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. RESUMEN
Introduccion: La candidiasis oral es una de las infecciones mas frecuentes en la
cavidad oral, asociada a altas tasas de recurrencia debido a la aparicién de
resistencia y pocas alternativas terapéuticas. Buscando nuevas estrategias
farmacoldgicas, la mitocondria es un atractivo blanco debido a que posee un
potencial de membrana mas negativo que las células humanas, por lo que
moléculas con carga positiva podrian dirigirse selectivamente a ella. El objetivo de
este estudio es evaluar el efecto antifungico y antibiofilm del compuesto TPP*-Ci2-
AG sobre C. albicans y su impacto sobre la respiracion celular.
Metodologia: Se realizaron ensayos de susceptibilidad y de reduccién de MTT en
dos cepas de C. albicans, ATCC-90029 y ATCC-10231 para evaluar el efecto
antifungico del compuesto TPP*-Ci12-AG en la forma plancténica y biofilm.
Posteriormente, se midié el consumo de oxigeno mediante oxigrafia. Finalmente,
mediante citometria de flujo se evalud si el consumo de oxigeno correspondia a un
desacoplamiento de la respiracion celular o por la produccién de ROS.
Resultados: Con respecto al efecto antifingico del compuesto TPP*-C12-AG se
determiné una CIM de 5,2+1,2 ug/mL en ATCC-90029 y 2,4+1,1 ug/mL en ATCC-
10231. Posteriormente, el efecto antibiofilm nos dio como resultado 8,9 + 1,5 pg/mL
en ATCC-90029 y 4,8 £ 1,75 pg/mL en ATCC-10231. Se observé un aumento
significativo en el consumo de oxigeno en la cepa ATCC-90029. Por citometria
comprobamos que el compuesto probado no produce ROS.
Conclusion: El compuesto TPP*-Ci12-AG inhibe el crecimiento de C. albicans en su
estado planctonico y biofilm, con valores menores a los presentes en la literatura
para el acido galico y similares a los antifungicos actualmente utilizados. También
comprobamos que el farmaco posee un efecto sobre la respiracion celular, y a través

de la citometria se concluye que posee un efecto desacoplante.



ll.  INTRODUCCION.

A. Estomatitis protésica.
Segun la Encuesta Nacional de Salud realizada entre los afios 2016-2017 por el

Ministerio de Salud, el 22,4% de la poblacion declara ser portador de protesis
dentales removibles, de los cuales el 65,8% es mayor de 65 afios (Ministerio de
Salud de Chile, 2018).

El uso de protesis dentales removibles altera las condiciones orales, causando
gueratinizacién y lesiones microtraumaticas en la mucosa de las zonas edéntulas,
cuya etiologia puede ser infecciosa, mecanica y/o alérgica, favoreciendo la
formacion del biofilm y permitiendo la accién de microorganismos en la mucosa (Lee
y cols., 2015). Dentro de las lesiones mas prevalentes asociadas a protesis
removibles se encuentra la estomatitis protésica, con una prevalencia que varia
entre 20-67% de los pacientes portadores (Gual-Vaqueés y cols., 2017). En Chile se
observa una situacion similar con una prevalencia entre 22,3%-68% en adultos
mayores (Espinozay cols., 2003; Gutiérrez y cols., 2013), mientras que en Ecuador
varia en un 53%-80% (Farfan y Zabala, 2019; Malats, 2019) y en Reino Unido

aproximadamente un 65% (Hannah y cols., 2017).

La estomatitis protésica se define como la inflamacion crénica generalizada de la
mucosa oral observada en pacientes con protesis removible caracterizada por
enrojecimiento, inflamacién y dolor de la mucosa que estd en contacto con la
prétesis (Estrada y cols., 2017). El principal factor etiolégico de la estomatitis
protésica es la presencia de levaduras del género Candida (Lee y cols., 2015), que
comprenden el 25-50% de la microbiota de la cavidad oral en individuos sanos y
contribuyen a la formacion de biofilm en las prétesis removibles (Zomorodian y cols.,
2011). Algunos reportes de la prevalencia de Candida spp. en la cavidad oral en
usuarios de protesis removible, muestran que C. albicans, C. glabrata y C. tropicalis
son las especies mas comunes, siendo C. albicans la mas prevalente (61-73%)

(Gutiérrez y cols., 2013; Zomorodian y cols., 2011).



