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1. INTRODUCCION

La Republica Mexicana en una buena proporcién tiene climas
tropicales y subtropicales, esto da origen a que se presente un
sinnimero de enfermedades infecciosas, dentro de éstas son de
gran importancia las micosis, por su elevada morbilidad y por las
complicaciones que generan a los pacientes, como infuncionalidad
de algun miembro, oérgano e inclusive la muerte; México por 1lo
tanto es un paraiso micolégico. Bajo el punto de vista
terapelitico son pocos los productos que existen en el mercado, en
especial los sistémicos, se cuenta con apenas 4 6 5; algunos de
ellos son de espectro muy reducido como la griseofulvina, que
unicamente sirve :-para las tifias; en cambic otros como la
anfotericina B tiene un espectro auy grande, pero a8
extraordinariamente téxica. A finales de la década de los 70's
Burgié una nueva clase de antimicoticos, los azoles, de ellos
destaca el ketoconazol como un imidazol sistémico de amplio
espectro, aunque algunos autores han reportado efectos de
irritacién gastrica y hepatoxicidad. Posteriormente aparecieron
los triazoles, como el terconazol, fluconazol e itraconazol, con
una actividad similar pero sobretodo con menos efectos
secundarios. Es importante que surjan nuevos antimicoticos,
debido a que con frecuencia se observan cepas resistentes y
efectos colaterales. Para tener una idea de la accién y
propiedades del principio activo, es necesario completar estudios
de: farmacocinética, toxicidad, valoracién "in vivo", espectro de
accién, entre otros.

El1 saperconazol {( R 66 905 ) es un nuevo triazol creado en 1988

por Janssen Pharmaceutica R.C., cuyas propiedades han sido



estudiadas por la misma casa, sin embargo muy pocas veces tehemos
la oportunidad de investigar un antimicotico en esta fase, con
condiciones propias y sobre todo con las cepas aisladas de
nuestros pacientes.

El objeto de este trabajo, es determinar la sensibilidad de las
cepas patogenas y oportunistas mas frecuentes en nuestro medio,
frente al saperconazol { R 66 905 )}, para dar un apoyoe a los
estudios clinicos ("in vivo") que se desarrollaradn en la tercera

fase de estudio de este medicamento.



2. OBJETIVOS
1) Evaluar la actividad *in vitro", cualitativa y
cuantitativamente del saperconazol { R 66 905 ) en diversas

cepas de hongos patodgenos y oportunistas.

2) Tipificar las cepas utilizadas en la valoracién del farmaco.



3,0ENERALIDADES

3.1 Antiamicotices
En la actualidad se cuenta con una serie de agentes antifungicos
sistémicos: los azoles, son compuestos actives contra una gran
variedad de hongos, incluyendo aquellos que causan infecciones
superficiales, asi como 1los que originan micosis profundas o
sistémicas.( 12, 23 ) Inicialmente se sintetizaron los derivados
de los imidazoles,que se caracterizan por estar formados por un
anillo heterociclico que contiene dos Atomos de nitrégenc, de
este grupo los mas representativos son: clotrimazol, isoconazel,
econazol, miconazel, y a fines de los 70's, ©Be cre¢ el
ketoconazol, que fue el primero de uso sistémico (oral) con
buenos resultados.( 6, 12, 19, 23 )
MAs recientemente se sintetizaron 1los triazoles, que son
derivados heterociclicos de tres Atomos de nitrégenc, y que se
caracterizan por tener mayor actividad antifungica, los primeros
fueron: itraconazol y fluconazol.( 19 )
A continuacién se ejemplifican las férmulas de los imidazoles vy

triazoles mas importantes ( 6, 13, 20, 21, 23, 28 }:
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Fig.1 Estructura quimica de algunos azoles.

3.2 saperconazol ( R 66 90S )
3.3.1 Propiedades Generales

Estructura quimica

|
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Formula condensada: C H F N O
35 38 2 8 4

Peso molecular: 673

Nombre quimico: (cis)-4-[4-[4-{4-[[2-(2,4-difluorofenil)-2~{1H~

1,2,4-triazol-1-ilmetil)~1,3~dioxolan~4-ilmetoxi)fenil)-1-pipera-



L4
zinil)fenil]-2,4-dihidro-2-{(1-metilpropil}-3H-1,2,4-triazol-3one.

Nombre genérico: saperconazol

Apariencia visual: Polvo de color blanco.

3.2.2.Propiedades fisicoquimicas.
Solubilidad
Tabla 1. Solubilidad reportada en solventes diversos. Expresada

en g/100 ml de solucién (1) :

' ,
E Agua (pH=6.7) < 0.0001 g
é Etanol 0.061 i
g Acetona 0.68 g
E Dietil éter 0.0043 E
% Polietilenglicol 400 0.6 é
E Dimetilsulféxido 4.1 %
H H

L
Punto de fusién: 189.5C
Constante de ionizacion: pKa=3.7
3.2.3 Macanismo de sccitn de los trissoles,

El mecanismo de accion ha sido investigado a nivel bioguimico

coso morfolégico.

