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1. RESUMEN

Los derivados del acido carbamico, son nuevos compuestos con
propiedades antifungicas. En este trabajo, se investigé la actividad in vitro
de dieciocho derivados del acido carbamico contra aislados clinicos de
Aspergillus fumigatus y Trichophyton mentagrophytes, comparandolos con
otros agentes antifungicos. La actividad antifingica, fue medida utilizando
el método descrito en el documento M38-A del National Committe for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS). ElI compuesto LQM 667, fue uno
de los agentes mas potentes contra Trichophyton mentagrophytes
(concentracién minima inhibitoria MIC 4pg/ mL), seguido de los
compuestos LQM 938 (MIC 16ug/ mL), LQM 919(MIC 32ug/ mL), LQM
451, LQM 914, LQM, LQM 996, LQM 901 (MIC 64ng/ mL) y el resto de los
compuestos presentaron una MIC >128ug/ mL. El compuesto LQM 938,
inhibié el crecimiento de Aspergillus fumigatus a una concentracion de
68ug/ mL, siendo el unico compuesto que presenté actividad inhibitoria del
crecimiento ante este hongo. La actividad antifungica, de los derivados del
acido carbamico fueron menores a la presentada por anfotericina B (AMB)
y Ketaconazol (KTC). Basado en estos resultados, algunos derivados del
acido carbamico han presentado actividad antifungica contra aislados de
Aspergillus fumigatus y Trichophyton mentagrophytes, estos estudios
clinicos son provechosos ya que podrian ser utilizados para futuros
estudios en el analisis de estructura - actividad.



2. INTRODUCCION

Desde la antigiedad las enfermedades por hongos, constituye un
problema de salud publica en muchos paises del mundo, estas infecciones
se pueden presentar en cualquier tejido del cuerpo, sin embargo las
principales son en piel y en pulmones.’ Las primeras observaciones acerca
de las enfermedades micoéticas fueron realizadas por los griegos quienes
las denominaron herpes, ya que estas se extendian en forma circular; asi
como por los romanos quienes las nombraron tifia que significa cualquier
larva de insecto pequefio, relacionandolo con las infecciones de un grupo
de insectos queratinofilos.

La micologia es la rama de la microbiologia que se desarroll6 primero.
Con el descubrimiento del microscopio (Antonj van Leeuwenhoek) en el
siglo XVII, se inicio el estudio de los hongos microscopicos junto con otros
microorganismos. Pero, realmente la historia de la micologia médica
comenzd en 1835 con Angostino Bassi, de origen italiano y alumno de
Lazaro Spallanzani (fundador de la biclogia moderna). A la par, de tantos
acontecimientos importantes para la microbiologia, comenzaba también la
historia de los hongos estudiados en este trabajo.’

En 1729, el botanico florentino Pier H. Mitcheli describié por primera
vez el género Aspergillus, que proviene del latin y que significa salpicar o
asperjar, ademas lo incluyo en su obra “ Nova Plantarum Genera”. *
Posteriormente, Fresenius es quien utiliza por primera vez el término
aspergilosis en 1850, en su investigacion de infeccién fingica en el saco
aéreo de un pajaro, denominando al microorganismo aislado como A.



fumigatus,” aunque la aspergilosis pulmonar ya habia sido una enfermedad
fungica reconocida en el hombre y los animales, descrita en 1815 por
Mayer y Emmert. * Después, en 1842 Bennett reconocié al A. fumigatus en
la infeccién humana, pero fue Stuyter quien en 1847 describié la infeccion.
Posteriormente en 1856, Virchow public6 un informe acerca de la
enfermedad bronquial y pulmonar junto con la descripcién exacta de los
agentes etiolégicos que permitian identificar al A. fumigatus. Ya en 1910
se habian descrito casi todas las formas de aspergilosis en animales
incluyendo el aborto micoético y las enfermedad respiratorias, pero fue hasta
1952 cuando Monod, Cols y Hinson presentaron ejemplos de diversas
manifestaciones clinicas de la enfermedad.?* Uno de los primeros centros
que estudiaron sistematicamente los hongos relacionados con
enfermedades, asi como la forma alérgica y el tipo de colonizacién de la
aspergilosis fue el laboratorio de la Universidad de Columbia.’

En 1837, Robert Remark, describid que la tifia era causada por un
hongo al cual le di6 el nombre de Achorion schoenleinii en honor a su
maestro Shoenleinii, quien a su vez en 1839 estudio el hongo del favus.®
Por estas circunstancias persiste la controversia acerca de quién es el
fundador de la micologia dermatolégica. En 1845, Malmsten instituyo el
género Trichophyton, mas tarde en 1847, fue definido por Charles Robin y
en 1853, publicé una recopilacion de los primeros trabajos sobre
dermatéfitos en un libro llamado “Histoire Naturelle des Végétaux
Parasites”* Sabouraud en 1890, comenzé a publicar sus estudios
sistematicos y cientificos sobre las dermatofitosis, agrupandolos en un
volumen llamado “Las Teignes” que publicod después en 1910, en donde
incluyo un sistema de clasificacion de los dermatéfitos reconociendo tres



géneros: Microsporum, Trichophyton y Epidermophyton.> * Posteriormente
Chester Emmons en 1934,% defini6 nuevamente a los dermatéfitos de

acuerdo con las reglas botanicas de nomenclatura y taxonomia.

En las ultimas décadas se ha observado un aumento en el nimero y
frecuencia de las micosis, situacion que obligara a que en un futuro sea
necesario un mayor control de las micosis.® Este incremento en las
patologias ocasionadas por hongos, se debe principalmente al incremento
en el numero de pacientes inmunocomprometidos, ya sea como
consecuencia de enfermedades como el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA),® tratamientos oncolégicos mas activos; asi como por el
mayor numero de transplantes y de cirugias complejas que se realizan en

la actualidad.” ® ®

Entre los hongos que afectan a estos pacientes hay
tanto patégenos primarios como oportunistas.’ Las infecciones por
Malassezia furfur, Candida y dermatéfitos'’ son las mas frecuentes en la
piel, mientras que la histoplasmosis, criptococosis, coccidiodomicosis y

aspergilosis son las infecciones con foco primario pulmonar mas comunes.

Las multiples enfermedades causadas por hongos se han clasificado
de la siguiente manera. Tabla 1.



Tabla 1. Clasificacion de las micosis.

Micosis superficiales

Dermatofitosis, Pitiriasis versicolor, Piedras, Tifia negra
Oculomicosis, Otomicosis.

Micosis subcutaneas

Micetoma, Esporotricosis, Cromoblastomicosis,
Lobomicosis

Micosis sistémicas

Coccidiomicosis, Histoplasmosis,
Paracoccidioidomicosis
Blastomicosis

Micosis por oportunistas

Candidiosis, Criptococosis, Cigomicosis, Aspergilosis

Enfermedades por
actinomicetos y bacterias

Actinomicosis, Nocardiosis, Botriomicosis, Eritrasma
Tricomicosis axilar, Queratdlisis punteada

Micosis raras

Rinoesporidiosis, Otras micosis y prototecosis

Clasificacién tomada de “Micologia medica llustrada” .2

Las infecciones de piel y anexos (micosis tegumentarias) contindan

siendo las mas frecuentes en la poblacion.' La tifia en sus diferentes

modalidades afecta a gran parte de la poblacién.” La tifia de los pies y

ufias predominan en forma importante, al igual que la candidosis.' Estas

enfermedades son importantes porque aunque no amenazan la vida del

paciente, son molestas y dificiles de eliminar. Los factores condicionantes

predominantes son el uso prolongado de antimicrobianos y esteroides,

diabetes mellitus,’® traumatismo por arreglo de ufas, maceracion del

tegumento por agua u orina y las enfermedades de transmision sexua

I.ﬂ'ﬁ




Las micosis con foco primario pulmonar son mas frecuentes que las
ocasionadas por traumatismo.'® La severidad de estas enfermedades estan
asociadas principaimente a la inhalacion masiva del hongo en lugares
confinados (cuevas, sotanos, casa abandonadas, etc) aunque también
existen epidemias a campo abierto. Entre los patégenos mas comunmente
aislados en pacientes con problemas pulmonares se encuentra el A.
fumigatus, quien es causante de aspergilosis pulmonar.'” La aspergilosis
tiene una distribucion geografica amplia y afecta a numerosas personas y
animales (principalmente mamiferos y aves)." En los rumiantes estos
hongos causan procesos respiratorios, abortos, mastitis que afectan
notablemente la industria ganadera.'?

La importancia de los hongos fue retomada por Hopkins y Benham,
quienes comenzaron el estudio cientifico de la micologia médica. ?
Aunque la importancia del estudio de los hongos, radica no solamente por
las enfermedades que causa en humanos, si no también por las que
provoca en plantas y animales.? " 2 A pesar de que algunos hongos son
causantes de enfermedades, la mayor parte de las mas de 50 000
especies de hongos que existen son benéficas para la humanidad, ya que
son imprescindibles para descomponer y reciclar la materia organica.
Algunos hongos son utiles al ser humano al contribuir a la produccién de
alimentos, otros han servido como medicamentos al administrar
metabolitos secundarios bioactivos (antibiéticos) y como

inmunodepresores. %



El tratamiento de las enfermedades micoéticas, se ha realizado desde
el surgimiento de estas, en muchas ocasiones en forma empirica, usando
remedios caseros lo cual alteraba la presentacién de la lesion.* Al paso del
tiempo, diferentes investigadores propusieron el uso de sustancias
sintéticas, asi como las derivadas de otros microorganismos.>* En 1958,
se encontré que la griseofulvina® administrada oralmente en un cobayo,
ayudaba a erradicar algunas infecciones causadas por dermatéfitos.?Y en
la actualidad se cuenta con diferentes antimicéticos sintéticos y derivados
de microorganismos que ayudan al tratamiento de las micosis.* 2 Pero uno
de los mayores problemas que se presentan con las enfermedades
micéticas, es que el tratamiento en algunas ocasiones es prolongado, los
farmacos empleados provocan efectos secundarios no deseados y en otras
ocasiones son ineficaces.”® Los farmacos clasicos para el tratamiento
antimicético siguen siendo algunos azoles como el ketoconazol (KTC) y
miconazol (MC); asi como el polieno anfotericina B (AMB). %%

La AMB es considerado actualmente como el mejor farmaco para el
tratamiento primario de aspergilosis; aunque en varios estudios se ha
reportado resistencia in vitro, lo cual hace que la terapia fracase, ademas
la administracion de este farmaco es limitada en pacientes
inmunocomprometidos ya que provoca toxicidad.?® Los azoles, son los
compuestos mas empleados en el tratamiento de enfermedades causadas
por dermatéfitos, sin embargo, algunos pacientes han presentado dafo
hepatico principalmente causado por el KTC debido a los periodos
prolongados de tratamiento; ademas, la resistencia que han presentado los
hongos ante estos compuestos, limitan en algunos casos su uso.? El
Itraconazol (ITC) otro derivado de los azoles, es el farmaco alternativo a la

15



AMB para pacientes que son inmunocompetentes, este ha presentado una
buena actividad in vitro contra A. fumigatus, ademas ha sido empleado
para el tratamiento de aspergiloma y aspergilosis crénica.? Sin embargo,
en estudios realizados, se encontrd resistencia in vitro de aislados de
pacientes que fueron tratados previamente con ITC * esto probablemente
se deba a la diversidad genética de A. fumigatus, que es sumamente
importante y las variaciones genéticas de los aislados al ser cultivados.

Con la situacién actual y las perspectivas en los antimicéticos, surgio
la necesidad de nuevos farmacos antifungicos y el interés se ha centrado

sobre todo en el desarrollo de compuestos mas efectivos " %2

y menos
toxicos que los clasicos. Los derivados del acido carbamico, son nuevos
compuestos que se estan estudiando para encontrar una posible actividad
antimicoética frente a hongos filamentosos. Para poder realizar las pruebas
de susceptibilidad se necesitan métodos que sean capaces de medir la
susceptibilidad de estos hongos y que presenten reproducibilidad in vitro.
Estos métodos han sido estandarizados,*® sin embargo son limitados por el
tiempo que requiere para cuantificar el crecimiento micelial, que es de entre
48 y 72 horas. El documento NCCLS M-38P,* método utilizado en este
trabajo, describe la susceptibilidad a derivados de &cido carbamico
midiendo la viabilidad y crecimiento de los conidios en un medio liquido
por medio de la turbidez.



2.1. MICOSIS CAUSADAS POR Trichophyton mentagrophytes

Dentro de las micosis cutaneas se encuentran las micosis causadas
por los dermatéfitos, hongos que solo infectan tejidos queratinizados
superficiales como la piel, pelo y ufias; y que consiste de un grupo de casi
40 hongos interrelacionados que pertenecen a los tres  géneros:
Microsporum, Trichophyton y Epidermophyton.®® Las infecciones causadas
por dermatéfitos se encuentran entre las mas comunes en el mundo; y
aunque pueden ser prevalentes y problematicas, no son debilitantes ni
ponen en riesgo la vida.

