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I. RESUMEN

Introduccién: La Aspergilosis invasiva es una enfermedad de gran importancia, ya que en
los Gltimos 20 afios su incidencia ha aumentado entre 5 y 10 veces, presentando una
mortalidad que varia desde un 60 a 98 por ciento dependiendo de su localizacidn,
principalmente por enfermedades donde hay inmunodepresion. Objetivo: Implementar un
método para evaluar la actividad biolégica de antimicéticos de diversas compafiias
farmacéuticas, utilizando como microorganismo (M.O.) de prueba al Aspergillus flavus y
asi ver cual de ellos obtuvo una eficacia mayor. Método: La actividad antimicotica de los
diferentes medicamentos se evalu6 mediante la técnica de pozo en placa, en agar
Sabouraud-dextrosa con rosa de bengala, en la cual se utiliz6 como testigo positivo a la
terbinafina, y como testigo negativo a la solucion salina. Resultados: Nos mostraron que
no se tiene el efecto antimicatico en los farmacos probados frente al testigo positivo, el
cual fue la compafiia K (terbinafina) con una inhibicién del 100% frente a las demas;
prosiguiendo a esta, las compariias A, B y G (Anfotericina B, Fluconazol e Itraconazol);
despues las compafiias B, G, C y D (Fluconazol, Itraconazol y Ketoconazol); siendo menos
eficaces las compaifiias F, J, E, I, H (Itraconazol, Ketoconazol y Fluconazol), igual actividad
a la solucion salina, por lo tanto no hay eficacia de los antimicoticos. Conclusion: El
método es barato, fiable y adecuado para evaluar la actividad bioldgica de diferentes

antimicoticos antes de salir al mercado.




1. INTRODUCCION

Las micosis se transmiten por contacto directo de persona a persona, por via percutanea o a
través de la penetracion de heridas en la piel, inhalacién, ingestion, inoculacion y por
procedimientos diagndsticos o terapéuticos invasivos y en forma enddgena, por hongos de
la flora comensal. Las micosis se clasifican por localizacién en: superficiales, subcutaneas,
sistémicas y oportunistas.

El género Aspergillus es causante de una micosis oportunista adquirida mediante la
penetracion del hongo por via respiratoria, inoculacion percutanea o por contacto directo
con las esporas de las diferentes especies del hongo.

Este hongo esta ampliamente diseminado en el medio ambiente, presente en agua, aire,
suelos, alimentos y plantas; las formas infectantes son las esporas, que se pueden inhalar o
introducir por la piel a través de una discontinuidad de la misma.

Como factores de virulencia tenemos las glucoproteinas de la pared celular del hongo, ya
que presentan actividad de endotoxina e inducen fenomenos de hemorragia y necrosis; por
otro lado, la capacidad invasiva se relaciona con la secrecion de elastasa y la produccion
de sideroforos. Una vez que se han inhalado las esporas del hongo, se instalan y desarrollan
micelio, mostrando colonizacidn de la mucosa con la presencia de moco y eosinéfilos, y
destruccion del epitelio bronquial con infiltrado celular, fibrina y necrosis. La forma
invasiva provoca edema con necrosis. La presencia del hongo en las vias respiratorias
origina una respuesta de tipo alérgico, en personas con inmunosupresion importante, a
partir de la infeccion pulmonar, se origina una invasién micotica tisular intensa con
afeccion vascular y fendmenos trombdticos; todo esto produce diseminacion en diferentes

Organos y se conoce como aspergilosis invasiva.

La aspergilosis pulmonar de tipo alérgica con datos de rinitis o broncoalveolar; de tipo
asmatico con formacidn de aspergilomas, presenta tos y secreciébn mucopurulenta, fiebre,
disnea y malestar general, esta es causada por inhalacion de conidios y genera alveolitis y
cuadro asmatico, fibrosis pulmonar, edema intersticial y vasculitis.

La forma pulmonar invasiva, propia de personas inmunocomprometidas, causa tos
productiva, hemoptisis, disnea, fiebre y ataque al estado general; la aspergilosis diseminada

provoca lesiones granulomatosas y necroticas en sistema nervioso, corazdn, aparato
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digestivo, higado y bazo; otros sitios afectados son: piel, oidos, o0jos y ufias (onicomicosis);
la aspergilosis micetomatoide es indistinguible de un micetoma eumiceético.

La aspergilosis Otica genera otitis externa, con lesion eritematosa, edema y pequefias
ulceras encostradas, con prurito, ardor y dolor; la forma oftdlmica produce queratitis con
inflamacion, eritema y ulceracion corneal, fotofobia, dolor, ardor y puede generar una

endoftalmitis. También se ha encontrado en senos paranasales, en vias urinarias y cardiaca.’

Esta enfermedad es de gran importancia, por eso se debe tener en cuenta, ya que en los
ualtimos 20 afios la incidencia de aspergilosis invasiva ha aumentado entre 5 y 10 veces,
presentando una mortalidad que varia desde un 60 a un 98 por ciento dependiendo de su
localizacion, enfermedad de base (inmunodepresidn), diagnéstico y tratamiento precoz. A
pesar que se ha logrado un importante avance en estos dos ultimos decenios,
aproximadamente un 50 por ciento de los casos se diagnostican post mortem. También
afectan principalmente vias respiratorias causando asi asma y aspergilosis broncopulmonar
cronica, ademas de ser causante de contaminacion alimentaria y provocar lo que es el
micetismo.

Por tal motivo para la aspergilosis y para otras enfermedades se han disefiado una gran
variedad de medicamentos como: Terbinafina, Ketoconazol, Itraconazol, Fluconazol,
Anfotericina B, entre otros, también existen medicamentos compuestos como por ejemplo:
Azitromicina-Fluconazol-Tinidazol, Itraconazol-Secnidazol, Fosfato de clindamicina-
Ketoconazol, ademas de que tienen diferentes formas farmaceéuticas (tabletas, capsulas,
Ovulos, suspensiones inyectables, etc), complicando ain mas el panorama terapéutico por la
gran diversidad de concentraciones que presentan estos medicamentos.”

El mejor procedimiento para evaluar su efectividad seria que todas las compafiias realizaran
la prueba de actividad biologica para asegurar que los medicamentos tuvieran una
efectividad del 100%, sin embargo, algunas empresas no realizan la prueba. Por lo tanto, el
cometido de este trabajo es evaluar en algunos antimicoticos su eficacia mediante esta

prueba y asi corroborar el efecto terapéutico del medicamento.




I1l. MARCO TEORICO

3.1. Definicion de micologia

La micologia médica es una rama de la microbiologia, interrelacionada con diversas
especialidades de la medicina, y tiene por objeto estudiar a los hongos y las enfermedades
que producen.

Los hongos se consideraron originalmente como plantas inferiores en la categoria de las
criptdgamas y en la division (Phylum) Thallophitas. Desde 1969, Whittaker los colocé en el
reino Fungae y agrupo a los seres vivos en cinco reinos en la escala bioldgica: Monera,
Protista, Fungae, Plantae y Animalia. En el reino Monera, se incluian las bacterias, los
actinomicetos y algunas algas verdes y azules; en el reino Protista, los protozoarios y el
resto de algas; en el Plantae, los vegetales superiores, y en el Animalia, los animales
superiores. En 2002, Kendrick, aunando esto a otras técnicas, la inmunologia y la biologia
molecular, los clasifica hoy en dia en siete reinos: Archeabacteria, Eubacteria, Chromista,
Protozoa, Fungi, Plantae y Animalia.?

El mundo de los hongos ha estado en contacto con el hombre desde su origen mismo, a
través de los afios éstos han tenido multiples usos y fines, quizas en un inicio fueron
utilizados como ornato y en el afan del hombre por encontrar nuevas fuentes nutricionales,

como alimento.

