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RESUMEN 

 

En el presente trabajo fueron evaluados 67 nuevos compuestos derivados de 

benzimidazol, pirazol, piridazina e hidrazida, obtenidos mediante síntesis orgánica, para 

determinar si alguno presenta actividad antifúngica frente a Candida albicans, esto se 

realizó con base en la metodología de difusión en disco (M44-A2), con algunas 

modificaciones de acuerdo a las condiciones y recursos de experimentación disponibles. 

Como microorganismo de prueba fue empleada la cepa Candida albicans ATCC 10231, 

ésta se cultivó en placas Mueller-Hinton adicionadas con 2% de glucosa y 0.5 µg/mL de 

azul de metileno, a partir de resiembras en agar SDA de la cepa proporcionada por el 

Laboratorio 6 de Bioprospección Microbiológica de la Unidad de Investigación 

Multidisciplinaria (UIM) de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán, Campo 4, 

UNAM.  

Para la evaluación de los compuestos orgánicos se emplearon discos de papel filtro 

impregnados de las soluciones de cada compuesto, asegurando una concentración de 4 

mg/disco, sin embargo, algunos compuestos fueron insolubles (A2, A6, A8, B3, C6, C7, 

C10, E2 y E3), por tal motivo fueron descartados de la experimentación; de igual forma, 

en algunos compuestos se presentaron problemas en las lecturas de los resultados del 

diámetro de sus halos de inhibición por sobreposición de los mismos, derivado de ello, se 

prepararon nuevas soluciones asegurando una concentración de 0.04 mg/disco con la 

finalidad de verificar los resultados obtenidos.  

Como testigos positivo y negativo se emplearon discos de miconazol marca Bio-Rad y 

discos impregnados de DMSO, respectivamente.  

Al finalizar la recolección de los resultados, éstos fueron comparados con el testigo 

positivo y analizados con respecto a la actividad antifúngica reportada en el inserto de los 

discos de miconazol marca Bio-Rad (Sensible = 20 mm; Intermedia 20 – 10 mm; 

Resistente =10 mm) para Candida albicans y otros hongos levaduriformes. A raíz de éste 

análisis, se encontró que, de los compuestos derivados de benzimidazol, D2, D7 y D10, 

fueron los que presentaron mayor actividad antifúngica; por otro lado, de los compuestos 

del grupo G (derivados de pirazol, piridazina e hidrazida) los compuestos G2, G3, G4, G5, 

G6 y G7 fueron los que presentaron mayor actividad, siendo más efectivos que miconazol, 

presentando halos de inhibición de 46, 56, 57, 54, 57 y 57 mm, respectivamente.  



- 8 - 

Partiendo de esto, se analizaron las estructuras de dichos compuestos y con base en ello 

se propone un mecanismo de acción para los compuestos D2, D7 y D10, el cual sugiere 

que éstos actúan a nivel de la síntesis de ergosterol, al igual que los fármacos azólicos 

como el miconazol.  

En cuanto a los compuestos del grupo G, no es posible sugerir un mecanismo ya que se 

requiere se profundice en las investigaciones, puesto que se carece de información 

bibliográfica.  

Adicionalmente, se determinó que, al parecer existe una relación entre la actividad 

antifúngica y la presencia de sustituyentes electrodonadores (amino) y electroatractores 

(nitro) y, que a su vez, éstos se relacionan con la posición en la que se encuentran, 

siendo la posición para la que experimentalmente refleja un efecto más favorable. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Las micosis son infecciones causadas por hongos que afectan a cualquier tejido, capaces 

de producir un cuadro clínico leve, moderado, grave o incluso mortal, que afectan a 

cualquier edad, sexo, condición socioeconómica y que comparten con las infecciones 

parasitarias, bacteriológicas y virales la misma importancia médica.  

Dentro de las micosis, las especies de Candida representan más del 80% de todas las 

infecciones nosocomiales (Bonifaz, 2012). 

Candida albicans es un hongo levaduriforme saprófito que forma parte de la flora normal 

microbiana causando infecciones que se cree son de origen endógeno. Las infecciones 

causadas por este microorganismo se denominan candidiasis o candidiosis, las cuales 

pueden presentarse en diversas formas clínicas siendo superficiales (candidiasis oral, 

genital, cutánea y onicomicosis) o sistémicas (afección a otros órganos como pulmones e 

intestinos) (Brooks, et al., 2013; Reyes, et al., 2017). 

En las últimas décadas se ha observado un incremento en el número de casos de 

candidiasis producidas por Candida albicans (agente etiológico más común), situación 

que se ve estrechamente relacionada con la existencia de factores predisponentes; es 

esta razón bajo la cual se dice que esta micosis es provocada por agentes oportunistas. 

(Reyes, et al., 2017). 

Para tratar la candidiasis existen diversos fármacos antifúngicos, tales como naftifina, 

terbinafina, anfotericina B, nistatina, griseofulvina, equinocandinas y los más comúnmente 

usados azoles, entre los que se encuentran: miconazol, isoconazol, voriconazol, 

ketoconazol, itraconazol, entre otros. El uso de estos tratamientos, al igual que el número 

de casos de candidiasis, se ha visto incrementado y, aunque actualmente la gama de 

fármacos antifúngicos es amplia, la generación y aumento de cepas resistentes dificulta el 

tratamiento al restar efectividad y aumentar las tasas de fracaso terapéutico (Whalen, 

2016; López, 2016). 

El incremento en el número de pacientes con micosis que no responden a los 

tratamientos, guarda una estrecha relación con el uso inadecuado de los medicamentos, 

siendo éste el principal factor que contribuye a la generación de resistencia; es por este 

motivo que surge la inquietud de, además de fomentar un uso adecuado de los fármacos 

antifúngicos existentes, buscar nuevas moléculas con propiedades antifúngicas efectivas, 

que además ofrezcan ventajas sobre los tratamientos ya existentes (López, 2016). 
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2. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Candida albicans  

El género Candida comprende más de 200 especies, pero sólo cerca de 50 tienen un 

interés médico y, de éstas, alrededor de ocho son las más frecuentes. Entre ellas 

sobresale Candida albicans, ya que su frecuencia de aislamiento abarca desde el 40 al 

80% de los casos (Bonifaz, 2012).  

 

Figura 1. Candida albicans. Micrografía electrónica. (Naffes y James, 2011). 

2.1.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES  

Candida spp., son levaduras que no producen pigmentos melánicos y, en cuanto a su 

forma física, ésta puede variar según la especie existiendo formas globosas, ovoideas, 

elípticas y cilíndricas, su reproducción es asexuada o anamórfica mediante blastoconidios 

y la mayoría de las especies patógenas pueden formar pseudohifas e hifas verdaderas. 

En general, las levaduras del género Candida se tiñen bien con azul de algodón, PAS y 

Wright, y aunque no se rigen por la tinción Gram, éstas son generalmente positivas, 

llegando a cambiar cuando las colonias envejecen (Linares, 2001).  

2.1.1.1 CRECIMIENTO 

Candida albicans es un hongo levaduriforme saprófito, es parte de la flora normal 

microbiana endógena, razón que justifica la creencia de que las infecciones por este 

patógeno son de origen endógeno (Rippton, 2003). 

Para su cultivo se utiliza principalmente agar dextrosa sabouraud (SDA), ésta crece en un 

tiempo promedio de 48 a 72 horas a 25°C y hasta en 24 horas a 37°C; su morfología 

colonial se caracteriza por la presencia de colonias cremosas, limitadas, planas, opacas, y 

en ocasiones rugosas o surcadas, de color blanco o blanco-amarillento (Godoy y Leila, 

2001). 
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2.1.1.2 REPRODUCCIÓN 

Todas las especies de Candida se reproducen por blastosporas (blastoconidios), 

dependiendo de cada una de ellas fluctúan entre 2 a 10 µm de diámetro, formando gemas 

de la mitad de su tamaño (Godoy y Leila, 2001). 

La formación de pseudomicelio se puede observar en cultivos in vitro, bajo las 

condiciones de envejecimiento o al generar un ambiente bajo en carbohidratos; los 

ejemplos característicos son harina de maíz o de arroz más Tween 80 al 1%, está prueba 

se realiza cuando se busca distinguir entre Candida albicans y Candida dubliniensis, las 

que desarrollan tubos germinativos o filamentos cortos entre 2-3.5 horas a 37°C.  

La formación de clamidioconidios se hace a partir del pseudomicelio y solo dos especies 

lo generan, Candida albicans con estructuras terminales o intercalares de 10 y 12 µm de 

diámetro, y Candida dubliniensis, con estructuras múltiples o en racimos del mismo 

tamaño (Negroni, 2009). 

 

Figura 2. Colonia de Candida albicans en 

medio cromogénico (Bonifaz, 2012). 

    

Figura 3. Blastoconidios y pseudohifas (PAS, 

100X) (Bonifaz, 2012). 

2.1.2 CANDIDIASIS 

En los últimos 30 años, la incidencia de infecciones micóticas oportunistas ha aumentado 

de manera significativa y constante en todo el mundo. Estas micosis son causadas por 

hongos filamentosos y levaduras, principalmente Aspergillus y Candida, respectivamente, 

que son los agentes causales más frecuentes. Sin embargo, Candida es la principal causa 

de micosis en el mundo (Reyes, et al., 2017). 
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Las enfermedades causadas por este patógeno se conocen como candidiasis o 

candidiosis y presentan una variedad de cuadros clínicos que pueden ser superficiales 

(candidiasis oral, genital, cutánea y onicomicosis) o sistémicos (afección a otros órganos 

como pulmones e intestinos) (Brooks, et al., 2013; Reyes, et al., 2017).   

Si bien es cierto que las enfermedades por Candida se deben a diversas especies de la 

misma, Candida albicans ha sido y, continúa siendo considerada la especie predominante 

en las infecciones, aún a pesar de que en las últimas dos décadas ha existido una 

tendencia creciente de infecciones superficiales y profundas causadas por otras especies 

del género, como C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei, C. dubliniensis, C. 

kefyr, C. famata, C. lusitaniae, C. lambica, entre otras (Reyes, et al., 2017).
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Figura 4. Distribución de frecuencia de las especies de Candida que causan candidiasis superficial en México durante el período 2005-2015. 

a) Candidiasis oral b) Candidiasis genital c) Onicomicosis d) Candidiasis cutánea (Reyes, et al., 2017). 
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Figura 5. Distribución de frecuencia de las especies de Candida que causan candidiasis invasiva en México durante el período 2005-

2015 (Reyes, et al., 2017). 
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Las infecciones por Candida han sido nombradas de diferente manera a través del 

tiempo, ya sea basándose en su localización o inclusive en su ubicación geográfica; 

algunas de sus sinonimias son moniliasis, muguet, trush o algodoncillo y blastomicosis 

(Cardozo, Pardi y Perrone, 2003). 

2.1.3 ANTECEDENTES HISTÓRICOS 

La candidiasis es una de las enfermedades micóticas que se conocen desde la 

antigüedad, Hipócrates en su obra “Epidermics”, describe que en niños recién nacidos y 

pacientes debilitados se presentan placas blanquecinas en la boca, a lo que denominó 

“estomatosis aftosa”. En Francia fueron descritas diversas variedades clínicas por Verón y 

Berg en 1835, y no fue sino hasta 1844 que Bennett y Robin, aíslan el hongo y proponen 

de nueva cuenta que la enfermedad es propia de pacientes debilitados (Bonifaz, 2012).  

2.1.4 EPIDEMIOLOGÍA 

La candidiasis es una enfermedad cosmopolita y también cuenta con un elevado número 

de incidencias. Candida albicans, es componente de la flora habitual del cuerpo, 

principalmente de mucosas; en el TGI se encuentran entre un 40 y 50%, mientras que en 

el tracto respiratorio superior, boca, laringe, faringe y tracto urinario su presencia es 

menor, sin embargo, el número puede incrementarse por múltiples factores (López y 

Aline, 2004). 

2.1.4.1 VÍA DE ENTRADA 

Como ya se mencionó con anterioridad, Candida albicans es parte integral de la flora 

normal del ser humano, por lo tanto, se considera que ésta causará enfermedades 

endógenas, favorecidas al existir algún desequilibrio y/o factor predisponente del paciente; 

sin embargo, hay ocasiones en que la candidiasis se adquiere en forma exógena, por 

ejemplo, mediante la introducción de grandes inóculos de levaduras a través de catéteres 

y de jeringas no estériles. En pacientes masculinos, la balanitis por Candida muchas 

veces es consecuencia de las relaciones sexuales, de manera que este tipo de 

candidiasis se considera exógena y adquirida por transmisión sexual (Bonifaz, 2012).  

2.1.4.2 FACTORES PREDISPONENTES 

Dentro de los factores predisponentes se enlistan como principales los siguientes:  

• Daño en la integridad de la piel por heridas, abrasión por quemaduras térmicas o 

químicas y por presencia de catéteres vasculares.  
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• Desbalance nutricional u hormonal provocado por diabetes, anticonceptivos orales, 

embarazo, malnutrición y uremia.  

• Disminución del número de células fagocitarías como resultado de enfermedades 

granulomatosas crónicas y deficiencia de mieloperoxidasa.  

• Alteración de la función fagocitaria causada por uremia, enfermedades virales y el 

uso de corticoides y agentes antimicrobianos como aminoglucósidos y sulfamidas 

(López y Aline, 2004).  

• Se presenta en todas las edades, siendo común en lactantes por infección durante 

el parto (madre con candidiasis vulvovaginal en último trimestre). 

• El padecimiento afecta ambos sexos por igual, sin embargo, la frecuencia de los 

casos genitales es mayor en la mujer por las condiciones anatómicas propias de la 

vagina. 

• Cambios de pH. 

• Por inmunodeficiencias, como leucemias, linfomas, infección por HIV, 

hipoparatiroidismo e hipoadrenocortisolismo, entre otras. (Bennett y Klich, 2003).  

 

2.1.5 PATOGENIA 

Los tres efectos patogénicos de los hongos que les confieren importancia médica son: 

micotoxicosis, enfermedades de hipersensibilidad y la colonización de los tejidos. En el 

caso de Candida albicans, se hace referencia a ésta última como la forma principal por la 

cual provoca su acción patógena en el ser humano y animales (Murray y Rosenthal, 

2002).  

