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RESUMEN

Actualmente, tanto el incremento de micosis oportunistas como la resistencia a los
antimicé6ticos convencionales han fomentado la bisqueda de nuevas alternativas
terapéuticas que logren minimizar la problemadtica actual. En este contexto, fungicidas
derivados del grupo azol, han sido pieza clave desde su aparicién para el estudio de nuevos
compuestos. Por ello, el presente estudio evalio el efecto antifingico in vitro de
compuestos derivados de azol mediante técnicas de difusioén en pocillos de agar frente a
nueve cepas flngicas; asi como también, se determind la posible toxicidad de estos
compuestos mediante los ensayos MTT y rojo neutro. En su mayoria, las especies fungicas
presentaron resistencia a los tratamientos con estos compuestos. Sin embargo, el complejo
PF-6 mostr6é una buena actividad frente a levaduras. En lo que respecta a los ensayos de
citotoxicidad, los resultados mostraron una tendencia lineal en cuanto a
concentracion/dosis, siendo asi que, a menor concentracion, menor grado de mortalidad

celular.

Palabras Claves: Azol, complejos metdlicos, micosis, antiftingico, actividad bioldgica.
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ABSTRACT

Currently, both the increase in opportunistic mycoses and resistance to conventional
antifungals have encouraged the search for new therapeutic alternatives that minimize the
current problem. In this context, fungicides derived from the azol group have been a key
piece since its inception for the study of new compounds. Therefore, the present study
evaluated the in vitro antifungal effect of compounds derived from azol by diffusion
techniques in agar wells against nine fungal strains; as well as, the possible toxicity of these
compounds was determined by the MTT and neutral red tests. For the most part, fungal
species showed resistance to treatments with these compounds. However, the PF-6 complex
showed a good activity against yeasts. With regard to cytotoxicity tests, the results showed
a linear trend in terms of concentration / dose, thus, at a lower concentration, lower degree

of cell mortality.

Keywords: Azol, metal complexes, mycosis, antifungal, biological activity.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, las infecciones flingicas han producido cambios llamativos en cuanto a
datos epidemioldgicos, diagndstico, prondstico y tratamiento. Un hecho particularmente
favorecido por la creciente prevalencia de pacientes inmunocomprometidos y el uso
irrestricto de agentes inmunosupresores (Sadeghpour et al., 2017; Cabral et al., 2013). A su
vez, esto ha ocasionado el aumento del uso de fungicidas como un componente clave para
la profilaxis y terapia de muchas infecciones fiungicas. Entre los diversos tipos de
fungicidas, el grupo azol (derivados de triazol e imidazol) se introdujo por primera vez en
la década de 1970 (Ma, 2005). Desde entonces, los azoles, se han utilizado ampliamente
para el control de enfermedades, tanto en la medicina veterinaria como humana. Sin
embargo, estudios han demostrado que estos compuestos son propensos a la resistencia en
la poblacion patogénica, especialmente sin el seguimiento de las practicas recomendadas

que tienen como objetivo prolongar la efectividad de estos fungicidas (Ribas et al., 2016).

Actualmente, el nimero de microorganismos capaces de generar resistencia a los
farmacos antifingicos azolicos ha incrementado de manera progresiva (Lopez et al., 2016).
Especies como Candida albicans y Aspergillus niger, patégenos cominmente asociados
con infecciones hospitalarias y adquiridas, han presentado un historial de resistencia
cruzada y resistencia multiple a estos compuestos (Carvalho et al., 2017). De forma similar,
se observo resistencia en organismos como Malassezia pachydermatis, causante de otitis
externa en perros y cuadros dermatolégicos en humanos (Marin et al., 2016; Lopez et al.
2008). Por otro lado, la resistencia de patdgenos no es la Unica problemaética hoy en dia,
sino también, el uso prolongado de estos compuestos. Entre los farmacos de mayor eleccion
para las infecciones sistémicas es el ketoconazol e itraconazol, los cuales, en amplios
periodos de aplicacion, pueden generar efectos adversos como vémitos, diarrea y anorexia,
ademds de ser hepatotéxicos (Madison, 2008). Enfermedades zoondticas causadas por
Microsporum canis y Rhodotorula spp. entre muchas otras que basan su tratamiento en el
uso de este tipo de farmacos han presentado este tipo de complicaciones (Dentone et al.,

2017).



En las dltimas décadas, el desarrollo de nuevos farmacos antiftingicos ha sido rebasado
en comparaciéon al desarrollo de farmacos antibacterianos y antivirales dentro de la
industria farmacoldgica. Esto debido a la poca relevancia que se tiene de las enfermedades
fangicas y la dificultad que representa lograr un farmaco efectivo e inocuo para la célula
huésped. En este contexto, fungicidas derivados del grupo azol, han sido una pieza clave
desde su aparicion para el estudio de nuevos compuestos. En la actualidad, cada dia se
incrementa el interés de buscar asociaciones con este compuesto heterociclico, las cuales,
logren brindar una alternativa viable para el tratamiento de enfermedades (Youbu et al.,

2007; Gémez et al., 2011 (2007)).

Recientemente, se han presentado estudios relacionados con la sintesis de compuestos
derivados de azol con actividad antifingica, un ejemplo de ello es la investigacion realizada
en el afio 2013 por el Departamento de Quimica Inorganica de la Universidad Nacional de
Tucumdn, Argentina; en la que se estudi6 la actividad antifiingica de asociaciones estatina-
azol como una alternativa viable para el manejo terapéutico de micosis, mostrando
resultados positivos a dosis bajas (Cabral et al., 2013). Por otro lado, un estudio mas
reciente realizado en 2016 por la Universidad de Los Andes, Bogotd D.C., Colombia;
muestra la sintesis de complejos metdlicos derivados de ligandos de azol, efectuando un
estudio sobre su actividad antimicrobiana ante diversos agentes patdégenos con resultados
prometedores (Ponce, 2016) (Castillo et al., 2016).

El cardcter multifactorial de la resistencia a los farmacos antifungicos azdlicos existentes,
hace necesario la adopcion de nuevas estrategias para combatirla; como lo son el desarrollo
de moléculas mds potentes, la investigacion de nuevos antifiingicos con nuevas dianas y
mecanismos de accion, asi como combinaciones con inhibidores de los transportadores
activos de membrana. En este contexto, los compuestos derivados de azol han mostrado
propiedades antifingicas. Esta actividad estd relacionada con su capacidad para unirse
facilmente a enzimas y receptores en sistemas bioldgicos; En los hongos, los azoles se unen
al cofactor hemo que se encuentra en el sitio activo de la 14a-desmetilasa del citocromo
P450, e inhiben la via de conversion del lanosterol al ergosterol, un paso esencial en la
sintesis de la membrana celular de hongos (Manzano et al.,, 2008). Por ello, el presente
estudio pretende evaluar el efecto antifingico de nuevos compuestos derivados de azol para

el control de este tipo de microorganismos y servir de base para investigaciones futuras.



2. ANTECEDENTES

2.1 Micologia médica

La historia del hombre y su asociacién con los hongos, o las enfermedades que producen,
se conoce desde la mds remota antigiiedad; civilizaciones como la griega, romana o hasta
hindd son un ejemplo de ello, ya que podemos encontrar escritos donde se describen

manifestaciones clinicas tipicas de dermatofitosis (Espinel, 1996).

Actualmente, la micologia es una de las 4reas de estudio con mayor diversidad y aporte
cientifico, sin embargo, esta surge como una necesidad ante la problemadtica de tratar
enfermedades ocasionadas en el hombre y algunos animales a partir de su interaccion y
consumo (Head et al., 2014). No hay que olvidar que, en otra época, los hongos fueron
considerados comida de dioses para culturas como la mesoaméricana prehispanica

(Guzman, 2008).

Muchos filésofos se han visto envueltos en esta fascinante ciencia. Aunque la
invencion del microscopio por Antoine Van Leeuwenhoek en el siglo XVII revolucionara
la manera de estudiar a los hongos, grandes personajes como Hipdcrates, Galeno o Celso ya
habifan hecho contribuciones importantes. Sin embargo, antes del microscopio solo se
conocian los macromicetos, hongos capaces de desarrollar cuerpos fructiferos visibles, por
lo que sus aportes no fueron mds alla de las manifestaciones clinicas (Guzméan, 2008). Hoy
en dia, el estudio de las diferentes especies de hongos a nivel celular ha permitido entender
el curso de las enfermedades que estos ocasionan, determinar el efecto de las sustancias que
pueden llegar a secretar y el aporte nutricional e industrial que estos puedan poseer (Wang

etal., 2017)..