Canbios bioquimicon.

El ergosterol es el principal esterol constitucional de los



hongos, es un componente esencial de la membrana basal.( 6, 7,

12, 15, 16, 25, 29, 32 ).

El mecanismo primario de accién de los triazoles consiste en la
inhibicién de biosintesis del ergosterol, por lo tanto los hongos
forman posteriormente membranas defectuosas, que ocasionan una
serie de fentmenos, como alteracién de bomba de sodio, salida de

diversos nutrientes, etc.{ 6, 7, 9, 12, 22, 23, 27, 31, 32, 34 ).

Acetato
L——. — Escualeno Lanosterol
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8,14,24(28)~trienol hidro lanosterol
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Fig. 2 Sintesis de ergosterol

Esto es, la conversiéon de 24-metilendihidrolanosterol a 4,4-
dimetil-ergosta-8,14,24(28)-triencl, es una reaccién que implica

los siguientes pasos: ( 2, 3, 14, 30 )
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Fig 3. Reaccioéon de l4cc-dimetilacién.
Se trata de una reaccién oxidativa 14cc-dimetilacién, la enzima
que lleva a cabo esto es una mono-oxigenasa, la cual es
dependiente del P-450, a nivel molecular uno de los Atomos de
nitrégeno, el N-4 de los triazoles capta al Atomo de Fe del grupo

hemo del citocromo P-450, asi excluye el oxigeno requerido para



la reaccion de oxidacioén y bloquea la 14 x-dimetilacién con la
consecuente acupulacién de i4-pmetilestercles, y alteracién de la
permeabilidad de la membrana, ademas existe pérdida de K+, escape
de aminodcidos y compuestos fosforados intracelulares.( 4, 6, 8,
18, 19, 23, 31, 32, 33, 34 ) En comparacién, los derivados de los
imidazoles con los triazoles es que éstos Ultimos atrapan
débilmente el citocromo P-450 de manmiferos, mientras que
nuestra alta afinidad por enzimas citocromo P-450 del hongo, por
1o que no interfiere procesos bioquimicos en ceélulas de

mamifero.( 23 )
Cambics morfolégices y enaimaticos.

- Acunmulacién geométrica incorrecta de precursores de ergosterol
en la membrana.( 6 )

- Afecta la actividad de enzimas en la membrana: citocromo
oxidasa, citocromo peroxidasa & oxidasa dependiente de NADH,
ocasionando un acumulo de perdxido de hidrégeno intracelular
(toxico para la ceélula). ( 23, 31 )

- Alteracion de la periferia de la ceélula y vacuolas
citoplasmicas.({ 8 )

- Divisién celular defectuosa.( 8 )

- Incremento de volumen celular.( 8 }

- Hifa abortiva.( 8 }

- Alargamiento de la vacuola central.( 8 )

Plasmolisis.( 8, 11 )



Otras slteracicnes.

- Afecta sintesis de fosfolipidos, reparcutiendo en la fluidez de
la membrana.( 31 )

- Incremento en la suceptibilidad a las células del sistema de
defensa del huésped.( 8, 10, 33 )

- Interaccién directa con lipidos de membrana , afecta enzimas

mitocondriales.( 31 )
3.2.4. Valoracion "in vitro".

La actividad " in vitro" del saperconazol ( R 66 905 ) se evalud
utilizando 942 cepas de 171 especies diferentes, se encontré que
el Bsaperconazol (R 66 905) a una concentracién de 0.1 Mg/ml  a
100 Mg/ml tiene un potente espectro antifungico, activo en

contra de la mayoria de dermatofitos, Candida sp, Cryptococcus

8P, Pityrosporum sp, Aspergillus sp. hongos dimérficos,
hifomicetos y varios hongos mas. ( 1 )

La mayoria de cepas de Fusarium sp, zigomicetos y actinomicetos
fueron poco sensibles al saperconazol ( R 66 905 ) ( 1) ;' en
cambio Prototheca wickerhamii, aunque es un alga fue sensible a
una concentracién de 1 ug/ml.( 1 )

El saperconazol ( R 66 905 ) "in vitro" es mas activo que el
ketoconazol en contra de varios hongos, especialmente en contra

de dermatofitos, €. albicans, Candida sp, Torulopsis sp, Cr

atus, Aspergillus sp, bhifomicetos y otros;

L ==
ademés tiene actividad en contra de hongos a los cuales el
fluconazol no es activo, tales como :S. schenckii, Aspergillus sp

10



y algunos hifomicetos.( 1 )
3.2.5. Valoracién "in vive”