Los dermatéfitos se clasifican como gedfilos, zodfilos y antropéfilos,
segun su habitat usual, sea el suelo, animales y humanos.'® La especie
antropdfila causa el mayor nimero de infecciones en los humanos. Estas
infecciones son relativamente débiles y crénicas, que producen pocos
conidios en cultivos y a veces son dificiles de erradicar.> * * Los
dermatoéfitos se adquieren por contacto de suelo contaminado, de humanos
infectados y de animales. Las dermatofitosis son muy comunes en

animales domésticos como: el perro y el gato.*® ¥

Algunas especies antropdfilas estan geograficamente restringidas,
pero otras se encuentran en todo el mundo como es el caso de T.
mentagrophytes. ** * De ahi la importancia de su estudio.



2.1.1. Morfologia e identificacion.

El T. mentagrophytes se identifican por la forma de su colonia y su
morfologia microscopica después de dos semanas de crecimiento a 25°C
sobre agar dextrosa Sabouraud (ADS). 44142

a. Morfologia microscépica: Los microconidios en cultivos
polvorientos son muy redondos, algunas veces presenta hifas septadas
con macroconidias (4-8 x 20- 50um); y se encuentran mas facilmente en
cultivos jovenes de 5 a 10 dias de cultivado. ** Fig. 1.

Fig. 1 Imagen de las macroconidias de T. mentagrophytes. **



b. Morfologia macroscépica: Son variadas y grandes: su superficie
puede ser de color blanca vellosa o algodonosa, con presencia de
hendiduras radiales. Presenta un color amarillo en la parte de abajo del
cultivo cuando este es viejo y despide un aroma caracteristico.** Fig. 2.

Fig. 2 Fotografia de la macromorfologia de T. mentagrophytes
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2.1.2. Factores de patogénicidad

Durante la infeccion, las paredes celulares fungicas de T.
mentagrophytes han sido un importante factor de patogénicidad.*® Los
componentes de las paredes celulares, median la adherencia del hongo a
las células huésped y pueden liberar antigenos inmunodominantes que
pueden inducir una respuesta inmune, incluyendo la produccién de
anticuerpos utiles para el diagnéstico. Las paredes celulares del hongo
estan conformadas principalmente por capas de carbohidratos, cadenas
largas de polisacaridos, glucoproteinas y lipidos. Los polisacaridos de la
pared celular pueden activar la cascada del complemento y provocar una
reaccion inflamatoria; ademas de que son escasamente degradados por el
huésped y se pueden detectar con colorantes especiales.

Muchas especies de T. mentagrophytes han desarrollado
queratinasas, elastasas y oftras enzimas que les permiten ser muy
especificas del huésped,* ademas la produccién de esporas también es
considerado un factor de patogénicidad importante.

2.1.3. Datos clinicos.
Los agentes mas comunes relacionados con formas clinicas

particulares de infecciones causadas por T. mentagrophytes se presentan
en el Tabla 2.
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Tabla 2. Algunos agentes clinicos de las infecciones causadas por T.

Mentagrophytes
Enfermedad de ] Localizacién de las Aspecto clinico Hongo causante *
la piel lesiones
Espacios interdi- |Aguda.  Prurito, vesiculas
Tinea pedis |gitales de los pies enjeritematosas. Cronica: pru-| Trichophyton
(pie de atleta) |personas que usan |rito, descamacion fisuras mentagrophytes
zapatos
Tinea cruris Lesién eritematosa desca-
( comezén de Ingle mantiva en areas intertrigi-| Trichophyton
jinete) nosas. Pruriginosa mentagrophytes
Pelo de la piel cabe-}Placas de alopecia areata
lluda. Endotrix: hon-Jcon cabellos de tallos cortos
Tinea capitis Jgos dentro del cabe-Jo cabellos rotos en los
llo. Ectotrix: hongosffoliculos pilosos. Queriéon| Trichophyton
en la superficie deljraro. Pelos fluorescentes por| mentagrophytes
cabello infeccién con Microsporum
Lesion eritematosa, Trichophyton
Tinea barbae Vello de |la barba jedematosa mentagrophytes
Uhas distalmente engro-
Tinea unguium Uha sadas o quebradizas; alte-
( onicomicosis) raciones del color deslus-] Trichophyton
tradas. Habitualmente aco-| mentagrophytes

mpanadas de tinea pedis

*También puede ser

causada

por

mentagrophytes Epidermophyton floccosum y M. Canis. ?

Trichophyton Rubrum, Trichophyton
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Tinea pedis (tifa del pie; pie de atleta). La tinea pedis es la mas
prevalente de todas las dermatofitosis.*> ** ¥ Se presenta como una
infeccién crénica en los pliegues interdigitales del pie. * Otras variedades
son los tipos vesicular y ulceroso, con hiperqueratosis en la planta del pie.
Inicialmente hay prurito entre los dedos de los pies y presencia de
pequefias vesiculas que al romperse dejan salir liquidos.” ? La piel de los
pliegues interdigitales del pie se maceran y descaman; en esos sitios
aparecen grietas susceptibles al desarrollo de infeccién bacteriana
secundaria.®* Cuando la infeccién micética se hace cronica, la
descamacion y el agrietamiento de la piel son las principales
manifestaciones, acompanadas por el dolor y el prurito.*®

Tinea unguium (tina de las ufas, onicomicosis). Las infecciones de
las ufias pueden ser subsecuentes a una tinea pedis prolongada.*® Con la
invasion por hifas las ufias se vuelven amarillentas, quebradizas,
engrosadas y friables. Pueden estar afectadas una o mas de los pies.*

Tinea corporis (tiha del cuerpo), tinea cruris (tinea de la ingle) y
tinea manus (tifa de las manos). La dermatofitosis de la piel lampifia
comunmente da lugar a lesiones tiflosas anulares, con un centro escamoso
sin vello, rodeado por un borde rojizo creciente que puede ser seco o
vesiculoso. El dermatéfito s6lo crece en el tejido muerto queratinizado, pero
los metabolitos, las enzimas y los antigenos de los hongos se difunden a
través de las capas viables de la epidermis para causar eritema, formacién
de vesiculas y prurito. Las lesiones se expanden en direccion centrifuga y
en la periferia es donde mas frecuentemente se obtiene material para
diagnéstico, debido al crecimiento activo de las hifas. La penetracién en el
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estrato cérneo recién formado de las superficies gruesas (plantar y paimar)
explican la infeccion persistente en esos sitios. Cuando la infeccién se
presenta en la region inguinal se le denomina tinea cruris 0 comezén de
jinete.®' La mayor parte de estas infecciones afectan a los varones, y se
presentan como lesiones secas Yy pruriginosa que con frecuencia se
inician sobre el escroto y se propagan a la ingle. La tinea manus se refiere
a las lesiones de las manos o de los dedos; en la cuales las lesiones
escamosas Yy secas pueden afectar una o ambas manos, asi como uno, o
més dedos.*

Tinea capitis (tifia de la cabeza) y tinea barbae (tifia de la barba).
Es la dermatofitosis o tifia de la piel de la barba y de los cabellos.® % 54%%
% La infeccién se inicia con invasion de hifas sobre la piel cabelluda con
propagacién subsecuente hacia la pared queratinizada del foliculo piloso.”
La infeccion produce placas circulares de color gris oscuro de alopecia,

descamacion y prurito, con forme el cabello crece por fuera del foliculo. %
2.1.4. Epidemiologia.

La distribucién y frecuencia de los distintos tipos de dermatofitosis y
sus agentes causales varia notablemente segun la region geografica y el
nivel socioeconémico de la poblacion.®® ¢ §' Estas infecciones se inician
en la piel después de un traumatismo o por contacto. Hay evidencia de
que la susceptibilidad del huésped puede ser incrementada por la
humedad, el calor, l1a quimica especifica de la piel, la composiciéon de la
grasa y la transpiracion, la edad joven, la exposicion intensa y la
predisposicion genética (un ejemplo caracteristico es T. violaceum en
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judios y otros pueblos semitas, y Microsporum ferrugineum en chinos del
norte, coreanos y japoneses).®

La incidencia es mas alta en climas humedos y calidos, asi como en
condiciones de hacinamiento. El uso del calzado suministra calor vy
humedad condiciones para las infecciones de los pies. La fuente de
infeccion es el suelo o un animal infectado en caso de los dermatéfitos
gedfilos y zodfilos respectivamente. El conidio puede permanecer viable
durante tiempo prolongado, las especies antropoéfilas se pueden transmitir
por contacto directo o indirecto a través de fémites como toallas y ropa
contaminada, también por compartir bafios de regadera y ejemplos
similares.

2.1.5. Pruebas diagnésticas de laboratorio.

Reaccion tricofitida. En el curso de la dermatofitosis la persona
puede demostrar dermatofitosis y mostrar hipersensibilidad a los
constituyentes o productos del hongo y desarrollar manifestaciones
alérgicas, generalmente vesiculas denominadas dermatofitides en
cualquier parte del cuerpo, aunque con mayor frecuencia las manos. La
prueba de tricofitina en la piel es fuertemente positiva en estas personas.
La tricofitina es una preparacién cruda de antigeno que se puede emplear
para detectar la hipersensibilidad inmediata o tardia a los antigenos
dermatofiticos.®® Muchos pacientes quienes desarrollan infecciones
dermatofiticas cronicas no inflamatorias muestran insuficiencia en la
respuesta inmunitaria inducida por antigenos dermatofiticos. Estos
pacientes con frecuencia son atépicos y presentan respuestas de

24



hipersensibilidad de tipo |. La inmunidad a los dermatofitos varia en cuanto
a duracion y grado segun el huésped, asi como por el sitio y la especie
del hongo causante de la infeccion.*

La muestra consiste en raspados de la piel y ufias, ademas de
cabellos arrancados en las areas afectadas, y se procede a realizar el
examen microscopico, donde la muestra se coloca sobre un porta objetos
en una gota de hidréxido de potasio de 10 a 20 %, con o sin blanco
calcofluor, que es un colorante inespecifico de la pared de las células
fangicas cuando se observa con microscopio de fluorescencia. Se coloca
un cubreobjetos y en seguida se examina la muestra, lo cual se repite
después de 20 min. Cualquiera que sea la especie infectante, se observan
hifas o cadenas ramificadas de artroconidios (artrosporas) en piel o ufias
en los cabellos.

Para identificar las especies de dermatéfitos se requiere cultivo, las
muestras se inoculan sobre agar inhibidor de moho o agar sabouraud con
cicloheximida o cloramfenicol ® para suprimir el crecimiento de mohos y
bacterias, se incuban de 1 a 3 semanas a temperatura ambiente, y se
examinan ademas cultivos en portaobjetos (microcultivo) si es necesario.
Las especies cambian con base en la morfologia de las colonias (tasa de
crecimiento, textura de la superficie, y cualquier pigmentacién), la
morfologia microscopica (macroconidios, microconidios) y, algunos casos
los requerimientos nutrimentales.
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2.1.6. Tratamiento.

La terapia consiste, en la eliminacion completa de las estructuras
epiteliales infectadas y muertas, y la aplicacion de una sustancia topica
antimicética. Para prevenir la reinfeccion, el area debe mantenerse seca y
evitar las fuentes de infeccibn como mascotas infectadas o compartir las
instalaciones de bafio.*®

Tinea capitis. Se trata con griseofulvina * durante 4 a 6 semanas.
Los lavados frecuentes del cabello con champu y el miconazol crema u
otros antimicéticos tépicos,”” que pueden ser eficaces si se emplean
durante semanas.®® Alternativamente, el KTC, el ITC y la Terbinafina.®® 7% %

Tinea corporis, Tinea pedis e infecciones relacionadas. Los
farmacos mas eficaces son el ITC vy la Terbinafina.”' Sin embargo, se
pueden emplear algunas preparaciones tf.‘)picasT2 como el nitrato de
miconazol, el tolnaftato y el clotrimazol.”® ™ Cuando se aplican al menos
durante 2 a 4 semanas la tasa de curacion por lo general es de 70 a 100
%. El tratamiento debe continuarse durante 1 a 2 semanas después de
la desaparicion de las lesiones. En los casos problematicos se pueden
administrar un breve ciclo de griseofulvina oral.*

Tinea unguium. Las infecciones de las ufias, son las mas dificiles de
tratar, con frecuencia requieren la administracién de ITC o Terbinafina por
via oral durante varios meses y también la extirpacion quirargica de la

ufia. Son comunes las recaidas. * 7
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2.2. MICOSIS CAUSADAS POR A. fumigatus.