En micologia, a las infecciones causadas por hongos microscopicos, se les llama
sencillamente micosis, aunque el nombre puede cambiar dependiendo la zona del cuerpo
que es invadida (por ejemplo, onicomicosis) o el tipo de agente causal (por ejemplo,
coccidioidomicosis) (Murray et al., 2009). A la fecha, se estipula que solo un pufiado de

agentes son capaces de causar una micosis, no obstante, hay micosis tan frecuentes como el



resfriado comuin (White ef al., 2014). Si bien pudiéramos hacer una clasificacion rapida de
los agentes capaces de producir una micosis, la mas apropiada podria ser en endégenos y
exogenos. Al hablar de hongos enddgenos, nos referimos a todos aquellos patégenos que se
encuentran en las mucosas o tegumentos del huésped, y que solo bajo circunstancias
especificas (inmunosupresion, procesos cancerigenos, diabetes) pueden llegar a causar una
infeccion. En cambio, los hongos exdgenos viven fuera del huésped, ya sea como parasitos

0 saprobios, pero de un modo u otro se convierten en patégenos (Guzman, 2008).

Existen cuatro grandes grupos en que las micosis son clasificadas segin su localizacion:
superficiales, subcutdneas, sistémicas y por oportunistas. Las micosis superficiales se dan
generalmente cuando un individuo entra en contacto con el patégeno directamente o a
través de la interaccion con otro individuo infectado; colonizando la piel y sus anexos
(Khadka et al., 2016). Por otro lado, las micosis subcutidneas necesitan forzosamente la
penetracion del agente para colonizar el tejido subcutdneo, esto se da principalmente por
algin traumatismo y suelen ser muy agresivas (Velegraki et al., 2015). Las micosis
sistémicas se deben a la inhalacion de esporas en la mayoria de los casos, o debido a la
difusion hematdgena, la cual deriva en la invasion de varios 6rganos (Lohse et al., 2018).
Algunas micosis sistémicas pueden afectar la piel y a su vez, algunas micosis superficiales
extenderse hacia érganos profundos. Finalmente, las micosis por oportunistas, como lo dice
su nombre, son causadas por hongos saprobios en situaciones en las que el huésped cursa

con alguna condicion especial que afecta su estado inmunoldgico (Kenneth & C., 2011).

A pesar de todos los avances que ha tenido la micologia médica y las estrategias para
contrarrestar la incidencia por infecciones flingicas, esta aumenta cada dia representando

una fuerte amenaza para la poblacion (Pfaller, 2012).

2.1.1 Generalidades de los hongos

Los hongos son un grupo de organismos eucariontes de diversidad compleja, pero a la vez
fascinante, entre los que podemos encontrar: mohos, levaduras y setas. Hoy en dia se
conocen alrededor de 200 000 especies, pero se calcula que pudiesen existir mas de un

millén y medio viviendo en los medios mds variados y recénditos del planeta (Kenneth &



C., 2011). Su nombre se deriva del latin “fungus = sponge = ‘algo con muchos poros”, esto

haciendo referencia a sus caracteristicas morfoldgicas (Arenas, 2014).

En otra época, los hongos fueron considerados por mucho tiempo parte del reino
vegetal, esto debido principalmente a similitudes entre sus formas de vida, como su
crecimiento en suelos, la ausencia de locomocién y su semejanza morfolégica con las
plantas (Wingfield et al, 2012). Sin embargo, en el afo de 1969, el botdnico
estadounidense Robert H. Whittaker postulé la clasificacion de los seres vivos en cinco
reinos, separdndoles de las plantas (Erchiga, 2008). En su postulado, Whittaker indicaba
que todos los estudios apuntaban a la idea de que los hongos derivaban de flagelados
incoloros como una linea de evolucién independiente de las plantas verdaderas (Whittaker,
1969) y por esta razon, era necesario un quinto reino propio de los hongos, el cual
denomino reino Fungi (plural latino de fungus). Con el paso del tiempo y con ello, el
desarrollo de técnicas moleculares cada vez mas sofisticadas, como la secuenciacion de
nucledtidos, se determiné que los organismos cominmente estudiados por los mic6logos
pertenecian a tres diferentes reinos: Fungi, Chromista y Protozoa. Entonces, Alexopoulos et
al (1996) propusieron utilizar la palabra Hongos, escrita con mayuscula, al hacer referencia
de solo aquellos organismos pertenecientes al reino Fungi y emplear la palabra hongos,
escrita en minudsculas, para todos aquellos organismos pertenecientes a los tres reinos antes
mencionados. Hoy en dia muchos autores han optado por seguir con esta iniciativa (Cepero,
2012), por lo que es oportuno indicar que, en este texto, unicamente se hablara de los
organismos correspondientes al reino Fungi, también llamados hongos verdaderos, por lo

cual decidimos no seguir con esta directriz.

Al igual que el ser humano o los animales, los hongos son organismos eucariontes; de
manera que, poseen un nucleo rodeado por una membrana nuclear con uno o mas nucleolos
pequeios, ademds de disponer de material genético en forma de cromosomas. Dentro de su
citoplasma podemos encontrar una variedad de organelos, los cuales se ven rodeados por
una membrana plasmatica rica en esteroles que logra delimitar sus células y brindar una
proteccion del medio exterior (Quinn et al., 2001). Una caracteristica fundamental de los
hongos y que difiere del ser humano y los animales, es que poseen una pared celular

compuesta principalmente de polisacdridos, que, a diferencia de las plantas en donde su



pared celular estd compuesta por celulosa, en los hongos se compone fundamentalmente

por quitina (Kenneth & C., 2011).

Aunque en un principio se creia que los hongos compartian el mismo tipo de nutricién
que las plantas, esto fue un error; los hongos son incapaces de fijar carbono o realizar el
proceso quimico de fotosintesis, al contrario, son organismos heter6trofos, por lo cual
requieren de carbohidratos complejos como fuente de energia (Arjona, 2016). La gran
mayoria de los hongos reciben sus nutrientes directamente de la absorcién de materia
muerta (saprofitos o saprétrofos), siendo el resultado de la degradacién de compuestos por
medio de exoenzimas propias de los hongos. Hoy en dia, la importancia de los hongos en la
conservacion de la naturaleza es innegable, puesto que degradan y reciclan todos los restos

orgénicos, logrando mantener un equilibrio natural (Arenas, 2014).

Todas estas caracteristicas contribuyen a que los hongos sean considerados organismos
ubicuos o de distribucién cosmopolita, puesto que, sus propiedades les permiten invadir un
amplio rango de diversos hdbitats. Aunque si bien es sabido que, los hongos prefieren
entornos himedos y acudticos, estos también pueden adaptarse a ambientes extremos como

desiertos o dreas de extremada salinidad (Vaupotic, 2008).

2.1.2 Estructura de los hongos

Los hongos son organismos complejos que difieren estructural y morfoldégicamente con las
bacterias y con las células animales y vegetales. Probablemente al escuchar la palabra
“hongo” venga a nuestra mente aquella imagen del tipico hongo “de sombrero” como por
ejemplo el champindn (Agaricus bisporus), pero este solo es uno de los tantos tipos de
hongos que podemos encontrar en la naturaleza. El tamafio, los colores y la forma, es algo
muy variable en los hongos y que les otorga esa gran diversidad, sin embargo, no todos los

hongos poseen las mismas estructuras (Prakash et al., 2017).

Comencemos por describir el talo de un hongo, ya que de este dependerd el tipo de
crecimiento que pueda tener; es decir, un talo disociado producird un crecimiento rapido de
colonias de levaduras de consistencia cremosa; por otro lado, si el talo es filamentoso, dara

lugar a colonias de mohos con un crecimiento centrifugo y lento (salvo los hongos



oportunistas). El talo esta constituido por dos partes: 1) talo vegetativo, el cual asegura el
correcto desarrollo del hongo, brinda la nutricion y funge como base de la parte
reproductora, y 2) talo reproductor, que como su nombre lo indica, es la porcién donde se
desarrolla la parte reproductora del hongo (Guzmadn, 2008). Existen fendmenos en los
cuales un hongo puede tener distintas fases de crecimiento, es decir que, bajo distintos
factores como lo puede ser la temperatura, la nutricién o en su caso ambos, este puede pasar
de manera reversible de una forma micelial a una de tipo levaduriforme o viceversa. A este
fenémeno especificamente se le conoce como dimorfismo flingico y es una cualidad que
solo algunos tipos de hongos poseen y que les permite adaptarse de mejor manera a su
entorno. No obstante, algunos hongos tienen la capacidad de producir levaduras y
filamentos de manera conjunta sin la necesidad de verse influenciados por distintos

factores. A estos hongos se les conoce como hongos polimorfos (Pérez et al., 2014).

El talo o también llamado micelio, esta constituido por un conjunto de filamentos
denominados hifas. La hifa es un contiguo de células intercomunicadas de longitud variable
con forma de tubo por la cual fluye protoplasma. Posee un didmetro de 1 a 30 micrémetros
con una porcion final en forma de punta, misma que da lugar a la zona de extensién o
también llamada regién de crecimiento (Herrera et al, 1990). Las hifas se clasifican de
acuerdo con el tipo de segmentacidon que esta posea, asi pues, estas pueden ser tabicadas o
cenociticas. Una hifa tabicada es aquella que presenta tabiques transversales que permiten
la separacion citoplasmatica en regiones denominadas “septos”, no obstante, estas cuentan
con pequefios poros que permiten el flujo continuo del citoplasma y el nicleo, de ahi que
algunos autores consideren que las hifas estén constituidas solo por compartimentos y no
precisamente de células. Por otra parte, los hongos con hifas cenociticas o de micelio
continuo, son aquellos que carecen de tabiques (aseptados), por lo cual se observan largos
filamentos continuos. Ahora bien, parece importante mencionar que algunos hongos
cenociticos pueden presentar tabiques para aislar las partes viejas o las reproductoras. En
cuanto al color, las hifas pueden ser hialinas (incoloras) o dematiaceas (oscuras), esto

debido a la presencia o no de melanina en la pared (Polonelli et al., 1993).