Se evalué la actividad " in vivo " del saperconazol { R 66 905 )
en diferentes modelos animales, en donde se observé eficacia
terapeutica. En la actualidad estd por iniciar la fase clinica

de este farmaco. ( 1 )
3.3.6.Toxicologia

1. Administracién oral.

El saperconazol{ R 66 905 ) fue administrado oralmente a ratones
Swiss, 10 machos y 10 hembras a una dosis de 300 mg/Kg; a perros
Mongrel, 4 swmachos y 4 hembras a una dosis de 640 mg/Kg; y a
conejos blancos Nueva Zelanda, 10 hembras y 10 machos a una dosis
de 187 mg/Kg respectivamente. No se observé mortalidad en ninguno
de los tres grupos.Consecuentemente,la LD después de 1la
adeinistracion oral es 300 mg/Kg en ratén, 633 mg/Kg en perro,

187 mg/Kg en machos y 194 mg/Kg en hembras en conejos.( t )

Estudio piloto en ratas durante un mes.
En este estudio se eaplearon ratas Wistar, las cuales recibieron
dosis diarias de 5, 20, y 80 mg/Kg de saperconazol ( R 66 905 )
durante un mes { 1 ). Los parémetros evaluados y los resultados

obtenidos se resumenh en la siguiente tabla:

11



Tabla 2, Parametros evaluados en estudic piloto realizado en

ratas Wistar.

Control 5 20 80
Mortalidad - - - -
Observacioén
clinica - - - -
Peso - - + ".
Alimentacion - - + +
Hematologia - - - +
Andlisis suero - - + +
Uroanalisis - - - -
Histopatologia - - + +

Los resultados indican que una dosis de 5 mg/kg es absolutamente
no toxica, baja toxicidad se encontré a una concentraciéon de 20
mg/Kg y a una dosis de 80 mg/Kg fue moderadamente toxica a esta

concentracion. ( 1 )

Estudio piloto en perros durante un mes.
Se administré saperconazol { R 66 905 ) a perros Beagle a dosis
diarias de 2.5, 10 y 40 mg/Kg durante un mes ( 1 1}, 1los
parametros estudiados y los resultados obtenidos se resumen en la

siguiente tabla:

12



Tabla 3. Parsmetros evaluados en estudio piloto realizado en

perros Beagle.

mg saperconazel ( R 66 905 )/Kg

Control 2.5 10 40
Mortalidad - - - -
Observacién
clinica - - - -
Peso - - - : +
Hematologia - - - -

AnAlisis suero - - - -

Urocandlisis - - - -

Segiun los resultados obtenidos se observa que el fAarmace fue
bien tolerado, hasta una concentracién de 10 mg/Kg no presentéd
ningun efecto téxico, mientras que a una concentracion de 40

mg/Kg 86lo hubo alteracién en el peso.( 1 )
2.Administracién intravenosa.

El saperconazol ( R 66 905 ), en hidréxipropil-f-ciclodextrin,
fue administrado por via intravenosa a una dosis de 5 mg/Kg a 10
machios ¥y 10 hembras de ratas adultas Wistar, igual procedimiento
se realizé en ratones Swiss, ambos, 14 dias después del
tratamiento la LDso fue de 23.7 mg de saperconazol (R 66 905) por

Kg de peso del animal. ( 1)

13



3.Prueba de irritacion ocular en conejo.
Se wvaloro saperconazol ( R 66 905 ) aplicandolo en ojos de
conejos blancos Nueva Zelanda a dosis de 0.1 =ml, se observo

irritacion ocular minima.( I )

3.2.7. rarmacocinetica.

Estudios realizados en voluntarios sanos que recibieron dosis
oral de saperconazol ( R 66 905 ) mostraron que la vida media del

farmaco es de alrededor de 17 horas.(1)}

3.2.0. Embriotoxicidad y teratogenicidad.
Estudios realizados con saperconazol ( R 66 905 ) en hembras
embarazadas de conejos blancos Nueva Zelanda no mostraron

efectos embriotéxicos ni teratogenicos.( 1 )

3.2.9. Contraindicaciones.

Se ha reportado como unica contraindicaciéon el emplec de

saperconazol {( R 66 905 )} durante el embarazo.

3.2.10 BEfectos Colatersles.

No se ha reportado ningun caso.{ 1 )

14
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&, MATERIAL
Algodon.

Asa micologica.

Cajas Petri desechables estériles 100 X 10 mm.

Campanas de fermentacién.

Cinta adhesiva transparente.
Cubreobjetos.

Espatula de aluminio.

Fragcos viales.

Gasas.

Gradillas para 40 tubos.

Hisopos de algodén estériles.

Lapiz graso.

Matraces aforados 10 y 50 ml.
Matraces bola fondo plano 500 y 1 000 ml.
Matraces Erlenmeyer de 250 y SO0 ml,
Mecheros Bunsen.

Papel filtro Whatman no. 42,

Pinzas de depilar.

Pipetag aforadas de 25 ml.

Pipetas graduadas de 1, S. y 10 ml,
Pipetas Pasteur.

Portaobjetos.

Probetas graduadas de S0 y 100 ml.
Tela de asbesto.

Tubos de ensaye de 13 X 100.

Tubos de ensaye de 16 X 150,

15



Vasos de precipitados de 100 y 250 ml.