La adherencia de Candida albicans es el primer paso en la invasión y colonización de los 

tejidos mucocutáneos, la cual es probablemente mediada por la interacción de las 

glucoproteínas de superficie de la levadura con la célula del hospedero (Sturtevant y 

Claderone, 1997). Luego se produce la aparición de tubos germinativos y pseudomicelio, 

los cuales penetran directamente en la célula epitelial. La adherencia continúa con la 

producción de enzimas hidrolíticas como proteasas, fosfatasas y fosfolipasas. Una vez 

dentro de la célula epitelial los hongos proliferan. Generalmente las especies de Candida 

que no se adhieren no son patógenas. (Johnson, 2003).  
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Figura 6. Patogenia de las infecciones por Candida albicans (Naffes y James, 2011). 

2.1.5.1 FACTORES DE PATOGENICIDAD  

En el desarrollo del padecimiento influyen una serie de factores que actúan de manera 

coordinada; los más importantes se enlistan y describen a continuación:  

a) Adaptación a pH: Capacidad de soportar cambios de pH, propiedad regida por 

dos genes (PHR1 y PHR2), ambos se activan o inactivan en diferentes 

condiciones, el primero se activa en pH neutro o ligeramente básico y se inactiva 

en medio ácido, activándose a su vez el segundo.  

b) Adhesinas: Sustancias que influyen en la adaptación o adhesión de Candida 

albicans, las más importantes son las manoproteínas mananas. 

c) Enzimas: Han sido reportadas como factores de virulencia, las más importantes 

son queratinasas, peptidasas, hemolisinas, proteasas y hialuronidasas. En forma 

específica: aspartilproteinasa secretora, fosfolipasas y lipasas.  

d) Transición morfológica: Capacidad de cambiar morfológicamente de 

blastoconidio a pseudohifa e hifa, cambio estimulado por las condiciones 

ambientales y se considera uno de los factores de patogenicidad y virulencia más 

significativos. 

e) Switching fenotípico: Capacidad de hacer grandes cambios fenotípicos, como 

son diferencias en la macromorfología colonial y cambios en la antigenicidad, 

como aumento o disminución en la producción de enzimas y toxinas. 
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f) Formación de biopelículas o biofilms: Propiedad que consiste en la formación 

de una biopelícula (comunidad de microorganismos adheridos a una superficie que 

permanecen unidos con fuerza por sustancias poliméricas), esta conformación le 

confiere gran capacidad defensiva, persistencia y mayor resistencia al ataque de 

los antibióticos y antimicóticos, este fenómeno ha sido estudiado en la mucosa oral 

y vaginal (Bonifaz, 2012). 

 

2.1.6 FORMAS CLÍNICAS  

Siendo una de las infecciones más frecuentes y polimórficas que atacan al ser humano, 

su nivel de profundidad o sistematización no depende tanto del factor etiológico en sí, sino 

del factor predisponente con el que se asocie (Negroni, 2009). En la tabla 1 se muestran 

las variedades clínicas que se pueden presentar por candidiasis y algunos de los signos y 

síntomas que se presentan en los mismos.  

Tabla 1. Variedades clínicas de candidiasis más comunes. 

Candidiasis Tipo clínico 
Más 

frecuentes 

Cuadro clínico 

Mucocutánea 

Oral 

Genital 

(vaginitis o 

balanitis) 

Mucocutánea 

crónica 

Gastrointestinal 

Bronquial / 

pulmonar. 

Genital 

Caracterizado por una leucorrea 

blanca espumosa, grumosa, de 

aspecto viscoso muy pruriginoso que 

cubre la pared de la vagina y el 

endocervix; la mucosa de la zona se 

encuentra eritematosa. 

Oral 

Presencia de placas 

pseudomembranosas blanquecinas 

cremosas que puede recubrir la 

lengua, mucosa oral y en ocasiones 

afecta la comisura labial. La esofagitis 

por lo general proviene de la 

candidiasis oral. 
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Tabla 1. Variedades clínicas de candidiasis más comunes (continuación). 

Candidiasis Tipo clínico 
Más 

frecuentes 

Cuadro clínico 

Cutánea 

Intertrigos 

Onicomicosis 

(perionixis, 

onicólisis y 

onixis) 

Del área del 

pañal 

Pustulosis 

Granulomatosa 

Cutánea 

congénita 

Intertrigo 

Las lesiones se caracterizan por 

formar placas erimatoescamosas con 

bordes bien definidos, son de aspecto 

húmedo y en ocasiones aparecen 

escamas o costras. Los síntomas son 

prurito y ardor. 

Onicomicosis 

Es la lesión en la uña y en el reborde 

de la misma (paroniquia). La uña 

incrementa de grosor, se opaca y 

oscurece y en ocasiones pueden 

llegar a presentarse estrías. En el 

reborde de la uña hay inflamación, 

edema, dolor y supuración. 

Granulomatosa 

Lesiones verrugosas, vegetantes que 

pueden ulcerarse, abarcan todo el 

cuerpo y las mucosas; en la piel se 

presentan como lesiones 

granulomatosas. 

Sistémica 

Tracto urinario 

Meningitis 

Endocarditis 

Candidemia 

(fungemia) 

Urinaria 

Puede afectar el riñón, dando cabida a 

manifestaciones de píelonefritis; 

también puede localizarse en la vejiga 

y en la uretra causando poloquiuria, 

dolor vesicular y manifestaciones de 

uretritis. 

Sistémica 

profunda 

Debe de existir, por lo general, 

invasión sanguínea (septicemia). 

Entre éstas tenemos la candidiasis 

broncopulmonar, la endocarditis y la 

meningoencefalitis. 

(Bonifaz, 2012; López y Aline, 2004; Rex, Welsh y Sobel, 2000; Sánchez, Ortiz y Villar, 

2005; Senet y Oleastro, 1997; Rueda, 2002). 
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2.1.7 DIAGNÓSTICO  

De manera general, el algoritmo de diagnóstico y tipificación para el género Candida se 

basa en la aplicación de pruebas fisiológicas y morfológicas, tal como se muestra en la 

figura 7.  

Muestra clínica 

Examen directo

O 

Tinción Gram  

Cultivos en 

medios como:   

- Biggy (Nickerson)

-SDA

-Micosel

-Gelosa sangre

-Medios cromogénicos y/o selectivos (CHROMagar, 

Candiselect-4, Candida-ID, entre otros). 

Prueba tuvo germinativo

Suero a 37°C por 3 horas 

(prueba presuntiva para 

Candida albicans) 

-Zimograma

-Auxonograma

(Pruebas confirmatorias 

para cada especie)

Formación de 

pseudomicelio y 

clamidiosporas.

Corn meal + Tween 80 

(prueba confirmatoria de 

Candida albicans)
 

Figura 7. Algoritmo de diagnóstico del género Candida (Modificado de Bonifaz, 2012). 

 

2.1.7.1 TOMA DE MUESTRA 

La candidiasis puede aparecer en diversas partes del cuerpo, por tal motivo las muestras 

serán muy variables, ya que éstas dependerán de la zona corporal en la que se presente, 

de igual manera, la toma de muestra dependerá del tipo de candidiasis que se presente; a 

continuación, se muestran breves descripciones de las principales. 

Tabla 2. Obtención de muestras clínicas según el tipo de candidiasis. 

Muestra Obtención  

Escamas de piel 

Para su obtención se efectúa un raspado suave de los 

bordes de las lesiones con ayuda de dos portaobjetos limpios 

o estériles, o con una hoja de bisturí de forma tangencial 

hasta obtener las escamas. 
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Tabla 2. Obtención de muestras clínicas según el tipo de candidiasis (continuación). 

Muestra Obtención 

Mucosas 

El primer paso es la selección del área de la mucosa 

afectada, posteriormente se procede a realizar un raspado 

con asa micológica, cureta o cucharillas estériles, esto 

permite obtener el material de boca, faringe, mucosa nasal y 

oftálmica, genitales, vulva, pene y área perianal. La muestra 

obtenida se divide en dos, una será destinado para examen 

directo y/o tinciones, mientras que la otra se destina a los 

cultivos. 

Esputo 

Se recomienda que el paciente expectore en un recipiente 

estéril y se prefiere muestra obtenida por la mañana, en 

ayuno y sin ningún tipo de lavado oral previo. Si la muestra 

es escasa, debe procesarse dentro de las primeras dos 

horas a partir de que ha sido obtenida, ya que, de lo contrario 

se corre el riesgo de contaminación abundante por la 

proliferación de otros microorganismos presentes 

(contaminación por arrastre) en la muestra. 

Lavado bronqueoalveolar 

(LBA) y cepillado 

bronqueoalveolar (CBA) 

Es la muestra que más se recomienda cuando existen 

micosis pulmonares. 

LCR, Líquido sinovial y 

líquido pleural 

El volumen requerido es de por lo menos 0.5 ml, la muestra 

debe ser procesada el mismo día y de preferencia dentro del 

rango de las dos primeras horas. 

Exudados 

La muestra debe ser recolectada con asa micológica estéril o 

cucharillas, en el caso en el que sean abundantes se pueden 

recurrir a aspiración con una jeringa estéril desechable; en el 

caso de abscesos o nódulos, se debe realizar asepsia y 

antisepsia de la superficie de la lesión con torunda 

impregnada con etanol o isopropanol, posteriormente se 

levantan las costras (si es que las hay) y se colecta el 

material; el procesamiento puede ser de inmediato o bien 

transportarlo en la misma jeringa o en un tubo con SSF 

estéril o algún medio de transporte. 
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Tabla 2. Obtención de muestras clínicas según el tipo de candidiasis (continuación). 

Muestra Obtención 

Orina 

La recolección debe realizarse por punción suprapúbica, 

previa asepsia y antisepsia de la piel, o de los catéteres 

urinarios con jeringas estériles, al igual que los fluidos 

anteriores, la muestra debe procesarse el mismo día, de 

preferencia en el transcurso de las dos primeras horas. 

Sangre 
La recolección debe considerar el uso de anticoagulantes 

para obtener muestras útiles. 

(Bonifaz, 2012). 

 

2.1.7.2 EXAMEN DIRECTO  

El material obtenido se coloca entre portaobjetos y cubreobjetos con un aclarante, de 

preferencia hidróxido de potasio (KOH) de 10 a 20%. También pueden realizarse 

tinciones, entre ellas, Gram, Wright, Giemsa, PAS e incluso la tinción de Papanicolau.  

Al microscopio se observan grandes cúmulos de blastoconidios de aproximadamente 2 a 

4 µm de diámetro y pseudohifas cortas o largas hifas. 

 

Figura 8. Examen directo de candidiasis; 

KOH 40X (Bonifaz, 2012). 

 

Figura 9. Candida albicans, 40X (Brooks, et 

al., 2013). 

2.1.7.3 CULTIVOS 

Algunos de los cultivos habituales son Sabouraud agar, Gelosa sangre, infusión de 

cerebro, corazón y extracto de levadura. 
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Las características de las colonias en la mayor parte de medios son similares, crecen en 

un lapso de 2 a 3 días a 28 o 37 °C, dando colonias blanquecinas, lisas (en ocasiones 

rugosas), húmedas, limitadas, opacas y en algún momento se observan pseudomicelio y 

micelio dentro del agar.  

Hay medios de cultivo selectivos para el género Candida, como el Biggy-Nickerson, que 

contiene gran cantidad de citratos que eliminan la flora bacteriana, así como sulfitos que 

son reducidos a sulfuros, de esta manera las colonias se ven de color café claro u oscuro, 

lo que las hace distinguibles de otros hongos levaduriformes y se considera un excelente 

medio de primo-aislamiento. 

 

Figura 10. Cultivo de Candida albicans en A) Sabouraud y B) Biggy-Nickerson  

(Bonifaz, 2012). 

En la actualidad ha surgido una serie de medios de cultivo cromogénicos que permiten 

hacer una identificación desde los primeros aislamientos; por ejemplo, CHROM agar-

Candida hecho a base de sales cromógenas y enzimas, que permiten el desarrollo de las 

especies más comunes de Candida, mediante la formación de colonias coloridas, 

perfectamente diferenciadas: Candida albicans (verde claro); Candida dubliniensis (verde 

oscuro); Candida tropicalis (azul grisáceo); Candida krusei (rosa pálido); Candida glabrata 

(rosa intenso); Candida spp. (blanco-crema). Este medio tiene una alta especificidad, por 

arriba de 90%. 

 

Figura 11. Cultivo de Candida spp. en CHROM agar-Candida (Bonifaz, 2012). 

 

A B 
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Otros medios con características y resultados similares al anterior son la nueva serie de 

medios que actualmente se pueden encontrar: Candiselect-4 y Candida-ID, los cuales 

también permiten la identificación primaria de las especies más importantes de Candida. 

2.1.7.4 PRUEBAS DE DIAGNÓSTICO Y PRUEBAS INMUNOLÓGICAS 

Candida albicans tiene la característica de formar esporas de pared gruesa, denominadas 

clamidosporas, principalmente cuando se cultiva en un medio especial como agar harina 

de maíz (Mackenzie, 2004). 

Las clamidosporas se observan terminales o intercalares y poseen un diámetro de entre 

10 y 12 µm, con una doble capa bien formada. Esta particularidad es considerada una de 

las características morfológicas más importantes de identificación, al igual que la 

formación de tubos germinales, siendo éstos últimos la base fundamental de la prueba 

que lleva por nombre “tubo germinativo” (Bonifaz, 2012). 

Prueba del tubo germinativo: Este es un método aceptado, económico y rápido para la 

identificación de levaduras en un tiempo de tres horas (Bikandi y Millan, 1998).   

Los tubos germinales se observan como extensiones de las células levaduriformes, 

similares a hifas, por ello reciben el nombre de pseudohifas, las cuales se producen por lo 

general por un estrechamiento en el punto de origen de la célula (Forbes, Sahm y 

Weissfeld, 2002). 

 

Figura 12. Tubo germinativo Candida albicans; 1000X (Brooks, et al., 2013). 

Pruebas bioquímicas: Se basan en la fermentación y utilización de carbohidratos. Existe 

un perfil bioquímico que identifica a cada una de las especies de Candida.  
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Zimograma: Prueba de fermentación de los carbohidratos la cual se realiza en un medio 

de cultivo líquido con concentraciones de carbohidratos del 1 al 5%, adicionado con 

indicador de pH rojo de fenol o purpura de bromocresol, la lectura se realiza mediante la 

observación del vire, así como de la producción de gas (Bonifaz, 2012). 

