se basa en que los
estudios de eficacia comparativa in vitro pueden no solo considerar la CMI de
las levaduras de Malassezia, sino también la biodisponibilidad de la sustancias
para el cabello y cuero cabelludo, y en este trabajo utilizan un nuevo método en
el que utilizan cabello de diez voluntarios que fueron estandarizados con 5
minutos de incubacién con diferentes formulaciones de champues, inoculados
con M. sympodialis o M. globosa y de acuerdo con los resultados reportados,
1% del climbazol probado puede ser particularmente efectivo. Este es un nuevo
método para hallar agentes antimicoticos, especificos para evaluar la eficacia

de las formulaciones antiseborreica.

El sexto trabajo es de Wigger et al®®, en el cual investigaron la eficacia y
seguridad del champu de climbazol al 0.65% en la DS de 30 voluntarios. Los
resultados fueron que después de varias semanas de tratamiento y lavados, se
observd una reduccién de la dermatitis seborreica y el prurito, por lo tanto se
concluyé que la formulacion probada es efectiva en el tratamiento de la
pitiriasis capitis de moderada a severa. Es importante resaltar que este es el
primer trabajo en humanos en el que se comprueba que el climbazol en

champu es efectivo y no causa efectos secundarios.

El séptimo trabajo es el de Schmidt A®”, en el que determinaron la CMI
probando 40 cepas de M. pachydermatis contra climbazol, clotrimazol y

sulfadiazina de plata, obteniéndose como resultados para el climbazol rangos



de CMI <0.06 y 1y/mL, lo que da como conclusion que el climbazol y el
clotrimazol muestran buena actividad in vitro contra M. pachydermatis. La
actividad del climbazol fue aun mayor a la del clotrimazol, que pudo haber sido
por la solubilidad en agua del climbazol. La interpretacién que podemos hacer a
este estudio, radica en que la cepa utilizada M pachydermatis), solamente
afecta a diversos tipos de animales y ocasionalmente al humano. Debido a que
DS, también se puede presentar en diversos anmales (perros, gatos, etc.),
tiene sentido de su probable uso en este tipo de reservorios.

El octavo de los estudios es del mismo Schmidt et af®®, que utilizaron un
meétodo de pruebas de sensibilidad in vitro que evalia a M. furfur en una placa
de microdilucion, que es revelada con un método colorimétrico en medio de de
Leeming-Notman modificado, previa incubacion con Azul de Alamar. Veintidos
cepas de M. furfur fueron probadas, las CMI fueron determinadas para varios
compuestos como, piritionato-olamina, piritionato de zinc, disulfuro de selenio y
el climbazol, y los resultados para el caso especifico de este ultimo, fueron que
el rango de sus CMI estuvieron entre 0.03 y 1i/mL con una media empirica de
0.03mg/mL. Este dato indica la elevada actividad in vitro del climbazol contra
M. furfur. Los resultados de este estudio indican que climbazol es el que tuvo la

mayor actividad in vitro.

El ultimo trabajo es del mismo autor Schmidt et al®®, en este trabajo evalan al
igual que en el anterior la actividad de M. furfur en una placa de microdilucién,
gue es revelada con un método colorimétrico en medio de de Leeming-Notman
modificado, previa incubacién con azul de alamar, pero la diferencia es que en
este Ultimo trabajo lo hacen contra compuestos azoélicos, como el bifonazol, el
clotrimazol, el ketoconazol y el climbazol, en este estudio se trabajo con 30
cepas de M. furfur, y la CMI para el climbazol en este estudio fue de <0.06 a
0.5W/mL, con una media <0.06p/mL, por lo que se concluyd que el climbazol al
igual que el ketoconazol muestran una actividad similar in vitro contra la M.

furfur.

Resumiendo, de los nueve trabajos, sélo en cinco de ellos se utilizaron cepas
de Malassezia para el desarrollo del experimento, utilizando Unicamente M.

sympodialis, M. globosa, M. furfur y M. pachydermatis ésta ultima zoofilica.



Estos estudios fueron realizados con técnicas como la evaluacion clinica de
pacientes voluntarios con DS de moderada a severa bajo el uso de champues
con climbazol y determinando las CMI en sistemas de microdilucion utilizando
medio de Leeming-Notman modificado, con el método colorimétrico de azul de
Alamar, siendo solamente el ultimo trabajo el mas cercano al desarrollo que
tuvo este presente trabajo, ya que es el que muestra mas cosas en comun
como por ejemplo, que evalué cepas de Malassezia, aunque solo utiliz6 a
Malassezia furfur, y que utiliz6 componentes azélicos como lo es el climbazol,

pero la diferencia principal es la metodologia utilizada.

En el trabajo de Ashbee®®, se incluye la mas actual de las revisiones de las
especies del género Malassezia, su rol en las enfermedades humanas que
causa Yy recientes novedades de la interaccion con el sistema inmune del
hospedero, ademas de incluir informacion acerca de las diferentes especies
aisladas de diversos sitios del cuerpo en diferentes paises, donde se encuentra
un relacion con el presente trabajo, asi como también informacion referente a la
actividad in vitro de diversos componentes (ketoconazol, fluconazol,
clotrimazol, itraconazol, etc), contra las once especies reconocidas del género
Malassezia, en donde se incluyen los rangos de CMI reportados para cada una,

pero adn no se incluye al climbazol.

Es por eso que el presente trabajo es pionero en el uso de la técnica de discos
de difusion en ADm y el uso de las tiras impregnadas con antifangico (tipo
“etest”), ademdas de trabajar con cinco diferentes especies Malassezia,
incluidas las dos primeras especies causantes de la DS como son M. restricta y
M. furfur, lo que concuerda con los resultados obtenidos ya que se encontraron

como las dos especies mas sensibles al climbazol.

Se espera que en el futuro se realicen trabajos clinicos (Fase3) para evaluar
las diferentes etapas de la DS contra el uso del climbazol, y también se espera
estudios comparativos con otros antimicéticos como el ketoconazol, piritionato-
olamina, piritionato de zinc y disulfuro de selenio, que son indicados para el

tratamiento de la DS.



CONCLUSIONES

El climbazol presenté actividad antimicético in vitro frente a las diferentes

especies de Malassezia.

Conforme los métodos utilizados, climbazol tiene la mayor actividad in
vitro en orden decreciente frente a Malassezia restricta, Malassezia

furfur y Malassezia globosa.

El orden de sensibilidad de las cepas, concuerda con el orden de los

agentes etiolégicos de la DS capitis.

La metodologia de difusion de discos en agar fue superior a las tiras

impregnadas, para evaluar la sensibilidad del climbazol.

La sensibilidad en tiras, es una técnica mas sencilla, pero debera

estandarizarse mas la concentracion del producto a probar.
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