Equipo.
Autoclave.
Balanza analitica.
Balanza granataria.
Campana de siembra (con extractor)
Estufa.
[
Incubadora de 28 y 37 C.
Refrigerador.
Microscopio optico.
Reactivos.
Acetona.
Acido acético 1 N.
Acido clorhidrico.
Agua destilada.
Azul de lactofenol
Benzaldehido.
Caseina.
Cloroformo.
Cloruro de sodio
Colorantes de Gram
Etanol.
Etilenglicol.
Galactosa.
Gelatina.

Glucosa.

16
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Lactosa.

Maltosa.

Peptona de caseina.
Sacarosa.

Suero humano.

Tinta china.

Tween 80.

Xantina.

Medios de cultivo.

Agar de esporulacgién.

Agar Biggy.

Agar corn-meal (harina de maiz)

Agar levadura-malta.{YM)

Agar papa-zanahoria. (PZ)
Agar papa-dextrosa. (PDA)

Agar Sabouraud.

Caldo Sabouraud.

Medio Pagano-Levin.

17



5.METODO
En este estudio se determiné el efecto " in vitro " del
saperconazol ( R 66 905 }. El farmaco se encuentra en forma de
polvo cristalino. Durante los estadios iniciales se comprobé su
solubilidad en diveros solventes que se sefialan en la tabla
siguiente :
Tabla 4. Solventes utilizados para comprobar la solubilidad del

farmaco.

Agua (pH de 2 a 8 )
Etanol

Acetona
Etilenglicol

Ac. acético 1IN

Ac. clorhidrico 1 N
Benzaldehido
Agua-etanol 1:1
Agua-acetona 1:1
Etanol-acetona 1:1

Cloroformo

Para evaluar la actividad "in vitro" del saperconazol ( R 66 ---
905 )} se utilizaron un total de 100 cepas, aisladas de casos
patologicos.

Las cepas estudiadas se dividieron en cuatro grupos:

- Grupo 1. Hongos levaduriformes -

18



~ Grupo 2. Hongos filamentosos -

- Grupo 3. Patoégenos primarios -
Dermatofitos.
Hongos dematiaceos.
S. schenckii

- Grupo 4. Actinomicetos -

Las cepas wutilizadas en la valoracién del farmaco fueron

tipificadas de acuerdo al siguiente criterio micolédgico:
Para el génerc Candida:

- Tincidén de Cram : Se realizé una tincién clasica de Gram con

objeto de checar pureza y morfologia microscépica.

- Siembra en medio Biggy : El microorganismo se inoculé en este

medio, incubAndose a 28 °c durante 24-48 horas, se observaron

las caracteristicas macroscopicas de las colonias, ya que es un

de color café,

- Prueba de tubos germinativos : En 0.5 ml de suero humano se

inoculd una asada del microorganismo, se incubéd a 37 °C durante
3 1/2 horas, posteriormente se observé al microscopio en

buisqueda de tubos germinativos; esta prueba unicamente es

19



- Siembra en agar corn-meal + 1 X de tween 80 : El microorganismo

se sembré en estria larga, rasgando el agar, incubAndose durante
o
24-48 horas a 28 C, se observo el crecimiento en el microscopio

en busqueda de produccién de pseudomicelio y clamidoconidios.

- Reduccidn de tetrazolio : En medio Pagano-Levin se inoculd el
microorganismo, se incub6 a 28 OC durante 24-48 horas,
observandose 1las caracteristicas macroscépicas de las colonias,
tomando en cuenta que C. albicans no reduce 1las sales de

tetrazolio lo que forma colonias de color blanco; otras especies

generan tonos rosa o purpura.

Aquellas cepas en las que se observé produccién de
clamidoconidios, formacién de tubos germinativos y nula reduccién
de tetrazolio, se identificaron como C. albicans, al resto se

le realizé zimograma.

- Zimograma : Cada una de las cepas se 1inoculd en medios de
cultive conteniendo diferente fuente de carbono, los
carbohidratos enpleados fueron : galactosa, glucosa, lactosa,

o
maltosa, sacarosa, e incubd a 28 C durante 48-72 horas, se

detectd produccién de acidez y gas.

Para el género Qrypsocoosus!

- Tincién de capsula : Se realizé un frotis del microorganismo
secando al aire, se tifié con fucsina fenicada durante un minuto,

posteriormente se eliminé el exceso de colorante y se hizo

20



contraste con tinta china, se observo al microscopio.

- Sensibilidad a la temperatura : C. neoformans se diferencié de
otras especies por su sensibilidad a la temperaéura. Se inoculd
el microorganismo en dos tubos con medio de agar Sabouraud, uno de

ellos se incubbé a 37 c y otro a 40 42 C- g;

desarrolla a 40-42 C pero 8i a 37 c.
Las variedades y subtipos de C. neoformans se tipificaron por

serologia (en el servicio de Micologia de la Facultad de Estu-

_dios Superiores Cuautitlan, UNAM)
Pars hongos filamentosos y patégencs primarios

- Se observaron las caracteristicas macroscépicas de la colonias

de cada una de las cepas.