Auxonograma: Prueba de utilización de carbohidratos, la cual se realiza en un medio de 

cultivo sólido a base de peptona, carente de carbohidratos, los cuales se agregan en 

sensidiscos impregnados con una solución del 1 al 2%; el crecimiento de la colonia 

alrededor del carbohidrato indica una lectura positiva (Bonifaz, 2012). 

Los resultados de estas pruebas para diferentes especies del género Candida se 

muestran en la tabla 3. 

Tabla 3. Zimograma y Auxonograma del género Candida. 

Especie Zimograma Auxonograma 
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C. albicans + + + V - - + + + + - - 

C. dubliniensis + + + V - - + + + + - - 

C. famata V - - - - V + + + + V + 

C. glabrata + - - - - - + - - - - - 

C. guilliermondi + + - + - + + + + + - + 

C. krusei + - - - - - + - - - - - 

C. parapsilosis + V - - - - + + + + - - 

C. tropicalis + + + - - - + + + + - - 

*V: Variable  

(Bonifaz, 2012). 

 

Otras de las pruebas que se pueden llevar a cabo son las inmunológicas, dentro de las 

cuales se encuentras:  

Intradermorreacción: La intradermorreacción a la candidina, es una de las pruebas 

inmunológicas empleadas en el diagnóstico de diversas especies de Candida, existen las 

pruebas monovalente la cual es exclusiva para Candida albicans y polivalente que se 

aplica para diversas especies de Candida, sin embargo, esta prueba cuenta con una gran 
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desventaja, ya que, es positiva en todo tipo de personas, se sabe que entre un 30 a 40% 

de la población general, por ello se ve disminuida su ayuda en el diagnóstico. Debido a 

esta desventaja en la actualidad es empleada para valorar la hipersensibilidad tardía, se 

lee positiva a las 48 horas si existen 5 mm de induración y eritema.  

Serología: Dentro de esta rama las técnicas más usadas son la precipitación, fijación de 

complemento, e inmunofluorescencia directa o indirecta.  

Actualmente PCR y RAPD son las técnicas más útiles para la identificación de las 

diversas especies de Candida, esto se debe a que ambas pruebas son de alta 

sensibilidad y especificidad (mayor a 90%). 

Determinación de mananos: Esta determinación se realiza a través del método ELISA, 

actualmente existe un kit comercial llamada Platelia-Candida Ag, la cual detecta los 

mananos en sangre, a pesar de que esta aprueba resulta innovadora y cómoda es una 

prueba de baja sensibilidad con un rango de entre el 40 y 70% (Bonifaz, 2012).  

2.1.8 TRATAMIENTO 

La elección del tratamiento dependerá del tipo de candidiasis que se presente, así como 

del factor predisponente con el que se asocia, con base a estas consideraciones se 

pueden tener tratamientos sencillos, tópicos y de corta duración o, por el contrario, se 

pueden encontrar tratamientos sistémicos y de larga duración.   

2.2 ANTIFÚNGICOS 

Los antifúngicos son una serie de fármacos que tienen diversas acciones frente a los 

hongos productores de micosis superficiales, subcutáneas y profundas, tanto patógenos 

primarios como oportunistas (Morejón, 2014). 

2.2.1 RETROSPECTIVA  

La terapia contra los hongos ha estado presente desde que se tiene conciencia de las 

micosis, algunos tratamientos han perdurado a través del tiempo, por su efectividad, 

escasos efectos colaterales y bajo costo (Carillo, Brió, y Quidós, 2001). 

En la actualidad, la gama de fármacos antifúngicos es muy amplia, en el mercado es 

posible encontrar algunos que a pesar del tiempo continúan siendo eficaces y de fácil 

aplicación, resultando útiles en determinadas enfermedades causadas por diversos 

hongos (Whalen, 2016). 
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Por otro lado, también es importante considerar las actualizaciones o nuevos tratamientos 

propuestos; en los últimos años, la gama de fármacos antimicóticos ha sido reforzada con 

nuevos azoles llamados de segunda generación (voriconazol, posoconazol y ravuconazol) 

los cuales vinieron a reforzar a los ya existentes (fluconazol, itraconazol y ketoconazol), a 

éstos se suman, además, la aparición de las equinocandinas (capsofungina, micafungina, 

anidulafungina), que han trasformado la terapéutica, el pronóstico y la evaluación de los 

pacientes con micosis graves (Morejón, 2014). 

2.2.2 CLASIFICACIÓN 

Los antifúngicos se pueden clasificar de acuerdo a sus diferentes características, éstas 

pueden ser: mecanismo de acción, composición química, espectro y tipo de acción, tipo 

de micosis contra la que actúan, entre otras, la clasificación con base a su mecanismo de 

acción general se muestra en la tabla 4 en la cual se resume la información y en las 

figuras 13 y 14 se esquematizan los sitios de acción de algunos antifúngicos; por otro 

lado, en la tabla 5 se describen más a fondo los mecanismos de acción de los 

antifúngicos de uso frecuente. 
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Tabla 4. Clasificación y mecanismos de acción generales de los antifúngicos.  

Grupo de 

antifúngicos 
Antifúngicos 

Mecanismo de 

acción general 

Antibióticos 

Polienos Sistémicos: anfotericina B 
Desestabilizadores 

de membrana 

fúngica (derivados 

poliénicos) 

Polienos tópicos: nistatina y 

natamicina 

No polienos: griseofulvina 
Inhibidores de la 

mitosis fúngica 

Azoles 

Imidazoles: miconazol y ketoconazol 

Inhibidores de la 

síntesis del 

ergosterol 

(membrana fúngica) 

Triazoles: itraconazol, fluconazol, 

voriconazol, posaconazol 

Azoles tópicos: bifonazol, butoconazol, 

clotrimazol, econazol, fenticonazol, 

flutrimazol, omoconazol, oxiconazol, 

sulconazol, tioconazol, terconazol 

Pirimidinas 

fluoradas 
Flucitosina 

Inhibidores de la 

síntesis de ácidos 

nucleicos 

Equinocandinas 
Capsofungina, micafungina y 

anidulafungina 

Inhibidores de la 

síntesis de pared 

celular fúngica 

Alilaminas Terbinafina y naftifina 

Inhibidores de la 

síntesis del 

ergosterol 

(membrana fúngica) 

Otros   Sordarinas y oxaboroles 
Inhibidores de la 

síntesis de proteínas 

(Bonifaz, 2012; Velázquez, 2008).
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Figura 13. Mecanismo de acción de los antifúngicos (Bonifaz, 2012).
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Figura 14. Sitios donde actúan los principales antifúngicos (Naffes y James, 2011).
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2.2.3 GENERALIDADES DE LOS PRINCIPALES ANTIFÚNGICOS 

Tabla 5. Características, estructura química y mecanismo de acción de los principales antifúngicos de uso clínico.  

Antifúngico Estructura química  Mecanismo de acción  

Anfotericina B 

Aislada del actinomiceto 

Streptomyces nodosus, es un 

macrólido heptaeno con una 

molécula de nicosamida en un 

extremo y siete grupos hidroxilo en 

el otro. 

Ejerce su actividad mediante la creación de poros 

en la membrana plasmática del hongo, lo cual 

altera su función. Se une al ergosterol presente en 

la membrana y el centro hidrófilo forma un 

conducto transmembrana, que interfiere en la 

permeabilidad y función de barrera osmótica. 

Nistatina 

Antibiótico macrólido poliénico para 

uso tópico producido por 

Streptomyces noursei, es un 

macrólido poliénico del tipo tetraeno 

con una nicosamida. 

Su mecanismo de acción es similar al de 

anfotericina B, es decir, al igual que ésta actúa 

sobre la membrana plasmática del hongo, creando 

poros mediante la unión al ergosterol; éste puede 

ser fungistático o fungicida dependiendo de la 

concentración. 

Griseofulvina 

 

Antibiótico producido por Penicillium 

griseofulvum, es un derivado benzofurano. 
Inhibe la mitosis actuando sobre los microtúbulos 

del huso mitótico. Es fungistático y presenta 

afinidad por las células productoras de queratina. 

Imidazoles y 

triazoles 

 

Se caracterizan por poseer un anillo 

imidazólico que contiene 2 (imidazoles) o 3 

(triazoles) nitrógenos. 

Los azoles actúan inhibiendo la enzima 14α-

desmetilasa, al formar un complejo del azol con 

una parte del citocromo P450 del hongo. El 

bloqueo de esta enzima impide la conversión de 

lanosterol en ergosterol. 
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Tabla 5. Características, estructura química y mecanismo de acción de los principales antifúngicos de uso clínico (continuación). 

Antifúngico Estructura química Mecanismo de acción 

Terbinafina y 

naftifina  

Ambas estructuras 

pertenecen a la familia de 

las alilaminas  Inhiben la síntesis del ergosterol actuando sobre la 

enzima escualeno-epoxidasa. 

Flucitosina 

La flucitosina (5-fluorocitosina), es un antifúngico sintético; 

análogo fluorado de un constituyente del cuerpo normal, la 

citosina. 

Su estructura corresponde a una base pirimidínica fluorada. 

 

Impide la síntesis de DNA del hongo. Para producir 

este efecto, la flucitosina sufre una desaminación 

(enzima fúngica citosina deaminasa) y se 

transforma en 5-fluorouracilo, un inhibidor no 

competitivo de la timidilato-sintetasa que interfiere 

en la síntesis de DNA. 

Capsofungina, 

micafungina y 

anidulafungina 

Son compuestos lipopeptídicos cíclicos semisintéticos con una cadena 

lateral N-acil o N-aril alifática, que les otorga un espectro de acción amplio. 

La capsofungina, micafungina y anidulafungina se obtienen a partir de 

Glarea lozoyensi, Coleophoma empetri y Aspergillus nidulans, 

respectivamente. 
Los tres fármacos comparten mecanismo de 

acción, el cual consiste en la inhibición de la 

síntesis de la 1,3-β-D- glucano sintetasa, principal 

componente de la pared fúngica de las especies de 

Candida y otros hongos. 

(Bonifaz, 2012; Velázquez, 2008; Brooks, et al., 2013). 

Terbinafina 
Naftifina 

Anidulafungina 

Capsofungina 

Micafungina 
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2.2.4 ANTIFÚNGICOS DE USO TÓPICO  

Dentro de estas categorías encontramos a las soluciones ácidas, soluciones básicas 

(soluciones saturadas de bicarbonato de sodio), en este caso ambas soluciones son de 

mecanismo de acción sencillo, ya que su único objetivo es el de corregir los cambios de 

pH que pueden favorecer al crecimiento. 

Dentro de los tratamientos tópicos se encuentran algunos fármacos antifúngicos como la 

nistatina y los imidazoles siendo los más empleados el biconazol, clotrimazol, econazol, 

isoconazol, ketoconazol, por mencionar algunos; otros de los fármacos prescritos para el 

tratamiento contra Candida son la terbifabina tópica, el tolciclato, la ciclopiroxolamina y la 

amorolfina. 

El tiempo promedio de tratamiento dependerá, como ya se mencionó, del tipo de micosis 

y del factor predisponente, pero por lo regular oscila entre 10 y 20 días, con una o dos 

aplicaciones por día, dependiendo del fármaco (Brooks, et al., 2013). 

2.2.5 ANTIFÚNGICOS DE USO SISTÉMICO   

Para el caso de los tratamientos de tipo sistémico, granulomatosos o aquellos en los que 

la micosis no sede con tratamientos tópicos, se recomienda el uso de fármacos azólicos, 

dentro de los cuales se encuentran el ketoconazol, miconazol, itraconazol, fluconazol, 

voriconazol, posoconazol y ravuconazol, éstos son la terapia de elección, ya que se 

pueden emplear en caso muy extensos y crónicos.  

Existen otros fármacos que solo se emplean en casos de micosis profundas y sistémicas, 

una vez que se ha demostrado la ineficacia de los azoles sistémicos mencionados 

anteriormente; dentro de estos fármacos se encuentra la anfotericina B (administrada en 

tratamiento concomitante con derivados azólicos); capsofungina (equinocandina) derivada 

de la neumocandina B; micafungina (IV) el cual es considerado uno de los mejores 

antimicóticos sistémicos para neonatos y niños, anidulafungina (IV), medicamento solo 

recomendado para adultos (Rex, Welsh y Sobel, 2000). 

Cabe mencionar que sin importar el tratamiento por el cual se opte, es muy importante 

para lograr el éxito el poder erradicar o corregir los factores predisponentes que sean 

identificados, sean intrínsecos o extrínsecos (Bonifaz, 2012).  

2.3 RESISTENCIA ANTIFÚNGICA  

Dentro de los fármacos existen algunos que son de uso común, es decir, son la primera 

línea de defensa en los tratamientos de enfermedades antifúngicas. Dentro de los más 
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utilizados se encuentran los azoles, que actúan en su mayoría, sobre el ergosterol 

(componente sumamente importante de la membrana fúngica); es un lípido de la familia 

de los esteroles que actúa dándole fluidez, simetría e integridad al hongo, además de 

contribuir en funciones propias de muchas enzimas como la quitinsintetasa, que es 

importante para el crecimiento y división de la propia célula.  

Al ser los compuestos azólicos o azoles los más empleados, se puede decir que existe 

mayor disponibilidad y el uso se vuelve generalizado, lo que a su vez genera que exista 

mayor probabilidad de uso inadecuado; estos tres factores son considerados fuertes 

contribuyentes de la generación de resistencia a los antifúngicos (López, et al., 2016). 

Está claro que ningún agente antifúngico está exento del desarrollo de resistencia, por lo 

que es esencial desarrollar estudios de nuevas moléculas. 

2.3.1 RESISTENCIA ANTIFÚNGICA EN Candida albicans  

Las infecciones por levaduras del género Candida son cada vez más prevalentes y 

comunes, principalmente en grupos de pacientes con mayor riesgo (presencia de factores 

predisponentes); por tal motivo, la resistencia a antifúngicos representa un reto 

terapéutico que deja un menor número de posibilidades para el tratamiento de estas 

infecciones (Gómez, 2010). 

La resistencia es un cambio de sensibilidad o susceptibilidad al antifúngico; los 

mecanismos de resistencia antifúngica se clasifican en dos categorías, resistencia 

microbiológica y resistencia clínica; la primera se define como el crecimiento del 

microorganismo a dosis normales del antifúngico (puede ser inhibido a concentraciones 

más altas); por otro lado, la resistencia clínica se define como el crecimiento del 

microorganismo a pesar de la administración de un agente antifúngico (Pfaller, 2012).  