Hasta el siglo XVIII, los Gnicos hongos conocidos fueron los macromicetos o setas, pero
gracias a la creacion del microscopio por Leeuwenhoek, se nos ha permitido asomarnos al
mundo no perceptible por el ojo humano, y por ende hemos encontrado el vasto grupo de
los hongos microscépicos, con los que el hombre ha obtenido maltiples beneficios, como el
desarrollo de variados antibidticos; también ha descubierto los microorganismos patdégenos

para él, animales, plantas e insectos.’




3.2. Generalidades de los hongos

Los hongos constituyen un complejo y fascinante grupo de organismos, tan grande que se
calculan mas de 70 000 especies, pero se cree que hay mas de un millén y medio; viven en
los medios mas variados y sélo alrededor de 100 son necesariamente patdégenos para
mamiferos, pero también hay patdgenos de vegetales, insectos (entomdgenos) o de otros
hongos (microparasitos), y unos pocos cientos son hongos oportunistas.

Los hongos mejor conocidos por todos son los macroscopicos, denominados también setas
o champifiones, con tamafio, forma y color de lo mas variado.

Los hongos tienen como caracteristica comun la ausencia de clorofila, por lo tanto, no
pueden realizar la fotosintesis y deben nutrirse a partir de materia organica; tienen la
habilidad de descomponer organismos muertos o sus productos (sapréfitos o saprétrofos) y
obtener el nutrimento de otros organismos vivos o huesped (parasitos). Algunos hongos se
asocian a otro organismo para nutrirse mutuamente (simbiosis) como los liquenes, la
combinacion de hongos y las algas, asi como las micorrizas, asociacion de hongos y raices
de plantas, que sirven para incrementar la absorcion de nutrientes del suelo.

Los hongos tienen caracteristicas ecoldgicas estratégicas que les permiten llenar sus
requerimientos nutricionales junto con su ambiente fisico, como temperatura, actividad
acuosa y aerofilia. Los hongos patdgenos son especies zootrépicas que requieren tejido
vivo para el crecimiento, al menos durante una parte de su ciclo; en cambio, los hongos
oportunistas son necrotroficos o saprotroficos, es decir, utilizan componentes organicos
generados por vertebrados o compuestos organicos de invertebrados. Los hongos
necrotréficos pueden dividirse en queratinofilicos (utilizan queratina), lipofilicos (usan
lipidos), osmofilicos (que viven en ambiente con poca actividad acuosa), simbiontes

enddgenos (Candida), urofilicos y coprofilicos (Trichosporon y P. boydii).

Los hongos tienen gran importancia para conservar el equilibrio de la naturaleza, ya que
desintegran o reciclan casi todos los restos organicos; intervienen en la produccion del
humus del suelo, muy importante para su fertilidad; a esto se denomina “biodesintegracion”
y es indispensable en la biosfera, pero también participan de manera indispensable en el
biodeterioro; algunos hongos se encuentran disponibles incluso para programas de control

bioldgico.




Por si mismos, los hongos sirven como alimento o se utilizan en la elaboracion de otros:
pan, vino, cerveza y quesos: se usan para elaborar salsa de soja, fermentar la mandioca o
yuca y producir tapioca; se utilizan en procesos industriales, como la elaboracion de &cido
citrico (Aspergillus niger); también sirven para obtener antibiéticos como la penicilina, las

cefalosporinas, la griseofulvina y el &cido fusidico, asi como hormonas y enzimas.

Por sus usos en la industria, se ha perfeccionado mucho la ingenieria genética, sobre todo
en levaduras. Por otra parte, pueden ser una seria amenaza para los cultivos; entre los
fitopatogenos, los parasitos fungicos originan 70% de las enfermedades importantes;
pueden destruir maderas, pieles, telas, obras de arte, lubricantes, cocinas, bafios o alimentos
que consume el ser humano o los animales. En la ganaderia son sensibles de ocasionar
grandes pérdidas econdmicas por enfermedades digestivas, abortos, dermatosis 0 micosis

sistémicas.

En seres humanos, la micopatologia es variada. Al envenenamiento producido por la
ingestion de un hongo macromiceto (setas toxicas) se llama micetismo.

Se conoce como micotoxicosis las alteraciones producidas por la ingestion de alimentos
que contienen metabolitos o sustancias precursoras de toxinas de hongos, como las
aflatoxinas (Aspergillus), las fusarinas (Fusarium) que se desarrollan sobre maiz,
cacahuates (mani) y otros sustratos utilizados como alimento para seres humanos o
animales, son sustancias muy activas que afectan a los alimentos y pueden originar mas
hepatomas en animales de laboratorio y se cree que producen cancer de higado en seres
humanos; y ergotoxinas. También pueden ocurrir fendmenos alérgicos de hipersensibilidad
en personas normales o atipicas, fundamentalmente asma y rinitis (Penicillium,

Aspergillus).?




3.3. Clasificacion
La actual clasificacion de los hongos propuesta por Alexopoulos y Mims (1979), siguiendo
las reglas internacionales, propusieron que el reino Fungae, se organizara de la siguiente

forma:

Cuadro 3.3.1. Clasificacion actual del reino fungae *

Reino Division Subdivision Clase
( Gymnomycota Hongos acuaticos o inferiores
Fungae Mixomycotina
0 Zygomycetes
Mycetae < i Zygomycotina
Trichomycetes

9 Amastigomycota <
Ascomycotina Ascomycotina

Basidiomycotina Basidiomycotina

\_ Deuteromycotina Deuteromycetes o Fungi

Imperfecti

En el cuadro 3.3.1, s6lo se hace énfasis en la division Amastigomycota, que equivale a la
Eumycota (anterior clasificacion), debido a que aqui se incluyen los grupos de hongos de
interés médico.

Existen hongos de mayor interés como son: ornamentales, nutricionales, tdxicos,

alucinégenos, medicinales, contaminantes y patgenos.*




3.4. Hongos venenosos o0 toxicos

El hombre, al descubrir en los hongos una gran fuente de alimentos, fue ingiriendo a su
paso todos los que encontraba a su alrededor, de algunos no s6lo obtuvo una nueva
variedad de nutrientes, sino ciertos malestares, trastornos, e incluso la muerte. Ahora

sabemos que hay setas y mohos que contienen potentes toxicas.

A pesar de que existen setas sumamente toxicas, estas vienen siendo una pequefa parte,
pero han dejado en la gente una sensacién mitica de peligro, de aqui que surjan maltiples

(13

consejos acerca del conocimiento popular de los hongos dafiinos como son: “el
ennegrecimiento de la plata o de la cebolla”, que no son ciertos, y solo causan confusiones.
En la Edad Media se utilizé el sistema del “gato o perro” para observar su comportamiento
después de la ingestion de los hongos.

Los hongos miceliales 0 mohos también son capaces de dar intoxicaciones severas, quizas
el mas conocido de estas es el Aspergillus flavus, que tiene potentes aflatoxinas

hepatot6xicas.”

3.5. Caracteristicas de los hongos

La identificacién de las levaduras, como la de las bacterias, implica la realizacién de
pruebas bioquimicas. Sin embargo, los hongos multicelulares se identifican sobre la base de
su aspecto fisico, que incluyen las caracteristicas de las colonias y las esporas

reproductivas.

» Estructuras vegetativas
Las colonias se describen como estructuras vegetativas por que estan compuestas por

células que participan en el catabolismo y en el crecimiento.

» Hongos filamentosos (mohos) y hongos carnosos.
El tallo (cuerpo) de los hongos filamentosos o carnosos esta formado por filamentos largos
de células unidas; estos filamentos, que se denominan hifas, pueden crecer hasta

proporciones inmensas.