B. Candida albicans.
C. albicans es parte de la microbiota comensal de los humanos, colonizando de

manera asintomatica el tracto gastrointestinal, el tracto reproductivo, la piel y la
cavidad oral. Este hongo a menudo es inofensivo ya que se mantiene en equilibrio
con otros miembros de la microbiota local (Nobile y Johnson, 2015). Sin embargo,
alteraciones en la microbiota del hospedero causada, por ejemplo, por el uso de
antibiéticos, cambios en la respuesta inmune del hospedero ocasionada por
episodios de estrés, terapia inmunosupresora, entre otros, o variaciones en el
entorno local como cambios en el pH o contenido nutricional, pueden permitir que
C. albicans prolifere aumentando su patogenicidad (Nobile y Johnson, 2015). C.
albicans se distingue de muchas otras especies de hongos por su capacidad de
cambiar desde una forma levaduriforme a células filamentosas (hifas) bajo ciertas
condiciones ambientales. Esta levadura se encuentra principalmente en forma de
biofilm, que se define como una comunidad microbiana adherida a una superficie y
protegida por una densa matriz extracelular (MEC) que la protege del medio (Lohse
y cols., 2018). Las hifas son un componente estructural importante de los biofilm, ya
gue contribuyen a su estabilidad arquitectdénica general, actuando como un andamio
de soporte para las células en forma de levadura y otras hifas. La capacidad tanto
de formar hifas y la capacidad de éstas de adherirse entre siy a las células en forma
de levadura son fendémenos criticos para el desarrollo y mantenimiento normales de
biofilm, las cuales se ha documentado que ayudan en gran medida a la resistencia
contra la mayoria de los medicamentos antifangicos actuales (Robbins y cols.,
2016).

La formacion de biofilms de C. albicans comienza con la adherencia de células en
forma de levadura a un sustrato, pudiendo ser una superficie abiotica (por ejemplo,
prétesis, catéteres) o biolégica (mucosa oral). La siguiente etapa consiste en la
proliferacion celular y la filamentacion en etapa temprana de las células adheridas
generando una capa basal. A esto le sigue la maduracién del biofilm, lo que da como
resultado una red compleja de alta actividad metabdlica y varias capas de células

polimorficas, que incluyen células elongadas en forma de hifas, células pseudohifas



(células elipsoidales unidas de extremo a extremo) y levaduras, encerradas en una
matriz extracelular, lo que le da al biofilm una apariencia gruesa y estructurada,
ademas de brindar proteccion contra agentes quimicos vy fisicos. El paso final del
desarrollo del biofilm se denomina etapa de dispersion, en la que algunas levaduras
se dispersan desde el biofilm para colonizar nuevos sitios; esta es la fase menos
estudiada del desarrollo de biofilm de C. albicans (Lohse y cols., 2018). En el
laboratorio, los biofilm de C. albicans pueden desarrollarse en varios sustratos
diferentes y en muchos tipos diferentes de medios, lo que indica una solidez
inherente del desarrollo de biofilm a una amplia gama de condiciones ambientales,
y por lo tanto, su gran capacidad para generar infecciones (Figura 1) (Lohse y cols.,
2018).
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Figura 1: Formacion de biofilm de Candida albicans. Representacion de la formacion de
biofilm de Candida albicans en 4 grandes etapas: Adhesion, proliferacion, maduracién y
dispersién (Imagen adaptada de Lohse y cols., 2018).