La aspergilosis constituye un grupo de enfermedades producidas por
Aspergillus y es la infeccibn micética oportunista mas frecuente del
pulmén, siendo la segunda causa mas frecuente de enfermedad micotica
sistémica. Las especies del género Aspergillus se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza, siendo saprofitos ubicuos. El A. fumigatus es
el patégeno mas comun, pero muchos otros estudios incluyendo al A.
flavus , A. niger, y A. terreus que también pueden causar enfermedad.
Este género produce abundantes conidios pequefios que forman
aerosoles con facilidad, por lo que el hombre se encuentra expuesto a su
inhalacion. La inhalacion de los conidios por individuos
inmunocompetentes, raramente tiene un efecto adverso, ya que son
eliminados con relativa eficiencia por los mecanismos de inmunidad innata.
En los pacientes inmunodeficientes e inmunocomprometidos, la situacién
es diferente, sobre todo aquellos con leucemia, transplante de médula 6sea
y personas a quien se administran corticosteroides, los conidios pueden
germinar para producir hifas que invaden los pulmones y otros tejidos.”®

2.2.1. Morfologia e identificacion.
Las especies de Aspergillus crecen con rapidez, producen hifas

aéreas que poseen estructuras conidiales caracteristicas. Las especies se
identifican segun sus diferencias morfolégicas.”
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a. Morfologia microscépica. Todas las especies de Aspergillus, se
caracterizan por presentar conidiéforos cortos y lisos,*? que se expanden
en grandes vesiculas hacia el extremo y que estan cubiertas por fialides;
estas pueden originarse directamente de la vesicula y dirigirse hacia arriba
produciendo largas cadenas de conidios que puede ser de coloracion
ligeramente verde o parda, sobre todo en la parte superior, cerca de la
vesicula. Las especies se identifican primariamente sobre la base de las
estructuras conidiales, el tamafo, color y forma del conidiéforo, conidios y
las fidlides ver Fig. 3.

“Fidide | Fiid

Fidide -
Metula | Diseriada

unisenada
(no mefula)

Fig. 3 Imagen de las macroconidias de A. Fumigatus. *



b. Morfologia macroscépica. El microorganismo produce una
colonia plana, blanca, que en forma rapida se vuelve gris verdosa al
ocurrir la producciéon de conidios. En general el reverso del cultivo es
incoloro. Morfologia microscépica: conidiéforos cortos aproximadamente
menores a 300 micrémetros. *? Fig.4.

Fig. 4 Fotografia de la morfologia macroscépica de A. Fumigatus.
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2.2.2. Factores de Patogénicidad

Entre los factores de patogénicidad se encuentran: los conidios, su
pequefio tamafio permite que sean aspirados y que puedan causar
infeccion en el pulmén y en los senos paranasales; ademas su capacidad
de crecer a 37 °C hace idoneo el afectar al humano, también posee una
gran capacidad de adherencia a superficies epiteliales y posiblemente
endoteliales y una tendencia a invadir los vasos sanguineos, asi como la
produccion de un gran numero de productos extracelulares toxicos para las
células de los mamiferos (elastasa, restrictocina, fumigatoxina entre
otras).” La actividad de la enzima elastasa producida por este hongo, es
importante por que constituye un componente importante de las proteinas
pulmonares totales y el A. fumigatus tiene una conocida actividad elastasa.
Pero hay otras proteasas importantes como: mitogilina con actividad
citotéxica, una metaloproteasa con actividad residual colagenolitica, un
galactomannano, una proteina similar a las del heat shock y factores
cilioinhibidores. Sin embargo, todavia no se han elucidado los
determinantes moleculares incluidos en la virulencia del patégeno

oportunista.”
2.2.3. Datos clinicos.
Es importante reconocer que Aspergillus fumigatus puede ser un

colonizador, causar enfermedad alérgica, infeccion local o ser
responsables de cuadros invasivos de gran gravedad.
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Tabla 3. Clasificacion de aspergilosis.

< Aspergilosis broncopulmonar
Procesos alérgica (ABPA)
inmunoalérgicos ¢ Granulomatosis Broncocéntrica

< Saprofitismo: Aspergiloma (
micetoma, fungus ball)

%+ Aspergilosis invasiva

o

Aspergilosis angioinvasiva

Formas invasivas Aspergilosis semiinvasiva

LA

Aspergilosis diseminada

<

Otras formas de aspergilosis
pulmonar. (en SNC, corazén y otros
6rganos.

Clasificacion tomada de “ACTA MEDICA 2000”.“-

Enfermedad pulmonar. La aspergilosis constituye la infeccion
micética oportunista mas frecuente del pulmén, es la segunda causa mas
frecuente de enfermedades micoéticas sistémicas. La diversidad de cuadros
clinicos a que da lugar la aspergilosis pulmonar se puede agrupar en:
procesos inmunoalergicos, saprofitismo y formas invasivas.”

Procesos inmunoalérgicos. Esta aspergilosis es consecuencia de
una reaccion de hipersensibilidad a las esporas inhaladas de Aspergillus o
a focos de endbégenos existentes. Se observa en individuos asmaticos o
individuos con una base atopica. Se caracteriza por episodios recurrentes
de asma bronquial, eosinofilia en sangre y esputo, infiltrados pulmonares
fjos o cambiantes y ftest cutaneo para Aspergillus positivo. Se
desencadenan reacciones inmuoalérgicas de tipo |, Il y Ill. Los pacientes se
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quejan de tos, disnea, y expectoran tapones mucosos en forma de moldes
bronquiales, donde se puede aislar el hongo. Puede haber fiebre, astenia y
pérdida de peso. A veces hay presencia de dolor toracico por reaccion
pleural.®

Granulomatosis broncocéntrica. Esta aspergilosis representa una
forma de progresion de la aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA).
Se produce en individuos con las mismas caracteristicas descritas para
ABPA, hay eosinofilia y test cutaneo positivo. La respuesta granulomatosa
al Aspergillus y los aspergilomas en las paredes de las ectasias
bronquiales, producen ruptura por necrosis de la pared bronquial *

Saprofitismo: Aspergiloma (Micetoma, fungus ball). Constituye la
llamada forma saprofitica o de colonizacién. La formacién del Micetoma o
bola de hongos es consecuencia del desarrollo de colonias de Aspergillus
dentro de una magma de fibrina y moco en cavidades pulmonares. Un
micetoma consiste en una masa de material amorfo de hifas septadas
entrelazadas, vivas y muertas, moco, sangre, células inflamatorias,
epiteliales y restos celulares (detritus) ocupando una cavidad comunicada
con el arbol bronquial, siendo usualmente localizada. La masa micelial
puede encontrarse libre dentro de la cavidad o estar adherida a la pared
por tejido inflamatorio. Los sintomas mas importantes son tos persistente,
hemoptisis (aparece en aproximadamente el 10 % de los pacientes siendo
potencialmente fatal), disnea, fatiga y pérdida de peso; existiendo ademas
los correspondientes a la enfermedad subyacente aunque algunos
pacientes son asintomaticos. *' Entre las patologias mas frecuentes en las
cuales se presenta y predispone al desarrollo del aspergiloma, es la
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tuberculosis,®' la cual se cuenta en las 2/3 partes de los casos, existiendo
otras patologias que condicionan también la formacién de cavidades, como
la sarcoidosis, artritis reumatoide, colitis ulcerativa, fibrosis post-radiacion,
absceso pulmonar, bronquiectasias, fibrosis pulmonar idiopatica, quistes
bronquiales, histoplasmosis, blastomicosis, cardiopatias congénitas
cianosantes, infarto pulmonar, aspergilosis broncopulmonar alérgica y mas

raramente, aspergilosis invasiva. %

La incidencia de sinusitis micética. Ha retomado importancia
principalimente en Europa, debido a la presencia del Aspergiloma
asintomatico del seno frontal. La Sinusitis micética puede clasificarse en
cuatro categorias: Fulminante aguda (invasion micética vascular, isquemia
trombética) Invasora cronica (extensa proliferacion de hongos con invasion
de tejido regional), colonizacién no invasora (conocido como micetoma o
bola de hongos) y alérgica (infecciéon que aparece en individuos atépicos).

Formas invasivas. Son las mas graves y ocurren en pacientes

inmunodeprimidos.

Aspergilosis invasiva. Es una infeccién nosocomial, que se produce
por la inhalacién de esporas o por heridas o catéteres infectados.® Los
hospederos mas frecuentes son aquellos con inmunosupresion e
inmunocomprometidos (leucemia linfocitica o mielégena, linfoma,
receptores de transplante de médula 6sea y en especial a las personas
que se les administran corticoides). Los sintomas incluyen fiebre, tos,
disnea y hemoptisis. Las hifas invaden la luz y las paredes de los vasos
sanguineos y causan trombosis, infarto y necrosis. Desde los pulmones la
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enfermedad se puede propagar al aparato gastrointestinal, rifién, higado,
cerebro u otros érganos; produciendo abscesos y lesiones necréticas. Sin
tratamiento oportuno el pronéstico de los pacientes con aspergilosis
invasiva, es grave. Las personas con enfermedad subyacente menos
comprometedora pueden desarrollar aspergilosis pulmonar necrosante
crénica, una forma de enfermedad mas leve.®

Aspergilosis angioinvasiva. Se producen los mismos sintomas que
en la aspegilosis invasiva, pero con mayor dafio de parénquima pulmonar
que se va a caracterizar por trombosis e infartos pulmonares. Hay fiebre,
tos, disnea y dolor pleural. La evolucién de esta enfermedad es fatal, y
presenta la mas alta mortalidad.®

Aspegilosis semiinvasiva. Corresponde a la antes denominada
cronica necrotizante y se va ha producir en formas menos severas de
inmunodepresion, como el alcoholismo o en quienes existe un dafio
pulmonar previo (tuberculosis antigua, enfisema, sarcoidosis). Los
sintomas son tos, expectoracion y pérdida de peso. Evoluciona en meses,
y excepcionalmente participa todo un pulmoén, la hemoptisis es rara en

estos casos.®

Aspergilosis diseminada. Expuesta como parte de la evolucién en la
forma invasiva, por concepto es denominada cuando se demuestra la
fungemia (hemocultivo positivo a Aspergillus) o cuando estan afectados
dos o mas érganos no contiguos. %
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2.2.4. Epidemiologia.

Personas con riesgos de enfermedad alérgica o de aspergilosis
invasiva se deben evitar la exposicion a conidios de especies de
Aspergillus. En la mayor parte de las unidades de transplante de médula
6sea se emplean sistemas de aire acondicionado filtrado, vigilancia de la
contaminacion atmosférica en la habitacion de los pacientes, restriccion de
visitas y otras medidas instituidas para aislar a los pacientes y reducir al
minimo el riesgo de exposicion a conidios de Aspergillus y otros hongos. A
los pacientes en riesgo de aspergilosis invasiva se les administra AMB o
ITC en pocas dosis profilacticas. Actualmente se estudia la epidemiologia
molecular aplicada a la deteccion de brotes de la aspergilosis nosocomial.®

2.2.5. Pruebas diagnésticas de laboratorio.

Las muestras son tomadas del aparato respiratorio. Las muestras de
sangre no son Utiles. Se realiza un examen microscépico directo del
esputo con KOH o calcofluor blanco; asi como en los cortes histolégicos,
observando hifas hialinas y septadas, de anchura uniforme (casi 4 ym) y
con ramificaciones (dicotomizadas). Se debe examinar esputo fresco en
busca de hifas tabicadas, ramificadas de ancho uniforme (4.7 xm). El
esputo puede contener escasos filamentos o tapones de micelio. En los
bronquios, el Aspergillus puede producir hifas aéreas y conidi6éforos
caracteristicos y en los cortes de tejido, a menudo se ven hifas en vasos
sanguineos con disposiciones paralelas con ramificaciones dicotémicas en
angulo agudo.”” También se pueden formar conidios en el espacio aéreo
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asociados con un aspergiloma. Las hifas verdaderas halladas en la
aspergilosis no deben confundirse con las células levaduriformes, hifas y
seudohifas asociadas con la candidiasis invasiva.

Para el cultivo de las especies de Aspergillus se pueden utilizar
muchos medios de rutina, pero no deben emplearse medios con
cicloheximida. Las colonias en desarrollo producen micelios de superficie
en pocos dias y se pigmentan a medida que se desarrollan conidios.
Muchas especies se identifican por su morfologia.”” Dado que las especies
de Aspergillus son contaminantes comunes, a menudo se cuestiona el
resultado positivo de un cultivo.

La aspergillosis pulmonar alérgica activa, aspergiloma y otras
colonizaciones locales pueden diagnosticarse por examen directo y/o
cultivos repetidamente positivos, a menudo puros. Sin embargo, el examen
directo de esputo y cultivo de esputo o sangre habitualmente son negativos
en la aspergilosis invasiva. Por ende un solo cultivo en un paciente
comprometido puede ser altamente significativo. Se ha aconsejado
intensificar los esfuerzos diagnésticos en caso de pacientes con leucemia,
leucopenia e infiltrados pulmonares. Estos esfuerzos incluyen aspiracién
transtraqueal, biopsia por cepillado bronquial, o biopsia de pulmén por
toracotomia, en pacientes que pueden tolerar estos procedimientos.“ Las
muestras de eleccion para la aspergilosis invasiva son la biopsia, los
aspirados de lugares estériles.