En México se ha observado un incremento importante en el número de pacientes con 

micosis que no responden a los tratamientos (Manzano, et al., 2008). 

2.3.1.1 MECANISMOS DE RESISTENCIA  

Con respecto a Candida albicans, se ha documentado que presenta resistencia intrínseca 

a varios agentes antifúngicos, particularmente azoles y polienos, aunque los mecanismos 

moleculares implicados en la resistencia antifúngica siguen siendo poco conocidos, se 

considera que su capacidad de adhesión (formación biopelículas) actúa también como un 

importante mecanismo de resistencia antifúngica, ya que existen estudios en los que se 
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reportan una mayor resistencia de células en biopelículas en comparación con las que 

crecen en suspensión  (López, et al., 2016; Guango, 2008; Dhale, et al., 2014). 

De manera general, se describen tres posibles mecanismos en la génesis de la 

resistencia: el primero es la modificación de la enzima blanco; el segundo, la incapacidad 

de alcanzar concentraciones adecuadas del antifúngico en el sitio de acción por la 

presencia de barreras de permeabilidad o sistemas de bombeo activo, y por último, la 

inactivación del antifúngico por modificación del mismo (Quidós, 2015). 

Para el caso particular de Candida albicans, se han descrito dos mecanismos mediante 

los cuales es capaz de generar resistencia: 

a) Mutaciones en los genes que codifican para la síntesis de ergosterol de la 

membrana plasmática, dicho en otras palabras, se generan mutaciones 

moleculares de la enzima diana del antifúngico. En las especies de Candida y en 

muchos otros hongos, el gen ERG11 se encarga de la síntesis de la Erg11p o la 

enzima 14α-desmetilasa indispensable para la síntesis del ergosterol. La 

resistencia a los azoles se ha descrito en aislamientos clínicos en los que se 

demuestra una disminución de la expresión de dicha enzima o la presencia de 

mutaciones específicas que la afectan en su estructura o función, y puede ser 

inducida por regulación negativa de su síntesis tras la exposición prolongada al 

antifúngico. Otras enzimas involucradas en la síntesis del ergolesterol pueden 

también ser responsables de este fenómeno (Gómez, 2010; López, et al., 2016).  

b) Sobreexpresión de genes que codifican para bombas de expulsión de fármacos 

fuera del microorganismo, es decir, formación de barreras de permeabilidad o 

sistemas de bombeo del antifúngico fuera de la célula. En relación con el sistema 

de transporte activo a través de bombas y con base en modelos experimentales, 

se ha logrado determinar la presencia de un conjunto de genes denominados 

factores de resistencia múltiple o pleiotrópica a fármacos (PDR: Pleiotropic Drug 

Resistance) dado que confieren resistencia a múltiples medicamentos sin ninguna 

semejanza estructural definida. El primero de ellos definido en Candida spp. fue 

MDR1, el cual codifica una proteína MDR1p que pertenece a una superfamilia de 

proteínas transportadoras transmembranales con 6 dominios, (MSF: Major 

Facilitators Superfamily), ésta es transportadora de solutos hacia distintos lados de 

la membrana plasmática de la célula fúngica. Se ha demostrado en ratones que la 

sobreproducción de esta proteína confiere resistencia (Fuentes, et al., 2014). 
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Otros de los genes caracterizados se denominan CDR1 y CDR2 que codifican una 

proteína transportadora del tipo ABC (ATP Binding Cassette), también de tipo 

multifuncional para una variedad de compuestos (Gómez, 2010).  

 

2.4 MÉTODOS DE DETERMINACIÓN DE SENSIBILIDAD ANTIFÚNGICA 

2.4.1 GENERALIDADES 

A medida que la industria farmacéutica fue introduciendo en el mercado nuevos 

antifúngicos o nuevas formulaciones, se hizo necesaria la realización de pruebas de 

sensibilidad con el fin de comparar la actividad de los antifúngicos anteriores con los 

nuevos y de esta manera detectar las posibles resistencias.  

Motivado por esta nueva realidad, el “Clinical Laboratory Standrads Institute” (CLSI), 

realizó, en 1985, una encuesta en diferentes laboratorios para conocer qué pruebas de 

sensibilidad antifúngica realizaban habitualmente y cómo las realizaban. Esta encuesta 

mostró que las metodologías eran muy variadas y que la diferencia entre los resultados de 

los distintitos laboratorios era inaceptable. Como consecuencia de esta realidad, el CLSI 

creó un subcomité para el estudio y estandarización de las pruebas de sensibilidad a los 

antifúngicos (Cantón, Martín y Espinel, 2007).  

Por otro lado, el conocimiento de la sensibilidad a los antifúngicos, del microorganismo 

causante de una determinada enfermedad, no es solo importante para hacer la selección 

inicial del agente terapéutico correspondiente, sino que, además, en aquellos casos en los 

cuales el paciente presente intolerancia a determinado fármaco, permite seleccionar el 

más adecuado para este paciente en particular.  

2.4.2 CLASIFICACIÓN  

Estos métodos puedes clasificarse en cuantitativos y cualitativos. 

a) Cuantitativos: Son aquellos procedimientos que permiten determinar la 

concentración mínima inhibitoria (CMI), la cual se define como la mínima 

concentración de agente antifúngico que en un período de tiempo predeterminado, 

es capaz de inhibir el crecimiento in vitro de un inóculo microbiano previamente 

estandarizado y la concentración mínima fungicida (CMF), la cual se define como 

la mínima concentración de un antifúngico que en un periodo de tiempo 

predeterminado es capaz de inducir la muerte in vitro del 99.9% de una población 

microbiana previamente estandarizada. La determinación de la CMI puede 
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realizarse por micro o macro dilución en caldo, dilución en agar o E-test (marca 

comercial).  

b) Cualitativos: Métodos cualitativos son aquellos procedimientos que permiten 

clasificar directamente a un microorganismo como sensible o resistente. El 

antibiograma (método de difusión en disco) es uno de los métodos más utilizados 

en la práctica diaria (Taroco, Seija y Vignoli, 2002).  

 

2.4.3 MÉTODO DE DIFUSIÓN EN PLACA 

Los antibiogramas son métodos in vitro que determinan la susceptibilidad de los 

microrganismos a una variedad de agentes antifúngicos (en este caso), bajo condiciones 

de laboratorio específicas y estandarizadas.  

2.4.3.1 ANTECEDENTES  

La utilidad de los métodos de sensibilidad basados en la difusión del antifúngico a partir 

de discos o tabletas ha estado limitada por los problemas de difusión en agar de los 

mismos y por su falta de correlación con la clínica, sin embargo, se ha encontrado 

correlación con fluconazol y voriconazol entre los halos de inhibición de discos y las CMI. 

En 2003, el CLSI estandarizó el método de difusión-disco (documento M44-P) y en 2004 

publicó el documento definitivo (M44-A2) para Candida spp. con fluconazol y voriconazol 

(Cantón, Martín y Espinel, 2007). 

2.4.3.2 FUNDAMENTO Y METODOLOGÍA  

Este método se basa en el estudio de la sensibilidad de las levaduras a los antifúngicos 

en función del halo de inhibición producido por la difusión del antifúngico en un medio de 

cultivo sólido.  

Los pasos a seguir son:  

a) Medio de cultivo: El agar debe ser Mueller Hinton (MHA) y pueden ser 

suplementado con 2% de glucosa y 0.5 µg/ml de azul de metileno. La adición de 

glucosa proporciona un mejor crecimiento de las levaduras y el azul de metileno 

aumenta la definición de los halos de inhibición.   

i. Preparar el medio de MHA siguiendo las indicaciones del fabricante.  

ii. Esterilizar en autoclave. 

iii. Dejar enfriar el medio a 45-50°C y llenar las placas. 

iv. Dejar enfriar y permitir que gelifiquen. 

v. Incubar a 35 - 37 °C durante 24 horas (prueba de esterilidad). 
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vi. Una vez concluida la prueba de esterilidad guardar los medios de cultivo en 

refrigerador.  

Una vez preparadas las placas, se pueden almacenar durante 7 días.  

b) Preparación del inóculo: Se prepara tocando con el asa de cultivo 5 colonias ≥ 1 

mm y de 24 – 48 horas de crecimiento en placa SDA que se resuspenden en un 

tubo de solución salina estéril. Se agita bien y con ayuda de un espectrofotómetro 

(longitud de onda: 625 nm), se ajusta a una densidad óptica de 0.5 en la escala de 

McFarland, añadiendo la cantidad necesaria de solución salina. Esta solución tiene 

una concentración aproximada de 1𝑥108 − 5𝑥108 UFC/ml.  

c) Inoculación de las placas: En este paso se considera además la colocación de 

los discos (sensidiscos) del compuesto antifúngico a probar; se debe:  

i. Sumergir una torunda de algodón (hisopo) en la suspensión del inóculo de 0.5 

McFarland.  

ii. Retirar el exceso de líquido rozando la torunda con las paredes del tubo.  

iii. Sembrar la placa de manera uniforme.  

iv. Dejar secar de 3 – 5 min. dejando la placa entreabierta.  

v. Aplicar los discos.  

d) Incubación: Incubar a 35 – 37 °C durante 20-24 horas para Candida spp. Si no 

hay suficiente crecimiento reincubar y leer a las 48 horas.  

e) Lectura: Medir el halo de inhibición donde se produce una reducción importante 

de crecimiento. La presencia de microcolonias en el borde del halo de inhibición o 

de colonias grandes en el interior del halo deben ser ignoradas (Cantón, Martín y 

Espinel, 2007). 

 
Figura 15. Estandarización del inóculo 

(Cavalieri, 2005). 

 
Figura 16. Ejemplo de lectura de halos de 

inhibición (Cavalieri, 2005). 

2.5 BENZIMIDAZOLES, PIRAZOLES, PIRIDAZINAS E HIDRAZIDAS  

Los compuestos que fueron analizados en el presente trabajo provienen de: benzimidazol, 

pirazol, piridazina y de hidrazida, por tal motivo resulta importante y es clave se describan 

algunas de las características importantes de estos compuestos.  
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2.5.1 BENZIMIDAZOLES 

El núcleo del benzimidazol es un importante farmacóforo y una estructura privilegiada en 

la química farmacéutica y reconocido en investigación médica como un heterociclo 

versátil, debido a que presenta una combinación única de excelentes características 

químicas y biológicas (Ramanpreet, et al., 2011).  

Al referirnos a un benzimidazol, nos referimos a un heterociclo aromático que contiene un 

anillo de benceno fusionado con un anillo de imidazol.  

 

Figura 17. Estructura del 1H-benzimidazol. 

Químicamente es una molécula estable que puede sufrir reacciones electrofílicas, 

nucleófilicas y ciclocondensaciones. La versatilidad de las manipulaciones químicas en los 

benzimidazoles, en conjunto con su potencialidad para producir compuestos con un 

amplio espectro de actividad, ha permitido llevar a cabo una serie de estudios a 

profundidad, en cuanto a la relación estructura-actividad (SAR) en este heterociclo 

(Ramanpreet, et al., 2011). 

El núcleo de benzimidazol tiene siete posiciones que pueden estar sustituidas con una 

gran variedad de entidades químicas, pero la mayoría de las formas biológicamente 

activas tienen grupos funcionales en las posiciones 1, 2 y 5 (6). En consecuencia, los 

compuestos pueden ser derivados mono, di o tri sustituidos (Bansal y Silakari, 2012). 
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Figura 18. Estructura de benzo[d][1,3] azoles, benzo [d][1,2] azoles y benzo [c][1,2] 

azoles; la letra "Z" indica los posibles heteroátomos en las moléculas. (Modificada de 

Hector, 2014). 

Los derivados de benzimidazol gozan de una extensa gama de actividades biológicas y 

esto se debe principalmente a que estos son base estructural de nucleótidos de origen 

natural, lo que les permite interactuar fácilmente con los biopolímeros de los sistemas 

vivos.  

Dentro de las numerosas actividades y funciones biológicas que han sido descritas para 

benzimidazoles, se encuentran que actúan como antihipertensivos, antibacterianos, 

antifúngicos, antiparasitarios, antidiabéticos, anticancerígenos, antioxidante, antivirales, 

psicoactivos, entre otros, sin embargo, aun con todas estas actividades, el mundo de la 

farmacéutica y de la medicina, así como las necesidades humanas que van surgiendo, 

generarán que siempre exista una necesidad de nuevos agentes quimioterapéuticos para 

superar problemas de resistencia, respuesta al tratamiento por los pacientes y efectividad, 

entre otros (Sharma, et al., 2009; Ramanpreet, et al., 2011; Bansal y Silakari, 2012).
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Figura 19. Núcleo multifuncional del benzimidazol (Bansal y Silakari, 2012).  
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2.5.2 PIRAZOLES 

Los heterociclos de cinco átomos con dos heteroátomos, de los cuales uno es un 

nitrógeno de tipo imina, se conocen con el nombre de 1,3-azoles y 1,2-azoles.  

 

Figura 20. Estructura de 1,3-azoles y 1,2-azoles; la letra "Z" indica los posibles 
heteroátomos en las moléculas (Hector, 2014). 

El anillo de los azoles se encuentra presente en diversos compuestos de gran importancia 

biológica como lo son la histidina, histamina y la vitamina B, por mencionar algunos. El 

pirazol es un heterociclo pentagonal con dos átomos de nitrógeno, cuenta con 

propiedades de base débil y posee aromaticidad. Al número de derivados más 

importantes de este heterociclo pertenecen al medio antipirético, antiinflamatorios y 

analgésico (antipirina) (Potapov y Tatarinchik, 1999; Barthelemy, 2015).  

2.5.3 PIRIDAZINAS 

Los heterociclos aromáticos de seis átomos, con dos átomos de nitrógeno de tipo imina se 

conocen con el nombre de diazinas y dentro de este grupo se encuentran tres moléculas, 

las cuales son nombradas de acuerdo a la posición en la que se encuentren los átomos 

de nitrógeno; en este sentido, tenemos a la pirazina con los átomos de nitrógeno en las 

posiciones 1 y 4, en segundo lugar a la pirimidina con los átomos de nitrógeno en las 

posiciones 1 y 3 y, por último, a la piridazina en la cual los átomos de nitrógeno se 

encuentran  en las posiciones 1 y 2.  