Al igual que las plantas, los hongos poseen una pared celular. Esta estructura resistente,

a veces un tanto rigida, envuelve a la célula por el exterior de su membrana plasmaética



protegiendo el contenido celular. Su espesor puede variar de 200 a 300 nm en levaduras y
menor a los 200 nm en los mohos. Esta constituida principalmente por polisacdridos en un
90% y en un 10% restante por proteinas estructurales y algunos otros polimeros (Biberstein
& Zee, 1994). Tanto la quitina como los glucanos y mananos, son algunos de los
polisacdridos mds abundantes en su constitucién, aunque podemos encontrar algunos otros
como la celulosa y el quitosdn. La forma de un hongo dependerd en gran medida de su
pared celular, ya que esta le permite adquirir variadas formas, un ejemplo de esto podria
verse durante la formacién de propdgulos, estructuras de penetracién o ramificaciones

(Hopke et al., 2018).

Situada justo por debajo de la pared celular y envolviendo la totalidad de la célula
encontramos la membrana plasmatica. Constituye la verdadera interfase entre el exterior y
el interior de un hongo. Su principal funcién es mediar la entrada y salida de solutos,
ademds de proteger el citoplasma y facilitar la formacion de estructuras mediante la fijacion
de enzimas que intervienen en su sintesis (Guzmdan, 2008). Esta conformada por una capa
bilipidica con una region polar soluble en agua y una region no polar soluble en lipidos.
Ademas, posee estructuras que han sido denominadas plasmalomasomas o simplemente
lomasomas. Estas son invaginaciones situadas entre la pared celular y la membrana
plasmdtica, cuya funcién ain no ha sido del todo esclarecida. Asimismo, la membrana
plasmdtica en los hongos estd constituida principalmente por fosfolipidos, colesterol,
proteinas y glicidos. Hoy en dia, se conocen méas de 200 tipos de proteinas presentes en la
membrana celular de los hongos, algunas de ellas, como las glucoproteinas, son moléculas
formadas por una proteina unida a uno o varios glicidos. Su ubicacién puede variar, pero
en general estas se clasifican en periféricas y transmembranales. En cuanto a los lipidos,
uno de sus constituyentes que, dicho sea de paso, podria ser la principal diferencia entre los
hongos y otros organismos, es la presencia de ergosterol, un esterol cuya funcién podria ser
equiparada con la del colesterol en las células animales. Motivo por el cual, ha sido un
objetivo en el desarrollo de farmacos antifungicos desde su descubrimiento (Kenneth & C.,

2011).

Los hongos del mismo modo que todos los eucariontes, poseen una serie de estructuras

intracelulares conocidas como organelos. Sin embargo, estos son incapaces de realizar



procesos fotosintéticos, por lo que no presentan cloroplastos (Murray et al., 2009). Su
nicleo es pequeio en comparacién con otros organismos, teniendo un didmetro de 1 a 3
um. Es capaz de albergar material genético en forma de cromosomas y estd envuelto por
una doble membrana con pequefios poros que comunican directamente con el reticulo
endoplasmdtico. Ademds, poseen mitocondrias alargadas de aproximadamente 15 um de
largo, donde se lleva a cabo la respiracion oxidativa y que al igual que el nicleo, estas
pueden desplazarse libremente por el micelio y cruzar de un compartimento a otro a través
del poro septal. Cuentan con ribosomas 80S, vacuolas, microtibulos, vesiculas y aparato de
Golgi, el cual se ve relacionado con la produccién de cuerpos lipidicos, inclusiones

cristalinas y microcuerpos (Quinn et al., 2001; Kenneth & C., 2011).

2.1.3 Nutricién y metabolismo

Los hongos son organismos que obtienen sus nutrientes mediante la absorcion de
compuestos organicos, principalmente materia en descomposicion, participando en el ciclo
natural del carbono y otros elementos naturales (Mcvey et al., 2013). Este hecho los lleva a
poseer un metabolismo quimioheterétrofo, o, dicho de otra manera, su fuente de energia
procede de reacciones quimicas mientras que la materia orgdnica funge como fuente de
carbono. Los hongos tienen la capacidad de degradar una amplia variedad de componentes,
por ello cuentan con fuertes exoenzimas que pueden serviles como factores de virulencia

(Chanda et al., 2009).

Estos organismos son capaces de generar energia a través de multiples rutas
metabdlicas, como lo son: la glucdlisis, la fermentacién, la respiracién aerébica y la
respiracion anaerobica (Wisecaver et al., 2014). La glucdlisis, refiere a la produccion de
energia mediante la conversion de azucares. En los hongos, se puede llevar por medio de
dos vias, la via Embden-Meyenhorf-Parnas (EM o EMP) y la via hexosa monofosfato
(HMP). Por otra parte, la fermentacion restaura los niveles de NAD por medio de
transferencia de electrones a un aceptor orgdnico. En los hongos existen tres tipos de
fermentaciones: 1) la fermentacién alcohdlica, 2) la fermentacion lactica y 3) la
fermentaciéon en la que a partir de fosfato de dihidroxiacetona se genera glicerol. La

respiracion aerdbica, conlleva a un proceso oxidativo cuyo aceptor final de electrones es el
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oxigeno, al contrario de la respiraciéon anaerdbica cuyo aceptor final es una molécula
inorgédnica diferente, en algunos hongos, una alternativa al oxigeno es el nitrato como

aceptor final (Kenneth & C., 2011; Wisecaver et al., 2014).

En condiciones de laboratorio, los hongos son organismos poco exigentes, capaces de
crecer en la mayoria de los medios de cultivo que puedan brindarle una fuente organica de
carbono y una fuente de nitrégeno. Ademads, su ficil crecimiento y la presencia de conidios
en el ambiente, los convierte en contaminantes frecuentes del laboratorio (Rex et al., 1993;

Murray et al., 2009).

En cuanto a sus necesidades fisiolégicas, los hongos filamentosos son organismos que
se desarrollan en condiciones aerdbicas, mientras que, por su parte los levaduriformes son
anaerobios facultativos. Su exigencia a factores ambientales es minima, pues la mayoria
crece a una temperatura de 10 a 40 °C y un pH entre los 2 y 9 (Quinn et al., 2001; Baron et

al., 2013).

2.1.4 Reproduccion

La creacién de nuevos individuos que conserven las caracteristicas tipicas de una especie es
una propiedad bésica en todas las formas de vida. En los hongos, existen dos tipos de
reproduccion: sexual y asexual (Kenneth & C., 2011). Existe un caso particular en el cual
los hongos pueden obtener una variabilidad genética sin la necesidad de una reproduccion
sexual. A este fendmeno se le conoce como parasexualidad (Hirsh, MacLachlan &Walker,

2004).

Los estadios reproductivos, sexual y asexual, de los hongos se conocen de manera
diferente. El término teleomorfo refiere a la fase sexual, en tanto que, la fase asexual se
conoce como anamorfo. Por otro lado, la totalidad del hongo con todas sus fases
reproductivas se conoce como holomorfo (Arenas, 2014). En general, muchos hongos
poseen estructuras reproductivas en una determinada fraccion del talo, teniendo funciones
vegetativas y reproductivas simultineamente. A este tipo de hongos se les conoce

sencillamente como eucérpicos En cambio, los hongos holocérpicos presentan un talo
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completamente reproductivo, ocasionando que la fase vegetativa y reproductiva no puedan

llevarse al mismo tiempo (Riquelme et al., 2018).

La reproduccién sexual es el proceso bioldgico en el cual se origina un descendiente
genéticamente diferente. Es decir, para que la reproduccion sexual se pueda llevar a cabo es
necesario el aporte genético de ambos progenitores. En los hongos, existen variables que
pueden inferir en la ocurrencia de este tipo de reproduccién, como lo son los factores
ambientales, nutricionales y genéticos (Frisvad et al., 2014). El proceso de reproduccién y
las etapas que este conlleva tienen un tiempo indeterminado, pudiendo ser corto o tomar la
mayor parte del ciclo de vida de un hongo. Dependiendo el filo del hongo serd el tipo de
espora que este pueda originar (Kenneth & C., 2011). Los hongos del filo Ascomycota
forman ascosporas como resultado de una meiosis en el interior de células con una
estructura en forma de saco, las cuales son denominadas asco. Un asco puede contener
alrededor de ocho ascosporas con tamafios variables, unicelulares o septadas, de pared
celular lisa u ornamentada, pigmentadas o hialinas, entre otras. Los hongos del filo
Basidiomycota por su parte, producen esporas de tipo basidiosporas que, a diferencia de las
ascosporas, estas no son producidas en el interior de un saco sino sobre los esterigmas de
un basidio. Las cigosporas son esporas sexuales originadas por los hongos del filo
Zigomycota, siendo esporas de reposo contenidas dentro de un cigosporangio. Por otra

parte, las esporas del filo Oomycota son las oosporas (Guzman, 2008).