Las hifas de casi todos los hongos filamentosos contienen tabiques que las dividen en
unidades separadas similares a una célula mononucleada (un ndcleo). Estas hifas se
denominan tabicadas. En algunas clases de hongos las hifas no contienen tabiques y
aparecen como células continuas y largas con muchos nucleos. Estas hifas se denominan
cenociticas. Incluso en los hongos con hifas tabicadas hay aberturas en los tabiques que
forman un continuo de citoplasma de células adyacentes; estos hongos en realidad también
son organismos cenociticos.

Las hifas crecen alargandose desde sus extremos. Cada parte de una hifa puede crecer y
cuando se desprende un fragmento puede alargarse para formar una hifa nueva. En el
laboratorio los hongos suelen cultivarse a partir de fragmentos obtenidos del tallo.

La porcion de una hifa que obtiene nutrientes se denomina hifa vegetativa; la porcién que
participa en la reproduccion es la hifa reproductiva o aérea, llamada asi por que se proyecta
sobre la superficie del medio en el que esta creciendo el hongo. A menudo las hifas aéreas
poseen esporas reproductivas. Cuando las condiciones ambientales son convenientes las
hifas crecen hasta formar una masa filamentosa denominada micelio que es visible a simple

vista.®

3.6. Reproduccion de los hongos

Una de las caracteristicas mas importantes de los hongos es que siempre se reproducen por
esporas y puede ser sexuada (teleomorfa) o asexuada (anamorfa). Los hongos que presentan
ambas formas se Ilaman holomorfos. En la reproduccién sexuada o perfecta existen células
y 6rganos sexuales diferenciados, que pueden llevar a cabo la fusion de dos ndcleos, y por
lo tanto hay intercambio de material genético, con la posibilidad de que aparezcan nuevas
propiedades, en tanto que la asexuada o imperfecta (hongos mitospdricos), se da a partir de
un micelio aéreo o reproductor, sin fusién de los nacleos. Las esporas o elementos celulares
que sirven a la dispersion se denominan propagulos.

Por un fendbmeno de pleomorfismo, el hongo sufre una mutacién irreversible, pierde sus
6rganos de reproduccion y se transforma en un hongo velloso de micelio estéril, (Mycellia

sterillia).®*




En la actualidad hay una tendencia taxondémica que indica que cuando se usa la palabra o
término ESPORA solo se debe a una forma de reproduccion sexuada, y para CONIDIA, se
refiere a la imperfecta o asexuada. Uno de los inconvenientes que tiene esta clasificacion es
que el término “espora” sigue siendo muy trivial y semanticamente se usa para referirse a
las formas de los hongos, no importando que se indique especificamente a cuéles

(sexuadas o asexuadas).’

3.7. Aspergillus

Estructuralmente consta de un conidi6foro, una vesicula, métulas, fialides y conidias; las
hifas son multinucleadas, el conidiéforo se desarrolla de una hifa vertical, a partir de una
célula horizontal Ilamada célula pie. Sobre la vesicula pueden desarrollarse las métulas y
las fialides, formando una segunda capa.®

Las especies de Aspergillus son mohos de crecimiento rapido con hifas tabicadas
ramificadas y una disposicion caracteristica de conidios en el conidiéforo. Aparecen
colonias esponjadas en uno a dos dias y para el quinto dia pueden cubrir toda la placa con
su crecimiento pigmentado. Las especies se definen con base en las diferencias de la

estructura del conidiéforo y la disposicion de los conidios (figura 3.7.1).

Figura 3.7.1. Estructuras de reproducic’)n asexual de Aspergillus sp.

(Microscopio electronico).
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3.8. Caracteristicas morfoldgicas, microscopicas y fisiologicas del Aspergillus flavus
Las colonias crecen rapidamente en 5 dias a 25°C y tienen un micelio aéreo algodonoso y
bien desarrollado que presenta cierta tonalidad de amarillo, marrén o verde-amarillo cuando
madura.

» Morfologia macroscopica: Colonias filamentosas, aterciopeladas, de color verde
amarillento o café. El reverso puede ser café rojizo o dorado, vesiculas redondas,
esporulacion en toda la superficie, puede haber fialides solas (uniseriado) o con métulas
(biseriado).

» Morfologia microscopica: Conidiéforos rugosos con vesiculas esféricas de 20 a 60
micras, son globulosas y la esporulacion ocurre en toda la superficie. Las fialides se
originan en la vesicula (uniseriado) o en una hilera primaria de métulas que dan origen a
fialides en la vesicula (biseriado). Las fialides a su vez dan origen a cortas cadenas 0 masas
globulosas de conidias elipticas a esféricas, de 3-5 um de didmetro y de color amarillo o
amarillo-anaranjado que se tornan equinulados con el tiempo. Los conidios pueden ser de

dos 6rdenes en disposicion radial, equinulados, y de longitud variable.® *

Cuadro 3.8.1. Caracteristicas del Aspergillus flavus ***

T de
Colonia Conidiéforos Vesicula Disposicién Conidios Fidlides  desarrollo
de conidios optimo
Aspecto Esféricas y Una o dos 162
filamentoso color Rugosos voluminosas,  drdenesen  Equinulados 6 globosos, series 37°C
verde- amarillento. 35a45 . disposicion verde- amarillentos radiadas
radial.

3.9. Aflatoxinas

Ademas de las infecciones que pueden ocasionar los hongos, existen otro tipo de dafios que
pueden causar al hombre, por ejemplo, existen casos donde un gran namero de personas se
enferman por el consumo de alimentos contaminados por toxinas producidas por hongos
denominadas micotoxinas.

Estas micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por mohos que pueden causar

diferentes sintomas toxicolégicos como intoxicaciones y lesiones agudas o cronicas.
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Entre las principales micotoxinas se encuentran las aflatoxinas, las cuales son compuestos
ciclicos planares que se intercalan con los &cidos nucléicos de las células y actian como
mutagenos de cambio de fase y carcindgenos. Ocurre principalmente en el higado, donde se
convierten en derivados inestables.

Los mohos pueden crecer rapidamente en los granos y en el maiz cuando estos productos se
almacenan en condiciones de humedad.

Los carcindgenos derivados de los hongos incluyen las aflatoxinas y las fumonisinas. Las
aflatoxinas se producen habitualmente en granos himedos y en productos de frutos secos.*?

Cuadro 3.9.1. Micotoxicosis producida por micotoxinas de hongos en animales domésticos. ™

Productos
Enfermedad Hongo Micotoxina alimenticios Animales
contaminados afectados

Arroz, maiz, Aves de corral,

Aflatoxicosis Aspergillus Aflatoxinas sorgo, cereales,  cerdos, ganado
flavus cacahuates, bovino, ovejas,
soja. Perros.

Estas aflatoxinas son producidas por ciertas cepas de A. flavus y A. parasiticus, tanto el
hongo como la toxina se han aislado de alimentos como cebada de maiz , semillas de

algodon, cacahuates, harina de cacahuates, arroz, soja, trigo, garbanzo, chicharos, etc.

Figura 3.9.1. Estructura del Aspergillus flavus
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Las aflatoxinas son metabolitos toxicos producidos por Aspergillus flavus o A. parasiticus
en los alimentos y piensos (alimento procesado proveniente de los desperdicios de comida).
Son probablemente las micotoxinas méas conocidas y las que se investigan mas
intensamente del mundo. Las aflatoxinas han sido asociadas a varias enfermedades. La
presencia de aflatoxinas depende de ciertos factores ambientales y de la susceptibilidad de
las instalaciones a la invasion por parte de los hongos antes de los periodos de cosecha, del
almacenaje, y del procesado. Las aflatoxinas han recibido mayor atencion que cualquier
otro tipo de micotoxinas porque han demostrado tener un potente efecto carcindgeno en

animales de laboratorio susceptibles, y efectos toxicoldgicos agudos en humanos.