Las infecciones por C. albicans varian desde infecciones dérmicas o de la mucosa,
hasta infecciones diseminadas de manera hematdégena con tasas de mortalidad que
varian entre 15% - 49% (Rhimi y cols., 2020). Son especialmente graves en
individuos inmunocomprometidos, como pacientes con SIDA o sometidos a terapias
de inmunosupresiéon (Nobile y Johnson, 2015). También se ha evidenciado un riesgo
en personas sanas con dispositivos médicos implantados, ya que la formacion de
biofilm de C. albicans se observa facilmente en superficies solidas como siliconas.
Este material es cominmente utilizado para los catéteres venosos centrales y
urinarios, marcapasos, valvulas cardiacas mecanicas, protesis articulares, lentes de
contacto y protesis removibles dentales, generando infecciones invasivas
potencialmente mortales, con tasas de mortalidad cercanas al 40% incluso en

pacientes tratados con antifungicos sistémicos (Robbins y cols., 2016).

La enfermedad infecciosa ocasionada por el crecimiento de las colonias de Candida
spp. Y la penetracion de estas en los tejidos orales, se denomina Candidiasis oral,
y se da cuando las barreras fisicas y las defensas del hospedero se encuentran
alteradas. Entre las levaduras del género Candida, la especie C. albicans sigue
siendo la especie con mayor prevalencia, comprendiendo hasta el 70% de los
aislados (Gutiérrez y cols., 2013; Manuel y Urizar, 2002). Frente a la infeccioén de C.
albicans por el uso de prétesis removibles se dificulta la llegada de anticuerpos
salivales, condicionando la creacion de un medio acido y anaerébico que favorece
su proliferacion, adhesion y formacion de biofilm, aumentando su patogenicidad
(Leey cols., 2015). C. albicans también es favorecida por su capacidad para evadir
mecanismos de defensa del hospedero, colonizando y persistiendo en el epitelio por
medio de secrecién de enzimas hidroliticas y transicion fenotipica de levadura a

hifas o pseudohifa (Williams y cols., 2011).



C. Tratamientos antifungicos actuales contra Candida albicans.
Actualmente el tratamiento de la estomatitis protésica asociada a C. albicans es

complejo debido a su etiologia multifactorial. La estrategia terapéutica mas
adoptada incluye el control de los factores locales de la protesis removible junto al

el uso de medicamentos antifingicos topicos y sistémicos (Rodriguez, 2018).

El concepto de agente antifungico o antimicético engloba cualquier sustancia capaz
de producir una alteracion de las estructuras de la célula fangica que consiga inhibir
su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de supervivencia y facilitando el
funcionamiento de los sistemas de defensa del hospedero (Houst' y cols., 2020). El
arsenal actual de compuestos antifingicos aprobados como tratamiento consta de
solo tres clases de agentes dirigidos contra un numero limitado de procesos
celulares (Robbins y cols., 2016). La mayoria de los antifangicos se dirigen al
ergosterol, el analogo fungico funcional del colesterol, afectando su biosintesis o
uniéndose directamente a él; o la biosintesis de (1,3) -B-D-glucano, un componente

principal de la pared celular fungica (Revie y cols., 2018).

En el afio 2011, los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades de
EE.UU. han clasificado a las especies de Candida como una amenaza grave para
la salud humana, debido al aumento dramatico de la resistencia a los medicamentos
existentes (Frieden, 2013). Esta resistencia se ha documentado tanto en el
laboratorio como en la clinica y continla siendo un problema creciente en la
comunidad médica. Se han identificado numerosos mecanismos adaptativos de
resistencia a los medicamentos antifungicos, que incluyen la alteracion o
sobreexpresion del objetivo farmacoldgico, la regulacidon positiva de transportadores

de multiples farmacos y la activacién de respuestas al estrés (Revie y cols., 2018).

La formacién de biofilm por Candida spp. se ha relacionado también con las altas
tasas de resistencia antifungica, fenomeno multifactorial y complejo, pero se debe
principalmente a tres factores principales: la regulacién positiva de las bombas de

eflujo, la presencia de la matriz extracelular y la existencia de células recalcitrantes



metabdlicamente inactivas denominadas células "persistentes (Figura 2) (Silva y
cols., 2017).
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Figura 2: Descripcién esquematica de los mecanismos de resistencia de biofilm de
Candida albicans. La figura ilustra la densidad y complejidad del biofilm de C. albicans,
con diferentes morfotipos presentes rodeados de MEC. Las flechas representan los
diferentes factores que impulsan la resistencia a los antifingicos dentro del biofilm, incluida
la densidad, el estrés, las células persistentes, la MEC, las bombas de eflujo, los blancos
sobre expresados y la fisiologia general del biofilm. Estos se han colocado segun su aporte
a la resistencia, siendo los encerrados en cuadro rojo los que tienen mayor efecto y estudios
(Imagen adaptada de Ramage y cols., 2012).