La reproduccién asexual es un proceso que permite a los hongos establecer colonias de
gran numero para su supervivencia de manera continua. Se lleva por medio de procesos
mitéticos en el cual no es necesario la unién de dos nucleos compatibles, por lo cual, este
proceso puede llevarse a cabo con un solo progenitor (Ojeda et al., 2018). Existen cuatro
mecanismos por los cuales se puede llevar a cabo una reproduccién asexual en los hongos
(mohos y levaduras): 1) fisién, 2) gemacién, 3) formacién de esporas asexuales y 4)

formacién de conidios (Asthon & Dyer, 2019).

La fision es el proceso en el cual una célula se elonga en sus extremos (uno o ambos),
tomando una configuracién de tipo cilindrica en la que el nucleo se duplicara por mitosis
para después formar un septo en la zona media de la célula, obteniendo la division de las

dos células por esquizolisis del septo (Arenas, 2014).
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En general, casi todas las levaduras se reproducen asexualmente por medio del proceso
de gemacion. Este tipo de reproduccion se basa en la aparicion de prominencias sobre la
superficie del individuo progenitor, normalmente conocidas como brotes o yemas, las
cuales aumentardn su tamafio hasta casi alcanzar el mismo de la célula madre. Hay tres
etapas que conlleva el crecimiento de un brote, en la primera, se produce un hinchamiento
que ocasiona la extensién de un polo de la pared; a continuacién, en la segunda etapa, se
originara una expansion de la pared en forma isodidmetrica formando una esfera de manera
sincrénica; finalmente, en la tercera etapa, se formara un septo que permita la separacion de
la célula hija. Tanto el lugar como el numero de yemas pueden variar en el proceso de
gemacion (Steensels et al,, 2014). De acuerdo con la localizacién del brote en la célula
podemos encontrar una gemacion de tipo unipolar, cuando el brote se presenta en el mismo
lugar, bipolar, cuando los brotes se observan en dos puntos diferentes y multipolar, cuando
el proceso de gemacion se lleva cada vez en un punto diferente de la célula. En cuanto al
numero de brotes, se clasifican como simple, cuando solo se puede observar una célula hija
alrededor de la célula madre y maltiple, cuando se observan dos o més células hijas unidas

a la célula madre (Guzman, 2008).

Existen dos tipos de esporas asexuales en los hongos, las esporangiosporas y las
zoosporas. Las esporangiosporas son unidades creadas para la propagacion del hongo, las
cuales son producidas en grandes cantidades por medio de la segmentacion del protoplasma
del esporangio, estructura multinucleada especializada. Por su parte, las zoosporas son
esporas motiles provista de uno o mds flagelos producidas mediante la segmentacion del

protoplasma de un zoosporangio (Herrera et al., 1990).

La formacion de conidios o también denominada conidiacion es el proceso por el cual se
originan los conidios, propagulos no motiles de origen asexual. A diferencia de las esporas,
los conidios no se forman dentro de un saco, sino que, su desarrollo puede ser directamente
desde las hifas o algun tipo de célula especializada, obteniendo un facil desprendimiento

(Hirsh, MacLachlan &Walker, 2004).
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2.2 Agentes antifingicos

Cualquier sustancia que logre la alteracién estructural en un hongo, ya sea inhibiendo su
crecimiento, viabilidad o la capacidad de sobrevivencia, directa o indirectamente, puede ser
considerado un agente antifingico (Murray et al., 2009; Nunes et al., 2013). El origen de
este tipo de agentes se remonta desde comienzos del siglo XX, desde entonces se ha llevado
a cabo el disefio y la fabricacién de nuevas moléculas con la finalidad de brindar una
alternativa a las infecciones fungicas, las cuales han aumentado su incidencia desde la

epidemia del sindrome de inmuno deficiencia adquirida (Pfaller, 2012).

2.2.1 Clasificacion

Existe una amplia variedad de agentes antifingicos, los cuales poseen una gran diversidad
con respecto a su estructura quimica y mecanismos de accion (de With et al., 2005). Su
clasificacion puede atender al tipo de criterio seleccionado, asi pues, un agente antiftingico
puede ser clasificado seglin su estructura quimica en: polienos, azoles, alilaminas,
lipopéptidos, entre otros (véase tabla 1); de acuerdo con el tipo de obtencién, pudiendo ser
una sustancia sintética o de origen natural como las producidas por otros organismos

(Valdez, 2005).
Tabla 01. Clasificacion de agentes antiftingicos por estructura (Valdez, 2005)

Polienos Nistatina, natamicina, anfotericina B
Azoles Imidazol: miconazol, clotrimazol
Triazoles: fluconazol, itraconazol. Ketoconazol

Triazoles de segunda generacion: voriconazol, ravuconazol.

posaconazol
Alilaminas Terbinafina, naftifina
Lipopéptidos Papulacandinas

Triterpenos glicosilados
Equinocandinas: caspofungina, anidulofungina, micafungina
Pirimidinas Fluoradas Flucitosina

Otros Yoduro de potasio, ciclopirox, tolnaftato, griseofulvin

13



Tabla 2. Clasificacion de los antifiingicos por su sitio de accién en el hongo (Valdez, 2005)

Antifingicos interactuando en la pared celular Lipopéptidos
Antifingicos interactuando en la membrana celular Polienos, azoles, alilaminas
Antifingicos interactuando en el nicleo Pirimidinas fluoradas

2.5.2 Mecanismos de accion

Una de las principales barreras que ha tenido que enfrentar la humanidad al momento de
disefiar nuevas moléculas con accion antiftingica es la gran similitud que existe entre una
célula mamifera y una célula fingica, de ahi que, el grado de selectividad hacia el patégeno
sea limitado (Tsuchimori er al., 2002). Durante afios los estudios se han enfocado en
encontrar un sitio de accién especifico en el hongo que logre aumentar la selectividad y con
ello reducir las reacciones adversas en el paciente. En la actualidad, los principales sitios de
accion son el nicleo, la membrana celular y la pared celular (Rex et al., 1993; Fontenelle et

al., 2011).

Existen diferentes mecanismos por los cuales la estabilidad estructural de un hongo
puede verse comprometida frente a un farmaco. La griseofulvina, por ejemplo, incapacita la
accion de los microtibulos por medio del bloqueo de la tubulina, desencadenando la
incapacidad del hongo para llevar a cabo la division nuclear y por ende la mitosis; por su
parte, la fluorocitosina, interfiere en la sintesis de ADN fiingico al bloquear la
incorporacién de nucledsidos, impidiendo asi la replicaciéon celular. Como puede
observarse, tanto la griseofulvina como la fluorocitosina, son farmacos que actian sobre el
nucleo de la célula fingica, cada uno con un mecanismo de accion propio. De tal forma
que, distintos fairmacos pueden actuar en el mismo sitio de accidon y poseer mecanismos de

accion completamente diferentes (Kenneth & C., 2011).
2.5.3 Azoles

Los azoles como agentes antifingicos fueron introducidos a finales de la década de 1960-

1969, siendo uno de los avances médicos mas importantes en el tratamiento de las micosis
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sistémicas. Se caracterizan por la presencia de un anillo azolico central y se dividen en dos

grandes familias: imidazoles y triazoles (Méndez et al., 2001).

La familia de imidazoles esta compuesta por antifiingicos de amplio espectro; con
accion en mohos y levaduras, ademds, poseen una actividad antibacteriana y
antiprotozoaria, y un efecto inmunoestimulante. Esta familia de azoles se caracteriza por la
presencia de un anillo imidazol libre unido a otros anillos arométicos mediante un enlace
N-C en la posicion 1. Dentro de esta familia podemos encontrar farmacos como:
clotrimazol, miconazol y ketoconazol; cabe sefialar que, con el paso del tiempo se ha
logrado sintetizar nuevas variantes, no obstante, sus cambios estructurales han sido muy

ligeros (Lopez & Ocampo, 2006).

Los triazoles son una familia de derivados azolicos de segunda generacién que, a
diferencia de los imidazoles, estos cuentan con tres dtomos de nitrégeno en su anillo
imidazol (Méndez et al., 2001). En general, se toleran de mejor manera que los imidazoles
y cuentan con un espectro ligeramente mayor. Tanto el fluconazol como el itraconazol, son
triazoles de primera generacion, en tanto que, el ravuconazol, voriconazol y posaconazol,

son triazoles de segunda generacion (Gregori et al., 2005).

En general, tanto los imidazoles como los triazoles comparten el mismo mecanismo de
accion; interrumpen la biosintesis de ergosterol por medio de la inhibicién de las enzimas
oxidativas del citocromo p450 [CYP 3A4 y CYP 2C9] (lanosterol 14-a desmetilasa), no
permitiendo que se lleve a cabo la conversion de lanosterol a ergosterol (Thompson, 2002).
Este proceso causa la disminucion de ergosterol y de manera secundaria la produccién de
esteroles andmalos. Pronto la membrana citoplasmdtica se ve afectada estructural y
funcionalmente, aumentando su permeabilidad. Cabe sefalar que, la acumulaciéon de
esteroles andmalos provoca la desestructuracion de los organelos intracelulares

contribuyendo a la muerte celular (Azanza, Quetglas & Sddaba, 2007).