Algunas veces pueden emplearse las respuestas inmunolégicas
detectadas luego de exposicion a Aspergillus para clarificar la enfermedad,

36



diagnostico y pronostico.®® En pacientes con aspergilosis bronquiopulmonar
alérgica pueden detectarse anticuerpos IgE especificos para Aspergillus
fumigatus con la prueba de radioalergenoabsorcién. El diagnéstico
serolégico de la aspergilosis invasiva se basa en la deteccién de antigenos
circulantes de Aspergillus en diferentes muestras clinicas (suero, orina),
esta prueba serologica detecta galactomananos circulantes derivados de la
pared celular.

La Tomografia computarizada; ayuda al diagnéstico del aspergiloma,
que puede también ser confirmado después de la extirpacién quirtrgica de
la muestra o asociando los hallazgos anteriores con los estudios
bacteriolégicos o serolégicos.®® Desde el punto de vista broncoscépico,
podemos observar compromiso de la pared de las cavidades en forma
irregular, por la presencia del hongo o presencia de la bola de hongos
caracteristica dentro de una cavidad cuyo estudio, ya sea por lavado o
biopsia directa de la lesién, es altamente positivo para Aspergillus.*

2.2.6. Tratamiento.

Para la aspergilosis broncopulmonar alérgica y granulomatosis
broncocéntrica. No se utilizan antifungicos, excepto cuando hay que tratar
focos endogenos (sinusitis, micetomas). Es importante evitar la
reexposicion a los ambientes donde son inhaladas las esporas del hongo.
Se prescribe el uso de esteroides, también son beneficiosos los
broncodilatadores, el drenaje postural y la fisioterapia respiratoria.”
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El aspergiloma se trata con AMB y cirugia. Para la aspergilosis
invasiva se debe administrar AMB con prontitud.®® También se han
empleado ITC y flucitosina® y la combinacién de diferentes antiftngicos
que han dado respuestas no muy satisfactorias.’® Las variedades alérgicas
de la aspergilosis se tratan con corticosteroides o cromoglicato disédico.

Para la aspergilosis invasiva y diseminada, el medicamento de
eleccién es la anfotericina B. Los triazoles también se indican de manera
profilactica en los pacientes inmunodeprimidos. La combinaciéon de
antifangicos con la cirugia® ha mejorado la supervivencia de los pacientes
con aspergilosis invasiva.

2.3. ANTIFUNGICOS EMPLEADOS EN EL TRATAMIENTO DE
MICOSIS.

Existe un numero limitado, pero creciente de anfungicos que pueden
emplearse para tratar las enfermedades micdticas. Casi todos tienen una o
mas limitaciones, como sus efectos adversos intensos, el espectro
antimicotico reducido, la escasa penetracion a ciertos tejidos vy la
capacidad de inducir la seleccién de hongos resistentes.”" °* % % En |3
actualidad se intenta desarrollar nuevos farmacos prometedores, y
algunos otros se evalian en experiencias clinicas. * % 9. 9.9 gg gifici|
encontrar blancos adecuados en los hongos puesto que, al igual que el
hombre, los hongos son eucariotas. Muchos de sus procesos celulares y
moleculares son similares y con frecuencia hay una amplia homologia en

genes y proteinas.
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La evolucion en el tratamiento ha pasado desde el empleo de metales
pesados como el yodo potasico, metaloides y metales azufrados,
sulfonamidas hasta los primeros antibiéticos antifungicos, como la
griseofulvina, nistatina, anfotericina B. Tabla 4.
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Tabla 4. Agentes antifungicos®

Agentes fisicos

Radiaciones: Rayos UV ( 2 000 a 1 800 °A), Rayos X.

Ultrasonido

Temperatura ( calor de mas de 40 ° C)

Agentes

quimicos

Antiguos

Sistémicos

Sulfonamidas, Sulfonas
Diamidinas aromaticas
Estilbamidina, Pentamidina
Propamidina

Yoduro de potasio.

Topicos

Metales pesados (Hg, Ag, Cu, Zn)
Halégenos (I, Cl, Br)

Alcoholes y fenoles

Hipoclorito de sodio a 20%.

Disulfuro de Selenio

Derivados del acido benzoico, Unglento
de Whitfield, acidos grasos, Aacido
undecilénico, bicarbonato de
sodio, colorantes, violeta de

alcalis,

Genciana, fucsina, verde brillante,

alilaminas, tolfnaftato, tolciclato,

pirrolnitrina, piritione de zinc.

Modernos

5- Fluorocitosina (sistémico)

Imidazoles (topicos y sistémicos)

Alilaminas ( topicas y sistémicas)

Antibidticos
producidos por

m.o

Por hongos

Griseofulvina

Por actinomi-

cetos

Derivados poliénicos

Anfotericina B

Nistatina

Saramicetina ( no disponible)

Por mycobac-
teriales

Ambruticina
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La clase de farmacos disponibles en la actualidad incluyen los
polienos (AMB y nistatina), que se unen al ergosterol en la membrana
celular; la flucitosina, un analogo de la pirimidina; los azoles y otros
inhibidores de la sintesis ergosterol; la griseofulvina que interfiere con el
ensamblado de los microtibulos.”® Se investigan los inhibidores de la
sintesis de la pared celular, como la nicomicina que inhibe la sintesis del
beta glucano. Tabla 5.
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Tabla 5. Antifangicos mas comunes en las micosis. °
FAMILIA SUSTANCIAS REPRESENTATIVAS
Polienos Anfotericina B, Nistatina, Tricomicina, Filipina, Candidina.

Analogos precursores

de acidos nucleicos

5 - fluorocitosina.

Azoles (imidazoles)

Bifonazol, ketoconazol, fluconazol, miconazol, Tioconazol,
Sertaconazol, Flutrimazol, Eberconazol, Isoconazol,
Fenticonazol, Omoconazol, Sulconazol, Oxiconazol,

Croconazol, y otros.

Antisépticos o

Tintura de yodo, Pomada de Witfield, Permanganato de

potasico, Cloruro de aluminio, Acido salicilico, Pomada de

desinfectantes Drew, Propionato sédico, Undecilato de Zinc, Tintura de

Castellani, Violeta de genciana, Quinoleina halogenada, sulfato
de cobre, Acido undecilénico.

Lipopétidos Xilocandinas, Equinocandinas, Esporofungina, Aculeacina A,
Cilofungina.

Alilamidas Naftifina, Terbinafina.

Nucleésidos Polioxima, Tunicamicina, Nicomicina

péptidos Amorolfina
Derivados de la morfolina j Amorolfina

Derivados de la piridona

Ciclopiroxolamina

Derivados del

benzofurano

Griseofulvina

Otros antifungicos de
clasificacion diversa

Alicina, Micolasas, SCH 40873, Oligobmeros

Flavovirina,

fendliticos,

Estramineofungina, Cispentatina, Bacilisina,

Papulacandinas Benanomicinas, Histona HI, Restricticina, etc
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La clasificacién de los antifungicos se realiza segun criterios relativos
a su estructura y caracteristicas quimicas, a pesar de que la zona en la que
se ha producido la infeccion y sobre la cual debe actuar también interviene
al igual que el modo de accién, efecto, via de administracion, origen,
toxicidad y selectividad. **

La clasificacion de acuerdo al tipo de accién del antifungico en las
células fungicas es la siguiente: Polienos, Nucledtidos andlogos, Azoles,
Nincomicinas, Alilaminas, Tiocarbamatos, Sordarins; y otros.'®

a. Polienos

Polienos. Forman complejos con el ergosterol y causa la ruptura del
plasma de la membrana, aumentando la permeabilidad de esta. Por lo
tanto los polienos son funguicidas de amplio espectro.3 Ademas, estos
compuestos tienen baja toxicidad en células de los mamiferos, debido a
que los polienos, tienen una mayor afinidad al ergosterol que al colesterol

de las células de los mamiferos.* "%

Nistatina. Es un antibiotico polieno estructuralmente interrelacionado
con la Anfotericina B y con modo similar de accion. Se puede tratar para
tratar las infecciones locales por candida en la boca y en la vagina.
También puede suprimir la candidiasis esofagica  subclinica y el
crecimiento excesivo de candida en el aparato gastrointestinal. No se
absorbe a la circulacion general y tampoco tiene efectos adversos.* *® Sin
embargo, la nistatina es bastante toxica para su administracién

parenteral.'®
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Fig. 5 Nistatina

Anfotericina B. Es un metabolito de Streptomyces y es el principal
antibiético poliénico, siendo el farmaco mas eficiente en contra de la

aspergilosis, " 1% 103

ya que posee un amplio espectro y raras veces
induce resistencia.’® EI mecanismo de accién de los polienos implica la
formacién de complejos con el ergosterol en la membrana celulares
fungicas; como resultado hay dafio a la membrana y salida del contenido
celular. La AMB posee mayor afinidad por el ergosterol que por el
colesterol, el esterol predominante en membranas celulares de mamiferos.
Este compuesto empacado en liposomas y emulsiones lipoidales ha
demostrado eficacia superior en los estudios experimentales y algunos
resultados excelentes en los estudios clinicos ya que estas preparaciones
son menos toxicas y permiten emplear concentraciones mas altas de
AMB.,'%% 1% estas formulaciones disponibles hoy dia pueden reemplazar las

preparaciones convencionales.
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Fig. 6 Anfotericina B

Mecanismo de accion: La AMB se administra por via intravenosa en
forma de micelas con desoxicolato sédico disuelto en solucion de glucosa.
Aunque el farmaco se distribuye ampliamente en tejidos, penetra
escasamente al liquido cefalorraquideo y se enlaza con firmeza al
ergosterol en la membrana celular, esta interaccion altera la fluidez de la
membrana celular y tal vez produce poros en ella, a través de los cuales
se pierde iones y moléculas pequerias. A diferencia de casi todos los otros
antimicéticos, la AMB es capaz de provocar muerte celular. Las células de
los mamiferos carecen de ergosterol y son relativamente resistentes a esta
reaccion. La AMB se une con debilidad al colesterol en las membranas de
los mamiferos, explicando con esta interaccién su toxicidad en estas
células, ademas, se ha observado que en baja concentracion tiene efecto

inmunoestimulante * % 1917

45



Indicaciones: la AMB tiene un amplio espectro con eficacia
demostrada contra la mayor parte de las micosis sistémicas principales
incluso coccidioidomicosis, blastomicosis, histoplasmosis, esporotricosis,
criptococosis, aspergilosis, mucormicosis y candidiasis. Su respuesta se ve
modificada por la dosis y régimen de administracion, por el sitio de la
infeccioén micética, el estado inmunitario del paciente y por la
susceptibilidad inherente del patégeno. Penetra poco a las articulaciones
y al sistema nervioso central y por lo que en algunas infecciones se
recomiendan las administraciones intratecal o intraarticular. La AMB se

emplea en combinacion con flucitosina para tratar la criptococosis.* %% 1%

Efectos adversos. Todos los pacientes presentan reacciones
adversas ante la AMB, aunque estas han disminuido mucho con las nuevas
preparaciones lipidicas. Las reacciones agudas que comunmente
acompanan la administracion intravenosa de este farmaco incluyen fiebre,
escalofrios, disnea e hipotension. Estos efectos por lo general pueden
aliviarse mediante administracion previa o concomitante de hidrocortisona
o acetaminofén. Se ha observado que durante el tratamiento se desarrolla

tolerancia a los efectos colaterales agudos.*® %% 11

Los efectos colaterales crénicos. Usualmente son resultado de la
nefrotoxicidad del farmaco.'"' Durante la terapéutica con AMB en la
mayoria de los casos se presenta azoemia, por lo que las concentraciones
de creatinina sérica y de iones deben ser estrechamente vigiladas. Con
frecuencia también se observan hipopotasemia, anemia, acidosis tubular
renal, cefalea, nauseas y vomito. Aunque la nefrotoxicidad es parcialmente
reversible, puede ocurrir una reduccion permanente de las funciones
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renales glomerular y tubular. Este dafio puede correlacionarse con la dosis

total administrada. > 1%

b. Nucleétidos analogos

Flucitosina. La flucitosina (5- fluorocitosina) es un derivado fluorado
de la citosina. Es un compuesto antimicético por via oral utilizado junto con
la Anfotericina B para tratar la criptococosis o la de candidiasis. También es
eficaz contra muchas enfermedades micéticas dematidceas. Penetra bien

en todos los tejidos, incluso el liquido cefalorraquideo.® % 1%

NH,

|

IO)\T/%\H

H

Fig. 7 5-fluorocitosina

Mecanismo de accion. Una permeasa transporta activamente la
flucitosina al interior de las células fungicas. La enzima citosina
desaminasa fungica la convierte en 5 fluorouracilo vy la incorpora en el
monofosfato del acido 5- fluorodesoxiuridilico, que interfiere con la
actividad de la timidilato sintetasa y la sintesis del DNA, la células de
mamiferos carecen de citosina desaminasa y, por tanto, estan protegidas
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de los efectos tdxicos del fluorouracilo. Desafortunadamente, surgen con