Hay cuatro aflatoxinas principales: B1, B2, G1, G2. Donde la designacion de aflatoxinas
B1y B2 viene de que bajo la luz ultravioleta exhiben fluorescencia azul (B:blue), mientras
que las designadas como G se refieren a que muestran en sus estructuras relevantes
fluorescencia amarilla verdosa (G:green) bajo la luz ultravioleta. Ademas, dos de los
productos metabolicos, aflatoxina M1 y M2, son contaminantes directos significativos de
alimentos y piensos. Estas aflatoxinas fueron aisladas de la leche de animales alimentados

con piensos contaminados; la designacion con la letra M, proviene de milk.

Estas toxinas tienen estructuras muy parecidas y forman un grupo dnico de compuestos

heterociclicos altamente oxigenados, de forma natural. **

o o o o
o; I ] o; I ]
o T OCH, 0~o OCH
AFLATOXIN B 4 AFLATOXIN B,
o o o o
0 0
OH | oH
o o OCH, 0o OCH
AFLATOXIN M, AFLATOXIN M,
5 6 o o
o Yy e S
o o ocH, 070 OcH,
AFLATOXIN G, AFLATOXN G,

Figura 3.9.2. Estructura de las aflatoxinas **
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3.10. Aspergilosis

Es una micosis causada por un género ubicuo y de bajo poder de patogenicidad. La
invasion puede estar localizada y afectar un solo érgano o tejido, o bien, ser sistémica. El
grado de diseminacion depende de la gravedad y duracion de los factores predisponentes
como puede ser cancer, uso de esteroides de alta potencia, desnutricion, quemaduras, etc.
De todos los hongos que causan enfermedades en los seres humanos, ninguno esta tan
ampliamente distribuido en la naturaleza como las especies de Aspergillus, este es
omnipresente, se encuentra alli donde haya restos organicos, especialmente en el suelo, en
la materia vegetal en descomposicion, el polvo domestico, los materiales de la
construccidn, en algunos alimentos y en el agua. La causa habitual de la aspergilosis suele
ser Aspergillus fumigatus. Aspergillus flavus es la segunda especie mas importante,
especialmente en la enfermedad invasiva de los pacientes inmunodeprimidos. La
enfermedad invasiva suele causar infeccion pulmonar (con fiebre, dolor pectoral y tos) que
se disemina al cerebro, los rifiones, el higado, los huesos o la piel. En los pacientes
inmunocompetentes, Aspergillus tipicamente causa sinusitis alérgica, bronquitis alérgica o
una infeccidn broncopulmonar leve y localizada.

La principal puerta de entrada de Aspergillus se encuentra en el tracto respiratorio. La
inhalacion de conidiosporas puede causar varios tipos de aspergilosis pulmonar.

1.- Aspergilosis alérgica, con reaccion de hipersensibilidad del arbol bronquial, que se
manifiesta con un cuadro asmatico y eosinofilia. En los pacientes con transplante de
pulmdn se han descrito cuadros de traqueobronquitis invasiva.

2.- Aspergilosis primaria invasiva, a consecuencia de la entrada masiva de Aspergillus, por
via aérea.

3.- Aspergilosis secundaria no invasiva (Aspergilosis broncopulmonar), caracterizada por
la proliferacion dentro de una cavidad organica neoformada, como puede ser una caverna
tuberculosa limpia con el tratamiento antituberculoso, de numerosas hifas del hongo
acumuladas formando una pelota, denominada aspergiloma. Los aspergilomas, al irritar la
pared de la cavidad donde asientan, pueden dar lugar a hemoptisis.

4.- Aspergilosis secundaria masiva, en pacientes en estado de inmunodepresion.
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El tratamiento en las formas invasivas de aspergilosis requiere la administracion
intravenosa de anfotericina B.

El diagnostico de laboratorio de la aspergilosis se basa en la identificacién, bien al
examinar directamente muestras patologicas o al aislar y caracterizar el hongo. El
tratamiento se basa en el tratamiento de la enfermedad subyacente, para aumentar la

resistencia del huésped. Se administra itraconazol. *>**

3.11. Micetismo

Aspergillus flavus como contaminante en alimentos basicos.

Una de las preocupaciones mas apremiantes de los paises en vias de desarrollo es la
produccion insuficiente de alimentos basicos, como son los granos y semillas. La
disponibilidad de granos depende de una serie de factores entre los que se encuentran las
pérdidas ocasionadas por plagas. Se estima que en Meéxico se pierde del 25 al 30% de los
granos a causa de insectos, roedores y hongos.

Los hongos causan ennegrecimiento de los granos y semillas y algunas especies producen
micotoxinas.

Entre las micotoxinas mas conocidas se encuentran las aflatoxinas producidas por
Aspergillus flavus, sustancias carcindgenas que afectan principalmente el higado y el
pulman.

Para evitar la contaminacion por hongos, ademas de los métodos preventivos, se ha
recurrido a diferentes opciones como son: la bdsqueda de cultivo resistente, la regulacion
de la humedad del grano y el uso de productos quimicos.

El método de control mas utilizado es el quimico, sin embargo, los compuestos usados
comercialmente para este fin, pueden ocasionar dafio a la flora y fauna silvestre, y su
toxicidad en el hombre y los animales domésticos se manifiesta como teratogéenesis,

carcinogénesis y esterilidad; ademas inducen la aparicion de plagas resistentes.*’
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3.12. Antimicoticos

Los antimicéticos surgen por las frecuentes infecciones en humanos producidas por los
hongos, las cuales si no son atendidas a tiempo pueden llegar a causar hasta la muerte.

Se entiende por antifungico o antimicotico a toda sustancia que tiene la capacidad de evitar
el crecimiento de algunos tipos de hongos o incluso de provocar su muerte. Dado que los
hongos ademas de tener usos beneficiosos para el ser humano (levadura del pan, hongos de
fermentacion de los quesos, los vinos, la cerveza, entre otros muchos ejemplos) forman
parte del colectivo de seres vivos que pueden originar enfermedades en el ser humano, el
conocimiento y uso de los antifungicos es de vital importancia a la hora de tratar muchas

enfermedades.

En la sintesis de estos farmacos es muy importante tener en cuenta la relacion de su
estructura-funcion, pues sobre la base de ellos se garantiza la muerte del hongo sin

provocar graves dafios al organismo hospedero.

El concepto de agente antifungico o antimicotico engloba cualquier sustancia capaz de
producir una alteracion tal de las estructuras de una célula fangica que consiga inhibir su
desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia, bien directa o

indirectamente, lo que facilita el funcionamiento de los sistemas de defensa del huésped.

3.13. Clasificacion de los antifiingicos

Los antimicéticos incluyen una amplia variedad de sustancias con diferentes estructuras
quimicas y mecanismos de accion. La clasificacion se realiza segln criterios
convencionales que atienden a su estructura en: polienos, azoles, alilaminas, entre otros; de
acuerdo con su origen en sustancias producidas por organismos vivos o derivados de
sintesis quimica; de acuerdo con su espectro de accidén en: amplio o restringido y de

acuerdo con el sitio de accién (cuadro 3.13.1.).
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Cuadro 3.13.1. Clasificacion de los antiflngicos por su estructura
GRUPOS ANTIMICOTICOS SITIO DE ACCION
Polienos Nistatina, natamicina, amfotericina B Membrana celular

a) Imidazol: miconazol, clotrimazol,
Azoles ketoconazol Membrana celular
b) Triazoles: fluconazol, itraconazol,
c) Triazoles de segunda generacion:
voriconazol, ravuconazol, posaconazol

Alilaminas Terbinafina, naftifina Membrana celular

a) Papulacandinas
Lipopéptidos b) Triterpenos glicosilados Pared celular
c) Equinocandinas: caspofungina,
anidulofungina, micafungina

Pirimidinas Flucitosina Nucleo
fluoradas

3.14. Mecanismo de accion de los antifangicos

La gran similitud entre las células mamiferas y fangicas resulta un problema a la hora de
disefiar la molécula antifingica, pues esta debe ser selectiva de la célula patdégena y no de la
célula humana sana. Los agentes antifungicos comunmente son utilizados ante infecciones

de las mucosas de las cuales una de cuatro estan relacionadas con hongos patdgenos.