 

Figura 21. Estructura de diazinas (Hector, 2014). 
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También existen otras moléculas que son compuestas, tales como las benzodiazinas 

aromáticas (diazinas fusionadas con benceno); pteridinas (pirazinas fusionadas a un anillo 

pirimidina); y las purinas (pirimidina fusionadas a un anillo imidazol). Uno de los puntos 

que cabe mencionar es la diversa variedad de derivados de estos compuestos y en dónde 

podemos encontrarlos. Algunos ejemplos de derivados de interés biológico son: 

riboflavina, la cual es una vitamina y cofactor enzimático, la timina, citosina y uracilo que 

son ácidos nucleicos; por otro lado, también existen ejemplos de importancia en el área 

farmacéutica como los son tionazin (nematocida, insecticida), sulfadiazina (antibacterial), 

aminometradina (diurético), adoxudina (antiviral para herpes simple), cadralazina 

(antihipertensivo), entre otros (Hector, 2014). 

2.5.4 HIDRAZIDAS 

Las hidrazidas orgánicas tienen el grupo funcional caracterizado por un enlace covalente 

de nitrógeno a nitrógeno con cuatro sustituyentes siendo al menos uno de ellos un grupo 

acilo. La estructura general para una hidrazida es (R1 = O) R2-N-N-R3R4. Se ha informado 

que los derivados de hidrazidas poseen actividades anticonvulsivantes, antioxidantes, 

antagonistas de hormonas, analgésicas, antiinflamatorias, antiplaquetarias, antipalúdicas, 

antimicrobianas, antimicobacterianas, antitumorales, vasodilatadoras, antivirales y 

antitripanosómicas y antiparkinsonianas. 

Los compuestos de hidrazida se usan como materiales de partida clave en la preparación 

de varios compuestos heterocíclicos. Las hidrazidas son intermediarios importantes en la 

síntesis orgánica, particularmente en la fabricación de productos farmacéuticos y 

agroquímicos, además se usan como bloques de construcción en la síntesis de diazoles y 

triazoles (ALFA AESAR, 2018).  

 

Figura 22. Estructura general de las hidrazidas. 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

 

En las últimas décadas se ha reportado un incremento considerable en la incidencia de 

micosis, siendo Candida albicans uno de los agentes etiológicos más representativos, 

apareciendo en los aislamientos hasta en un 80% de los casos; como se sabe, esta 

levadura es parte de la flora normal del humano; por tal motivo, el hecho de que las 

micosis, tanto superficiales como profundas, se encuentren en aumento, se relaciona de 

manera directa con la presencia de factores predisponentes. 

Este incremento y el papel cada vez más importante de Candida albicans en la patología 

humana, conllevan a un aumento en el uso de los fármacos antifúngicos, lo que a su vez, 

se ha visto relacionado con el desarrollo de mecanismos de resistencia; son estos 

factores los que impulsan la necesidad del estudio y desarrollo de nuevas moléculas 

eficaces contra los diversos hongos y que además aporten nuevas ventajas, como dosis 

efectivas bajas, disminución de efectos secundarios, tratamientos de corta duración y 

apoyo en la disminución y/o eliminación de resistencia farmacológica.  

Con base en lo anterior, es que se propone el estudio de la actividad antifúngica de 

nuevos compuestos derivados o con estructuras similares a los ya existentes, de los 

cuales ya se ha demostrado efectividad. 

El propósito del presente trabajo es evaluar si compuestos orgánicos derivados de 

benzimidazoles, pirazoles, piridazinas e hidrazidas pueden ser una alternativa viable de 

tratamiento antifúngico, específicamente contra Candida albicans. 
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4. OBJETIVOS 

 

 

4.1 OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la actividad antifúngica de nuevos compuestos derivados de benzimidazol, 

pirazol, piridazina e hidrazida sobre Candida albicans, mediante la prueba de difusión en 

placa (antibiograma), para establecer las bases de estudios de nuevas alternativas de 

tratamiento contra las micosis causadas por este agente etiológico.  

 

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

• Realizar la evaluación de la actividad antifúngica de los compuestos orgánicos de 

estudio, mediante la utilización del método de difusión en disco. 

• Realizar el análisis estadístico de los resultados obtenidos con los compuestos 

orgánicos analizados y compararlos con los resultados del testigo positivo. 

• Realizar una comparación de la actividad antifúngica entre los grupos de los 

compuestos analizados con base a su estructura química. 

• Describir un posible mecanismo mediante el cual actúan los compuestos 

evaluados, mediante el análisis de sus estructuras, para determinar su utilidad en 

el ámbito clínico. 

 

5. HIPÓTESIS 

Se propone que todos los compuestos evaluados mediante la prueba de difusión en disco 

presentarán actividad antifúngica contra Candida albicans, de éstos, los compuestos 

derivados de benzimidazol y pirazol presentarán mayor actividad antifúngica en 

comparación con los derivados de piridazina e hidrazida. 
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6. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

 

Figura 23. Diagrama de flujo 
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6.1 MATERIALES Y MÉTODOS 

- Antifúngico empleado testigo: Sensidisco de miconazol [50 µg/disco] Bio-Rad.  

- Medios de cultivo utilizados:  

● Medio líquido y sólido SDA BD BIOXON-Becton Dickinson (previamente 

esterilizado en autoclave). 

● Agar Mueller-Hinton BD BIOXON-Becton Dickinson, adicionado con 2% glucosa y 

0.5 µg/ml azul de metileno (previamente esterilizado en autoclave). 

- Reactivos:  

● Tinción de Gram: Cristal violeta al 3%, Lugol al 3%, Alcohol-Acetona 1:1, Safranina 

al 4%, Aceite de inmersión. 

● Disolución de compuestos orgánicos puros y testigo negativo: sulfóxido de dimetilo 

(DMSO). 

- Microorganismo 

• Candida albicans ATCC 10231 

 

6.2 COMPUESTOS ORGÁNICOS A EVALUAR, PREVIAMENTE 

SINTETIZADOS  

La síntesis de los compuestos orgánicos se llevó a cabo por el laboratorio L-121 de la 

sección de Química Orgánica de la FES Cuautitlán, Campo 1 (Luna, 2013). Se 

proporcionaron un total de 67 compuestos (1 g de cada uno), para fines de 

experimentación estos fueron clasificados en grupos de acuerdo con sus estructuras, 

obteniéndose un total de siete grupos, de los cuales, seis se conformaban por diez 

compuestos y uno más por siete, tal como se muestra en la tabla 6. 

Tabla 6. Compuestos de estudio por grupo 

Grupo Compuesto 

A A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 A9 A10 

B B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10 

C C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 

D D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10 

E E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 

F F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 

G G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7    

En la tabla 7 se muestran los ID de los 67 compuestos (identificación para fines 

experimentales), así como sus estructuras y denominación (IUPAC).  
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Tabla 7. Compuestos orgánicos de estudio.  

ID Compuesto ID Compuesto ID Compuesto ID Compuesto 

A1 
 

1H-Benzimidazol 

A7 
 

2-(4-Aminofenil)-1H-benzimidazol 

B3   

2-(4-Dimetilaminofenil)-5(6)-nitro-1H-

benzimidazol 

B9 

  

2-(3-Aminofenil)-5(6)-nitro-1H-benzimidazol 

A2 
 

2-Fenil-1H-benzimidazol 

A8 

 

2-(2-Nitrofenil)-1H-benzimidazol 

B4 
  

2-(3,4-Dimetoxifenil)-5(6)-nitro-1H-

benzimidazol 

B10 
  

2-(4-Aminofenil)-5(6)-nitro-1H-benzimidazol 

A3  

2-(4-Dimetilaminofenil)-1H-

benzimidazol 

A9 

 

2-(3-Nitrofenil)-1H-benzimidazol 

B5 
  

5(6)-Nitro-2-(2-nitrofenil)-1H-benzimidazol 

C1 
 

5(6)-Amino-1H-benzimidazol 

A4 

 

2-(3,4-Dimetoxifenil)-1H-

benzimidazol 

A10 
 

2-(4-Nitrofenil)-1H-benzimidazol 

B6 

  

5(6)-Nitro-2-(3-nitrofenil)-1H-benzimidazol 

C2 

 

5(6)-Amino-2-fenil-1H-benzimidazol 

A5 

 

2-(2-Aminofenil)-1H-benzimidazol 

B1 

  

5(6)-Nitro-1H-benzimidazol 

B7 

  

5(6)-Nitro-2-(4-nitrofenil)-1H-benzimidazol 

C3  

5(6)-Amino-2-(4-dimetilaminofenil)-1H-

benzimidazol 

A6 

 

2-(3-Aminofenil)-1H-benzimidazol 

B2 

 

2-Fenil-5(6)-nitro-1H-benzimidazol 

B8 

  

2-(2-Aminofenil)-5(6)-nitro-1H-benzimidazol 

C4 
 

5(6)-Amino-2-(3,4-dimetoxifenil)-1H-

benzimidazol 
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Tabla 7: Compuestos orgánicos de estudio (continuación).  

ID Compuesto ID Compuesto ID Compuesto ID Compuesto 

C5 
 

5(6)-Amino-2-(2-nitrofenil)-1H-

benzimidazol 

D1 
 

5(6)-Fenilamino-1H-benzimidazol 

D7  

5(6)-Fenilamino-2-(4-nitrofenil)-1H-

benzimidazol 

E3 
 

2-(4-Dimetilaminofenil)-5(6)-etanolamino-

1H-benzimidazol 

C6 
 

5(6)-Amino-2-(3-nitrofenil)-1H-

benzimidazol 

D2 
 

2-Fenil-5(6)-fenilamino-1H-

benzimidazol 

D8 
 

2-(2-Aminofenil)-5(6)-fenilamino-1H-

benzimidazol 

E4 
 

2-(3,4-Dimetoxifenil)-5(6)-etanolamino-

1H-benzimidazol 

C7 
 

5(6)-Amino-2-(4-nitrofenil)-1H-

benzimidazol 

D3 
 

2-(4-Dimetilaminofenil)-5(6)-

fenilamino-1H-benzimidazol 

D9 
 

2-(3-Aminofenil)-5(6)-fenilamino-1H-

benzimidazol 

E5  

5(6)-Etanolamino-2-(2-nitrofenil)-1H-

benzimidazol 

C8  

5(6)-Amino-2-(2-aminofenil)-1H-

benzimidazol 

D4  

2-(3,4-Dimetoxifenil)-5(6)-fenilamino-

1H-benzimidazol 

D10 
 

2-(4-Aminofenil)-5(6)-fenilamino-1H-

benzimidazol 

E6 
 

5(6)-Etanolamino-2-(3-nitrofenil)-1H-

benzimidazol 

C9 
 

5(6)-Amino-2-(3-aminofenil)-1H-

benzimidazol 

D5 
 

5(6)-Fenilamino-2-(2-nitrofenil)-1H-

benzimidazol 

E1 

 

5(6)-Etanolamino-1H-benzimidazol 

E7  

5(6)-Etanolamino-2-(4-nitrofenil)-1H-

benzimidazol 

C10  

5(6)-Amino-2-(4-aminofenil)-1H-

benzimidazol 

D6 
 

5(6)-Fenilamino-2-(3-nitrofenil)-1H-

benzimidazol 

E2 

 

5(6)-Etanolamino-2-fenil-1H-benzimidazol 

E8 
 

2-(2-Aminofenil)-5(6)-etanolamino-1H-

benzimidazol 
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Tabla 7: Compuestos orgánicos de estudio (continuación). 

ID Compuesto ID Compuesto ID Compuesto ID Compuesto  

E9 
 

2-(3-Aminofenil)-5(6)-etanolamino-

1H-benzimidazol 

F4 
 

2-(3,4-Dimetoxifenil)-5(6)-fenilazo-

1H-benzimidazol 

F9 

 

2-(3-Aminofenil)-5(6)-fenilazo-1H-

benzimidazol 

G4 

 

3-(N’-(3-Amino-4-nitrofenil) 

hidrazinocarbonilpropanoato de etilo 

 

E10 
2-(4-Aminofenil)-5(6)-etanolamino-

1H-benzimidazol 

F5 

 

5(6)-Fenilazo-2-(2-nitrofenil)- 1H-

benzimidazol 

F10  

2-(4-Aminofenil)-5(6)-fenilazo-1H-

benzimidazol 

 

G5 

 

5-(N’-(3-Amino-4-nitrofenil) 

hidrazinocarbonil pentanoato de etilo 

F1 

 

5(6)-Fenilazo-1H-benzimidazol 

F6 
 

5(6)-Fenilazo-2-(3-nitrofenil)- 1H-

benzimidazol 

G1 

 

5-(3,5-Dimetil-1H-pirazol-1-il)-2-

nitroanilina 

G6 

 

Ácido 4-(N’-(3-Amino-4-nitro fenil) 

hidrazinocarbonilbutanoico 

F2 
 

2-Fenil- 5(6)-fenilazo-1H-

benzimidazol 

F7 
 

5(6)-Fenilazo-2-(4-nitrofenil)-1H-

benzimidazol 

G2 

 

5-(3,6-Dimetil-1,4-dihidro piridazin-1-

il)2-nitroanilina 

G7 

 

Ácido 6-(N’-(3-Amino-4-nitro fenil) 

hidrazinocarbonil-heptanoico 

F3 
 

2-(4-Dimetilaminofenil)-5(6)-fenilazo-

1H-benzimidazol 

F8 
 

2-(2-Aminofenil)-5(6)-fenilazo-1H-

benzimidazol 

G3 

 

2-(N’-(3-Amino-4-nitrofenil) 

hidrazinocarbonil acetato de etilo 
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6.3 PRUEBAS DE SOLUBILIDAD, PREPARACIÓN DE SOLUCIONES DE 

TRABAJO E IMPREGNACIÓN DE DISCOS 

Por recomendación del laboratorio L-121 de la sección de Química Orgánica de la FES 

Cuautitlán, Campo 1, se realizaron pruebas de solubilidad para cada uno de los grupos de 

los compuestos, empleando éter y sulfóxido de dimetilo (DMSO) como disolventes de 

prueba y un agitador eléctrico marca Vortex-Genie 2. Las pruebas de solubilidad tuvieron 

dos variantes, se llevaron a cabo con 160 y 80 mg de compuesto en 100 µL y 200 µL, 

respectivamente, con base en ello y mediante cálculos, se determinó que la cantidad 

requerida de cada compuesto era de 80 mg disuelta en 200 µL de DMSO (elegido con 

base en los resultados de la pruebas y de acuerdo a los datos reportados en la 

bibliografía); como resultado adicional se determinó que los compuestos A2, A6, A8, B3, 

C6, C7, C10, D9, E2 y E3 fueron insolubles en ambos disolventes de prueba.  