Las bombas de eflujo en células planctonicas de C. albicans suelen estar reguladas
en respuesta a los fArmacos antimicoticos; sin embargo, en los biofilm, se regulan
al alza dentro de las primeras horas de la adhesion y permanecen aumentadas
durante el desarrollo del biofilm, incluso en ausencia de un farmaco antifingico. Esta
regulacion ascendente inmediata de las bombas de eflujo que se produce en las

primeras etapas del desarrollo del biofilm es un factor clave para la resistencia a



farmacos (Silva y cols., 2017). Por otro lado, la matriz extracelular del biofilm actla
como una barrera fisica para la penetracién del farmaco y como un estabilizador de
la arquitectura general del biofilm; se ha demostrado que la susceptibilidad al
fluconazol, anfotericina B, nistatina y la clorhexidina se adquirié en el momento de
la transicion a la etapa intermedia, concomitante con el aumento de la actividad
metabodlica y la acumulacion de material de la matriz. Este hallazgo estd en
consonancia con estudios recientes que revelan que el atrapamiento de los
farmacos en la matriz extracelular es una fuente importante de resistencia al
farmaco por parte del biofilm (Desai y Mitchell, 2015). Por ultimo, la presencia de
células persistentes son un subconjunto menor de células de levadura
metabdlicamente latentes que surgen estocasticamente como variantes fenotipicas
dentro del biofilm, y son extremadamente resistentes a los farmacos antimicoticos,
gue en su gran mayoria requieren de una tasa metabdlica alta para poder ejercer

su efecto antifungico (Silva y cols., 2017).

Se han investigado otros factores que influyen en la resistencia a agentes
antifungicos, tales como la alta densidad celular, la reduccion de la tasa de
crecimiento, la limitacidn de nutrientes, las alteraciones de la expresion génica y el
aumento del contenido de esteroles en la membrana celular de Candida spp. (Silva
y cols., 2017). También se ha informado que el estado fisiolégico general de las
células en forma de hifa esta implicado en los perfiles de susceptibilidad del biofilm
de Candida spp., como por ejemplo, la actividad metabdlica confirma que las células
dentro de los biofilm estan experimentando respiracion mitocondrial durante todo su

desarrollo (Silva y cols., 2017).

Es por esto que existe una creciente necesidad de encontrar nuevos antifingicos
debido al crecimiento de poblaciones susceptibles, las limitaciones del espectro de
actividad o la tolerabilidad de los antifungicos actuales y el desarrollo de resistencia

antifungica (Ostrosky-Zeichner y cols., 2010).



Uno de los antifungicos mas usados actualmente para las infecciones por Candida
spp. es el Fluconazol, debido a su baja toxicidad y bajo costo (Paul y cols., 2020).
Este antifungico inhibe a la enzima lanosterol demetilasa del citocromo P450,
codificada por ERG11, en la ruta de biosintesis de ergosterol, el analogo flngico
funcional del colesterol. Al tener un efecto mas fungistatico que fungicida, brinda
mayor oportunidad de desarrollar resistencia adquirida por parte de Candida spp.
(Berkow y Lockhart, 2017). En los EE. UU., se ha detectado que Candida spp. posee
una resistencia a este farmaco que varia entre 2% y 13%, como también se ha
encontrado en C. auris una tasa de resistencia al fluconazol de hasta el 93%
(Lockhart y cols., 2017). Frente a esto, la Sociedad de Enfermedades Infecciosas
de América (IDSA) ha incentivado la investigacion hacia la combinacion de farmacos
antimicrobianos, como los azoles, con agentes mas nuevos, tal como quinolonas,
cefalosporinas, R-lactamicos-i3-lactamasas, carbapenémicos, entre otros; ya que se
ha estudiado que estas combinaciones permiten lograr una mayor eficacia
terapéutica, minimizar la toxicidad del farmaco, economizar los costos de la terapia

y limitar la resistencia a los medicamentos (Rhimi y cols., 2020).