El mecanismo de accidon de los medicamentos que inhiben el crecimiento de hongos,
depende del lugar en el que actuen, lo cual esta relacionado con la estructura quimica del

antifangico.

» Accion del antifungico sobre la membrana celular del hongo
La membrana celular de la célula humana asi como la de los hongos, desempefia una
importante funcion en la division celular y en el metabolismo. Las complejas particulas
lipidicas llamadas esterolatos, son aproximadamente el 25 % de la membrana celular.
Sin embargo, el contenido de esterol de la célula fangica y mamifera es diferente. En las
células de los mamiferos el colesterol es el que predomina y en las células fungicas el

primario es el ergosterol.
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La diferencia del contenido de esteroles ha sido explotada como blanco de accién en los

medicamentos antifungicos. Dentro de ellos se tiene a los polienos, azoles y alilaminas.

Polienos. Los medicamentos que se encuentran en este grupo, se unen al ergosterol
presente en la membrana celular fangica, donde se forman poros que alteran la
permeabilidad de la membrana lo que permite una pérdida de proteinas, glicidos y cationes

monovalentes y divalentes, causas de la muerte celular .

Azoles. Estos inhiben al citocromo P-450-3-A de la célula fungica, a través de la
inactivacion de la enzima C-14-a-dimetilasa, con lo cual se interrumpe la sintesis del
ergosterol en la membrana celular. Debido a la falta de ergosterol se comienzan a acumular
esteroles toxicos intermedios, aumenta la permeabilidad de la membrana y se interrumpe el

crecimiento del hongo.

Alilaminas. Trabajan de forma similar a los azoles, conceptualmente ellas inhiben la
sintesis del ergosterol. Sin embargo, este grupo actlia en un paso temprano de la sintesis del

ergosterol.

Las alilaminas inhiben a la enzima escualeno epoxidasa, de esta forma disminuye la
concentracion de ergosterol, aumentan los niveles de escualeno, aumenta la permeabilidad
de la membrana celular, se interrumpe la organizacion celular y disminuye el crecimiento

del hongo.

3.15. Relacion estructura-funcién de los antifangicos

Las estructuras de los antifungicos tienen gran variedad pero la presencia de ciclos de 5
atomos en los cuales el nitrogeno o azufre forman parte del ciclo, pudiera considerarse un
grupo farmacoforo, pues en ausencia de este las moléculas pierden su actividad biologica

contra los hongos.

En muchos casos la aparicion de anillos bencénicos con sustituyentes halogenados como
cloro o fluor, cercanos al anillo de imidazol o triazol, ayudan a aumentar la respuesta
biol6gica de la molécula, pues le confieren lipofilia y mayor eficiencia frente a infecciones

fangicas, ejemplo que se aprecia en los azoles. *°
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3.16. Agentes Antimicoticos

Los hongos son microorganismos eucariotas. Tienen una membrana celular citoplasmica
compuesta de ergosterol y zimosterol. La membrana celular esta circundada por una pared
celular compuesta por manoproteinas, quitina y glucanos (B-(1—3)-glucano y B-(1—6)-
glucano). La division clasica de los hongos incluye tres tipos: levaduras, mohos y hongos
dimorficos. Las levaduras, como Candida spp., son microorganismos redondos que se
reproducen mediante gemacion asexual. Los hongos, como Aspergillus spp., estan
compuestos por estructuras tubulares conocidas como hifas y crecen mediante ramificacion.
Las hifas suelen describirse como septadas (con divisiones) o no septadas (sin divisiones).
Los hongos dimorficos, como Histoplasma capsulatum, existen como mohos en el

ambiente y crecen como levaduras cuando se exponen a la temperatura corporal.™

Bicapa B-(1- 6)-glucano
fosfolipidica  B-(1— 3)-glucano
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Figura 3.16.1. Sintesis de la membrana celular y la pared celular del hongo, y blancos de los agentes antimicéticos.*®
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3.17. Estructura de los antifingicos
3.17.1 Anfotericina B complejo lipidico (ABLC)

Es un antibidtico y antifungico, tiene una constitucién quimica poliénica (heptaeno),
conteniendo ademas una hexosamina (micosamina), grupos &cidos (&cido carboxilico) y
basicos (amina primaria). Es insoluble en agua y en la mayoria de los disolventes
organicos. La estructura basica de los polienos se compone de un gran anillo lactonico con
una cadena lipofilica rigida que contiene entre tres y siete enlaces dobles, y una porcion
hidrofilica flexible que porta un nimero variable de grupos hidroxilo

Interaccidn con el sitio activo: La anfotericina B forma complejos con el ergosterol de la
membrana gracias a la conformacion de cinta que presenta, quedando el ergosterol atrapado
en ella. La anfotericina B como rodea al ergosterol puede asociarse con este a traves de
asociaciones intermoleculares del tipo Van der Waals tipo London entre la parte lipofilica
del farmaco y del ergosterol. También pueden formarse puentes de hidrégeno entre las
regiones hidrofilicas del farmaco.

La configuracion en cinta de ABLC la convierte en un complejo herméticamente
condensado. Este complejo proporciona cantidad disminuida de droga libre y puede ser esta

la causa de su reducida toxicidad.

Mecanismo de accién: La anfotericina B se fija al ergosterol, el principal esterol de la
membrana de los hongos, esta unidn altera la permeabilidad de la membrana aumentandola,
y altera su fluidez originando la produccion de canales i6nicos(poros) que destruyen la
integridad osmotica de la membrana, provocando asi la perdida de constituyentes
intracelulares como: iones sodio, potasio e hidrogeniones, provocando la muerte del

hongo 19, 20,21

Fig. 3.17.1. Estructura de la anfotericina B.
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3.17.2 Fluconazol

Agente antifngico de baja toxicidad. Como otros triazoles, tiene 2 anillos que contienen 3
atomos de nitrégeno. EIl anillo bencénico presenta 2 flGor. Su peso molecular es

relativamente bajo, 306,3 Da.

Es una molécula polar y simétrica lo que favorece su hidrosolubilidad. Su aspecto es de
polvo blanco y cristalino, es una base extraordinariamente débil (pKa 3,7) y no ionizable a
pH fisiologico. Esta droga antifingica es usada en el tratamiento y prevencion de

infecciones fungicas superficiales y sistémicas.

Interacciéon con el sitio activo: Este farmaco pudiera asociase con sitios activos de la
enzima a través de puente de hidrégeno entre el grupo C=0 de la enzima y el grupo OH del

farmaco, interaccion gue tiene una fuerza de 5 kcal/mol.

Mecanismo de accion: El fluconazol inhibe el citocromo P450 fangico de la enzima 14a-
desmetilasa. Esta inhibicion previene la conversion de lanosterol a ergosterol, componente
esencial de la membrana citoplasmatica, y subsecuente acumulacion de 14a-metil esteroles,
alterando asi la sintesis de la membrana celular del hongo. El fluconazol es principalmente
fungostatico, pero puede funcionar como fungicida contra ciertos organismos en una dosis

dependiente.'® 2% 2

@

N—N

OH

N—nN

Cl

Fig. 3.17.2. Estructura del fluconazol.
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3.17.3 Ketoconazol

Es un farmaco antimicotico azélico, de la clase imidazol. Como otros imidazoles, tiene 5
estructuras del anillo que contienen 2 &omos de nitrogeno. Este antifingico es un
compuesto lipofilico, propiedad que le permite encontrarse en concentraciones altas en los
tejidos grasos aunque sus concentraciones en el fluido cerebroespinal es pobre en presencia
de inflamacién. Su absorcién oral y solubilidad es 6ptima a pH &cido gastrico.