Las disoluciones fueron preparadas empleando 80 mg de cada compuesto pesados en 

balanza analítica disueltos en 200 µL de DMSO marca Fermont al 99.9% medidos con 

micropipeta de 200 µL marca  Science Med; estas soluciones fueron empleadas para 

impregnar los discos estériles con 10 µL de las mismas, obteniéndose una concentración 

de 4 mg/disco; de cada solución fueron impregnados 3 discos para realizar las pruebas 

por triplicado, los discos de testigo negativo fueron impregnados con DMSO (previamente 

probado frente a Candida albicans), posterior a la impregnación los discos se dejaron 

secar 24 horas a temperatura ambiente.  

Posteriormente se prepararon las soluciones con 4 mg de los compuestos D2, D7, D10, 

G2, G3, G4, G5, G6 y G7, pesados en balanza analítica disueltos en 1000 µL de DMSO 

marca Fermont al 99.9% medidos con micropipeta de 1000 µL marca  Science Med, estás 

soluciones fueron empleadas en las pruebas de difusión en disco para la verificación de 

resultados de los compuestos que presentaron sobreposición de los halos de inhibición, 

trabajándose con una concentración de 0.04 mg/disco.    

6.4 ACONDICIONAMIENTO, IDENTIFICACIÓN, SIEMBRA Y CRECIMIENTO 

DE LA CEPA Candida albicans ATCC 10231 

Se realizó el acondicionamiento de la cepa Candida albicans ATCC 10231 (previamente 

activada e identificada) obtenida del cepario del Laboratorio 6 de Bioprospección 

Microbiológica, de la Unidad de Investigación Multidisciplinaria (UIM) de la Facultad de 

Estudios Superiores Cuautitlán, Campo 4; la siembra fue mediante la técnica de inóculo 

pesado en medio de cultivo líquido caldo Sabouraud Dextrosa Agar (SDA) marca  
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BIOXON-Becton Dickinson con crecimiento a incubación durante 48 horas a 37 ± 2 °C en 

agitación. Una vez concluido el tiempo de incubación, se realizó tinción Gram, la cual se 

observó con ayuda de microscopio óptico a 40 y 100x; esto con el objetivo de asegurar la 

ausencia de contaminantes y verificar la identificación previa realizada por “Laboratorios 

Biomédicos” (Anexo 1). Una vez confirmada la cepa de trabajo correspondiente a Candida 

albicans, se procedió a sembrar en placas de cultivo sólido Sabouraud Dextrosa Agar 

(SDA) marca BIOXON-Becton Dickinson (previamente esterilizado), éstas fueron 

incubadas durante 24 horas a 37 °C. 

6.5 PRUEBA DE DIFUSIÓN EN DISCO  

Para evaluar la actividad antifúngica de los compuestos orgánicos sintetizados, fue 

empleada la metodología de difusión en disco a partir de discos de papel whatman de 6 

mm de diámetro, previamente esterilizados en autoclave e impregnados con las 

soluciones correspondientes de cada uno de los compuestos de estudio; la concentración 

de trabajo para las pruebas por triplicado de todos los compuestos fue de 4 mg/disco y 

para la verificación de los resultados de los compuestos D2, D7, D10, G2, G3, G4, G5, G6 

y G7 de manera individual por triplicado fue de 0.04 mg/disco. 

Previamente, fueron resuspendidas células fúngicas de la cepa Candida albicans ATCC 

10231 (de 24 horas de crecimiento en SDA) en tubos que contenían 5 mL de solución 

salina fisiológica (SSF) NaCl al 0.9% (previamente esterilizada), para ajustar la densidad 

del inóculo de acuerdo al tubo 0.5 del Nefelómetro de McFarland (aproximadamente 1 −

5𝑥 108 células/mL), se realizó la lectura de la turbidez por espectrofotometría a una 

longitud de onda de 625, obteniéndose una absorbancia de 0.092. (NOM-003-SAG/GAN-

2017). 

En la suspensión de células fúngicas ya estandarizada, se sumergieron hisopos estériles, 

eliminando el exceso de líquido en las paredes del tubo, posteriormente se realizó 

sembrado masivo sobre toda la superficie de la placa con Agar Mueller–Hinton marca BD 

BIOXON-Becton Dickinson adicionado con glucosa al 2% y 0.5 µg/mL de azul de 

metileno. 

En cada caja previamente sembrada con la cepa Candida albicans ATCC 10231, se 

colocaron 4 discos de papel filtro impregnados, tres de ellos impregnados con 10 μL del 

compuesto correspondiente y un disco como testigo negativo impregnado con DMSO, en 

el caso de la verificación de resultados, solo se colocó en el centro de las cajas 
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previamente sembradas un disco impregnando con el compuesto correspondiente. Como 

testigo positivo se utilizó un sensidisco de miconazol [50 µg/disco] marca Bio-Rad. 

Las cajas fueron incubadas a 37 °C por 48 horas. Concluido el tiempo de incubación, los 

diámetros de los halos de inhibición presentes fueron medidos con vernier.  

Por último, para el análisis estadístico de los resultados se utilizó el programa estadístico 

GraphPad.  

7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Retomando un poco la información mencionada anteriormente, recordemos que, en los 

últimos 30 años, la incidencia de infecciones micóticas (micosis) oportunistas ha 

aumentado de manera significativa y constante en todo el mundo, siendo Candida el 

principal agente etiológico y a su vez Candida albicans la especie predominante en dichas 

infecciones (Reyes, et al., 2017), viéndose mayormente afectado el grupo de pacientes 

con presencia de factores predisponentes. Debido a estas circunstancias, se genera a su 

vez un aumento en el uso de tratamientos antifúngicos, convirtiéndose muchas veces en 

un uso indiscriminado y poco controlado, siendo esto último una de las principales causas 

de generación de cepas resistentes (López, et al., 2016). 

Al hablar de generación de resistencia por parte del microorganismo, en el caso de los 

hongos, se habla de un cambio en la sensibilidad o susceptibilidad al antifúngico, lo que, 

visto de otra manera, es la pérdida de la eficacia del tratamiento antifúngico, por tal 

motivo, la resistencia a antifúngicos representa un reto terapéutico que deja un menor 

número de posibilidades para el tratamiento de estas enfermedades (Gómez, 2010).    

Con base en lo anterior, es que resulta necesario investigar otras moléculas que puedan 

ser empleadas para el tratamiento de enfermedades fúngicas, razón que impulsa el 

presente trabajo, en el cual fueron evaluados 67 nuevos compuestos heterocíclicos de los 

cuales 60 son derivados de benzimidazol, uno de pirazol, uno de piridazina y cinco de 

hidrazida, con el propósito de determinar sus posibles efectos antifúngicos. Para tal fin se 

decidió utilizar como microorganismo de estudio a la cepa de Candida albicans ATCC 

10231 (figura 24), ya que, de acuerdo a lo reportado, es el agente etiológico de 

candidiasis más común, apareciendo en los aislamientos desde un 40 hasta un 88.9 % de 

los casos (Reyes, et al., 2017).  
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Figura 24.  Tinción gram 

Candida albicans ATCC 10231 

40X. 

Para tener un punto de referencia de la actividad antifúngica que los nuevos compuestos 

pudieran generan, se realizaron dos antibiogramas correspondientes a los testigos 

positivo y negativo; el primero se realizó empleando un sensidisco marca Bio-Rad de 

miconazol [50 µg/disco] obteniéndose un halo de inhibición de 35 mm, mientras que el 

segundo se realizó empleando un disco impregnado de DMSO en el cual no se presentó 

inhibición, estos resultados se esquematizan en las figuras 25 y 26, respectivamente.  

  

Figura 25. Antibiograma miconazol 

(testigo positivo). 

Figura 26. Antibiograma DMSO (testigo 

negativo). 

Los criterios de clasificación para determinar si un microorganismo fúngico es sensible, 

sensible dosis dependiente o resistente, están basados en los manuales del Instituto de 

Estándares Clínicos y de Laboratorio (CLSI), en los cuales se reportan los puntos de corte 

de diámetro de los halos de inhibición de algunos agentes antifúngicos como lo son 

fluconazol, voriconazol y capsofungina; cabe señalar que los dos primeros pertenecen al 

grupo de los azoles al igual que miconazol. El CLSI indica que para considerar a Candida 

spp. sensible a fluconazol y voriconazol deben presentarse diámetros de halos de 

inhibición ≥ 19 mm y ≥ a 17 mm, respectivamente (Cantón, Martín y Espinel, 2007); un 

aspecto más a considerar, es que tanto el fluconazol como el voriconazol pertenecen al 

subgrupo de triazoles, mientras que miconazol pertenece al subgrupo de los imidazoles, 

al no encontrar datos reportados de sensibilidad a miconazol, se tomaron como referencia 

los reportados en el inserto de los sensidisco del testigo positivo, los cuales indican 

sensibilidad cuando el diámetro de los halos de inhibición es igual a 20 mm. Ahora bien, 
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como se mencionó anteriormente el resultado del testigo positivo fue de 35 mm, motivo 

por el cual se dice que existe sensibilidad.  

Uno de los pasos previos, además necesario para poder llevar a cabo la evaluación, fue la 

disolución de los compuestos de prueba. Como se menciona en la parte experimental, 

fueron realizadas pruebas de solubilidad con los solventes éter y sulfóxido de dimetilo 

(DMSO), los resultados de estas pruebas arrojaron que el mejor solvente era DMSO al 

presentar solubilidad en 57 compuestos de los 67 totales, este resultado coincide con lo 

reportado en la literatura, en la cual encontramos que el DMSO es considerado disolvente 

ideal, además es el recomendado por el CLSI en el estudio de moléculas insolubles en 

agua, motivo que lo convierte en el solvente de elección en los ensayos biológicos, sin 

embargo, este motivo no es el único, ya que además posee una baja toxicidad, lo cual 

justificaría la ausencia de actividad antifúngica, permitiéndole además ser empleado como 

testigo negativo (Kerns, 2008). 

A pesar de que DMSO es considerado un disolvente ideal, existen casos en los que los 

compuestos son insolubles, tal como lo fue en la experimentación, en la que se 

encontraron nueve compuestos insolubles (A2, A6, A8, B3, C6, C7, C10, E2 y E3), lo que 

de acuerdo a la literatura, se debe a que la solubilidad del DMSO puede verse limitada 

bajo ciertas circunstancias, como lo son casos en donde los compuestos posean un 

elevado peso molecular, una red cristalina rígida e hidrófila, un fuerte enlazamiento 

molecular y un área de superficie de contacto limitada o un gran número de enlaces 

(impedimento estérico) (Kerns, 2008). 

Para la metodología empleada, era de suma importancia la disolución de los compuestos, 

ya que en la prueba de difusión se emplearon discos impregnados de las soluciones de 

cada uno de los compuestos de prueba, esto con base en el fundamento de la técnica, el 

cual dicta que el antibiograma disco-placa consiste en depositar en la superficie de agar 

de una placa de petri previamente inoculada con el microorganismo, discos de papel 

impregnados con los diferentes compuestos de prueba y que, tan pronto el disco 

impregnado se pone en contacto con la superficie húmeda del agar, el papel filtro absorbe 

agua del medio y es así como los compuestos difunden a través del espesor del agar de 

manera radial, formándose un gradiente de concentración (Picazo, 2000); de tal modo, los 

compuestos que no presentaron solubilidad se descartaron al no cubrir las características 

necesarias para la experimentación.  

Las concentraciones de trabajo fueron 0.4 mg/µL (4 mg/disco) y 0.004 mg/µL (0.04 

mg/disco); con respecto a la primer concentración podemos decir que es elevada si la 
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comparamos con lo contenido en el sensidisco de miconazol (testigo positivo), sin 

embargo, la decisión de trabajar con ésta, se tomó con el propósito de favorecer y facilitar 

la visualización del efecto antifúngico que pudiese presentarse, bajo la reserva de que en 

caso de no observarse lo esperado ésta se podría modificar, aumentando o disminuyendo 

según se requiriera, tal como sucedió en la experimentación, en donde se presentaron 

problemas de lectura de los resultados de algunos de los compuestos, debido a la 

presencia de halos de inhibición con sobreposición, motivo que derivó en la disminución 

de la concentración (0.004 mg/µl equivalente a 0.04 mg/disco) y en la verificación de los 

resultados de los compuestos que mostraron impedimentos en la lectura, como fue el 

cado de D2, D7, D10, G2, G3, G4, G5, G6 y G7, mediante la repetición de las pruebas, 

pero ahora de manera individual, tal como se muestra en las figuras 27 y 28; esta práctica 

nos permite identificar a los compuestos que pudieran ser considerados de mayor 

relevancia, abriendo camino a estudios posteriores más puntuales y específicos.  

 

Figura 27. A) Distribución de los discos en placa para las pruebas por triplicado (disco 

azul: testigo negativo), B) Distribución del disco en placa para las pruebas individuales. 

A) B) 

 

Figura 28. A) Compuesto G4: sobreposición de halos, B) Compuesto G4: prueba de 

inhibición individual (diámetro de halo de inhibición marcado en color azul). 

Tal como se mencionó en la metodología experimental, la técnica empleada para la 

determinación de la actividad antifúngica de los compuestos fue la difusión en disco, esta 

A B 
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metodología involucra la determinación del diámetro de los halos de inhibición incluyendo 

los 6 mm del disco sobre el respaldo de la caja petri sin remover la tapa, lo cual se realizó 

por triplicado con ayuda de un Vernier, obteniéndose un promedio de cada compuesto; los 

compuestos que no presentaron halo de inhibición (ausencia de actividad antifúngica 

contra C. albicans), tal como lo fueron A3, B5, B6, B7, B10, C4, C5, C9, D1, D3, D4, D6, 

D8, E4, E5, E6, E9 y todos los compuestos del grupo F, fueron descartados del estudio.  

Al analizar de manera general las estructuras de los compuestos heterocíclicos en 

estudio, a simple vista podemos observar que la mayor parte de éstos poseen anillos 

bencénicos, estos anillos tienen como característica una baja polaridad, lo cual les 

permite introducirse con gran facilidad a las células, razón que pudiera favorecer la 

entrada de los compuestos de estudio a las células fúngicas, aunque es importante 

resaltar que el hecho de poseer una baja polaridad no asegura efectividad, sin embargo, 

ésta puede verse favorecida al contener electrones en movimiento en sus anillos, los 

cuales permiten la interacción con otros sustituyentes, ya sean aquellos unidos al mismo 

anillo o aquellos presentes en la estructura frente a la que van a actuar (Botello, 2005).  