Hoy en dia, el gran problema existente en la busqueda de nuevos agentes
antifungicos es la gran similitud entre la célula humana con la fungica, debido a que
ambas son células eucariotas. Esto limita el numero de blancos farmacolégicos que
pueden ser explotados para el desarrollo de farmacos selectivos a la célula

patdgena sin el riesgo de toxicidad en la célula humana (Calderone y cols., 2015)

D. Mitocondria: posible blanco farmacolégico.
Dentro de los organelos aun no explotados como blanco farmacologico esta la

mitocondria de C. albicans. Este organelo aloja e integra mdiltiples funciones
anabodlicas y catabdlicas involucradas en la produccion de energia; el metabolismo
de carbono, nitrégeno, lipidos y hierro; y la biosintesis de aminoéacidos, acidos

nucleicos y otros componentes celulares (Frantz y Wipf, 2010).

Su estructura se compone de cuatro compartimentos distintos que realizan

funciones especializadas: la membrana mitocondrial externa (MME), el espacio
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intermembrana (EIM), la membrana mitocondrial interna (MMI) y la matriz
mitocondrial. EI MMI estd muy plegado en crestas que albergan los complejos
proteicos de la cadena de transporte de electrones (CTE) y el complejo ATP sintasa,
controlando las tasas fundamentales del metabolismo celular. Este papel esencial
de la mitocondria es responsable de su referencia como la “planta de energia de la
célula” (Frantz y Wipf, 2010). Sin embargo, la funcion de las mitocondrias no se
limita a suministrar energia celular. La produccién de trifosfato de adenosina (ATP)
a través del proceso de fosforilacion oxidativa requiere un flujo continuo de
electrones. Como tal, las mitocondrias son la principal fuente de especies reactivas
de oxigeno (ROS, es decir, superéxido y H20z2), generadas como subproductos de
la CTE. Las ROS reflejan el nivel de estrés oxidativo celular, causando un dafio
severo a las macromoléculas cuando se producen en exceso. Sin embargo, cuando
se producen en una cantidad controlada, las ROS también pueden desempefiar
funciones de sefializacion importantes en varios procesos dependientes de redox,

incluida la apoptosis, la proliferacion celular e hipoxia (Frantz y Wipf, 2010).

Algunos estudios han demostrado que la funcién mitocondrial es esencial para la
virulencia de C. albicans debido a su importancia en la diferenciacién de levadura a
hifas y la formacion de biofilm, frente a la adaptacion al estrés, y en la biosintesis y
estructuracion de la membrana y pared celular (Calderone y cols., 2015; She y cols.,
2018). También, las mitocondrias estén involucradas en las acciones de las bombas
de eflujo, uno de los mecanismos de resistencia hacia antifUngicos méas estudiados
actualmente (Chang y cols., 2018). Se ha evidenciado su importancia en la
susceptibilidad de C. albicans a los medicamentos antifingicos, ya que en células
con ausencia del organelo o delecién de genes codificantes para los complejos de
la cadena respiratoria han evidenciado una hipersensibilidad del hongo frente a
fluconazol, uno de los tratamientos mas utilizados contra C. albicans (Sun y cols.,
2019).

Se ha postulado a la mitocondria de C. albicans como potencial blanco

farmacologico debido a que, ademas de las caracteristicas antes mencionadas, se
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ha evidenciado que posee un potencial de membrana (Ay) celular mas negativo que
el presente en células humanas. El valor del Ay celular de C. albicans es ~ -120
mV siendo comparable al de las bacterias patdogenas, que oscila entre ~-130 mV'y
~ =150 mV mientras que el potencial de las células de mamiferos es ~ =90 mV
(Suchodolski y Krasowska, 2019). Ademas, C. albicans posee un potencial de
membrana mitocondrial mas negativo que su potencial de membrana celular
(Prasad y Hofer, 1986) por lo que moléculas cargadas de forma positiva podrian
dirigirse de forma selectiva a la célula fungica y al organelo en cuestion interfiriendo
en procesos mitocondriales indispensables para su funcionalidad. Por tanto, las
diferencias entre células humana y fungicas sugieren que las mitocondrias podrian
representar un objetivo terapéutico. Esta diferencia podria representar una nueva

forma de antifangico contra C. albicans.