Interaccién con el sitio activo: El ketokonazol pudiera asociarse con sitios activos de la
enzima a través de asociaciones de Van der Walls CH3 del farmaco y CHz de la enzima.

La afinidad de este con las membranas celulares fungicas es menor comparada con la del
fluconazol e itraconazol. El ketoconazol tiene méas potencial ante las membranas celulares

de mamifero y por ello induce a la toxicidad.

Mecanismo de accidn: Su oxidacion por parte de los sistemas enzimaticos dependientes del
citocromo P450 interfiere el metabolismo del lanosterol (dificulta la 14-desmetilacién) lo
que lleva a una disminucion del ergosterol y, de forma secundaria, a un acumulo de
esteroles anomalos (esteroles 14-alfa-metilados). La falta de ergosterol altera la
permeabilidad de la membrana de los hongos lo que lleva a una desestructuracion de los
organulos intracelulares y de la capacidad de division. Secundariamente, el acimulo de
esteroles anomalos contribuye a la fragilidad y muerte celular. Esta situacion se ve

reforzada por un cierto efecto del ketoconazol sobre la sintesis de otros compuestos
19, 20, 21

Fig. 3.17.3. Estructura del ketoconazol.

quimicos como son los fosfolipidos y los triglicéridos.

C

Ty,
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3.17.4 ltraconazol

Quimicamente es un derivado azolico de la clase triazol lipofilico, se comporta como una
base débil, tiene 5 estructuras de anillo que contienen 3 &tomos de nitrogeno. El itraconazol
es un compuesto lipofilico que se distribuye en tejido grasos y su penetracion en fluidos

acuosos es limitada.

Interaccién con el sitio activo: Este farmaco pudiera asociarse con sitios activos de la
enzima a través de asociaciones de Van der Walls CH3 del f&rmaco y CH3 de la enzima.

Mecanismo de accién: Los hongos se caracterizan por tener ergosterol, de estructura
similar al colesterol, y que se obtiene por la desmetilacion del lanosterol. Esta reaccion esta
catalizada por la enzima CYP51A1, especifica de los hongos, la cual es inhibida por el
itraconazol. Ademas, también se considera inhibidor de la glucoproteina P (GpP). La
selectividad de esta inhibicion viene determinada por el grado de lipofilia del extremo
azdlico del antifungico. En el caso del itraconazol, este extremo es muy lipofilico, lo que
origina enlaces farmaco-citocromo muy estables, y explica la mayor especificidad por los
hongos de este farmaco comparado con otros antifingicos azolicos (y por tanto, la menor
incidencia de reacciones adversas al medicamento). El itraconazol no induce al citocromo
p-450 pero es un potente inhibidor de la enzima CYP3AP, lo que tiene trascendencia

clinica a la hora de valorar sus interacciones. 1% 2% 2

=N\
| N
N
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Fig. 3.17.4. Estructura del itraconazol.
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3.17.5 Terbinafina

Es un antimicotico de amplio espectro, de tipo alilaminico, su formula quimica es: [(E) -
N(6,6-dimetil-Z-hepten-4-inil)-N-metil-1-naftalenmetanamida]. Es empleada en el
tratamiento de infecciones flangicas superficiales, tanto de uso tdpico como sistémico

(dermatofitosis y algunas infecciones por levaduras).

Interaccidn con el sitio activo: Se presume que ocurran asociaciones Van der Walls entre el

CHsdel farmaco y CHz de la enzima.

Mecanismo de accion: La terbinafina inhibe a la enzima escualeno 2-3 epoxidasa, por lo
cual interfiere en la etapa temprana de la sintesis del ergosterol, la cual es el componente
fundamental de la membrana del hongo, llevando a una deficiencia de la concentracion de

ergosterol y a una acumulacion del escualeno, dando como resultado la muerte celular.

La ventaja principal de terbinafina se debe a un alto margen de seguridad en el hombre
porque no tiene ningun efecto inhibitorio en el sistema citocromo P-450; es mas selectiva

que los derivados azolicos como el ketoconazol. ** 2%

Fig. 3.17.5. Estructura de la terbinafina.
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3.18. Pruebas que se realizan a los principios activos

A los principios activos se les realizan ciertas pruebas antes de elaborar los medicamentos,
como se muestra a continuacion. (Cuadro 3.18.) 222+

Cuadro 3.18. Pruebas que se le realizan a los principios activos.

Fluconazol Itraconazol Ketoconazol Azitromicina Terbinafina  Anfotericina

B
Descripcion X X X X
Sustancia de referencia X X X X X X
Ensayos de identidad X X X X X X
Uniformidad de dosis X X X X
Desintegracion X X X X
Sustancias relacionadas X X X X X X
Valoracion
espectrofotométrica X X X X X X
Transparencia y coloracion de las
soluciones X
Perdida por secado X X X X X X
Residuo de incineracion X X
Hierro X
Rotacion especifica X X X X X
Cristalinidad X
pH X
Agua X
Solubilidad X X X X
Temperatura de fusion X X X X
Metales pesados X X X X X
Actividad bioldgica NO SE REALIZA LA PRUEBA
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las micosis ocasionadas por A. flavus han aumentado en los altimos afos, afectando
principalmente las vias respiratorias causando asma e incluso casos graves de aspergilosis
broncopulmonar crénica, ademas de causar contaminacion alimentaria provocando
micetismo, a ello se debe su importancia. En el mercado existe una amplia gama de
antimicéticos elaborados por diversas compafiias farmacéuticas, sin embargo, la prueba de
actividad biolégica no la realizan todas las empresas. Por lo que se pretende evaluar la
prueba de actividad bioldgica y asi poder determinar su efectividad mediante la observacién
en la prueba de inhibicién antimicética para saber cuales cumplen el requerimiento y tienen

el efecto bioldgico deseado.

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antifingica de antimicoticos de diferentes compaiiias farmacéuticas,
utilizando como microorganismo (m.o.) de prueba el Aspergillus flavus para determinar la

eficacia.

5.1. Objetivos particulares

< Probar diversos antimicoticos de distintas compafiias farmacéuticas para evaluar cual
de ellos posee mayor eficacia contra el hongo Aspergillus flavus.
¢ Observar y cuantificar los halos de inhibicién.

# Determinar cual antimicotico tiene mejor efecto biologico.

VI. HIPOTESIS

Debido a las caracteristicas de crecimiento del Aspergillus flavus y a su facilidad para
contar propagulos, este serd un buen indicador, de gran utilidad para evaluar la actividad
biologica de diversos antimicoticos de diferentes compariias farmacéuticas, esperando asi

que la terbinafina sea el mas eficaz debido a que inhibe desde un paso temprano al hongo.
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VII. DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio:

Experimental, prospectivo.