- Se realizé un examen directo utilizando azul de lactofenol, con

objeto de observar las caracteristicas microscépicas.
Pars sctinomicetos

~ Se observaron las caracteristicas macroscépicas de las colonias

de cada una de las cepas.

- Tincién de Gram : Se realizé tincién de Gram con objeto de

obmservar las caracteristicas microscopicas.

-~ Prueba de utilizacién de caseina, gelatina y xantina : A cada

-una de las cepas se realizé prueba de utilizacion de caseina,
gelatina y xantina, ya que esas pruebas proporcionan la capacidad

de diferenciar a las diversas especies.

21



Una vez tipificadas las cepas se procedié¢ a realizar la
valoracién "in vitro” del saperconazol ( R 66 505 ).

Debido a 1la elevada solubilidad y amplia difusién que le
proporciona al farmaco, ademds que no afecta de ninguna manera el
desarrollo de los microorganismos wutilizados, se enpled
cloroformo como solvente.

- Se prepararon diversas concentraciones del saperconazol ( R 66
905 ) en cloroformo, que fueron las siguientes ( ug/ml ) : 0.001,
0.01, 0.1, 1, 10, 100, +100.

Los niveles séricos fluctuan aproximadamente entre 0.01 y 0.1
Mg/ml, por esta razén las concentraciones del farmaco
utilizadas fueron las antes mencionadas.

- Para la valoracién se realizaron diversas siembras masivas en
medios sélidos ({(en placa) de cada una de las cepas. Los
microorganismos que regularmente forman colonias de consistencia
cremosa se sembraron con hisopos de algodén estériles, y aquellos
que son esporulados o forman colonias de consistencia dura, se
inocularon previamente en medio liquido e incubaron hasta obtener
una suspensién uniforme de esporas.

-~ Cada caja se inoculé con 0.8 ml de la suspensién de esporas,
extendiéndose mediante movimiento circular hasta cubrir la
superficie del medio.

- Se utilizaron los medios de cultivo que permitieron observar un

desarrollo 6ptimo de cada microorganismo ( tabla S5 )

22



Tabla 5. Medios de cultivo empleados para cada microorganismo.

MICROORGANISMO HEDIO DE CULTIVO

Aspergillus sp, Penicillium sp PDA

Candida sp, Cryptococcus sp Sabouradud o YM

E. floccosum PZ

E. werneckii Sabouraud o PDA

E. pedrosei, E. verrucosa PDA

4. canis PZ+1 % peptona de caseina +
almidén

M. gypseunm PZ+1 % peptona de caseina

Nocardia sp Agar de esporulacién

T. rubrua, T. mentagrophytes PZ+1 % dextrosa

T. tonsurans PDA+0.1 % peptona de caseina

8. schenckii Agar Sabouraud.

PDA = Agar papa-dextrosa
YM = Agar levadura-malta

PZ = Agar papa-zanahoria

- Una vez realizadas las siembras masivas de empleé el método de

sensi-discos de papel filtro de 0.6 cm. de diametro, los cuales

se 4impregnaron con cada concentracioéon, incluyendo un disco

control impregnado unicamente con cloroformo.

- Se colocaron sobre el agar, se refrigeré durante 30 minutos.
___________ )

microorganismos se incubaron a 28 C el tiempo necesario para

observar su desarrollo.

- Concentracién minima inhibitoria ( CMI } es el término empleado
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para expresar los resultados.

— Se considersé CMI a la minima concentracién de farmaco, en 1la
cual se observé 1la formacién de un hale de inhibicién. Por
consiguiente, todos los discos impregnados con soluciones cuya
concentracién es mayor a la CMI se observaron halos de
inhibicién.

- En los discos impregnados unicamente con el solvente ( discos

control ) no se observé la formaciéon de halos de inhibicion,
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6. RESULTADOS
Dea acyerdo a las pruebas de solubilidad realizadas, los

resultados son los siguientes:

Tabla 6. Solubilidad del saperconazol (R 66 905) en diversos

solventes
Agua (pH de 2 a 8) Insoluble
Etanol Insoluble
Acetona Insoluble
Etilenglicol Soluble
Ac. acdético 1 N Insoluble
Ac. clorhidrico 1 N Soluble
Benzaldehido Poco soluble’
Agua-etanol 1:1 Insoluble
Agua-acetona 1:1 Insoluble
X Etanol-aceiona 1:1 Inscluble
Cloroformo Soluble

A continuacién se presentan los resultados que corresponden a la

tipificacién de cepas:
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" Tabla 9. Identificacion de diversas especies de Candida

|

Microor- Medio Pseudo-| Clamidos~| Tubos ger-|Reduccién
ganismo Biggy micelio poras minativos [Tetrazolio
Colonias | | | { |
| cafées | + | + { + | - J
L N |
| R N B R
b | |- | |
| L + - [ I |
P | | AT
| | IR | L i
Tabla 8. Zimograma
Microorganismo { Gal | Glu | Lac ] Mal | sac |
’
C.tropicalis | + | + l - | + | + |
__________ — |
C.parapsilosis b | i | |
R R B B I
C.krusei | - * | - | - (I
L )
Tabla 9. Identificacién de Criptococcus neoformans
Tincién de Capsula Sensibilidad a Serologia
la temperatura
Se observaron leva- [No desarrollé a identificé
duras con capsula. 40-420C
Buen crecimien-
to a 370C guientes varie-
dades y seroti-

pos:
-var.necformans

| | -serotipo D
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Tabla 10. Tipificacién de hongos filamentosos y patdgenos primarios.