E. Nuevas alternativas farmacoldgicas contra Candida albicans.
En los ultimos afos, los investigadores se han centrado en estudios farmacologicos

con compuestos bioactivos extraidos de plantas o derivados semi-sintéticos a partir
de los compuestos naturales para asi desarrollar antimicéticos naturales de baja
toxicidad (Chen y cols., 2019). En patrticular, los flavonoides han recibido gran
atencion debido a su presencia comun en una variedad de plantas (Seleem y cols.,
2017).
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Los flavonoides son compuestos naturales pertenecientes a la familia de los
polifenoles, que son metabolitos secundarios que ocurren naturalmente en las
plantas y presentan uno o mas anillos aromaticos unidos a uno 0 mas grupos
hidroxilo. Se encuentran principalmente en alimentos y bebidas, como frutas,
verduras, cereales, té, café y vino tinto. Estudios epidemioldgicos y clinicos han
informado que la mayoria de los polifenoles poseen actividades antioxidantes y
antimicrobianas que incluyen efectos antifingicos, antivirales y antibacterianos
(Seleem y cols., 2017). Entre estos compuestos flavonoides se encuentra el Acido
Galico (acido 3,4,5- trihidroxibenzoico), el cual es un compuesto fendélico obtenido
mediante la hidrolizacién de los taninos y esté presente en verduras y frutas como
la corteza de la granada (Figura 3) (Liy cols., 2017). Se ha documentado su efecto
anticancerigeno (Singh y cols., 2016), antiinflamatorio (Saygin y cols., 2016) y
antibacteriano (Lu y cols., 2016). Por ejemplo, se ha demostrado que el acido galico
afecta la membrana celular de las bacterias Gram positivos y Gram negativos,
provocando un cambio en la hidrofobicidad y la carga de la superficie celular, lo que
en ultima instancia provoca una fuga del contenido citoplasmico (Borges y cols.,
2013). Ultimamente se ha estudiado su actividad antifingica descubriendo que
inhibe el crecimiento y reduce el nimero de células en forma de levadura e hifas de
C. albicans (Seleem y cols., 2017), y posee actividad antifangica contra biofilm
(Aldahash, 2018). Ademas, se ha evidenciado O OH

gue disminuye la actividad de la enzima

Lanosterol 14 alfa-desmetilasa del citocromo
P450 y la escualeno epoxidasa fungica de forma
comparable al fluconazol interfiriendo en la

biosintesis de ergosterol de la membrana fungica

(Liy cols., 2017). HO OH
OH

La evidencia sobre el efecto del acido galico en Figura 3: Acido galico. Acido
organico también conocido como
acido 3,4,5-trihidroxibenzoico. La

estudios que han documentado un efecto formula quimica es
C6H2(OH)3COOH.

las mitocondrias fangicas es escasa, pero hay

inhibidor de la fosforilacion oxidativa de las
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mitocondrias en el hongo micotoxigénico Penicillium expansum (Kim y cols., 2010).
Por otro lado, existe variada evidencia sobre su efecto en células cancerigenas;
trabajos previos han demostrado que ésteres del acido galico inducen apoptosis en
lineas celulares tumorales activando la via apoptética dependiente de mitocondrias,
comportandose como inhibidores del transporte de electrones. Se informé que el
aumento de las concentraciones de la molécula provocaba un efecto de
desacoplamiento en el sistema de fosforilacién oxidativa, seguido de una inhibicion
del flujo de electrones a través de la cadena respiratoria, predominantemente en el
paso NADH-CoQ. Ambos efectos previenen la sintesis de ATP, lo que provoca la

muerte celular (Jara y cols., 2014).