2.5.4 Alilaminas

Son un grupo de antiftingicos sintéticos de accion similar a los azoles, anadlogamente, son

capaces de inhibir la sintesis de ergosterol en una etapa temprana. Se caracterizan por
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poseer dos anillos bencénicos enlazados a un grupo naftilo y un grupo amino. Actian sobre
la enzima escualeno 2,3-epoxidasa bloqueando la sintesis de lanosterol y por ende la
produccion de ergosterol. Tanto la disminucién de ergosterol como la acumulacién de
escualeno, afecta la permeabilidad de la membrana citoplasmadtica, ocasionando un
desequilibrio en el funcionamiento interno de la célula flingica, y eventualmente, la muerte

celular.

2.5.5 Lipopéptidos

Son farmacos de accion fungicida que actian sobre la pared celular del hongo inhibiendo la
sintesis de glucano. Su mecanismo de accién radica en la inactivacién de la enzima 1,3-f3-
glucano sintetasa, enzima responsable de la formacién de polimeros de glucano,
componente esencial de la pared celular en los hongos. Este mecanismo origina una
inestabilidad osmética en la célula fungica que posteriormente conlleva a la muerte. Dado
que, las células mamiferas carecen de pared celular, este parece ser un perfecto blanco

farmacolégico.

Dentro de los lipopéptidos naturales podemos encontrar a las equinocandinas como los
farmacos mas representativos de esta familia, posteriormente aparecerian la aculeacina,
mulundocandina, esporiofungina y FR-901279. Por otro lado, la cilofungina, caspofungina
y anidulafungina, son consideraras lipopéptidos semisintéticos y en general su grado de

nefrotoxicidad y hepatoxicidad es minimo.

2.5.6 Fluoropirimidinas

Las fluoropirimidinas o también llamadas pirimidinas fluoradas son antimetabolitos
competitivos utilizados en el tratamiento de micosis sistémicas, principalmente las
ocasionadas por patégenos oportunistas. Actdan sobre el nicleo de la célula fingica
interrumpiendo el proceso de replicacion celular. Su estructura molecular consta de un

atomo de flaor que actda inhibiendo la sintesis de ADN y ARN ftngico.
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Dentro de las fluoropirimidinas encontramos la fluocitosina o 5-fluorocitosina (5-FC),

farmaco altamente selectivo para hongos cuyo mecanismo de accién lo obliga a ser
transportado al citoplasma de la célula fungica por medio de la citosina permeasa,
proteina especifica para la citosina que se ubica en la membrana citoplasmatica de los
hongos y de la cual las células mamiferas carecen. En este punto se lleva a cabo la
conversion de 5-FC a 5-fluorouracil (5-FU) por accién de una desaminasa. Tan pronto
como la 5-FU es fosforilada, esta es incorporada en el ARN fungico, donde impide la
sintesis de proteinas. Adicionalmente, puede inhibir la timidilato sintetasa, enzima
fundamental en la formacion de desoxitimidina 5 -trifosfato (dTTP), metabolito

esencial para la sintesis de ADN.

2.5.7 Polienos

Son antimicéticos obtenidos en la década de 1950-1959 a partir de la fermentacién de
actinobacterias del género Streptomyces. Estructuralmente estan formados por una lactona
de 26 a 38 dtomos de carbono con dobles enlaces. Entre los medicamentos que se
encuentran en este grupo, podriamos decir que, tanto la nistatina como la anfotericina B,

son los farmacos mds representativos y utilizados frente a terapias antifingicas.

Su mecanismo de accién se basa en la unidn a esteroles membranales, especificamente
el ergosterol, ocasionando la formaciéon de poros que alteran la permeabilidad de la
membrana. Tanto el dafio estructural como funcional, permite la fuga de proteinas, glicidos

y cationes del interior de la célula, logrando su posterior muerte.

2.3 Complejos metalicos en la farmacologia

Actualmente, es bien sabido que los metales forman parte esencial para el correcto
funcionamiento de los seres vivos, siendo participes en muchos procesos metabdlicos y
fisiol6gicos. De ahi que, muchas formas de vida a lo largo del tiempo evolucionaran en
busca de aprovechar los beneficios brindados de la mejor manera. En general, cualquier
metal puede ser considerado toxico para la salud, siempre que sus niveles sean elevados
(Ishida et al., 2014). Por este motivo, los avances cientificos en el campo de la Quimica

Bioinorgédnica se han centrado en buscar maneras que logren su correcta distribucién y
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eliminacién. En cambio, cuando existe una deficiencia de un metal esencial, se busca la
manera adecuada de su suplementacion. En ese contexto, los complejos metalicos han
mostrado cualidades bioldgicas y farmacoldgicas interesantes que los ha posicionado de

buena manera en el tratamiento de diversas enfermedades y desordenes (Baran, 2014).

Los compuestos llamados complejos metélicos, compuestos de coordinacién o
sencillamente complejos, son compuestos cuyo dtomo o ion central es un metal unido a
otros atomos o moléculas. Quimicamente, estos compuestos tienden a mantener su
estabilidad estructural, incluso en solucién, no obstante, pudiesen presentar una disociacién
parcial. Su carga eléctrica depende totalmente de los dtomos, iones y moléculas que le

rodean pudiendo comportarse como catién, anioén o no iénico (Helsel et al., 2017).

A lo largo de la historia, el hombre ha empleado todo tipo de elemento quimico en su
biisqueda por sobrevivir, no siendo los metales una excepcion. Se dice que los antiguos
egipcios aprovechaban las propiedades del cobre para esterilizar el agua, mientras que, en

la medicina oriental, se hacia uso del oro (Basolo & Johnson, 1980).

En el siglo XVI, Paracelso, famoso médico de gusto extraordinario por la alquimia,
empleo compuestos metdlicos en el tratamiento de enfermedades. Seria €l, quien afios
después recalcaria la importancia de la dosis en el tratamiento (“la dosis correcta diferencia

un veneno de un remedio”) (Baran, 2014).

A pesar de todos los registros antiguos que demuestran el uso de los metales en la
farmacologia, parece que su utilizacion con bases cientificas recién arranca en el afio de
1890, cuando Robert Koch expone los beneficios del complejo K[Au(CN)2] en la

eliminacioén in vitro del bacilo de la tuberculosis (De Barros et al., 2017).

No solo Robert Koch es la unica gran figura que creia en los beneficios de los complejos
metalicos, si no que, anos después, el alemdn Paul Ehrlich, considerado el padre de la
quimioterapia, utilizo el compuesto arsenical arsfenamina en tratamientos efectivos contra
sifilis, introduciendo asi, nuevos conceptos e ideas fundamentales para el desarrollo de

nuevos farmacos (Basolo & Johnson, 1980).

Hoy en dia podemos decir, sin miedo a equivocarnos, que el descubrimiento mads

importante y definitivo, en el empleo de complejos metdlicos dentro de la Quimica
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Inorganica Medicinal (De Barros et al., 2017), ha sido el descubrimiento de la actividad
antitumoral del complejo cis-diclorodiamino-platino (II) descrito en el afio de 1969, por el

quimico estadounidense Barnett Rosenberg (Baran, 2014).
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3. JUSTIFICACION

Estudios han demostrado que los azoles son propensos a la resistencia en la poblacién
patogénica, especialmente sin el seguimiento de las pricticas recomendadas que tienen
como objetivo prolongar la efectividad de estos fungicidas. Actualmente, el nimero de
microorganismos capaces de generar resistencia a los farmacos antifiingicos azolicos ha
incrementado de manera progresiva. Este cardcter multifactorial de resistencia hace
necesario la adopcién de nuevas estrategias para combatirla; como lo son el desarrollo de
moléculas mds potentes, la investigaciéon de nuevos antifingicos con nuevas dianas y

mecanismos de accion.

En este contexto, compuestos como los complejos metalicos derivados de ligandos azol
han mostrado propiedades antimicrobianas; actividad que estd relacionada con su capacidad
para unirse facilmente a enzimas y receptores en sistemas biolégicos. De manera que, estos

nuevos compuestos puedan brindar una alternativa a la problemaética reciente.
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4. HIPOTESIS

Los ligandos de azol al estar coordinados a un centro metdlico presentan mayor actividad
antifingica que los ligandos libres, superando compuestos azolicos policiclicos sin nicleo

metdlico y en algunos casos farmacos de referencia.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antiftingica in vitro de compuestos derivados de azol sobre Candida
albicans, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Malassezia pachydermatis,

Rhodotorula mucilaginosa, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum y Microsporum canis.

5.1 Objetivos especificos

1. Determinar cudl compuesto presenta una mayor actividad antifiingica

2. Estimar la concentracién minima inhibitoria para cada compuesto que presente actividad

antiftingica.

3. Comparar los efectos antifingicos entre distintos compuestos derivados de azol en

contraste con medicamentos comunmente utilizados.