rapidez mutantes resistentes que limitan la utilidad de la flucitosina. # 1%

Indicaciones. La flucitosina se emplea principalmente junto con la
Anfotericina B para el tratamiento de la criptococosis y la candidiasis.'® In
vitro actia de manera sinérgica junto con la Anfotericina B contra estos
microorganismos y las experiencias clinicas sugieren un efecto benéfico
de la combinacién sobre todo en meningitis criptococécica. También se ha
demostrado que esta combinacion retarda o limita el surgimiento de
mutantes resistentes a la flucitosina. La flucitosina es eficaz por si misma

contra la cromoblastomicosis y otras infecciones micéticas dematiaceas.
99

Efectos adversos. Aunque es probable que la flucitosina en si tenga
menor toxicidad para las células de mamiferos, y es relativamente bien
tolerada, su conversién a fluorouracilos genera un compuesto altamente
toxico que puede ser la causa de los principales efectos colaterales. La
administracion prolongada de fluorocitosina provoca supresién de la
medula 6sea, pérdida del cabello y anormalidades de la actividad hepatica.
La conversion de fluorocitosina a fluorouracilo por las bacterias entéricas
pueden causar colitis. Los pacientes con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA)® pueden ser mas susceptibles a la supresién de la
médula 6sea por la flucitosina y se debe vigilar estrechamente la

concentracién sérica.® 1%

Griseofulvina. Antibiético administrado por via oral derivado de
especies de Penicillium. Se emplea para tratar dermatofitosis y debe
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administrarse durante periodos prolongados.®* La griseofulvina se absorbe
poco y se concentra en el estrato corneo, donde inhibe el crecimiento de
las hifas.*’ No tiene efecto sobre otros hongos. Después de su
administracion oral la griseofulvina se distribuye por todo el cuerpo, pero
se acumula en los tejidos queratinizados. Dentro del hongo la griseofulvina
interactua con los microtubulos y altera la funcion del uso mitético
causando inhibicion del crecimiento. Solo las hifas en crecimiento activo
son afectadas. La griseofulvina es clinicamente util para tratar la infeccion
con dermatéfitos de piel cabellos y ufias. Generalmente se requiere
terapéutica oral de semanas a meses. La griseofulvina en general es bien
tolerada.”’ El efecto adverso mas comun es la cefalea, que casi siempre se
resuelve sin interrumpir el farmaco. Con mayor frecuencia se observan

trastornos gastrointestinales, somnolencia y hepatoxicidad.® ** 1%
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Fig 8. Griseofulvina
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c. Alilaminas

Terbinafina. La Terbinafina es un farmaco alilamina; bloquea la
sintesis de ergosterol al inhibir la escualeno epoxidasa. Se administra por
via oral para tratar infecciones por dermatdéfitos. Ha demostrado gran
eficiencia en el tratamiento de las infecciones ungueales y también de
otras dermatofitosis. No son comunes los efectos adversos, pero estos
incluyen malestar gastrointestinal , cefalea, reacciones cutaneas y pérdida
del sentido del gusto. Para el tratamiento a largo plazo de la tifa en las
ufas, la Terbinafina, el Itraconazol y el fluconazol, pueden administrarse

de manera intermitente mediante un tratamiento de protocolo por pulsos.*
99,100

CH,
"H;
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CHy

Fig. 9 Terbinafina

Naftifina. Tiene una significativa actividad in vitro frente a levaduras
del género Candida. Uso restringido a la via tépica en infecciones
causadas por hongos dermatofitos y levaduras, carece de actividad
frente a bacterias. Se acumula rapidamente en el trato corneo y sebo
alcanzando altas concentraciones en foliculo piloso, es transportado

a la dermis y epidermis. * %1%
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Fig.10 Naftifina
d. Azoles

Los imidazoles y los triazoles son farmacos antimicéticos utilizados
por via oral para tratar una amplia variedad de infecciones micéticas
sistémicas y localizadas. Las indicaciones de uso aun estan bajo
evaluacién, pero ya han suplido a la AMB en muchas micosis menos
graves, debido a que se pueden administrar por via oral y son menos

téxicos 3, 99, 100, 112, 113

Mecanismo de accion. Los azoles interfieren con la sintesis del
ergosterol ''*''® ploquean la desmetilacion 14 a del lalosterol dependiente
del citocromo P450, ''® precursor del ergosterol en hongos, y de colesterol
en células de mamiferos. Sin embargo, el citocromo P450 del hongo es
aproximadamente de 100 a 1 000 veces mas sensibles a los azoles que los
sistemas de los mamiferos. Se han sintetizado varios azoles tratando de
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mejorar su eficacia, disponibilidad y farmacocinética, y reducir sus efectos
adversos. Los azoles son farmacos fungistaticos.

Indicaciones. EI KTC es util en el tratamiento de la candidiasis
mucocutanea cronica, dermatofitosis, blastomicosis, coccidioidomicosis,
paracoccidioidomicosis e histoplasmosis no meningeas. De los diferentes
azoles, el FLC ofrece la mejor penetracion al sistema nervioso central. Se
emplea como tratamiento de sostén en la meningitis criptococécica y
coccidioidal. La candidiasis bucofaringea en los pacientes con SIDA y la
candidemia en los pacientes inmunocompetentes también se pueden tratar
con FLC. Las indicaciones del ITC se superponen en parte con las de FLC.
Los modelos animales y los informes de casos indican que el ITC también
es util para el tratamiento de la aspergilosis invasora, que en general
responde poco a la AMB. El ITC ha mostrado eficacia en el tratamiento
primario y sostén en histoplasmosis en pacientes con SIDA, histoplasmosis
en pacientes inmunocompetentes, coccidioidomicosis no meningea,
esporotricosis, blastomicosis, cromoblastomicosis, aspergilosis y

dermatofitosis (especialmente en onicomicosis).> 1%
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Fig.11 Ketaconazol

52



Cl Cl

ic CH—OCH; cil
H,

\
[
N

Fig.12 Miconazol

F H I;J;
J LN
N
I :
U

N

Fig. 13 Fluconazol

Efectos adversos. Los efectos adversos de los azoles se relacionan
principalmente con su capacidad para inhibir el citocromo P450 de los
mamiferos. El ketoconazol es el mas téxico a dosis terapéuticas ya que
puede inhibir la sintesis de testosterona y cortisol, lo cual produce varios
efectos reversibles como ginecomastia, disminucién de la libido,
impotencia, irregularidad menstrual y en ocasiones insuficiencia
suprarrenal. En las dosis terapéuticas recomendadas, el FCZ y el ITC 'V
no causan trastornos significativos a la esteroidogenia del mamifero.''® 1®:
120, 121, 120 Todos los azoles antimicoticos pueden causar tanto aumento
asintomatico de las pruebas funcionales hepaticas, asi como casos raros

de hepatitis.
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Puesto que los azoles antimicéticos interactian con las enzimas del
P450, las cuales también se encargan del metabolismo de otros farmacos,
pueden ocurrir algunas interacciones farmacologicas importantes. Cuando
se emplean isoniacida, fenitoina y rifampicina se pueden observar
incrementos de la concentracion del azol. La terapéutica antimicética con
azoles también puede inducir a concentraciones en suero mayores de las
esperadas de ciclosporina, fenitoina, hipoglucemiantes orales,
anticoagulantes, digoxina, y probablemente muchos otros. Para alcanzar
valores terapéuticos apropiados a veces es necesario vigilar la

concentracion en el suero de estos farmacos.** 1%

e. Nicomicina

La nicomicina es un inhibidor competitivo de la enzima Chitin sintetasa
la cual es necesaria para la sintesis de la pared celular.'® Chitin es un
polimero lineal del residuo de B- (1, 4)- linked N-acetilglucosamina y es
sintetizada en la superficie de la membrana plasmatica. La Chitin sintetasa
cataliza la polimerizacion de N- acetilglucosamina en la formaciéon de
Chitin.>*®

f. Otros.
Sordarins. Son una nueva clase de agentes antifungicos. Estos

inhiben la sintesis de proteinas en los hongos.* ** ' E| principal objetivo
del sordarin ha sido identificado recientemente como elongacion factor 2.
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Pradimicinas y benanomicinas. Son compuestos fungicidas. Ellos
aparecen ligados, en forma calcio — dependiente, a las manoproteinas de
la pared, y esto causa osmolisis y fuga del contenido intracelular,

particularmente potasio provocando la muerte celular.® 1%

Equinocandinas. Son compuestos ciclicos lipopeptidos, agentes
fungicidas. Estos actuan impidiendo la sintesis de la pared celular, por una
no competitiva inhibicion de 1, 3 - D glucano sintetasa, enzima que no

tienen las células de los mamiferos. Esta inhibicion es alta especificidad. *
99, 100

Pneumocandinas. Son analogos del equinocandin son hexapéptidos
ciclicos, los cuales inhiben al 1,3 - D glucano sintetasa. Se denominaron
de esta manera debido a que presentaron actividad contra Pneumocystis
carinii.* ** '® Ademas, presentaron actividad contra Candida y Aspergillus
spp.

2.4. CARBAMATOS

Los carbamatos son compuestos organicos que poseen una estrecha
relacion funcional con los carbonatos. Normalmente se trata de la
monoamina del acido carbénico, que se descarboxila espontaneamente.
Figura 5.

.O
o, T W

Figura 14. Descarboxilacién de la monoamina del acido carbénico.
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Los derivados del acido carbamico, llamados también carbamatos son
compuestos solidos y estables a temperatura ambiente, cuya estructura
general es la mostrada en la Fig. 6. donde R1, R2 y R3, pueden ser un

Ra\oj\,(‘“

R2

alquilo o un arilo.

Figura 15. Estructura general de los carbamatos.

Los carbamatos han tenido importancia desde los afios 50 como
insecticidas, funguicidas y nematicidas, ademas, actualmente algunos son
usados como pesticidas y productos farmacéuticos en combinaciéon con
otros compuestos. En algunas investigaciones realizadas '?% 12124 |os N-
fenilcarbamatos con diferentes sustituyentes en el anillo bencénico y en el

éster presentaron actividad antifingica. Estudios 2> 2% 127

realizados por
este grupo de investigacion en diferentes Instituciones Publicas en México,
han mostrado que los compuestos poseen una actividad antiparasitaria de
85 % al 95%, también se realizaron estudios de susceptibilidad de Giardia
lamblia, Helicobacter pilori y de 13 géneros de bacterias Gram negativas
ante derivados del acido carbamico encontrandose actividad inhibitoria del

crecimiento de estos microorganismos.'?® '%- 128
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2.5. METODOS PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA

Las metodologias para pruebas in vitro de sensibilidad con
antifungicos son limitadas; y estas pruebas son similares a las pruebas

128, 129, 130, 131, 132, 133, 134, 135 Algunas de

usadas para evaluar antibacterianos.
las pruebas son realizadas en agar liquido como: dilucién en tubo, mientras
que las pruebas de difusion en agar y difusiébn en agar con discos
requieren de un agar sélido. La dilucién en tubo es una prueba cuantitativa
in vitro que permite estimar la MIC de un antifingico contra un hongo
especifico, este método es empleado para levaduras y hongos
filamentosos. Otro meétodo es la difusion en agar, en donde el
microorganismo es sembrado dentro del agar y después se le hacen una
serie de pozos a este, el cual sirve como reservorio para el antimicotico,
que debera difundirse dentro del agar. Una modificaciéon de la prueba de
difusion en agar origina el método de difusion agar con discos, aqui se
utilizan discos de papel filtro impregnados de la solucién antimicético, y
esta prueba permite comparar zonas de inhibicion de un microorganismo
desconocido con la inhibicibn de un microorganismo control.
Generalmente estas pruebas tienen como propésito el definir la cantidad
minima de farmaco o sustancia que puede inhibir el crecimiento del
hongo, conocida como concentracion minima inhibitoria (MIC); asi como la
cantidad necesaria para matar in vitro, llamada concentracibn minima
fungicida (MFC). "3 %7

Existen otros métodos por los cuales es posible determinar
sensibilidad de los microorganismos ante compuestos en estudio, como el
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uso de la colorimetria para levaduras, esta prueba se basa en una
alteracion del pH inducida por las levaduras a traves de la fermentacién de
carbohidratos en el medio de crecimiento, el cual tiene un indicador de pH.
En la actualidad se han desarrollado guias para las pruebas de
susceptibilidad antimicotica para hongos filamentosos;, asi como la
estandarizacion de los parametros mas importantes que permiten
reproducibilidad y resultados confiables, lo que favorece el desarrollo de
investigaciones, comparacion de métodos existentes y la creacién de
nuevas modificaciones. EI NCCLS es una organizacion que ha
estandarizado y desarrollado nuevos métodos que han permitido el estudio
de susceptibilidad de nuevos compuestos.**

2.6. COMBINACION DE ANTIFUNGICOS.

Mecanismos de interaccién. Se ha observado que algunos pacientes
con enfermedades micéticas han tenido una pobre respuesta con algunos
antimicoticos, mientras que otros han resultado toxicos en pacientes
inmunocomprometidos. Por esta razén, se ha buscado una mayor
efectividad en la combinaciéon de agentes antifungicos, siendo usada en la
practica meédica y especulandose que la interacciéon puede ser
determinada por los mecanismos de accién de cada antifingico.”® En la
actualidad se han utilizado diferentes combinaciones entre algunos
azoles como el FLC y el MC, que son compuestos hidrofilicos que han
mostrado mejores efectos ante la combinacién con AMB; sin embargo, los
azoles hidrofébicos como MC y FLC no inhiben el crecimiento de A.
fumigatus, por lo que solo se ha utilizado como pretratamiento antes de
administrar la AMB. Este ultimo farmaco ha mostrado un sinergismo con el
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MC; mientras que con el ITC y KTC, segun los estudios realizados, no han
sido una eficiente combinacién en algunos pacientes, dando resultados
antagoénicos.