F. Cationes lipofilicos.
Teniendo en cuenta la actividad citotdxica del acido géalico dentro de mitocondrias

de células tumorales y su posible efecto en células flingicas, se ha visto la necesidad
de crear vehiculos que conduzcan este componente dentro de la célula y a la
mitocondria de forma selectiva. La mantencién del gradiente electroquimico
producido por la diferencia de concentracion de H+ en la matriz mitocondrial y el
espacio intermembrana es un fendmeno clave para la sintesis de ATP. Esta
diferencia de potencial de membrana que otorga una carga negativa en la cara
interna de la membrana interna mitocondrial, permite que cualquier cation con la
capacidad de atravesar membranas biol6gicas se pueda acumular en la membrana
mitocondrial (Barbosa y cols., 2012). Los cationes lipofilicos como las sales de
fosfonio son moléculas cargadas positivamente que inicialmente se utilizaron como
sondas para estudiar el mecanismo de acoplamiento del potencial de membrana
mitocondrial con la fosforilacion oxidativa y posteriormente se utilizaron para
determinar el potencial de membrana mitocondrial. Ultimamente se han utilizado
como vehiculos para conducir moléculas al interior de la mitocondria, aumentando
asi la especificidad y eficacia del compuesto transportado, y por consiguiente su
actividad. En general, los cationes lipofilicos son compuestos anfifilicos con caracter
altamente lipofilico que poseen la capacidad de deslocalizar su carga, lo que facilita
el suministro de moléculas impermeables a través de bicapas lipidicas para unirse

a su blanco farmacologico (Figura 4) (Demine y cols., 2019).
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Figura 4: Cation lipofilico Trifenilfosfonio (TPP*). Acido débil con caracter altamente
lipofilico, posee la capacidad de atravesar bicapas lipidicas para unirse a blancos
farmacoldgicos.

Frente a esto, en estudios sobre células cancerigenas se ha adaptado el enfoque
de Murphy y Smith (Murphy y Smith, 2007), uniendo las moléculas antioxidantes
con el catién lipofilico trifenilfosfonio (TPP*) mediante una cadena alquilica de 10 a
12 a&tomos de carbono, la cual ha demostrado que aumenta su citotoxicidad y
selectividad. Esta unién se buscé debido a que la barrera de energia para algunos
compuestos hidroéfilos puede ser tan alta que incluso la conjugaciéon con un catién
lipofilico no es suficiente para conducirlos a organelos tal como las mitocondrias,
por lo que se demostrd que el aumento de la hidrofobicidad alargando la cadena de
alquilo conduce a una absorcion mitocondrial mas rapida del TPP* (Zielonkay cols.,
2017). Se ha estudiado que las cadenas con menos de ocho &tomos de carbono
son menos potentes y las que tienen cerca de 15 atomos de carbono son altamente
toxicas. Por lo tanto, la diferencia en la eficacia del compuesto depende de la
longitud de la cadena lateral de alquilo (Jara y cols., 2014). Tal enfoque aumenta la
lipofilia de los compuestos como el acido galico y los dirige de forma selectiva a las
mitocondrias, dotando a estas moléculas de una mayor actividad antioxidante
mitocondrial en comparaciéon con sus compuestos originales (Sandoval-Acufia y
cols., 2016).
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En estudios con células tumorales, se ha demostrado que el compuesto resultante
de la unién del &cido gélico con el cation lipofilico TTP+ mediante la cadena alquilica
de carbonos se acumula selectivamente dentro de las mitocondrias tumorales
provocando su efecto citotéxico debido a que el potencial de membrana celular y
mitocondrial de las células cancerosas es mas negativo que el de células no
cancerosas (Jara y cols., 2014). Esta caracteristica coincide con las diferencias
estructurales entre células fangicas y humanas, ya que como se menciono
anteriormente, el potencial de membrana de las células fangicas es mas negativo
que el de células humanas. Debido a su carga positiva, estos cationes son
impulsados por el potencial del citoplasma y la membrana mitocondrial para
acumularse selectivamente dentro del espacio intermembrana (Chang y cols.,
2018).

oo 7 " oH B ‘

Figura5: Estructura del farmaco TPP*-Cy, - AG . a) Grupo farmacoforo correspondiente
a éster de acido gdlico. b) Cadena alquilica de 12 carbonos que otorga lipofilicidad
necesaria para traspasar membrana externa mitocondrial. c) Grupo TPP+.