4. Determinar la actividad citotoxica en diferentes lineas celulares de los compuestos que

presenten mayor actividad antiftiingica.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Lugar de trabajo

La conduccién de los experimentos se llevé a cabo en los laboratorios de Microbiologia e
Inmunologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), de la
Universidad Auténoma de Nuevo Ledén (UANL), México; con la participaciéon del
laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ), UANL,
Meéxico. De manera andloga se trabajé en conjunto con el Departamento de Quimica, de la
Universidad de Los Andes, Bogotd DC, Colombia; institucién que proporciond los ligandos
y complejos metdlicos derivados de azol (Figuras 1 y 3); y el Centro de Biotecnologia
Genomica del Instituto Politécnico Nacional (IPN), Tamaulipas, México; sitio donde se
efectud la sintesis y caracterizacion de compuestos azolicos policiclicos sin nicleo metalico

(Figura 2).

6.2 Material biolégico

La obtencion y posterior identificacion de los microorganismos para el presente estudio se
realiz6 por medio de aislamientos clinicos llevados a cabo por el laboratorio de
Microbiologia de la FMVZ-UANL, con la excepcion de las cepas de referencia, las cuales
fueron proporcionadas por el Centro de Biotecnologia Gendmica IPN; entre los cuales se
obtuvieron: Candida albicans CDBB 1003, Candida glabrata CDBB 1536, Candida
parapsilosis CDBB 1442, Candida tropicalis CDBB 1941, Malassezia pachydermatis,
Rhodotorula mucilaginosa, Aspergillus niger, Microsporum canis y Fusarium oxysporum;
todos ellos cultivados en agar dextrosa de Sabouraud (SDA) e incubados a 32 °C durante 2

(levaduras) y 7 dias (hongos filamentosos).

6.3 Preparacion de solucion stock

La preparacion de soluciones stock se realiz6 mediante la utilizacién de 8 diferentes
complejos metélicos derivados de ligandos azoles y 3 ligandos de azol libres; los cuales
fueron donados por el Departamento de Quimica de la Universidad de Los Andes, Bogota
DC, Colombia; ademas de la utilizacion de 7 compuestos policiclicos sin nucleo metdlico
derivados de azol, donados por el Centro de Biotecnologia gendmica, IPN. Cada compuesto
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fue pesado y posteriormente disuelto en dimetilsulfoxido (DMSO) (Bio Basic Inc.,

Meéxico). Hasta lograr obtener una concentracion final de 100 mM.
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Figura 1. Complejos metalicos derivados de ligandos azoles
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Figura 3. Ligandos

6.4 Determinacion de la actividad antifiingica

Con el fin de evaluar la potencial actividad antifingica de los nuevos compuestos derivados
de azol, se clasificaron en dos grupos distintos basados en su estructura molecular; el
primer grupo fue constituido por aquellos compuestos con metales de transicién en su
estructura y el segundo grupo, formado por compuestos libres de metales. Posteriormente,
cada grupo fue evaluado con el fin de seleccionar los compuestos que presentaran mayor
actividad a una concentracion de 100 mM. Se determiné la actividad antifingica mediante
la realizacién de un inoculo a partir de la suspension del hongo correspondiente en solucion
fisiolégica (NaCl al 0,9%,). Tomando como referencia el tubo 0.5 de la escala McFarland,
equivalente a una suspension de 1.5 x 10® UFC/ml. A continuacién, se colocé 1 ml del
inoculo recién preparado en 20 ml de agar de Sabouraud, el cual fue vaciado en una caja de
Petri (60 x 15 mm, poliestireno) para la realizacion de pocillos. Por ultimo, a cada pocillo
se le anadio la solucidn stock correspondiente para su incubacién a 32 °C. La evaluacién de
la actividad antifiingica de los compuestos ensayados fue determinada mediante la
formacion de un halo de inhibicidn, el cual se cuantifico a tiempo fijo, correspondiente a 24
horas posteriores a la incubacion para levaduras y 7 dias para hongos. Cada ensayo se

realiz6 por triplicado con 3 repeticiones.
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Tabla 3. Criterios de interpretacion para determinar la actividad antiftingica

Categorias de Interpretacion Diametro del halo (mm)

Sensible >19
Intermedio 15-18
Resistente <14

6.5 Medicamentos estandar de referencia

Para el presente estudio se utilizaron como medicamentos de referencia estandar fluconazol
(FLZ), ketoconazol (KLZ), voriconazol (VCZ) e itraconazol (ITZ) (Pfizer, S. A., México),
medicamentos comunmente empleados en la prictica veterinaria. Los cudles fueron
adquiridos por medio de laboratorios comerciales y empleados siguiendo las indicaciones

del fabricante.

6.6 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Para este estudio fueron seleccionados previamente los compuestos que exhibieron mejor
actividad antifingica, en los cuales las concentraciones a ensayar estuvieron comprendidas
entre 1,000 y 1.95 pg ml -1 obtenidas a partir de las soluciones stock mediante una serie de
diluciones seriadas (véase figura 4) utilizando el medio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 con 2 % de glucosa (Sigma, México). En el caso de los farmacos de
referencia estandar, las concentraciones estuvieron comprendidas entre 16 y 0.03 pg ml -1.
utilizando como diluyente DMSO con excepcion del fluconazol, el cual fue diluido en agua
destilada estéril.

Para el sembrado en placa fueron utilizadas microplacas estériles de 96 pocillos, con
fondo plano, las cuales fueron llenadas a partir de 100 pl de solucion de antifingico por
medio de diluciones seriadas comenzando por la columna 2 hasta la 11 (véase figura 5).
Los pocillos de la columna 1 fueron llenados con 200 pl de RPMI como control de
esterilidad. Como control de crecimiento se utilizaron los pocillos de la columna 12,
llenados con 100 pl de RPMI. La inoculacion de las placas se realiz6 a partir de un cultivo

de 24 horas a 32 °C en agar dextrosa de Sabouraud (SDA) (Bioxon, México). Se prepar6 un
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in6culo de turbidez 0,5 McFarland en solucién salina (NaCl 0,85 %) correspondiente a 1.5
x 10® UCF/ml. Posteriormente se realizé una dilucién 1:1000 con medio RPMI para
obtener una concentracion 0.5 x 103 — 5 x 103 UCF/ml a partir de la cual se inocularon 100

ul desde el pocillo 2 hasta el 12.

1:16 1:128

0.5 ml
0.5 ml 0.5 ml alml Jlﬂ’”

:2
1:32 1:256
25mE ﬂ 0.25 ml J1m| 0.25 ml -1}1,“,

1:64 1:512

2 ml :
0.25 ml % 0.25 ml ]'J il

Figura 4. Preparacion de diluciones seriadas
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Figura 5. Preparacion de placa de 96 pocillos para determinacién de la
concentracion minima inhibitoria
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La CMI estuvo definida como la menor concentracién de los compuestos a la cual los
microorganismos ensayados presentaron una inhibicion >50% de crecimiento en
comparacién con el control libre de tratamiento, y fue determinada mediante lectura de
absorbancias por medio del espectrofotémetro Epoch (Biotek, EE. UU) a 530 nm.

Para determinar viabilidad, pureza y densidad del cultivo se realizé la siembra de 10 pl
del pocillo control (n° 12) en ADS, realizando su identificacion mediante microscopia y un

conteo de las UFC.

6.7 Viabilidad en placa para agentes fiingicos

Con la finalidad de evaluar el rendimiento de crecimiento o muerte, se analizé la viabilidad
celular de todos los compuestos que presentaron inhibicién del crecimiento (PF-2, PF-4,
PF-5, PF-6) y para los cuales se determinaron las CIM. Se preparo el inoculo mediante la
escala de 0,5 McFarland (1.5 x 10® UCF/ml) en tubos estidndar, en los cuales fue depositado
cada uno de los compuestos para su posterior sembrado en placas de Petri con SDA. La
presencia de células viables se determiné mediante la cuantificacién de las UFC. Los
intervalos para la medicion fueron de 30 min durante 24 h. Como control positivo se utiliz6
unicamente el inoculo sin ningun tratamiento. Como control negativo se mantuvo la placa
de SDA sin ser inoculada. Todos los resultados fueron confirmados mediante 3

repeticiones.

6.8 Determinacion de citotoxicidad celular
6.8.1 Determinacion de la citotoxicidad celular mediante ensayo de MTT

Se determino mediante el ensayo de reduccion de la sal bromuro de 3- (4,5- dimetiltiazol —
2 - il) 2- 3- difeniltetrazolium (MTT) descrito por Mossman en 1983. Lineas celulares de
referencia correspondientes a: Macréfagos J774A.1 (ATCC® TIB-67 ™) MDBK (NBL-1)
(ATCC® CCL-22 ™) y VERO E6 (ATCC® CRL-1586 ™), se utilizaron siguiendo las
indicaciones de cultivo proporcionadas por la guia ATCC. Se emplearon microplacas de 96
pocillos de poliestireno fondo plano, en la cual se sembraron 100,000 células/ml de la linea

celular correspondiente en medio RPMI con 2% de suero fetal bovino. Cada microplaca se
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incubo por 24 horas a 37°C con 4% de COZ, hasta alcanzar una confluencia del 80%. Para
este estudio las soluciones stock fueron diluidas en DMSO al 2% y solucién amortiguadora
fosfato Salino (PBS). Las concentraciones de los compuestos por ensayar (PF-2, PF-4, PF-
5, PF-6) comprendieron entre 100 y 3.175 uM, obtenidas mediante diluciones seriadas. La
concentracion final fue de 100 pl en cada pocillo. Como controles positivos se utilizaron
células a las cuales se les retiro el medio y células con vincristina a una concentracién de
100 puM. Como control negativo fueron sembradas células con medio sin ningin
tratamiento y células con DMSO al 2%.