Se ha observado que durante los tratamientos con antimicéticos, en
muchos casos se presenta resistencia ante estos farmacos, por lo que se
ha optado por emplear combinaciones de estos. Algunas de las ventajas de
la combinacion de antifungicos ha sido el aumento de la eficacia
terapéutica al potencializar la respuesta terapéutica,® reducir el grado de
toxicidad que puedan presentar mediante la reduccion de la dosis, atacar a
infecciones polimicrobianas e incrementar la eficacia para eliminar a
agentes infecciosos.

Los efectos de la combinacién de la terapia in vitro son: aditividad
provocada por la combinacion de ambas sustancias, dando como
resultado la suma de sus efectos independientes medidos por separado; el
sinergismo que describe los efectos de combinacién de ambas sustancias
y que es significativamente mayor a la suma de los efectos de las drogas
por separado; y el antagonismo originado de los efectos de combinacion de
ambas sustancias siendo significativamente menor que la suma de los
efectos de las drogas por separado. Los estudios de sinergismo son
realizados mediante el método de dilucion en agar o dilucién en tubo, los
cuales permiten el uso de dos diferentes antimicéticos, en varias
concentraciones mostrandose un efecto de inhibicion mayor en la
combinacién que para cada compuesto.

59



También, existen interacciones entre antimicéticos y los alimentos, un
notable ejemplo es la Griseofulvina que se absorbe con mas rapidez
cuando se le toma con una comida rica en grasa. Asi como el KTC requiere
un medio acido para su disolucion por lo cual el alimento, los antiacidos, y
algunos farmacos como la cimetidina, y la rifampicina dificulta su absorcion,
mientras que para FCZ la presencia de alimentos o la acidez gastrica no
modifica su biodisponibilidad. La biodisponibilidad de la Terbinafina
aumenta en un 40 % con la ingestién de alimentos ricos en grasa.
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3. JUSTIFICACION

Considerando el aumento de enfermedades producidas por hongos
como Aspergillus fumigatus y Trichophyton mentagrophytes causantes de
un numero importante de padecimientos en humanos y animales.
Patologias, que a su vez afectan la economia y la salud puablica y tomando
en cuenta la toxicidad presentada por algunos antimicéticos usados en el
tratamiento de estas micosis. Se llegé a la necesidad de evaluar la
susceptibilidad a derivados del acido carbamico de Aspergillus fumigatus y
Trichophyton mentagrophytes, midiendo las propiedades antimicéticas de
estos compuestos. Contribuyendo de esta manera a la innovacién de
nuevos antimicéticos capaces de originar una mejor respuesta terapéutica,
con una menor toxicidad, reduciendo a su vez las grandes cantidades de
dinero invertidas en el control de estas patologias y creando una alternativa

para el tratamiento de micosis.
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4. HIPOTESIS

Si los derivados del acido carbamico poseen propiedades antifungicas
entonces inhibiran el crecimiento de Aspergillus fumigatus y Trichophyton

mentagrophytes en estudios in vitro.

5. OBJETIVOS

Objetivo general.

Evaluar la actividad antifungica de dieciocho derivados del acido
carbamico contra Aspergillus fumigatus y Trichophyton mentagrophytes
mediante el uso del método de microdilucién.

Objetivos particulares.

Determinar la concentracién minima inhibitoria (MIC) de cada uno de
los derivados del acido carbamico mediante el uso del método de

microdilucion.
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6. MATERIAL Y REACTIVOS

1. BIOLOGICO:

Se utilizaron aislados de muestras clinicas de A. fumigatus y de T.
mentagrophytes, proporcionados por el Instituto Nacional de Diagnostico y
Referencia Epidemioldgica (INDRE).

2. REACTIVOS:

B Los derivados de acido carbamico fueron proporcionados por el
laboratorio de quimica medicinal de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan. Los compuestos evaluados son: LQM 177,
LQM 211, LQM 451, LQM 667, LQM 901, LQM 903, LQM 906, LQM
908, LQM 914, LQM 917, LQM 919, LQM 933, LQM 934, LQM 935,
LQM 936, LQM 937, LQM 938, LQM 996.

e AMB ( Sigma-Aldrich).

. KTC ( Liomont).

® NaOH 1 N (Productos quimicos Monterrey , S.A de C.V).

. Azul de algoddn. (Productos quimicos Monterrey , S.A de C.V).
. Dimetil sulfoxido DMSO ( Sigma-Aldrich).

“ Tween 20 al 0.1%.

. BaCl,(Productos quimicos Monterrey , S.A de C.V).

. H, SO, (Productos quimicos Monterrey , S.A de C.
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3. MEDIO DE CULTIVO:

Los medios de cultivo empleados fueron los siguientes: ADP (Becton
Dickinson), empleado para la inducciéon de conidios y esporangioesporas;
ADS (Difco) utilizado para determinar el numero viable de UFC/mL y como
medio stock se utilizé RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) (con glutamina, sin
bicarbonato y con rojo de fenol como indicador de pH), el cual es un medio
sintético adecuado para ser empleado como medio estandar. 3% Este
medio puede ser amortiguado a un pH de 7.0 +1 a 25 °C. El amortiguador
seleccionado en este caso fue el MOPS (Sigma-Aldrich), debido a que no
presenta antagonismo con los agentes antifungicos y ha demostrado ser
adecuado en este tipo de pruebas.
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7. METODOLOGIA

7.1. Pruebas de identificacion de microorganismo

a. Microcultivos. En una caja petri se cubrié la parte interior, con una
pieza de papel filtro estéril. Colocandose después una varilla de vidrio
doblada en forma de “ V" ( con 6 cm de largo , 5 cm de separacion), un
portaobjetos y un cubreobjetos. Se esterilizé a 121 Lb durante 15 minutos.
Fig 7.

De una placa de ADS se cortaron cuadros de 1 x 1 —cm con un
bisturi estéril. Con unas pinzas estériles se colocé la varilla de vidrio en la
base de la caja, colocandose después el portaobjetos sobre la varilla y se
transfirié el bloque de agar al centro del portaobjetos. Posteriormente con
un asa estéril en forma de" L se tomo inéculo y se coloco en el centro de
los cuatro lados del bloque de agar, cubriéndose con un cubreobjetos; se
adicionaron 10 mL aproximadamente de agua estéril sobre el papel filtro
de la caja petri evitando que tocara el agar, se tapd la caja y se incub6 a 28
°C durante 72 h. para T. mentagrophytesy a 35 ° C durante 24h. para A.
fumigatus.

El crecimiento del m.o se examiné periédicamente y el nivel del agua

del microcultivo, evitando que se secara. El hongo crecié en la superficie
del agar deslizandose sobre la superficie del cubreobjetos.
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Cuando las estructuras estuvieron bien desarrolladas, se removio el
cubreobjetos, obteniéndose un frotis de este y uno mas del portaobjetos.

Circulo de papel filtro Varilla de

Cubre objetos

Fig. 7. Microcultivo *?

b. Tincién de azul de algodén. En un portaobjetos se colocé una
gota de azul de algoddn, posteriormente con un asa en forma de “ L" se
tomé muestra del hongo en estudio, sumergiendo la muestra en la gota de
colorante y cubriendo después con un cubreobjetos y finalmente se
observé al microscopio.'?

7.2. Conservacion y cultivo.
1. Conservacion. Para la conservacion de los hongos filamentosos se
utilizd una superficie de ADP inclinado; donde se mantuvieron las cepas

puras, la inoculacién se hizo a partir de una colonia aislada de una placa.
Una vez crecido el hongo se mantuvo en un refrigeradora 4 ° C.
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2. Cultivo. Se inocularon las cepas de T. mentagrophytes y A.
fumigatus en ADP usando un asa estéril en forma de “L", unicamente se
colocé una toma de material en el centro del agar; posteriormente se
incubaron las muestras de acuerdo con las caracteristicas mencionadas en
la tabla 5. Se tomaron las precauciones necesarias para evitar una

contaminacién cruzada.

Tabla 6. Condiciones optimas de crecimiento para T.
mentagrophytes y A. fumigatus.

TEMPERATURA DE
HONGO TIEMPO DE INCUBACION
INCUBACION
34-36°C
A. fumigatus 7-8 dias controlada
T. mentagrophytes 21-24 dias Temperatura ambiente

7.3. Preparacién de diluciones del agente antifingico.

Para la preparacion y conservacion de las diluciones antifungicas, se
utilizaron viales estériles con tapon de rosca. Donde el total de volumen de
agente antifungico fue preparado de acuerdo al numero de pruebas
realizadas y a las propiedades de disolucién de los agentes antifungicos,
utilizandose como disolvente DMSO.

Se prepararon una serie de diluciones cuyo rango fue de 128 a 0.0625

19/ mL, partiendo de un stock de 12800 .g/mL. Las series de
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concentraciones fueron preparadas primero en DMSO. '** Para preparar 5
mL de la dilucion de agente antifungico, primero se tomaron 4.9 mL de
medio RPMI-1640 y se colocaron en cada uno de los tubos estériles,
después usando una micropipeta se colocé 0.1 mL de DMSO sin agente
antifungico (control positivo); después se tomo 0.1 mL de la concentracion
mas baja en DMSO y se colocd en el siguiente tubo con medio, y se repite
el procedimiento para cada una de las concentraciones siguientes en
DMSO. Tabla 7.

68



Tabla 7. Preparacién de la serie de diluciones del agente

antifungico.
SOLUCION ANTIFUNGICA

Bane: - Solvente F:onc. | Conc. final
Paso Fuente (DMSQ) Jintermedia 1:50 (ng/

(ng/ mL) (mL)

ML (ng/ mL) mL)+

1 12800 stock 12800 256
2 12800 stock 0.5 0.5 6400 128
3 12800 stock 0.5 1.5 3200 64
4 12800 stock 0.5 3.5 1600 32
5 1600 Paso4 0.5 0.5 800 16
6 1600 Paso 4 0.5 1.5 400 8
7 1600 Paso 4 0.5 3.5 200 4
8 200 Paso 7 0.5 0.5 100 2
9 200 Paso 7 0.5 1.5 50 1
10 200 Paso 7 0.5 3.5 25 0.5
1M 25 Paso 10 0.5 0.5 12.5 0.25
12 25 Paso 10 0.5 1.6 6.25 0.125
13 25 Paso 10 0.5 3.5 3.13 0.0625
14 3.13 Paso 13 0.5 0.5 1.565 0.0312
15 3.13 Paso 13 0.5 1.5 0.7825 0.0156
16 3.13 Paso 13 0.5 3.5 0.39125 0.0078

+ concentracién 2 x




7.4. Preparacion del inéculo.

Después de la induccion de conidios y la formacion de las
esporangioesporas crecidas en ADP por 7 dias a 35° C para A. fumigatus
y 15 dias a 28 ° C para T. mentagrophytes; se cubrieron las colonias con
aproximadamente 1 mL de SSF 0.85%, y se removieron suavemente
hasta formar una solucion. Posteriormente se adiciono tween 20,
(aproximadamente 0.01 mL de tween por cada mL de SSF), este facilito la
formacion del inoculo de A. fumigatus.'** 14> 4% 147 5e obtuvo una mezcla
de conidioesporas e hifas fragmentadas, que fueron removidas con una
pipeta estéril y transferida a un tubo estéril. Se dejaron reposarde 3 a5
minutos hasta que las particulas pesadas se sedimentaron; después el
sobrenadante se transfirié6 a un tubo estéril, se tapo el tubo y se mezclé en
un vortex por 15 segundos.

La densidad de la suspension del microorganismo fue leida y ajustada
a una longitud de onda de 625 nm (suspension stock), siendo aceptado un
rango de absorbancia (0.09 a 0.11 de D.O. para A. fumigatus y T.
r.'r:ie.-nraegrrop.\‘vyfes).34 Posteriormente para la cuantificacion del inéculo se
tom6 0.01 ml de una dilucion del inéculo stock (1:100, suspension stock:
RPMI-1640) y se colocd en una caja de ADS para la determinaciéon del
numero viable de unidades formadoras de colonias, las colonias fueron
contadas inmediatamente después de hacerse visibles, siendo los tiempos
de incubacién de 72 h a 28 °C para T. mentagrophytes con una
concentracion final de 2.25 — 4.40 x10 * UFC/mL y de 48 h a 35 °C para A.
fumigatus obteniéndose una concentracion de 3.35- 4.85 x10 * UFC/mL.
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Del inéculo stock del microorganismo se realizé una dilucion de 1:50
en el medio estandar (RPMI-1640), la cual fue utilizada para la prueba de
susceptibilidad en microplacas.