Criterios de inclusion:
Todos aquellos antimicéticos con fecha de expedicion vigente y que presenten una buena
solubilidad

Criterios de exclusion:
Aquellos antimicdticos que no posean una buena solubilidad y que no tengan vigencia en su
periodo de expiracion

Criterios de eliminacion:

Aquellos cultivos de prueba que presenten contaminacion
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VIll. MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS

Material
Tubos de ensaye de 13 x 150 con tapdn de rosca.
Micropipetas
Matraz Erlenmeyer de 500 mL
Céamara de Neubauer
Puntas para pipeta estériles
Baston de vidrio
Asa bacteriolégica
Asa micoldgica
Cajas de Petri de plastico estériles de 60 x 15 mL
Probeta de 10mL
Probeta de 100 mL
Filtros Millipore de 0.22 p
Parafilm
Vasos de precipitados de 50 mL
Pipeta graduada de 5 mL
Jeringas de 1mL
Tubos de plastico falcon estériles
Mechero Bunsen

Tripié

Reactivos
Solucion Stock de Rosa de Bengala

Agar Sabouraud — Dextrosa
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Equipos
Balanza Analitica (Mettler H33AR)
Microscopio (Zeiss)
Incubadora (Riossa EC)
Olla express (Presto H Steele)
Bafio metabdlico (Precision)
Sonicador (Sonics Vibra cell)
Refrigerador (Philips 127 volts-VA)
Micropipetas tipo Eppendorf

8.1. Medicamentos. Forma farmacéutica en tabletas
Farmacos antimicoticos de venta en el mercado de algunas compafiias farmacéuticas
(Anfotericina B) (Compafiia A)

Azitromicina, Fluconazol, Tinidazol (Compaiiia B)
Fosfato de clindamicina, Ketoconazol (Compaiiia C)
Fluconazol (Compaiiia D)

(Fluconazol) (Compafiia E)

Itraconazol, Secnidazol (compaiiia F e I)

Itraconazol (compafiia G)

Itraconazol (Compaiiia H)

Ketoconazol (Compafiia J)

Terbinafina (Compairiia K)

8.2. Material Bioldgico

Cepa de Aspergillus flavus
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IX. PROCEDIMIENTO

1. Se realiz6 una resiembra de Aspergillus flavus en agar Sabouraud-dextrosa en tubos

de ensaye de 13 x 150 de tapon de rosca.
2. Se incub6 el hongo a temperatura ambiente por 72 horas o hasta que mostré la
coloracion caracteristica verde-amarillenta, confirmando a través de un frotis con

colorante azul algodén lactofenol que se trataba de Aspergillus flavus.

3. Se peso la cantidad suficiente de los medicamentos para tener una concentracion
final de 25ug/50uL en solucidn salina fisiolégica (S.S.F).

4. Se prepar6 agar Sabouraud-dextrosa con solucién Stock de rosa de bengala, como
medio de crecimiento del hongo, se esterilizé a 15 Ib de presion (121°C) durante 15
minutos, se dejo enfriar en bafio metabolico a 45°C y se colocaron 10 mL en cada
caja de Petri estéril de 60 x 15 mm, se dejo enfriar y después en el centro de la caja
se le perforo un pocillo de 5 mm de diametro, todo en condiciones estériles.

5. Como control positivo se utilizo el farmaco Lamisil® (Terbinafina) en comprimidos
de 250 mg. Se disolvio un comprimido en 10 mL de agua destilada, posteriormente
se mezclaron 100 pL de esta disolucion en 6.15 mL de S.S.F. para una
concentracion final de 20 pug / 50 pL. Como control negativo se utilizdé solucidn
salina fisiologica.

6. Se adiciondé con Aspergillus flavus esporulado solucion salina estéril y se ajusté a

una concentracion de 2 x 10° propagulos/mL, utilizando una camara de Neubauer,
de tal manera que nos di6 una concentracion final de 100,000 propagulos/50uL.
Para obtener la concentracion de propagulos se hizo una cuenta de estos en la

camara de Neubauer en donde:
N° de propagulos/mm®= n/4(mm2) 0.1 mm
n = propagulos contados

4 = cuadros contados

La cuenta se realiz6 en los cuadrantes utilizados para la cuenta de glébulos blancos.

30



7.

8.

9.

Se esterilizaron las soluciones de antimicoticos con las concentraciones finales, con
ayuda de filtros milipore de 0.22um estériles, el filtrado se colecté en tubos de
plastico Falcon estériles. Todo en condiciones estériles.

Se realizo la inoculacion del hongo mediante el vaciado de 50 pL de la solucion
con la concentracion de 2 x 10° propagulos/mL en el agar y se esparcid
homogéneamente en la placa utilizando un baston de vidrio estéril.

Se aplico en los pocillos 50puL del farmaco a una concentracion de 25ug/50pL, el
control positivo (terbinafina) y el control negativo (SSF), cada pocillo recibié 50 pL
de las soluciones a prueba.

10. Se dej6 reposar las cajas durante 72 horas a temperatura ambiente en un lugar

obscuro.

11. Se observaron diariamente las placas anotando el nimero de colonias (las placas se

realizaron por quintuplicado). Las placas se esterilizaron en autoclave después de
una semana del ensayo. Donde se presenté inhibicion total de crecimiento se tomd
como una efectividad del 100 % de inhibicidn, con el testigo negativo del ensayo

(salina) el numero de colonias presente es el 100 %. 2>2¢:2"
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X. DIAGRAMA DE FLUJO

Evaluacion del efecto antifungico en Aspergillus flavus con antimicoticos

de diferentes compafiias farmaceuticas

32



XI. RESULTADOS

Cuadro 11.1. Dia 1: Halo de inhibicién

Compaiiia Repeticiones
1 2 3
A 00 00 00
B 00 00 00
C 00 00 00
D 00 00 00
E 00 00 00
F 00 00 00
G 00 00 00
H 00 00 00
I 00 00 00
J 00 00 00
K 00 00 00
Soln. salina 00 00 00

Cuadro 11.2. Dia 2: Halo de inhibicion

Compainiia Repeticiones
1 2 3

A 1.30 1.50 2.00
B 1.80 1.80 1.50
C 0.70 0.70 0.70
D 0.80 0.70 1.30
E 0.01 0.01 0.70
F 0.70 0.70 0.01
G 0.70 0.70 1.00
H 0.01 0.01 0.01
I 0.50 0.01 0.01
J 0.01 0.80 0.01
K 5.00 5.00 4.50

Soln. salina 0.01 0.01 0.01
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Cuadro 11.3. Dia 3: Halo de inhibicién

Compaiiia Repeticiones
1 2 3

A 0.90 0.70 0.80
B 0.50 0.50 0.50
C 0.01 0.40 0.40
D 0.01 0.01 0.01
E 0.01 0.01 0.01
F 0.01 0.01 0.01
G 0.50 0.50 0.01
H 0.01 0.01 0.01
I 0.01 0.01 0.01
J 0.01 0.01 0.01
K 5.00 5.00 4.50

Soln. salina 0.01 0.01 0.01

Cuadro 11.4. Dia 1: NUmero de colonias

Compainiia Repeticiones
1 2 3
A 0 0 0
B 0 0 0
C 0 0 0
D 0 0 0
E 0 0 0
F 0 0 0
G 0 0 0
H 0 0 0
I 0 0 0
J 0 0 0
K 0 0 0
Soln. salina 0 0 0
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Cuadro 11.5. Dia 2: NUmero de colonias

Compaiiia Repeticiones
1 2 3
A 4 3 5
B 2 5 4
C 4 3 3
D 2 2 3
E 3 6 4
F 2 3 1
G 3 4 4
H 4 4 4
| 1 3 1
J 3 1 2
K 1 1 2
Soln. salina 20 20 40
Cuadro 11.6. Dia 3: Namero de colonias
Compainiia Repeticiones
1 2 3
A 40 40 40
B 40 40 40
C 40 40 40
D 40 40 40
E 40 40 40
F 40 40 40
G 40 40 40
H 40 40 40
| 40 40 40
J 40 40 40
K 1 1 2
Soln. salina 40 40 40
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XIl. INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados se hicieron con base en los objetivos del presente trabajo, iniciando con:
“Probar diversos antimicdticos de distintas compaiiias farmacéuticas para evaluar cual de

ellos posee mejor eficacia contra el hongo Aspergillus flavus.”