Al paso de 24 horas de incubacién se observd la morfologia celular por medio del
invertoscopio (Axiovert 40 CFL, ZEISS®, Alemania). En seguida se realizé el ensayo de
viabilidad por MTT. Se retiré el medio de cultivo y se agregé la solucién de MTT; se dejo
incubar por 4 horas y se coloc6 DMSO. Se incubo una vez mas por 30 minutos y se
procedié a realizar la lectura de absorbancias por medio del espectrofotémetro Epoch
(Biotek instruments, EE. UU.) a 540 nm. El porcentaje de citotoxicidad se obtuvo a través
de la siguiente formula: % citotoxicidad = 100- (A/ B x 100), donde A corresponde a la
absorbancia promedio de las células con tratamiento y B a la absorbancia promedio de las

células que no recibieron ningun tipo de tratamiento.

— 100,000 células/mL
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Figura 6. Diagrama de distribucién en placa de 96 pocillos para ensayo de
viabilidad celular mediante MTT
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6.8.2 Determinacion de la citotoxicidad celular mediante ensayo rojo neutro

Se utilizaron microplacas de 96 pocillos de poliestireno fondo plano, en la cual se
sembraron 100,000 células/ml de la linea celular murina de hepatocitos BpRcl (ATCC®
CRL-2217 ™), Consecutivamente, las microplacas fueron colocadas en una incubadora
con atmosfera de CO, (Thermo Scientific) bajo condiciones especificas correspondientes a
una temperatura de 37°C, humedad relativa de =82 % y atmosfera de 95% aire y 5 % CO;,

Los medios de cultivo utilizados fueron seleccionados siguiendo la informacion
proporcionada por la guia ATCC; correspondiente a medios (GIBCO®, México)
suplementados con penicilina / estreptomicina (GIBCO®, México) y suero fetal bovino
(SBF, GIBCO®, México).

Las concentraciones de los compuestos por ensayar (PF-2, PF-4, PF-5, PF-6)
comprendieron entre 100 y 3.175 uM, obtenidas mediante diluciones seriadas. Para este
estudio las soluciones stock fueron diluidas en DMSO al 2% y el mismo medio utilizado
para el cultivo celular (GIBCO®, México).

El método utilizado fue la determinacién de la viabilidad celular mediante ensayo de
rojo neutro (Valdivieso et al., 1993). Todos los experimentos se efectuaron por triplicado
con tres repeticiones. La lectura se realizO mediante lectura de absorbancias a 540 nm
mediante un espectrofotémetro Epoch (Biotek instruments, EE. UU.). El porcentaje de
citotoxicidad se calcul6 por medio de la siguiente formula: % citotoxicidad = 100- (A/ B x
100), donde A corresponde a la absorbancia promedio de las células tratadas y B a la

absorbancia promedio de las células control.
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Figura 7. Diagrama de distribucion en placa de 96 pocillos para ensayo de viabilidad 31
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7. RESULTADOS

7.1 Determinacion de la actividad antifiingica

La actividad antifingica de los complejos metélicos derivados de azol, asi como los ligandos
libres correspondientes al grupo 1, fueron evaluados frente a seis levaduras y tres hongos
filamentosos mediante el método de difusion en pocillos de agar con tres repeticiones. Los
resultados obtenidos hasta el momento se resumen en la tabla 2. En su mayoria, las especies
fingicas presentaron resistencia a los tratamientos con estos nuevos compuestos. Sin
embargo, el complejo PF-6 mostro actividad en dos de las seis levaduras ensayadas. Por otro
lado, se destaca la sensibilidad presentada por Malassezia pachydermatis a los nuevos
compuestos azolicos, los cuales superaron la respuesta obtenida por el itraconazol como
medicamento estdndar, el cual no genero ningun efecto visible.

En la figura 8 se muestra las zonas de inhibicién presentadas por los compuestos como un
ejemplo representativo. Respecto al grupo 2, se observé una menor actividad en comparaciéon

al primer grupo, donde ninguno de los compuestos fue capaz de inhibir el crecimiento en

ninguna de las especies fungicas ensayadas. Los resultados se resumen en la tabla 3.

Figura 8. Zonas de inhibicion de complejos metélicos contra C. albicans (izquierda)
y M. pachydermatis (derecha). SD= Farmaco Estandar: itraconazol 22 mM.
Concentracion para cada compuesto: 100 mM.

32



Tabla 4. Actividad antifingica presentada por ligandos y complejos metélicos derivados de azol

Zona de inhibicion - diametro / mm

Organismo Grupo I: Complejos metalicos y ligandos
SD L1-3 PF-1 PF-2 PF-3 PF-4 PF-5 PF-6
Levaduras
. 204 + 6=+
C. albicans 035 - - - - - - 0.81
- 16.3 9+ 16 +
C. tropicalis 0.35 ] ] ] 1.21 ) 0.84
C. glabrata - - - - - - - -
C. parapsilosis - - - - - - - -
oo 16.9 +
R. mucilaginosa 1 41 - - - - - - -
. 83+ 7.9+ 17.3 + 23.6 + 16.0 + 25.1+
M. pachydermatis - -
0.21 0.47 0.94 1.24 141 0.81
Hongos Filamentosos
A. niger 1822] * - - - - - - -

M. canis - - - - - - - -

F. oxysporum - - - - - - - -

SD= Farmaco Estandar: itraconazol 22 mM.

Tabla 5. Actividad antifingica presentada por los compuestos policiclicos sin niicleo metdlico derivados de azol

Zona de inhibicion - diAmetro / mm

Organismo Grupo II: Compuestos policiclicos sin niicleo metalico derivados de azol
SD GR-9 GR-10 GR-11 GR-12 GR-13 GR-14 GR-15

Levaduras

. 20.4 +
C. albicans 035 - - - - - - i,

- 16.3 9+ 3+
C. tropicalis 0.35 0.4 - 12 - - -
C. glabrata - - - - - - - -
C. parapsilosis - - - - - - - -
R Taci 169 + 8+

. mucilaginosa 141 - 033 - - - - i
. 83 14.8 +

M. pachydermatis 021 - - - - 0.55 - -
Hongos Filamentosos
A. niger 1%2] * - - - - - - .
M. canis - - - - - - - -

F. oxysporum - - - - - - - -

SD= Farmaco Estandar: itraconazol 22 mM.
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7.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Los valores de CMI sugieren que la actividad antiftingica de los complejos es dependiente
de la especie. Los resultados mostraron una baja actividad antifingica contra todas las
cepas evaluadas en comparacién con la de los medicamentos estdndar. Los valores de

MIC™ de los complejos oscilaron entre 984-532 ng mL-1 (véase tabla 5).

Tabla 6. CMI *° de compuestos y medicamentos de referencia

MIC50 / (ng mL-1)
Organismo Compuesto
PE-2 PE-4 PE-5 PE-6 ITZ FLZ VCZ KTZ
Levwaduras
M. pachydeymatis 1325 663 874 532 - 0.25 6 0.06
C. tropicalis - 934 - 912 32 38 35 41

ITZ = itraconazol; FLLZ = fluconazol; VCZ= voriconazol; KTZ= ketoconazol.

7.3 Viabilidad en placa para agentes fiingicos

Se analizo tanto la viabilidad celular como la variaciéon de UFC entre los compuestos que
presentaron una mayor actividad mediante el método de difusion en pocillos de agar (PF-2,

PF-4, PE-5, PF-6) frente al agente fiingico.

En la figura 11 se muestran los resultados de la variacion de UFC/ml a través del tiempo
(24 horas) para M. pachydermatis. Los resultados indican que, en ausencia de algun
compuesto, esta levadura tiende a elevar su nimero de UFC desde los primeros minutos.
Sin embargo, al afiadir cualquier compuesto el nimero de UFC tiende a descender. No
obstante, ningiin compuesto logra su completa eliminacién, por lo cual, su nimero volvera
a aumentar progresivamente con el tiempo; ejemplo de esto, lo podemos observar en el

compuesto PF-4, el cual a partir de los 960 min comienza a elevar su nimero.