7.5. Inoculacion del medio RPMI-1640.

Cada pozo de la placa de ELIZA fue inoculado el dia de la prueba con
0.1 mi del in6culo stock en 50 mL. Este paso diluy6 la concentracion del
antimicético y de la densidad del inéculo. El crecimiento del pozo control
contenia 0.1 ml de la suspension 1: 50 y 0.1 ml del diluente del
antimicético al 2%.

7.6. Incubacioén.
Todas las microdiluciones fueron incubadas a 35 ° C durante 48 h para
A. fumigatus y a 28 ° C durante 72 h para T. mentagrophytes sin agitacion.

7.7. Lectura de resultados.

Para facilitar la lectura del crecimiento en cada pozo, se realizé una
comparacién de cada uno de ellos con el crecimiento del pozo control

positivo.'®

Criterio de lectura: ++++ indica crecimiento abundante (100% de
crecimiento), +++ indica ligera disminucion de crecimiento (75%), ++ indica
prominente reduccién de crecimiento (50%), + indica ligero crecimiento
(25%) y — indica total ausencia de crecimiento ( 0%).**
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7.8. Combinacion de compuestos

Una vez obtenidas las respectivas MICs de los derivados del acido
carbamico se procedié a realizar una combinacidon con el compuesto de
referencia para T. mentagrophytes (KTC) mediante la adaptacion de la
técnica del Tablero de Damas. Las diluciones se realizaron con DMSO y el
medio empleado fue el RPMI- 1460, obteniéndose un volumen final para
cada pozo de 200 zL; 100 L de la dilucion de antifungico (50,1 de cada
compuesto) y 100 ,L del la "suspension de conidios ajustada” para cada
microorganismo a ser probado. Solo se tomaron las MICs de los
compuestos que habian presentado mayor actividad antimicotica.



Fig.8. Diagrama de flujo.
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8. RESULTADOS

8.1. Identificacion de Aspergillus fumigatus y Trichophyton
mentagrophytes. Los resultados obtenidos de la prueba microscopica
fueron la identificacion de las hifas, que se observaron al microscopio
optico. Se realizd la comparacién, de las hifas obtenidas en la
experimentaciéon con las estructuras mostradas en literatura, las cuales
mostraron corresponder al microorganismo en estudio, confirmando asi, la
pureza del aislado empleado. Los resultados obtenidos se resumen en la
Tabla 8.

Tabla 8. Caracteristicas Macroscopicas y microscopicas de A.
fumigatus y T. mentagrophytes

PRUEBA DE CARACTERISTICAS
IDENTIFICACION A. fumigatus ' T. mentagrophytes
Macroscopica Color verde grisaceo, polvo Color blanco, textura
fino algodonosa, creci6 en

forma radial, y presentd
una pigmentacion amarilla
en el fondo de la caja.

Microscoépica Presento hifas septadas, Presento Macroconidias
(Microcultivo, conidiéforo y conidioesporas  ||con hifas septadas. Y

| Azul de algodén) esporas asexuales (

E conidioesporas)

Las pruebas de identificacion realizadas fueron observados en un microscopio dptico.
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8.2. Suspension de conidios. El inéculo stock presenté una
concentracién de conidios viables de 2.25 x 10 * - 4.40 x 10 * UFC/ mL
para T. mentagrophytesy de 3.35 x 10 *-4.85 x 10 * para A. fumigatus,
valores aceptados en el rango de referencia. Las medidas de tendencia
central para cada uno de los in6culos obtenidas de 6 ensayos se muestran
en la Tabla 9.

Tabla 9. Rangos de D.O y medidas de tendencia central de
inoculo de hongos filamentosos.

Hongo Rango de|| Media ||Rango||Media|| Rango de Media de
( no. de DO de de De Inoculo Inoculo
observaciones) || (625nm) DO UFC || UFC UFC/mL UFC/mL
(625nm) (10% (10%
|A. fumigatus 0.098- || 0.1006 (|67 - 97]| 85.66 || 3.35—-4.85 4.2830
(6) 0.106
T. mentagrophytes || 0.083— || 0.0852 [|45- 88| 73.33 || 2.25-4.40 3.6665
(6) 0.089

El inoculo blanco = 0.4 x 10° -5 x 10 *UFC / mL. >

8.3. Compuestos control. Se encontraron las respectivas MICs de los
compuestos control utilizados (KTC para T. mentagrophytes y AMB para
A. Fumigatus), de ensayos de susceptibilidad por sextuplicado que
abarcaron concentraciones de 0.0078 ng/mL a 128 xg/mL. Tabla 10.
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Tabla 10. Microorganismos control utilizados en la
experimentacion y sus respectivos rangos de MIC

Microorganismo Agente antifingico

MIC rangos de

MIC rangos

Referencia Experimental pg/
ng/ mL mL
A. fumigatus Anfotericina B 0.4-4" 0.25-0.5
T. mentagrophytes Ketoconazol 0.12-2** 025-05

e ATCC 204305. Referido a NCCLS 34, ** Referido al articulo '%°

8.4. Resultados obtenidos para T. mentagrophytes. De un total de
18 derivados de &acido carbamico, sélo siete compuestos presentaron
actividad antifungica, determinada mediante el método de microdilucion
ante este hongo; siendo el LQM 667 el mas activo. Los resultados

obtenidos se muestran en las Tablas 11y 12.
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Tabla 11. Susceptibilidad a derivados de acido carbamico de T.

mentagrophytes.

CHie DERIVADOS DEL ACIDO CARBAMICO LQM
ng/ mL
117 211 451 667 901 906 908 1 914 917
128 +++ +++ - - - +++ +++ - ’ +
l 64 4 P % 5 E +++ - I x J| +
32 +++ e+ +++ . PRI | . ++4 [ 4+ ++
I 16 +++ ++++ || ++++ - ++++ +++ ++++ || ++++ +++
[ 8 FIIFE | ST | - " [ P | | e |- T
‘ 4 J FRFSFIF | [FUFSFUR | R ' 5 , ++++ || ++4+ [++++ ++4+ || 4+
2 ++++ || +++4+ || ++++ I U i +4++ || bt I +4++ || ++++ || ++++
1 P l TR | - I 4 ‘ T l 4 |[ ++4+ || +++4+
l 0.5 44+ |[ ++++ ” FRFSFRIF | [rUR J e+ ” e+ | R ” o+ ” e+t
l 0.25 4+ |[ 4+ || #444 || ++++ ” 4+ [ +4++ || 444+ I 4+ [ P
l 0.125 ++++ ++++ ++++ || FH++ || H+H+ || ++4++ || ++++ || 4+
’er” ++++J[ R | [ +4++ “++++ ” P “ P JL++++
0.0312 ++++ ++++ | +4++4+ || 4+ || HHE+ || 4 ++++ I ++++ || ++++
[ 0.0156 ” TR IF: ++++ ||+t [++++ | FRFUFIF | [ , ++++ ||+t
0.0078 +4+++ || ++++ || 4+ || A || A || A+ +4+4+4 l ++4++ || ++++

++++ indica crecimiento abundante (100% de crecimiento), +++ indica ligera

disminucion de crecimiento (75%), ++ indica prominente reduccién de crecimiento

(50%), + indica ligero crecimiento(25%) y — indica total ausencia de crecimiento ( 0%).
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Tabla 12. Susceptibilidad a derivados de acido carbamico de 7.

mentagrophytes.
DERIVADOS DEL ACIDO CARBAMICO LQM
ug/LI
[ 919 “ 933 934 [ 935 936 937 938 996
| 128 z I P | +++ R e+ - -
l 64 ” - ” i ” 4 || i | o , 4t - B,
[ 32 = f +++4 +++4+ ++++ +4++4 +4+4+ £ +++
16 | w44+ || 4+ || ++++ || Frt I 44 ]L++++ ” E ++4
[ 8 4+ ' PRI | R | ORI | R [ 4+ e+ P
4 ++++ ++++ || ++4+ || ++++ ++++ ++++ +H++ +H+4
2 P +44 || ++++ | . || ++44 | . U 44+
‘ 1 +++4 P ++++ || ++++ ++++ R ++++J| +44
05 1 PSR | (IR | ISR | R UFSFIRR | P [ P | PP
0.25 I | I | FIFUFII | \ P PR [ . r++++
[ 0.125 | PRI | | R | ++++ ++++ PR .
[ 0.0625 ” 4 ” 4t H R \ it ++++ R ” 4+ ++++
i 0.0312 +H++ P ++++ || +++4+ I +bd ” ++++ R U
L
‘ 0.0156 ‘ +H+E +H++ PRI | e ” ++++ ” 4+ l +H++ P
0.0078 ++++ ++++ ++++ ++++ +4+4++ ++++ ++++ ++++

++++ indica crecimiento abundante (100% de crecimiento), +++ indica ligera

disminuciéon de crecimiento (75%), ++ indica prominente reduccion de crecimiento

(50%), + indica ligero crecimiento(25%) y — indica total ausencia de crecimiento ( 0%).
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ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA

Se obtuvieron las MICs de los compuestos en investigaciéon, que
presentaron inhibicién del crecimiento en la prueba de susceptibilidad a los
derivados del acido carbamico de T. mentagrophytes, que se muestran en
la siguiente Fig. 9.

COMPARACION DE LAS DIFERENTES MICs DE LOS
DERIVADOS DEL ACIDO CARBAMICO CON RESPECTO AL KTC
PARA Trichophyton mentagrophytes.
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Fig. 9. MICs de los derivados del acido carbamico para T.
mentagrophytes.

8.5. Resultados obtenidos para A. fumigatus. De los 18
compuestos probados sélo el LQM 938 produjo inhibiciéon a
concentraciones altas. La MIC determinada dié6 como resultado 64 pg /
mL. El crecimiento de A. fumigatus con los demas compuestos en estudio
fueroh similares al crecimiento producido después de 48 horas de
incubacién por el control (++++). Tabla 13y 14.
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Tabla 13. Susceptibilidad a derivados de acido carbamico de A.

fumigatus.
Conc. DERIVADOS DEL ACIDO CARBAMICO LQM
pug/mL
117 211 451 667 || 901 906 908 914 917
128 [++++ I U ” ++++ l U |++++ 4 +++ ” 4+ [ 4
64 ++++ || ++4+ | PO | OO | U | O | T | I |
| 32 | 44+ || ++++ I'++++ ++4++ [ +4++ ||+t || +44+ || vrer || 4+
16 Fhdd || Fhdd || Fbr || FERE || e || R || R ++++ ||
l 8 I i 4+ ’ bt || drbt | et || e || e || e | St
\ 4 ++++ || ++4+ {++++ FIFT |re [rT l ++++ || 444+ || #4414+
l
|

2 +H++ |+-|-++ 4+ || Frdd || || I++++ et || e+

1 1:++++ l P [ +H++ l ++++ ” +H++ H P | FUFRFIFR | [RFUFEFIFR | [

0.5 hdd || bbbk || bbb || dbd || b || bbb || R +H44 || 4+

0.25 bt || b || e || A+ l++++ ++++ || 4+ ++++ || ++++

0.125 ++++ || ++++ ++4+ ++++ || FH4+ || 444+ +++4 ++++ |++++

0.0625 l++++ ++4+4+ [ ++++ l++++ ot i++++ +444 || H++ || H444

\0_0312 ” PRI | [FUFII | l 44t |[+4ee ” e ” UV | T | U

0.0156 || ++++ I++++ I++++ e I++++ - [ P ”-I-+++

[0_0078 +H++ {++++ ++4++ || b || #4+ l++++ ++4++ [++++ \++++

++++ indica crecimiento abundante (100% de crecimiento), +++ indica ligera
disminucién de crecimiento (75%), ++ indica prominente reduccién de crecimiento
(50%), + indica ligero crecimiento(25%) y — indica total ausencia de crecimiento ( 0%).
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Tabla 14. Susceptibilidad a derivados de acido carbamico de A.