HONGOS FILAMINTOBOS Y PATOGENOS PRIMARIOS

Aspargiilus fipvus

Macroscopia:Colonia diseminada, aspecto velloso-pulverulento
color amarillo o amarillo-verde.

Microscopia:Micelio macrosifonado, septado, reproduccioén:
microconidios, vesicula redonda y una serie de
esterigmas.

Anperdiilua piasc

Macroscopia:Colonia diseminada, de color negro, aspecto
pulverulento.

Microscopia:Micelio macrosifonado, septado, reproduccion:
microconidios, vesicula esférica, esporulacién en
toda la superficie, doble serie de esterigmas.

Aspergilius t

Macroscopia:Colonias de color beige, diseminada, aspecto
velloso-pulverulento.

Microscopia:Micelio macrosifonade, septado, reproduccién :
microconidios, vesicula redonda, Yy una serie de
esterigmas.

geotrichum candidum

Macroscopia:Colonia diseminada, aspecto velloso, plano, de
color blanco-amarillento.

Microscopia:Micelio macrosifonado, septado, reproduccion:
artroconidios.

Pepjcillum sp

Macrsocopia:Colonias habitualmente verdes o verde-azul,
diseminada, aterciopelada a pulverulenta, a
menudo forma pliegues radiales.

Microscopia:Micelio macrosifonado, septado, reproduccién:

microconidios, ramificacién de 1los conidi6foros
en forrma de mano y esterigmas.
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Macroscopia:Colonia de aspecto velloso, de color amarillo-
verde de limén, el pigmento difunde al reverso de
la colonia.

Microscopia:Micelio macrosifonado, septado, no se observan
microconidios, presenta macroconidios grandes,
suelen agruparse de 2 6 3.

Misremperus gabis

Macroscopia:Colonia ilimitada, vellosa, blanca, presenta
pigmento color amarillo-naranja en la periferia,
también se observa el pigmento al reverso de 1la
colonia.

Microscopia:Micelio macrosifonado, septado, presenta pocos
nmicroconidios, abundantes macroconidios con mas de
6 septos, modalidad: raquetas,

Migrosporus sypseus
Macroscopia:Colonia polvosa, de color beige, aspecto térreo.
Microscopia:Micelio macrosifonado, septado, pocos

microconidios, presenta macroconidios de menos
de & septos.

Icishesporur mensesrephries

Macroscopia:Colonia vellosa o pulverulenta, blanca,
ilimitada puede desarrollar pigmento rojo.

Microscopia:Micelio macrosifonado, septado, abundantes
microconidios redondos, también microconidios
alternos, escasos macroconidios en forma de puro,
modalidad: zarcillos y espirales.

Irishephyten rubrus

Macroscopia:Colonia vellosa o pulverulenta, blanca,
ilimitada micelio un poco mas esponjoso.

Microscopia:Micelio macrosifonado, septado, presenta
microconidios alternas, pocos macroconidios en
forms de puro.
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IriehephyEen EODBUFARE

Macroscopia:Colonia limitada, cerosa, de aspecto cerebriforme
de color beige.

Micromscopia:Micelio macrosifonade, septado, presenta abundan
tes microconidios en forma de cruz de Lorena,
pocos macroconidios en forma de puro, modalidad
clamidoconidios.

Bxepbisls werneckii

Macroscopia:Colonia limitada, al inicio (4-5 dias) produce
colonias cremosas, negras, posteriormente se
forman de aspecto velloso, color negro, hongo
dematisceo.

Microscopia:Micelio macrosifonado, septado, reproduccién :en
las colenias jovenes presenta formas
levaduriformes {blastoconidios largos),
posteriormente presenta micelio macrosifonado,
tabicado, se reproducen en forma de hormodendrum.

Fonsecse pedrosoi

Macroscopia:Colonia limitada, color negro, aspecto
aterciopelado, hongo dematiaceo.

Microscopia:Micelio macrosifonado, septado,
reproduccién: hormodendrum principalmente

{presenta ademAs escasas acrotecas y fidlides).

Ebislophors verrucoss

Macroscopia:Colonia de color negro, aspecto aterciopelado,
limitada, hongo dematiaceo.

Microscopia:Micelio macrosifonado, septado, reproduccién:
. fialides.

Macroscopia:Colonia limitada, color blanca, aspecto membranoso
adherido al medio.