A diferencia de M. pachydermatis, C. tropicalis solo presento una disminucién en su
numero de UFC frente a los compuestos PF-4 y PF-6 (véase figura 10). Dado que, los
compuestos PF-2 y PF-5 no presentaron una accion antifingica frente a esta levadura, estos

resultados eran de esperarse.
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Figura 9. Variacion a lo largo del tiempo para M. pachydermatis en ausencia /
presencia de los compuestos probados.
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Figura 10. Variacién a lo largo del tiempo para C. tropicalis en ausencia /
presencia de los compuestos probados.
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7.4 Determinacion de citotoxicidad celular

7.4.1 Determinacion de la citotoxicidad celular en macréfagos murinos J774A.1

(ATCC® TIB-67) mediante ensayo de MTT

Se probaron 4 compuestos (PF-2, PF-4, PE-5, PF-6) a diferentes concentraciones frente a la
linea celular de macréfagos murinos J774A.1. Los cuales mostraron signos de citotoxicidad
mayor al 50% para las concentraciones iguales o superiores a 25 M. En general se observa
que la citotoxicidad es dependiente de la dosis y esta aumenta en paralelo a la
concentracion, o dicho de igual manera, a mayor dosis, mayor grado de citotoxicidad. Esto

se puede apreciar de mejor manera en la figura 11.

7.4.2 Determinacion de la citotoxicidad celular en células MDBK (NBL-1) (ATCC®

100
90
80
10 Ll | 1

60 T {

50 |
10 |
a A

20
10

% Citotoxicidad

100 pm S0um 25 pm 12.5 pm 6.25um 3125um
mPF-2 mPF-4 mPF-5 mPF-6

Figura 11. Porcentaje de citotoxicidad en macréfagos murinos J774A.1.
CCL-22 ™) mediante ensayo de MTT

La figura 12 muestra los efectos citotoxicos de los compuestos PF-2, PF-4, PF-5 y PF-6; a
seis concentraciones decrecientes, mediante el ensayo MTT. En donde se puede observar

que los valores de citotoxicidad mds altos se presentan a mayor concentracion,
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independientemente del compuesto. Por otra parte, aunque el compuesto PF-4 presento
mayor grado de citotoxicidad entre los compuestos, esto solo se observo a la concentracion

de 100 uM, ya que, en las demas concentraciones, PF-4 causo el menor dafio celular.

100
90
80
70
o o B EEE
50
40
30

20 [

10

% Citotoxicidad

100 uM 50 uM 25uM 12.5 utM 6.25 uM 3.125 uM
mPF-2 WPF-4 WMPF-5 MPF-6

Figura 12. Porcentaje de citotoxicidad en células MDBK (NBL-1).

7.4.3 Determinacion de la citotoxicidad celular en células VERO E6 (ATCC® CRL-
1586 ™) mediante ensayo de MTT

En la figura 13 se puede observar que el compuesto PF-4 causo el mayor dafio celular,
seguido por los compuestos PF-6, PF-2 y PF-5. Asi mismo, se puede observar que respecto
al compuesto PF-2, el grado de citotoxicidad en las diferentes concentraciones, no tiene una
gran variabilidad; aunque en este la mortalidad celular va descendiendo a medida que se
baja la concentracion, solo hay una diferencia de 5.8% entre la mayor concentracién y la
menor. Por su parte el compuesto que presento una mayor diferencia entre su mayor y

menor concentracion, fue el compuesto PF-5, con un 57.1%.
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Figura 13. Porcentaje de citotoxicidad en células VERO E6.

7.4.4 Determinacion de la citotoxicidad celular en hepatocitos BpRcl (ATCC® CRL-

2217 ™) mediante ensayo rojo neutro

La figura 14 muestra el efecto citotoxico presentado por los compuestos PF-2, PF-4, PF-5 y
PF-6; a seis concentraciones decrecientes mediante la técnica de rojo neutro sobre una linea
celular hepdtica. Se observa una tendencia lineal en cuanto a concentracién/dosis, siendo

asi que, a menor concentracion, menor grado de mortalidad celular.

PF-6 se exhibe como el compuesto con mayor grado de citotoxicidad con respecto a los
demads, invariablemente de la concentracién. En cambio, PF-4 es el compuesto con menor
indice de mortalidad celular, de tal forma que, solo a la mdxima concentracion ensayada

(100 uM) presento actividad, con un valor de 9%.
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8. DISCUSION

Esta investigacion tuvo como propoésito evaluar la actividad bioldgica in vitro de diferentes
compuestos derivados de azol sobre agentes fingicos. Sobre todo, se pretendié examinar
aquellos hongos de importancia clinica que pudiesen lograr una infeccién renuente a los
tratamientos convencionales. Por ello, a continuacidn, se discuten los principales hallazgos
de esta investigacion, asi como todos los aspectos convergentes y divergentes reportados a

lo largo de la misma.

A partir de los hallazgos encontrados, podemos establecer que los complejos que
contenian cobalto y cobre mostraron mayor actividad antifingica que los complejos de
zinc, niquel y hierro. Estos resultados guardan relacion con lo que sostiene Castillo (2016),
Hurtado (2018) y Hernandez (2018) que sefalan que el pequefio tamafio de estas moléculas
en relacion con el de otros metales, reduce la polaridad y aumenta la lipofilicidad de la
membrana flngica, interrumpiendo los procesos celulares normales y mejorando la
actividad antifingica de los complejos. Siendo esto acorde con lo que en este estudio se

describe.

En lo que respecta a los compuestos policiclicos sin ndcleo metdlico, los resultados
obtenidos en esta investigacion muestran una alta resistencia por parte de los hongos. Esto
podria deberse a la estructura molecular de estos compuestos, principalmente su tamafio, ya
que al ser moléculas de gran volumen se dificultaria su entrada a la célula fingica y por
ende su efecto. Otros aspectos importantes que explicarian la incapacidad de difusién a
través de la membrana fungica podria ser la liposolubilidad y el estado de ionizacion de la
molécula. No obstante, no se descarta la posibilidad de mecanismos intracelulares capaces
de inactivar el efecto de estos compuestos. Desafortunadamente se necesitarian mds

estudios que logren dilucidar estas incégnitas.

Por otro lado, en este estudio se evidencia el efecto mostrado en especies fungicas de tipo
filamentoso, tales como Aspergillus niger, Microsporum canis y Fusarium oxysporum, los
cuales, no fueron inhibidos por ningtin compuesto. Esto probablemente se deba a la

creciente resistencia mostrada por estos agentes a variedades de antimicéticos,
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especialmente los de tipo azol, tal como lo mencionan Tapia (2012) y Pérez (2002). Por
otra parte, la resistencia a niveles ligeramente superiores de metales podria estar
influenciada por algiin mecanismo celular capaz de evitar una excesiva acumulacion. En el
caso particular de Fusarium spp. se conoce su alta capacidad de tolerancia ante metales,

principalmente el del zinc (Castillo et al., 2016).

En lo que respecta a los resultados de CMIsy mostraron una baja actividad contra todas
las especies evaluadas en comparacién con la de los medicamentos de referencia; oscilando
entre 532 y 984 ug mL "I Por su parte, Castillo et al. (2016) reporta resultados similares

con rangos entre 847 y 13 ug mL ™' en estudios realizados con moléculas de tipo azol.

En lo que respecta a los ensayos de citotoxicidad, se puede determinar que la actividad
biocida de los compuestos es dependiente de la linea celular utilizada. Siendo asi que, Bello
et al. (2018) reportaron complejos metalicos con valores mayores al 60% de citotoxicidad
en fibroblastos primarios de prepucio humano a concentraciones de 50 uM; Martinez et al.
(2012) mostré resultados del 30% citotoxicidad en macréfagos murinos a concentraciones
de 33 uM; y por su parte, Herndndez et al. (2018) reportara 20 % de citotoxicidad en una

linea celular murina de hepatocitos a concentraciones de 15 puM.
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9. CONCLUSIONES

Con los resultados expuestos en la presente investigacion observamos que los complejos
metdlicos exhiben una actividad antifingica moderada, la cual supera a la de sus
respectivos ligandos. Asi hemos podido constatar que la adicién de metales de transicién
favorece en gran medida su actividad, especialmente las moléculas de cobre y cobalto;

siendo asi que, los compuestos PF-6 y PF-4 mostraran los mejores resultados.

Se logr6é determinar la concentracion minima inhibitoria 50 para cuatro nuevos
complejos metélicos, siendo PF-6 el compuesto de mayor actividad presentada a menor
concentracion. Ademads, se compard la actividad in vitro exhibida frente a medicamentos de

referencia estandar.

Consecuentemente, establecimos el efecto citotéxico presentado por los complejos
metalicos como dependiente de la dosis, asi es que, a mayor concentracién, mayor es el

efecto negativo causado sobre la célula.

En general, esta investigacion corrobora hallazgos anteriormente expuestos en diversos
estudios realizados a lo largo de Sudamérica; en los cuales se expone la alta resistencia
hacia moléculas antifiingicas. Por lo que, nos permite tener una idea general de las
consecuencias que puede llegar a tener el uso indiscriminado de antimicéticos en
tratamientos empiricos y de tipo profilactico, ocasionando una creciente resistencia,

fundamentalmente a los antimic6ticos de tipo azol.

En este punto corresponderia plantearse la idea de realizar nuevos estudios con
moléculas ligeramente modificadas, dado que, los complejos metélicos derivados de azol

han mostrado ser moléculas prometedoras en el tratamiento de enfermedades micoticas.
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