Fumigatus.
Conc. DERIVADOS DEL ACIDO CARBAMICO LQM
pg/mL

919 933 934 935 936 937 938 996
[ 128 +++ 4 I 4+ 4 I +++4+ | +H++ | - i+t
l 64 +4+4+ ++++ e+ l PRI | e P 2 +++4
[ 32 ++++ ” PR ” P i I | F—— T I +4+ ‘++++
16 ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ ++++ +4+4++
8 I ++++ ++++ ++++ o I ++44 4 R l 4+
l 4 4+ || s U PR | e | TR | RIS |
2 FUFFUFR | 4+ ++++ || 4 I ++++ l 44+ || At
1 — ++++ 44+ || 44+ |[ et || 44 || e
0.5 ++++ ++++ ++++ e+ R ++++ ++++ +4+++
l 0.25 ++++ +4+++ +4+++ +4+++ 44+ ++++ ++++ ++++
[ 0.125 ’++++ ++++ ” I ” ++++ || ++++ | FURIRES | [FUFIAIIY | S
0.0625 || ++++ [ PR [ o [ ++++ | ++++ r++++ \ ++++ || 44+
l 0.0312 ” +H++ | 4+ ” FH++ I +H4+4 ” ++44 || P II P H ++4+4
0.0156 ++++ [ 4t ++4+4+ ++4 +4++ [ +44 l ++++ ||+t
l 0.0078 ++++ 4+ ++++ ++++ ++++ +4+++ ++++ ++++

++++ indica crecimiento abundante (100% de crecimiento), +++ indica ligera

disminucién de crecimiento (75%), ++ indica prominente reduccién de crecimiento

(50%), + indica ligero crecimiento(25%) y — indica total ausencia de crecimiento ( 0%).
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En esta prueba, todos los compuestos presentaron inhibicién a
concentraciones mayores a 128ug/mL ante la presencia de A. Fumigatus.
Excepto el c‘or;npuesto LQM938, que presentd inhibicibn a una
concentracién de 64 ug / mL.

8.6. Combinacion de antifungicos. La actividad de las diluciones
cruzadas de los compuestos en estudio (derivados de acido carbamico)
con KTC se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15. Inhibicién del crecimiento de T. mentagrophytes ante la
presencia de las diluciones cruzadas de los agentes antifungicos.

16 [ - . - - -1 -
E 80 - = = - S =
§ 40 | ++ ++ + = = B
g 2.0 | #+++ | ++4+ | A+ + 2 .
g 1.0 | ++++ b ++++ ++ - -
- 0 | +44+ | ++++ | 444+ ++ + -
0 0.125 0.25 0.5 1 2
KETACONAZOL pg/mL

++++ indica crecimiento abundante (100% de crecimiento), +++ indica ligera
disminucion de crecimiento (75%), ++ indica prominente reduccién de crecimiento
(50%), + indica ligero crecimiento(25%) y — indica total ausencia de crecimiento ( 0%).
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9. DISCUSION

En este estudio se muestran las primeras evaluaciones de
susceptibilidad de dos aislamientos clinicos de hongos filamentosos ante
18 derivados del acido carbamico, determinandose unicamente la MIC.
Algunos de los compuestos mostraron tener propiedades antifungicas sin
embargo, el mecanismo de accidbn no se conoce aun y se encuentra en
estudio, pero se hace alusién a las diferencias en su estructura molecular
que ha sido factor importante en la relacién estructura - actividad, la
posicion de cada uno de los sustituyentes proporciona ciertas
caracteristicas al compuesto, permitiéndole actuar como antibiético,
antimicotico o bien proporcionandole cualidades como poder originar
genotoxicidad ya que en estudios realizados se muestra que la mayoria
de los mutagenos contienen  sustituyentes que son considerados

“estructura de alerta”.'®

El método de microdilucién empleado represent6é una alternativa para
medir las susceptibilidad a derivados del acido carbamico de T.
mentagrophytes y A. Fumigatus utilizando cantidades pequefias de
soluciones antifungicas y de inéculo, reduciendo con ello los gastos en la
experimentacion. En este estudio se retomaron factores importantes que
anteriormente ya habian sido estudiados, como la preparacion del inéculo,
las condiciones de incubacion, la determinacién de la MIC (puntos para la
toma de lectura y tiempo de lectura), y los nutrientes del medio.*

Se estandarizé la concentraciéon del inéculo, debido a que los
resultados de las MIC obtenidas pueden ser influidas por esta. El inculo
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fue trabajado, de acuerdo a la técnica espectrofotometrica,'*® aunque en la
actualidad se recomienda usar citometria de flujo, sin embargo, la
experimentacion se adapté a las condiciones del laboratorio. Este método,
no fue dificil de realizar y es recomendado para algunas especies.
Aunque debido a las diferentes pigmentaciones presentadas por los
in6culos de A. fumigatus y su alta habilidad a la esporulacién, aun son
necesarios mas estudios. Ademas, las hifas tienden a formar esferas vy
dificultaron la preparacion homogénea de la suspension. A pesar de ello
se obtuvieron para los in6culos valores de DO de entre 3.35-4.85x10*
para A. fumigatus y 2.25 — 4.40 x 10 * para T. mentagrophytes, los cuales
entran en el rango (0.4 x 10* = 5 x 10* UFC / mL) referidos por el NCCLS
para hongos filamentosos.

Otra importante variable, en la pruebas de susceptibilidad fue el
tiempo de incubacién antes de la lectura. Se sabia, que una incubacion
prolongada elevaria las MIC del agente antifungico, debido a que estos
m.o. poseen un largo periodo de transicion. De acuerdo a las
recomendaciones de diferentes estudios (de curvas de crecimiento para
hongos filamentosos), basados en las caracteristicas de crecimiento con
respecto al tiempo y mediante la observacion visual, se escogieron los
tiempos de incubacién que fueron de 48 h. para el A. fumigatus,y de 72 h.
para T. mentagrophytes. Los cuales resultaron ser muy eficientes en la
experimentacion no olvidando controlar la temperatura de incubacion.

Se selecciondé el RPMI-1640 como medio de referencia, ya que
diversos estudios han mostrado que da resultados reproducibles en las
pruebas de susceptibilidad in vitro. El cual en la experimentacion
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contribuyé a resultados confiables. EI medio seleccionado poseia los
nutrientes adecuados para soportar el crecimiento del hongo sin interferir
con la accion del antifungico, alterar la reproducibilidad de las pruebas in
vitro o los resultados de las MIC. Ademas, para no originar resultados
erroneos, se consideré también |a dependencia del hongo ante el medio,
ya que los medios ricos en nutrientes aumentan el desarrollo del m.o
originando el incremento de las MICs; mientras que el mal desarrollo de
un m.o puede originar resultados falsos. Este medio también ha sido
recomendado por el NCCLS.

Se utiliz6 como disolvente el DMSO para la prueba de microdilucién,
sin embargo, en algunos de los compuestos a concentraciones altas y ante
la presencia del medio de referencia (RPMI-1640) se observé una ligera
precipitacion comparada con otros medios de dilucion (ACT, agua). Se han
encontrado reportes de que este disolvente afecta las membranas
celulares, por ello se control6 el porcentaje utilizado en la prueba
reduciéndose a 2%. Ademas, algunos autores reportan que el DMSO suele
ser extremadamente toxico al combinarse con algunos azoles, '*° esto se
considerd debido a que como compuestos control se utilizé KTC (para T.
mentagrophytes) que aunque no se conoce alguna interaccion con AMB
(sustancia usada como control para A. fumigatus) y los derivados del acido
carbamico; se utilizaron cultivos control que contenia unicamente DMSO
sin antifungico, mostrando que no afectaron el crecimiento del
microorganismo. El crecimiento control del microorganismo fue a su vez
comparado con el crecimiento en los demas posillos, observandose que no
afectaba la actividad de los compuestos.
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Los resultados muestran que Ia inhibicion para Trichophyton
mentagrophytes fue mayor ante el compuesto LQM 667 con una MIC de 4
ug/ mL seguida por una MIC de 16 pg / mL para LQM 938, una MIC de 32
ug / mL para LQM 919 y finaimente una MIC de 64 ng / mL para LQM 451,
LQM 914, LQM 996, LQM 901 y el resto de los compuestos presenté una
MIC de >64 ng/ mL a 72 horas.

El compuesto que hasta ahora ha presentado una inhibicién en
pruebas realizadas anteriormente ha sido el compuesto LQM 996, quien
ha presentado actividad de antibiético de amplio espectro, contra
Escherichia coli, Salmonella y Helicobacter pylori para protozoarios como
Giardia lambia, Entamoeba y cestodos como Hymenolepis nana y hongos
(género Thicophitum) y actuaimente se esta tramitando el registro de la
patente. Este compuesto también mostrd, en este estudio una inhibicion
ante T. mentagrophytes con una MIC de 4.9/ mL, que aunque no fue muy
cercana al compuesto de referencia (KTC con MIC = 0.5 xg/ mL), retoma
importancia debido a que estos compuestos a concentraciones altas son
muy téxicos, mientras que previos estudios realizados han demostrado que
los derivados del acido carbamico poseen un potencial alto en cuanto a
baja toxicidad a dosis altas.'®

Otro de los compuestos que presentd inhibiciébn a concentraciones
altas fue el LQM 919, del cual también existen reportes de baja
genotoxicidad, para los demas compuestos aun no se tienen datos de
toxicidad debido a que estos estudios se han realizado unicamente en
compuestos que han demostrado tener alguna actividad Biolégica. Al
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realizar las comparaciones de las MICs obtenidas con algunos compuestos
reportados en literatura como FLC con wuna MIC de 128pg/ mL se
consideran aceptables, sin embargo, requieren de muchos mas estudios
que avalen su efectividad.

Para A. fumigatus la inhibicién fue mayor ante el compuesto LQM 938
y los 17 compuestos restantes mostraron una MIC >128 ug/ mL a las 48
h. Los resultados obtenidos para este hongo no son muy satisfactorios ya
que para la especie de A. fumigatus, el NCCLS reporta un rango de MIC
de 0.5 — 4ug/ mL con AMB y el valor de la MIC obtenida para el compuesto
se consider6 alto, mientras que para el compuesto de referencia se obtuvo

un valor de 0.5 ug/ mL a pesar de ser un aislado clinico.

También, se realizé la combinacién de KTC con el compuesto LQM
667, seleccionandose este compuesto debido a que presentd la mayor
actividad antifungica contra 7. mentagrophytes, con esto se pretendia
encontrar un efecto sinérgico originado por los compuestos derivados del
acido carbamico y su interaccion con KTC, sin embargo, el resultado fue un
efecto aditivo indiferente lo cual indic6 efectos por separado para cada
uno de los compuestos. Con base en este estudio y las investigaciones ya
realizadas en otros trabajos, se especula que las respuestas que puedan
presentar las diferentes combinaciones de antimicéticos, puede depender
del mecanismo de accion de cada compuesto, de su estructura quimica y
de muchas otras variables que necesitarian estudiarse.

La técnica empleada para la combinacion de los compuestos se
adapté debido a las cantidades tan grandes de tubos y medio que se
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utilizaria para la prueba estandar del tablero, esto se habia ideado ya por
algunos investigadores que propusieron minimizar los requerimientos de la
prueba y hacerla menos complicada o costosa. El uso de placas para
realizar las diluciones seriadas de dos diferentes antimicéticos para
producir un rango de combinaciones es discutido aun por varios
investigadores. Las ventajas fueron el muestreo de los pozos sin
crecimiento visible que permitieron identificar organismos viables
persistentes, inoculando una alicuota sin antimicético en una placa de agar
para determinar la CMI. La prueba rindié informacion similar a la prueba
del tablero estandar, dio las concentraciones de las combinaciones de los
antifungicos necesarias para inhibir el crecimiento fungico. Para evitar las
pequefias cantidades de evaporacién y el incremento significativo de los
compuestos en estudio y no originar datos falsos de las MICs se utilizaron
placas con tapa, ademas, controles negativos y positivos, para excluir esa
posibilidad de error originando por un crecimiento abundante del m.o. en
los pozos sin antifungico. Ademas, debido a las cantidades tan pequefias
de muestras, el nimero de ensayos realizados para cada prueba fue por
sextuplicado evitando datos erroneos mostrando repetibilidad en el
método.

En la actualidad, el nulo crecimiento del m.o. ante la presencia de
diferentes antifungicos, ha sido considerado un verdadero problema e
inhabilidad, asi como la predisposicion genética a resistir 6 a interaccionar
con el antifungico ha impedido que algunos compuestos no cumplan con
su objetivo. Por ello, se buscan nuevos compuestos, como alternativa,
que permitan seguir tratando las micosis.
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10. CONCLUSIONES
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De acuerdo a los objetivos, los derivados del acido carbamico,
presentaron diferentes grados de inhibicion al crecimiento de los
hongos estudiados. Los compuestos, que mostraron la mayor
actividad antimicética, fueron: LQM 667 ante la presencia de T.
mentagrophytes, con una MIC de 4 pg/mL y el compuesto LQM 938

ante la presencia del A. fumigatus con una MIC de 64,9/ mL.

Algunos compuestos como LQM 996 (MIC de 32,9/ mL.) y LQM 919
( MIC de 64,9 / mL), quienes presentaron una considerable
inhibicion en el crecimiento de 7. mentagrophytes, retoman
importancia, debido a que en previos estudios presentaron
actividades pobres en genotoxicidad y citotoxicidad.

Las MICs obtenidas para los derivados del acido carbamico fueron
mayores a las de los compuestos control ( KTC 0.5.9 / mL y AMB

0.549 / mL).

Esta investigacion, muestra la actividad antifungica de los derivados
del acido carbamico, ante cepas de aislamientos clinicos, e implica la
necesidad de estudios bioquimicos sobre mecanismos de accién y
estudios in vivo que permitan encontrar las caracteristicas
farmacocinéticas en el organismo.
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