Microscopia:Hongo dimérfico, incubandose a 37°C se observan

levaduras y a 28°cC, se observa micelio
macrosifonado, septado, microconidios dispuestos
en flor de margarita, otros que nacen
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directamente del micelio.
Tabla 11. Identificacién de actinimicetos.

ACTINOMICRTOB

Macroscopia:

Colonia acuminada, limitada, consistencia dura, color naranja.

Nocardia brasiliensis

Colonia limitada, no muy elevada, blanca, asemeja "palomitas
de maiz".

Nocardia caviae(otitis-caviarum)
Colonia limitada, blanca, consistencia yesosa y dura.

Microscopia:
En todos los casos se observéd micelic microsifonado, el cual

se fragmenta en estructuras bacilares y cocoides.

Tabla 12.PRUEBAS DE UTILIZACION

Cageina Gelatina Xantina
N.asteroides - - -
+ + -
- - T+

Los resultados de la valoracién "in vitro" de acuerdo a las prue-

bas realizadas, se resumen en la tabla y grafica siguiente:
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Tabla 11. Identificacién de actinimicetos.

ACTINOMICETOS

Macroscopia:

Colonia acuminada, limitada, consistencia dura, color naranja.

Nocardia brasiliensis

Colonia limitada, no muy elevada., blanca, asemeja “palomitas
de maiz".

Nocardia caviae(otitis-caviarum)
Colonia limitada, blanca, conasistencia yesosa y dura.

Microscopia:
En todos los cames se observs micelio microsifonado, el cual

se fragmenta en estructuras bacilares y cocoides.

Tabla 12.PRUEBAS DE UTILIZACION

Caseina Gelatina Xantina

N.asteroides - - -

+ + -

Los resultados de la valoracién "in vitro” de acuerdo a las prue-

bas realizadas, se resumen en la tabla y grafica siguiente:
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Tabla 13. Sensibilidad de diversas cepas al maperconazol { R 66
905}

MICROORGANSIMO # CRPAS  No. DX CEPAS SENSIBLES A LA CONC,
( ug/ml) ( CMI )
0.001 0.01 0.1 1 10 100 +100

Hongeoa levaduriformes

C.albicans 40 20 19 1
3 2 1
3 2 1
b1 1

var.neoforsans 1 1

Cr.neoformang

serotipo D 2 2

Cr.necformans .

var.gatti 6 .3 2 b

Hongos filameantosos

A:flavus 9 ' 27

A. niger 1 : 1

A. terreus 1 . . : R

G.candidum 1 1

Penicillium sp 1 1

Patégencs primariocs

E.floccosum 1 1

M.canis 3 11 1

M.Evpseun 2 2

I.mentagrophytes 3 11 bt

I.rubrus 3 I 1

T.tonsurans 3 1 2
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MICROORGANSIMO # CEPAS No. DE CEPAS SENSIBLES A LA CONC.
( ug/ml) ( CMI )
0.001 0.01 0.1 1 10 100 +100

E.werneckii 1 1

2 2

1 1

2 1 1
Actinomicetos
N.asteroides 2 ' -
N.brasiliensis 3 1 -
N.caviae(otitis-

caviarum) 1 -
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Fig. 4. Relacién entre la concentracioén de saperconazol
{ R 66 905 )} y el porcentaje acumulativo de
diferentes microorganismos.
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Conc. py/ml de saperconazol

B=Cryptococcus nheoformans
C=Dermatofitos
D=Hongos dematiaceos

F=Actinomicetos
G=Hongos filamentosos
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Fig. 5. Porcentaje acumulativo de Candida spp. inhibidas.
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csCandida parapsgilosis
D=Candida tropicalis
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Fig. 6, Porcentaje acumulativo de cepas de dermatofitos inhibidas.
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DISCUSION

El saperconazol ( R 66 905 ) es un compuesto netamente
lipofilico, lo cual fue comprobado al realizar las pruebas de
solubilidad. De acuerdo a dichas pruebas el cloroformo resultéd
ser el solvente mas efectivo. El dimetilsulféxido { DMS )} ha sido
reportade como un solvente eficaz ( 1 }, el cual solubiliza en su
totalidad al farmaco. El cloroformo, en comparacién con el DMS,
ademés de solubilizar al saperconazol { R 66 905 ) completamente,
presenta otras ventajas como : 8Bu accesibilidad y bajo precio,
ademas, no interfiere en la valoracién "in vitro" del farmaco.
Existen diversas técnicas para realizar la valoracién "in vitro"
de un fArmaco. Utilizar cloroformo como solvente es un punto
clave para decidir la técnica a emplear en la valoracién del
farmaco. Inicialmente se intentd la técnica de dilucién en tubo
tratando de incorporar el farmaco al medio de cultivo, pero el
solvente empleado no es miscible en el medio, por consiguiente,
en la técnica de dilucién en tubo no se obtiene una distribucién
uniforme del faArmaco en el medio y su concentracién se desconoce;
por otra parte, en esta técnica no se tiene un control en 1la
cantidad de inéculo debido al tipo de crecimiento que presentan
los hongos (hifas vy esporas). En base a esto resulta muy
subqetivo observar los resultados en tubo por simple apreciacion
visual, asimismo el problema persiste si sge utiliza el
espectrofotémetro.