El montaje de las pruebas de evaluación de los compuestos se llevó a cabo en el orden 

en el que fueron clasificados, de tal manera que el primer grupo evaluado fue el A.  

Los compuestos de este grupo derivan del 1H-benzimidazol (A1) con un sustituyente 

fenilo en la posición 2 de la estructura y de la misma manera, con otros sustituyentes en el 

anillo fenílico en las posiciones orto, meta y para. Al evaluar estos compuestos, se 

obtuvieron resultados variables, encontrando que el de menor efecto fue el compuesto A5 

y el de mayor efecto el A10, con 10 mm y 28 mm, respectivamente. Estos resultados se 

muestran en la tabla 8 y, en la gráfica 1, podemos observar la comparación de la actividad 

antifúngica producida por los compuestos pertenecientes a este grupo con respecto a la 

actividad producida por miconazol; con base en esto, encontramos que el compuesto A10 

es el de mayor relevancia, ya que produjo un efecto muy cercano al producido por 

miconazol, lo que implica que podría seguir en estudio para demostrar su eficacia y 

utilidad como antifúngico de uso clínico. 
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Tabla 8. Estructura base, diámetro de los halos de inhibición (mm) y sustituyentes 

presentes en los compuestos del grupo A. 

Estructura base grupo A ID Halo de inhibición (mm) Sustituyente (R) 

N
H

N

R

 

A1 13 ± 0.7 -H 

A4 14 ± 0.7 

 

A5 10 ± 0.7 

 

A7 22 ± 0.9 
 

A9 18 ± 0.8 

 

A10 28 ± 0.7 
 

Testigo positivo Miconazol: 35 ± 0.8 mm      Testigo negativo DMSO: 0 ± 0.0 
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Gráfica 1.Comparación del promedio del diámetro de los halos de inhibición (mm) de los 

compuestos del grupo A, con respecto al testigo positivo (miconazol). 

Al observar la tabla 8 encontramos que la estructura base de los compuestos, la cual 

corresponde al 1H-benzimidazol (A1), genera por sí misma efecto antifúngico contra C. 

albicans, el cual aumenta visiblemente al adicionar un sustituyente nitro en la posición 

para del fenilo (A10). Esta actividad se ve disminuida cuando el grupo amino para A5 en 

posición orto se ve comprometida con el nitrógeno en posición 1(3) para formar puentes 

de hidrógeno, lo que produce menor disponibilidad de su par de electrones para formar 
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estructuras resonantes, sin embargo, cuando el grupo nitro presenta en la posición meta 

en el anillo de la posición 2 (A9) la actividad antifúngica aumenta notablemente. 

En el caso de los compuestos A4 y A7, encontramos que A4 generó menor respuesta que 

A10, teniendo la característica de poseer dos sustituyentes metoxi en el anillo fenilo en las 

posiciones 3 y 4, lo cual indica que dichos sustituyentes no favorecen la actividad 

antifúngica; A7 posee un sustituyente amino en la posición para del fenilo favoreciendo la 

actividad. De manera general, se observa que el anillo fenilo con un grupo electrodonador 

(amino) o electroatractor (nitro) en posición para incrementa la actividad, mientras que 

grupos en otra posición no la favorecen.  

El siguiente grupo evaluado fue el B; los compuestos de este grupo son derivados del 

5(6)-nitro-1H-benzimidazol, con o sin un sustituyente fenilo en la posición 2, el cual 

presenta a su vez, un sustituyente en la posición orto, meta o para, tal como se muestra 

en la tabla 9. Estas modificaciones a las estructuras base mediante adiciones se repiten 

para los grupos C, D, E y F.  

Los compuestos B1, B2, B4, B8 y B9 no presentan ningún grupo en posición para 

exclusivamente (consultar tabla 9), lo que puede ser indicativo de que un sustituyente en 

esta posición es importante para una buena actividad antifúngica y, qué esta actividad no 

se ve favorecida con la presencia del grupo nitro en la posición 5(6). 

Tabla 9. Estructura base, diámetro de los halos de inhibición (mm) y sustituyentes 

presentes en los compuestos del grupo B. 

Estructura base grupo B ID Halo de inhibición (mm) Sustituyente (R) 

N
H

N

R

N
+O

-

O  

B1 10 ± 0.8 -H 

B2 8 ± 0.7 
 

B4 7 ± 0.0 

 

B8 8 ± 0.0 

 

B9 10 ± 0.0 

 

Testigo positivo Miconazol: 35 ± 0.8 mm      Testigo negativo DMSO: 0 ± 0.0 
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Gráfica 2. Comparación del promedio del diámetro de los halos de inhibición (mm) de los 

compuestos del grupo B, con respecto al testigo positivo (miconazol). 

En la gráfica 2 encontramos que, ninguno de los compuestos de este grupo presentó una 

actividad considerable en comparación con miconazol; esta respuesta podría limitar el 

interés en los mismos, ya que los resultados los descartan como una buena opción de 

tratamiento contra C. albicans.  

Los compuestos del grupo C derivan del 5(6)-amino-1H-benzimidazol, en este grupo, al 

igual que en el grupo anterior, no fueron encontrados compuestos con actividad 

antifúngica relevante, ya que ninguno tuvo un efecto similar a miconazol (gráfica 3), por 

otro lado, el compuesto C2 presentó mayor actividad antifúngica en comparación con C3 y 

C8, estos resultados se muestran en la tabla 10. 

Tabla 10. Estructura base, diámetro de los halos de inhibición (mm) y sustituyentes 

presentes en los compuestos del grupo C. 

Estructura base grupo C ID Halo de inhibición (mm) Sustituyente (R) 

N
H

N

R

NH2  

C2 17 ± 0.8 
 

C3 9 ± 0.4 
 

C8 11 ± 0.5 

 

Testigo positivo Miconazol: 35 ± 0.8 mm      Testigo negativo DMSO: 0 ± 0.0 



 

- 61 - 

                                                        

C2 C3 C8 C(+)

0

20

40

60

35

109

17

Compuestos evaluados
D

iá
m

e
tr

o
 d

e
l 
h

a
lo

 d
e
 i
n

h
ib

ic
ió

n
 (

m
m

)
 

Gráfica 3.Comparación del promedio del diámetro de los halos de inhibición (mm) de los 

compuestos del grupo C, con respecto al testigo positivo (miconazol). 

Los compuestos de la serie C, presentan un grupo amino en la posición 5(6) del 

heterociclo, a diferencia del grupo B, que presentaba un grupo nitro, este cambio, no 

derivó en una diferencia importante en la actividad antifúngica, a excepción de C3, que 

presenta un grupo electrodonador (dimetilamino) en para, de tal modo que, su baja 

actividad puede atribuirse a un efecto estérico de dicho grupo.  

En la tabla 11 encontramos los resultados obtenidos para los compuestos del grupo D. 

Estos compuestos corresponden al 5-fenilamino-1H-benzimidazol. De manera general, 

este grupo presentó muy buena actividad, ya que de los 5 compuestos en los que se 

observó actividad antifúngica contra C. albicans, 3 presentan actividad mayor a la 

producida por miconazol. 
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Tabla 11. Estructura base, diámetro de los halos de inhibición (mm) y sustituyentes 

presentes en los compuestos del grupo D. 

Estructura base grupo D ID Halo de inhibición (mm) Sustituyente (R) 

N
H

N

R

NH  

D2 38 ± 0.5 
 

D5 15 ± 0.7 
 

D7 41 ± 0.7 
 

D9 17 ± 0.7 

 

D10 36 ± 0.8 
 

Testigo positivo Miconazol: 35 ± 0.8 mm      Testigo negativo DMSO: 0 ± 0.0 

Como se muestra en la gráfica 4, los compuestos D2, D7 y D10 (figura 29) presentaron 

una actividad antifúngica muy considerable con halos de 38 mm, 41 mm y 36 mm, 

respectivamente, lo cual los convierte en compuestos relevantes y de interés para 

investigaciones futuras sobre el tratamiento de C. albicans; de manera general, este grupo 

presenta un incremento en la actividad antifúngica en comparación con los grupos 

anteriores, lo cual nos indica que la adición del grupo fenilamino en la posición 5 del 

heterociclo incrementa la actividad antifúngica; para este grupo se propone la protonación 

del fenilo en posición orto y para, favoreciendo a través de estructuras resonantes el 

carácter ácido del compuesto, generando un factor que no favorece el desarrollo de C. 

albicans.   
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Gráfica 4. Comparación del promedio del diámetro de los halos de inhibición (mm) de los 

compuestos del grupo D, con respecto al testigo positivo (miconazol). 
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 A)  B) C) 

 

Figura 29. A) Compuesto D2, B) Compuesto D7, C) Compuesto D10. Diámetro de 

halos de inhibición señalados en color azul. 

De manera similar a los grupos B y C, los compuestos del grupo E derivados del 5(6)-

etanolamino-1H-benzimidazol, fueron escasamente efectivos contra C. albicans, esto 

puede constatarse al observar el diámetro de los halos de inhibición, siendo de 13 mm el 

halo más grande y de 8 mm el más pequeño, tal como se muestra en la tabla 12.  

 

Tabla 12. Estructura base, diámetro de los halos de inhibición (mm) y sustituyentes 

presentes en los compuestos del grupo E. 

Estructura base grupo E ID Halo de inhibición (mm) Sustituyente (R) 

N
H

N

R

NH
OH

 

E1 10 ± 0.7 -H 

E7 8 ± 0.5 

 

E8 13 ± 0.9 

 

E10 11 ± 0.6 
 

Testigo positivo Miconazol: 35 ± 0.8 mm Testigo negativo DMSO: 0 ± 0.0 
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Gráfica 5. Comparación del promedio del diámetro de los halos de inhibición (mm) de los 

compuestos del grupo E, con respecto al testigo positivo (miconazol). 

También, podemos observar en la gráfica 5, que todos los compuestos presentaron una 

actividad antifúngica muy por debajo del testigo positivo, evidenciando así su 

inefectividad. Por otro lado, al analizar los compuestos de manera estructural, se haya 

que el compuesto E1, tubo actividad antifúngica contra C. albicans por sí mismo, es decir, 

sin poseer sustituyentes, esta actividad se ve ligeramente disminuida al presentarse un 

grupo nitro en la posición para del fenilo (E7); caso contrario se presenta al encontrarse 

un grupo amino en las posiciones orto y para (E8 y E10, respectivamente), presentándose 

un ligero aumento en la actividad antifúngica. 

El penúltimo grupo evaluado fue el F; los compuestos de este grupo derivan del 5-

fenilazo-1H-benzimidazol. Esta serie de compuestos fue irrelevante, puesto que no se 

presentó actividad antifúngica en ningún caso, ejemplo de ello se muestra en la figura 30. 

 

Figura 30. Compuesto F3 (sin halo de inhibición). 
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El último grupo de compuestos evaluado fue el G, con respecto a éste, podemos observar 

en la tabla 13, que, a diferencia de los demás grupos, éste no contiene al grupo 

benzimidazol en sus estructuras; también se observa que, los compuestos G1 y G2 son 

similares, sin embargo, en el primero encontramos un azol (pirazol) y en el segundo 

encontramos una piridazina, pero, ambos poseen en su estructura una nitroanilina.  

Es importante señalar que, las estructuras que comparten los compuestos del G3 al G7 

son hidrazidas. 

Tabla 13. Estructura base, diámetro de los halos de inhibición (mm) y sustituyentes 

presentes en los compuestos del grupo G. 

Estructura base grupo G ID Halo de inhibición (mm) Sustituyente (R) 

N
+ O

-
O

NH2

R  

G1 20 ± 0.5 

 

G2 46 ± 0.5 

 

G3 56 ± 0.5 
 

G4 57 ± 0.0 

 

G5 54 ± 0.5 

 

G6 57 ± 0.5 
 

G7 57 ± 0.0 
 

Testigo positivo Miconazol: 35 ± 0.8 mm Testigo negativo DMSO: 0 ± 0.0 

 

Por otro lado, si observamos la gráfica 6, a simple vista podemos percibir que la actividad 

antifúngica del grupo en general es buena, siendo en la mayoría de los casos superior al 

testigo positivo (figura 31), lo cual genera gran interés, ya que son moléculas 

prometedoras con respecto a su utilidad contra C. albicans, y quizá contra algunos otros 

hongos.  
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Gráfica 6. Comparación del promedio del diámetro de los halos de inhibición (mm) de los 

compuestos del grupo G, con respecto al testigo positivo (miconazol). 

 

A)  B)  C)  

 

 

 

 

D)  E)  F)  

 

 

 

 

Figura 31. A) Compuesto G2, B) Compuesto G3, C) Compuesto G4, D) Compuesto 

G5, E) Compuesto G6 y F) Compuesto G7. Diámetro de halos de inhibición señalados 

en color azul. 

A pesar de que en este grupo encontramos estructuras variadas, se haya una 

característica importante en comparación con los otros 6 grupos, ya que los compuestos 
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del grupo G, con excepción de G1 y G2, no se componen de heterociclos, pero poseen en 

su estructura al menos un benceno trisustituido. En la gráfica 6 podemos observar que el 

compuesto que contiene al pirazol fue el que generó la menor actividad antifúngica, 

seguido por el compuesto que contiene a la piridazina (G1 y G2, respectivamente); en 

cambio los compuestos que presentan en su estructura una hidrazida, generaron 

actividad similar entre sí y por encima del testigo positivo, la similitud entre la actividad de 

éstos, es de alguna manera algo que se podía esperar, debido a que sus estructuras solo 

se diferencian por el tamaño de sus cadenas y porque algunos son ésteres (G3, G4 y G5), 

mientras que otros son ácidos carboxílicos (G6 y G7).  

Tal como se había mencionado anteriormente, es importante considerar las implicaciones 

que se generan al estar presentes los grupos amino y nitro en los compuestos, ya que de 

manera estructural es evidente su presencia, ya sea formando parte de la estructura 

principal o como sustituyentes.  

Al analizar de manera general los resultados de todos los compuestos, encontramos que 

dentro de los derivados de benzimidazol, los compuestos D2, D7 y D10 fueron los que 

sobresalieron al generar halos de inhibición de 38 mm, 41 mm y 33 mm, respectivamente. 