Cuadro 12.1. Prueba de ANOVA en donde se observa la comparacion del nimero de colonias y del diametro

del halo de inhibicién

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Numero de colonias  Inter-grupos 3966.238 11 360.567 1.080 3N
Intra-grupos 21358.433 64 333.726
Total 25324.671 75
Diametro del halo Inter-grupos 120.540 11 10.958 88.202 .000
de inhibicion Intra-grupos 7.951 64 124
Total 128.492 75

Al realizar la prueba estadistica de ANOVA se encontré que el nimero de colonias se
encuentra sin diferencia significativa (p>0.05), con una confianza del 95%, mientras que en
el diametro de inhibicion si se encontré diferencia significativa (p<0.05), con una confianza

del 95% como se muestra en el cuadro 12.1.
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Cuadro 12.2. Analisis Pos Hoc o de contrastes ortogonales por la prueba de Tukey para la comparacion del

efecto antimicotico de las diferentes compafiias farmacéuticas.

Diametro del halo de inhibicion

HSD de Tukey”

Subconjunto para alfa = .05
Compaifiia farmacéutica N 1 2 3 4
Solucién salina 10 .0100
Compaiiia H 6 .0100
Compaiiia | 6 .0917
Compaiiia E 6 .1250
Compaiiia J 6 1417
Compaifiia F 6 .2400
Compaiiia D 6 A717 4717
Compaifiia C 6 .4850 .4850
Compaiiia G 6 .5683 .5683 .5683
Compaiiia B 6 1.1000 1.1000
Compaiiia A 6 1.2000
Compaifiia K 6 4.8333
Sig. .209 .095 .091 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 6.207.

b. Los tamafios de los grupos no son iguales. Se utilizara la media armoénica de los
tamafios de los grupos. Los niveles de error de tipo | no estan garantizados.

Para saber cuales eran los antimicoticos que poseen la mejor actividad biologica se realizo
un analisis Pos Hoc por la prueba de Tukey como se muestra en la tabla 12.2,
encontrandose asi en el grupo 4 que la compafiia K es la que tiene un mejor promedio en
cuanto al halo de inhibicion por lo tanto es la mas eficaz que las demas compafiias; a esta le
siguen la compaiiia A, B y G en el grupo 3; prosiguiendo asi las compariias B, G, Cy D en
el grupo 2; y siendo menos eficaces las compaiiias F, J, E, I, H del grupo 1 que son iguales

a la solucion salina y por lo tanto no hay una eficacia.
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Cuadro 12.3. Analisis de la t de Student que se realiza para la igualdad de medias por medio de la Prueba de

muestras independientes

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene
para la igualdad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias|
F Sig.
Diametro del halo Se han asumido
de inhibicién varianzas iguales 402 528 1.303 74 197
No se han asumidg
varianzas iguales 1.303 74.000 197
Numero de colonias Se han asumido
varianzas iguales .000 2995 | -13.461 74 .000
No se han asumidg
varianzas iguales -13.461 72.856 .000

En la tabla 12.3 podemos observar la comparacion entre la igualdad de medias, en donde se
muestra que el diametro del halo de inhibicion analizado mediante la t de Student no posee
diferencia significativa (p>0.05), con una confianza del 95%, sin embargo, en el nimero de

colonias si hay diferencia significativa (p<0.05), con una confianza del 95%.
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Cuadro 12.4. Estadisticos descriptivos de grupo

Estadisticos de grupo

Desviacion Error tip. de

Dia de cultivo N Media tip. la media
Diametro del halo Dia 2 38 9276 1.30335 21143
de inhibicion Dia 3 38 5382 1.30236 21127
Namero de colonias Dia 2 38 6.18 9.317 1.511
Dia 3 38 36.95 10.568 1.714

En la tabla 12.4 podemos observar que no hay diferencias significativas en el didmetro de
inhibicion entre el dia 2 y el dia 3; mientras tanto, en el nimero de colonias del dia 2 y el

dia 3 si hubo diferencias significativas, la cual es mayor en el dia 3.
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Al revisar las Cajas de Petri al tercer dia de la siembra con Aspergillus flavus y con los
diferentes antimicoticos pudimos observar que hubo crecimiento similar al del control
negativo que fue la solucién salina, sin incluir a nuestro control positivo (terbinafina) que si

es eficaz, demostrando asi que no existe actividad antimicotica en estas compafiias.

Fig. 12.2. Cajas a prueba con las compafiias “D” (2);
“G?’ (3); y “H” (4)'

Fig. 12.3. Cajas a prueba con las compafiias “C” (5); Fig. 12.4. Cajas a prueba con las compafiias “FV’();
“B” (6); “T” (7); ¢ “T” (8). “K” (10 control positivo); “E” (11); y “SSF” (control
negativo).

Fig 12.5. Cajas a prueba con la “SSF”
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XI1l. CONCLUSIONES

Mediante los resultados que obtuvimos al realizar la parte experimental, se comprob6 que
no todos los antimicéticos de las diferentes compafiias poseen eficacia, ya que no todas
tienen una buena actividad bioldgica, lo cual se demostrd al compararlas con nuestro
control positivo (terbinafina) que es la compaiia “K” siendo esta la mas eficaz, por no

presentar crecimiento de colonias como en las otras que si lo tuvieron.

Es necesario que las compafiias farmacéuticas realicen a sus antimicoticos la prueba de
actividad biol6gica para asegurar al publico una buena eficacia antes de que estos salgan al
mercado, ademas de que esta prueba es barata, fiable y adecuada para evaluar la actividad

biologica de sus productos antes de salir a la venta.
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XIV. ANEXO

Preparacion del Agar:

Agar Dextrosa Sabouraud
Formula aproximada para 1000ml

Agar......oooiviiiiiiii 150¢g
Dextrosa...........ccovvnnnne. 400¢g
Peptona de carne................. 50¢g.
Peptona de caseina............... 50g

pH final 5.6 + 0.2

Método de preparacion:
Suspender 65 g. del polvo en un litro de agua purificada. Mezclar perfectamente, calentar
con agitacion frecuente y hervir durante un minuto hasta disolucion. Esterilizar a 121 °C

durante 15 minutos.

Preparacion de Solucion Stock de Rosa de Bengala:
Pesar 0.075 g. de rosa de Bengala en una balanza analitica y se transfiere a un matraz

Erlenmeyer de 500 ml con 250 ml de agua destilada
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Imagenes de las cajas sembradas con Aspergillus flavus y probadas con las diferentes

compafiias farmacéuticas en el dia 2 y 3 después de la siembra.

Fig. 14.1. Cajas a prueba con la compaiiia “A” (1) en el dia 2 Fig. 14.2. Cajas a prueba con la compaiiia “D” (2) en el dia 2

Fig. 14.3. Cajas a prueba con la compaiiia “G” (3) en el dia 2 Fig. 14.4. Cajas a prueba con la compaiiia “H” (4) en el dia 2

Fig. 14.5. Cajas a prueba con la compaiiia “C” (5) en el dia 2 Fig. 14.6. Cajas a prueba con la compaiiia “B” (6) en el dia 2
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Fig. 14.7. Cajas a prueba con la compaiiia “J” (7) en el dia 2 Fig. 14.8. Cajas a prueba con la compaiiia “I” (8) en el dia 2

Fig. 14.9. Cajas a prueba con la compaiiia “F” (9) en el dia 2 Fig. 14.10. Cajas a prueba con la compaiiia “K” (10) en el dia 2

Fig. 14.11. Cajas a prueba con la compaiia “E” (11) en el dia Fig. 14.12. Cajas con la SSF en el dia 2
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Fig. 14.13. Cajas con todas las compafiias al dia 3 sin tapa
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