En 1la técnica de sensi-discos se observé que el cloroformo
presenta una difusién excelente, en esta técnica no se tiene un

control en la cantidad de in6culo, sin embargo, los resultados
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son muy evidentes mediante observacién de la formacién de halos
de inhibicién. La presencia de un disco contrel impregnado
unicamente con el solvente proporciona mayor confiabilidad a los
resultados, descartando la posibilidad de que el microorganismo
sea no sensible al farmaco sino al solvente.

Es importante utilizar medios de cultivo oéptimos para el
desarrollo de cada microorganismo, de lo contrarioc por el escaso
crecimiento no es posible obmervsr la formacion de halos de
inhibicién, o bien, los halos de inhibicidn parecen ser de mayor
tamafioc. El ensplec de medios de cultivo éptimos incrementa 1la
confiabilidad de los resultados.

8p. son las m4s sensibles al saperconazol ( R 66 905 ), a una CMI
entre 1-10 Aug/ml, aunque se presentan algunas excepcionea, tal

es el caso de una cepa de T r

I

, la cual es sensible a una

concentracién muy alta ( + 100 Mg/ml }, se sabe que este es un
microorganismc que desarrolla resistencia a diversos compuestos
antifungicos ( S }; otra excepcién son algunas especies de
Algunas cepas de Cr, pepformans son sumamente sensibles al
saperconazol ( R 66 905 ) (0.01 ua/m}l }. Es importante investigar
si el farmaco atraviesa la barrera meﬁingea alcanzando los
niveles adecuados, de lo contraric el saperconazol (R 66 905 )
no es Util en el tratamiento de criptococosis meningea, que es la
variedad mas frecuente { 45 % }. Se espera que el saperconazol { R
66 905 ) gmea efectivo en el tratamiento de criptococosis

neningea, debido a que en la estructura quiaica del fArmaco se
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encuentran radicales fluor, los que le proporcionan mayor
penetracion; esto es comparable con el fluconazol ( triazel
sistémico ).

La CMI ( 100 ug/ml ) determinada en este estudio para las diver-
sas especies de Aspergillus, Geotrichum y Renicillium es mayor a
la esperada.

Por lo que respecta a hongos dematiidceos se trabajaron sélo tres
cepas productoras de cro-omicosié. determinando la CMI de 1 gg/ml
para F. pedrosoi.

F.pedrosoi es un nmicroorganismo sumamente resistente, es
conveniente valorar “in vitro" el farmaco con mayor numero de
capas, para hacer el estudio mas representativo, o bien valorar
an pacientes con cromomicosis.

en este estudio, a pesar de que el uso del gaperconazol ( R 66
905 ) en el .tratamiento de tifla negra y espor&tricosis no resulta
adecuado.En el primer caso, la enfermedad es tratada con
antimicéticos topicos, sin necesidad de recurrir a uno sistémico.
En el segundo caso, el tratamiento de eleccién es el KI, que es
barato, de faAcil administracion y en la mayoria de los casos
efectivo.

Los actinomicetos son resistentes al saperconazel ( R 66 905 ),
esto Be debe a que su membrana celular es constitucionalmente
diferente a la de los hongos, por lo tantoc el producto no puede
interrumpir su formacién,

El saperconazol ( R 66 905 ) aumenta 1la suceptibilidad del

microorganismo al sistema inmune del huesped, en realidad 1la
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accién conjunta del farmaco Yy sistema inmune provocan la
destruccion integra del hongo; si el paciente se encuentra
inmunodeprimido, dicha accién conjunta no se lleva a cabo, por lo
tanto queda en duda la efectividad del tratamietnto en este tipo
de condiciones.

Finalmente no es posible afirmar el hecho de que el saperconazol
( R 66 905 ) haya mostrado un amplio espectro "in vitro"” suceda
lo mismo "in vivo"; por ejemplo la diamino difenil sulfona cuya
accion “in vivo" es mnmuy efectiva, "in wvitro"” carece de
efectividad, por esta razén es imprescindible concluir todas las

fases de estudio del saperconazol ( R 66 905 ).

39 ‘S‘“
N

o W U,
g BB



CONCLUSION

- La solubilidad y difusién del saperconazol ( R 66 905 )
depende del sclvente utilizado, determinando que el cloroformo es
el mis afectivo.

- Las diversas especles de Candida y dermatofitos son los mas
sensibles al saperconazol ( R 66 905 ) , a una concentracién de

1-10 Hg/ml.

- Los actinomicetos no son sensibles al sapeconazol {( R 66 905 ).

- E1 saperconazol ( R 66 905 ) es un antifungico de amplio es-

pectro, activo en contra de hongos patégenos y oportunistas mas

frecuentes de nuestro medio.
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