Con respecto al compuesto D2, al analizar su estructura podemos ver que posee 3 anillos 

bencénicos y tal como se ha descrito anteriormente esta característica parece favorecer la 

actividad antifúngica, puesto que el poseer bencenos en su estructura facilita la 

interacción con otros sustituyentes (Botello, 2005).  

Por otro lado, cuando existen sustituyentes enlazados al anillo benceno, tales como 

grupos amino o nitro, específicamente en la posición para, se genera mayor actividad 

antifúngica, tal como es el caso de los compuestos D7 y D10, los cuales poseen a los 

sustituyentes nitro y amino, respectivamente. Este efecto puede deberse al hecho de que 

a pesar de las diferencias de cargas de los sustituyentes, el grupo nitro tiene la capacidad 

de generar un fuerte efecto atrayente de electrones, provocando la deslocalización de los 

mismos, mientras que el grupo amino, al poseer un nitrógeno cuenta con las capacidades 

de contribuir afinidad a las enzimas sobre las que actúa y de reaccionar con grupos 

carbonilo (Korokolvas y Burckhalter, 1983); el efecto generado a partir de la atracción de 

electrones coincide con los resultados reportados por Sharma, et al.,2009, los cuales 

indican que la presencia de un grupo atrayente de electrones en el anillo benceno 

favorece la actividad antifúngica.   

A pesar de la presencia de estas características, es importante no perder de vista el 

origen de los compuestos evaluados, recordemos que la mayoría son derivados de 
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benzimidazol y, es esta la razón por la cual se esperaba existiera actividad antifúngica, 

puesto que el sistema de anillo que poseen como núcleo, ha sido objeto de estudio en 

diversas ocasiones, siendo estos estudios los que han permitido determinar que los 

benzimidazoles son isósteros estructurales de nucleótidos naturales, lo que les permite 

interactuar fácilmente con los biopolímeros de los sistemas vivos, además se ha 

comprobado su funcionalidad y efectividad como antihipertensivo, antifúngico, 

antioxidante, antiviral e inhibidor de topoisomerasas, entre otras. (Sharma, et al., 2009).  

Con respecto al mecanismo de acción de estos compuestos, podemos proponer alguno 

con base en su estructura, atribuyendo la actividad al anillo que poseen, sugiriendo éste 

pudiera ser similar al de miconazol. Dentro de la familia de fármacos antifúngicos, el grupo 

de los azoles y específicamente los derivados imidazólicos, suelen ser los más utilizados; 

el miconazol se encuentra clasificado dentro de los imidazoles, los cuales poseen dos 

nitrógenos en el anillo imidazólico, de tal manera que, si nos apegamos a esta 

característica los compuestos de estudio derivados de benzimidazol podrían clasificarse 

en el mismo grupo, por tal motivo, al compartir características estructurales, suponemos 

que el mecanismo de acción es similar.  

El mecanismo de acción del miconazol y del grupo de los azoles en general, consiste en 

el efecto que tienen éstos sobre un componente importante de la membrana del hongo, el 

ergosterol, el cual es un lípido de la familia de los esteroles que actúa proporcionando 

fluidez, simetría e integridad; además de contribuir en funciones propias de muchas 

enzimas, como la quitinsintetasa, la cual es importante para el crecimiento y división de la 

propia célula. Los derivados imidazólicos inhiben las enzimas oxidativas asociadas al 

citocromo P450 [CYP 3A4 y CYP 2C9] (lanosterol 14-α desmetilasa), bloqueando la 

conversión de lanosterol en ergolesterol, lo que produce una alteración en la 

permeabilidad de la membrana de las células fúngicas, también promueven la 

acumulación de peróxido de hidrógeno capaz de lesionar la estructura de los organelos 

intracelulares (López, et al. 2016).  

Si el mecanismo de acción propuesto es cierto, la actividad antifúngica en los compuestos 

D2, D7 y D10 podría deberse a la presencia de un tercer anillo bencénico como facilitador 

(D2), más la presencia de sustituyentes atrayentes de electrones como el grupo nitro (D7) 

o sustituyentes que potencialicen la afinidad y faciliten la unión a carbonilos como el grupo 

amino (D10). 
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Figura 32. Mecanismo de acción de los antifúngicos que actúan en la vía de síntesis del 

ergolesterol. (Modificada de López, et al., 2016). 
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En cuanto a los compuestos del grupo G, los cuales no derivan de benzimidazol, 

encontramos que a excepción de G1, todos presentan muy buena actividad antifúngica, 

inclusive mayor que miconazol; esta actividad fue similar en los compuestos G3, G4, G5, 

G6 y G7, la cual puede deberse a la principal característica de los ácidos carboxílicos, su 

acidez, se puede suponer que existió una disociación, lo cual generó carboxilato (𝑅𝐶𝑂𝑂−); 

los sustituyentes electronegativos presentes en la molécula como el grupo nitro, 

aumentan la fuerza del ácido a través de su efecto inductivo electroatractor, este efecto 

inductivo puede ser mayor si están presentes uno o más grupos electroatractores, los 

cuales se cree se formaron a través de las estructuras resonantes, generándose a la par, 

la liberación de protones al medio de los grupos electrodonadores (amino) presentes en la 

molécula, dando como resultado, un medio de crecimiento con condiciones de pH poco 

óptimas para el desarrollo de C. albicans. 

Con respecto a este grupo, es difícil vislumbrar un posible mecanismo de acción en 

relación con sus estructuras, ya que, como se mencionó con anterioridad, todos los 

compuestos evaluados son considerados nuevos y estos compuestos, a diferencia de los 

derivados de benzimidazol, no han sido estudiados de manera específica y minuciosa, por 

B 
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D  

  Anillo benceno 

 Anillo benceno adicional (grupo D) 
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  Sustituyentes 

Figura 33. Comparación de los componentes estructurales de: A) Miconazol, 

B) Compuesto D2, C) Compuestos D7 y D) Compuesto D10. 
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ende la información específica reportada sobre la actividad antifúngica es nula. Sin 

embargo, al haberse obtenido tan buenos resultados (incluyendo los compuestos D2, D7 

y D10 derivados de benzimidazol) es importante resaltar la necesidad de continuar con 

estudios futuros que busquen obtener información que oriente a la determinación de dosis 

efectivas, valores y rangos de citotoxicidad, así como la descripción de mecanismos de 

acción, con la finalidad de determinar la posible introducción de nuevos compuestos de 

uso clínico. 
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8. CONCLUSIONES 

 

Los compuestos evaluados en el presente estudio fueron en su mayoría derivados del 

benzimidazol, de los cuales se pudieron determinar cómo los más efectivos a D2, D7 y 

D10, con halos de inhibición de 38 mm, 41 mm y 36 mm, respectivamente. Con base en 

esto, se propuso que el mecanismo de acción que pudieran llevar a cabo se encuentra 

relacionado con su efecto sobre el ergosterol, mediante la inhibición de las enzimas 

oxidativas lanosterol 14-α desmetilasa, bloqueando así la conversión de lanosterol en 

ergosterol, lo que produce una alteración en la permeabilidad de la membrana de las 

células fúngicas, generando la pérdida de moléculas importantes y/o la acumulación de 

sustancias tóxicas.  

En el caso de los compuestos del grupo G que presentaron muy buena actividad 

antifúngica, no fue posible proponer un mecanismo de acción, debido a que se carece de 

reportes y estudios bibliográficos que orienten al mismo.  

Se analizaron las estructuras de los compuestos lo que permitió identificar ciertos 

comportamientos consistentes, como el hecho de presentarse mayor actividad antifúngica 

al encontrarse sustituyentes electrodonadores (amino) y electroatractores (nitro) en la 

molécula, en la posición para, principalmente. Al realizar la comparación entre grupos de 

compuestos se identificó que el grupo D es el más sobresaliente dentro de los 

compuestos derivados del benzimidazol, mientras que del grupo G, los compuestos más 

sobresalientes son derivados de ésteres de ácidos carboxílicos y de, ácidos carboxílicos. 

Finalmente, se determinó que, con base en los resultados favorables que se presentaron, 

debe considerarse la posibilidad de que estos compuestos sean útiles en el ámbito clínico, 

sin embargo, esto debe comprobarse y determinarse a través de la realización de 

ensayos enfocados al descubrimiento y esclarecimiento de toxicidad, citotoxicidad, 

mecanismos de acción y en general, de todos los procesos farmacológicos involucrados. 
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9. PROSPECTIVAS DEL PROYECTO 

 

Los resultados de este trabajo desatacan la necesidad de profundizar los estudios, no 

sólo para adelantarse a los cambios evolutivos de este importante patógeno oportunista, 

sino también, para buscar una solución efectiva frente a la generación de resistencia a los 

antifúngicos de uso terapéutico.  

Se sugiere realizar: 

• La determinación de CMI y CMF 

• Ensayos para la determinación de sensibilidad a diferentes concentraciones con 

cepas de aislamiento clínico, testigos negativos y positivos y, cepas de referencia 

para control de calidad. 

• Ensayos de toxicidad y citotoxicidad. 

Y en caso de obtenerse buenos resultados de las pruebas anteriores continuar con: 

Ensayos de microscopia electrónica y farmacología para profundizar y orientar acerca de 

un mecanismo de acción, farmacocinética y farmacodinamia.   
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11. ANEXOS 

Anexo 1. Resultados de identificación por laboratorio “Bio Médicos”. 
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Anexo 2. Preparación de disoluciones de cada compuesto orgánico en estudio. 

- Pesar 80 mg de cada uno de los compuestos en balanza analítica.  

- Colocar los 80 mg de compuesto en tubos ependorf, es importante rotular cada 

uno.  

- Con ayuda de una micropipeta y de puntas estériles, adicionar a cada tubo 

ependorf 200 µl de dimetilsulfóxido (DMSO).  

- Someter cada uno de los tubos a agitación con ayuda del vortex, buscando 

disolver lo mayormente posible.  

- En caso de no presentarse una disolución adecuada, colocar los tubos en el 

sonicador a una temperatura de 30°C. 

- Resguardar las soluciones. 

Anexo 3. Preparación de discos de papel whatman.  

- Cortar discos de papel whatman No 5 de 6 mm de diámetro. 

- Colocar los discos en un recipiente de tapón de rosca y cerrar. 

- Una vez sellados están listos para ser esterilizados en autoclave.  

Anexo 4. Preparación de medios cultivo para resiembra, materiales y equipos. 

- El medio de cultivo caldo Dextrosa Sabouraud, será preparado siguiendo las 

indicaciones del fabricante. 

- Adicionar a tubos de vidrio con tapa de rosca 10 ml de SSF. Se deben preparar los 

tubos según se consideren son necesarios. Dejar la tapa de rosca entre abierta 

para proceder a esterilizar en autoclave.  

- Envolver las cajas de puntas que sean necesarias con papel periódico, una vez 

selladas están listas para ser esterilizadas en autoclave.  

- Una vez listo todo el material incluyendo los discos de papel whatman 

mencionados en el punto anterior introducirlo en la autoclave y ejecutar el proceso 

de esterilización durante 15 minutos a 121 lb de presión.  

- Posterior a la esterilización se deben someter a pruebas de esterilidad los medios 

de cultivo y la SSF, el resto del material debe resguardarse en un área que impida 

su contaminación.  

Anexo 5. Preparación de placas MHA adicionada GAM.  

- Preparar el medio de cultivo siguiendo las indicaciones del fabricante.  

- Seguir la metodología M4-A2 para la adición del 2% de glucosa y 5 µg/ml de azul 

de metileno. 
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- Esterilizar las placas obtenidas. 

- Dejar enfriar las cajas. 

- Someter a prueba de esterilidad incubando por 24 horas a 37°C.  

- En caso de no emplearse el día posterior a su preparación mantenerlas en 

refrigeración a 4°C selladas con papel parafilm.  

Anexo 6. Impregnación de los discos de papel whatman previamente esterilizados.  

- Trabajar en campana de flujo. 

- Colocar en cajas petri de vidrio (previamente esterilizadas) discos de papel 

whatman muy bien distribuidos, la cantidad de discos debe cubrir la realización de 

las pruebas por triplicado.  

- Con ayuda de una micropipeta, colocar 10 µl de cada una de las soluciones de los 

compuestos a cada disco, cuidando colocarlo justo en el centro. 

- Una vez impregnados los discos correspondientes con cada uno de los 

compuestos de prueba, sellar las cajas petri y dejar secar.  

- Preparar los discos correspondientes al testigo negativo, impregnándolos con 

DMSO. Sellar las cajas petri y dejar secar. 

- Una vez secos los discos, éstos están listos para su uso.  

Anexo 7. Montaje de la prueba de Difusión en placa. 

- Preparación de la suspensión de microorganismos:  

- Tomar una asada de las colonias sembradas del microorganismo y sumergirla en 

5 ml de caldo SDA.  

- Realizar los movimientos giratorios (técnica de inóculo pesado). 

- Incubar el tubo en agitación a 37°C por 48 horas.  

- Ajustar la densidad del inóculo de acuerdo con el tubo 0.5 del Nefelómetro de 

McFarland con SSF, en espectrofotómetro a una longitud de onda de 625 nm. 

- Inoculación del microorganismo:  

- A partir del inóculo con una concentración de 1 − 5𝑥108  𝑈𝐹𝐶/𝑚𝑙, realizar con un 

hisopo estéril un sembrado masivo sobre las placas de agar MH. 

- Con ayuda de una aguja estéril, colocar los sensidiscos impregnados de la 

muestra de los compuestos (3 por compuesto + un testigo negativo). Procurar 

dejar a menos 1.5 cm de distancia entre cada sensidisco y el borde de la caja. 

- Permitir que el sensidisco se adhiera a la placa de agar, teniendo precaución de 

evitar desplazamientos de los discos.  

- Incubar a 37°C por 48 horas, realizando una revisión breve a las 24 horas.  
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- Posterior a la incubación con ayuda de un Vernier, medir el diámetro de los halos 

de inhibición.  

- La presencia de un halo de inhibición es indicativa de actividad antifúngica y se 

reportará el diámetro de los halos de inhibición en mm.  

- La ausencia de halo de inhibición indicará que no existe actividad antifúngica.  

- Manejo de residuos: Inactivar las cepas, posteriormente desecharlas en bolsa roja 

e incinerarlas. Una vez empleado el material que haya estado en contacto con el 

microorganismo será necesario eliminarlo en un contenedor especial para su 

posterior inactivación, esterilización o incinerado, según los recursos del 

laboratorio. 
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