En este trabajo postulamos que derivados del acido galico unidos a un grupo
trifenilfosfonio mediante una cadena alquilica de 12 carbonos se acumularan de
forma selectiva dentro de la mitocondria de C. albicans (Figura 5). Esta molécula se
uniria directamente a las bicapas de fosfolipidos debido a su gran superficie
hidrofébica, que reduce la energia de activacién requerida para la absorcion del
resto TPP*. Debido a su carga positiva, estos cationes son impulsados por el
potencial del citoplasma y la membrana mitocondrial para acumularse

selectivamente dentro de la membrana mitocondrial interna en 500 veces (Ross y
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cols., 2005). Al ingresar esta molécula, los cationes podrian ser oxidados
enzimaticamente por componentes de los complejos mitocondriales, formando el
derivado semiquinonico y luego la o-quinona del acido galico. Esta o-quinona a su
vez, podria reaccionar formando enlaces covalentes, mediante el mecanismo
conocido como la reaccion de Michael, con grupos sulfhidrilos o aminas que se
encuentran ampliamente disponibles en las proteinas integrantes de los complejos
de la CTE. Esta unién provocaria cambios en su conformacion alterando asi la
actividad de distintos complejos de la CTE (Frey y cols., 2007). Asi también, los
grupos hidroxilos aromaticos del acido galico por ser acidos débiles lipofilicos,
podrian comportarse como agentes desacoplantes clasicos, interfiriendo con la
relacion entre las concentraciones de protones del espacio intermembrana
mitocondrial y de la matriz mitocondrial (Demine y cols., 2019). De esta manera, se
provocaria un mal funcionamiento del sistema de fosforilacion oxidativa que deberia
traducirse en una disminucion en la sintesis de ATP e inhibicion de la via glucolitica,

la cual es altamente dependiente del ATP producido por la fosforilacion oxidativa.

Tomando en cuenta los antecedentes presentados, este trabajo evaluara el efecto
antifangico del farmaco Bromuro de (12-((3,4,5-trihidroxibenzoil)oxi)-dodecil)
trifenilfosfonio (TPP*-C12-AG) sobre C. albicans a través de la inhibicion de la

fosforilacion oxidativa.
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. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

A. HIPOTESIS.

El farmaco Bromuro de (12- ((3,4,5-trihidroxibenzoil) oxi) - dodecil) trifenilfosfonio
(TPP*-C12-AG) presentard un efecto antifngico sobre Candida albicans, a través

de la inhibicidon de la fosforilacidon oxidativa.

B. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar efecto antifungico del derivado del &cido galico unido al grupo trifenilfosfonio

mediante una cadena alquilica de 12 carbonos y su efecto sobre la respiracion

mitocondrial en Candida albicans.

C. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar el efecto antifingico del farmaco sobre Candida albicans en su
forma plancténica y biofilm.
2. Determinar el efecto del farmaco sobre la respiracion mitocondrial de

Candida albicans en cultivos plancténicos.
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IV. METODOLOGIA.

A. TIPO DE ESTUDIO REALIZADO.
Este estudio se encuentra adscrito al proyecto PRIODO DIFO 2020/09, y .

corresponde a un estudio de tipo experimental (analitico y prospectivo).

B. CEPAS.
En este trabajo se utilizaron dos cepas de Candida albicans, una cepa susceptible

ATCC-90029 y una cepa resistente a fluconazol ATCC-10231. Las cepas fueron
mantenidas en placas de Agar Sabouraud Cloranfenicol (Biokar) hasta su
utilizacion. A partir de estas placas se obtuvieron colonias aisladas que se
resuspendieron en medio liquido (RPMI-1640, Sigma) para su utilizacion en los
ensayos en cultivos plancténicos (células no adheridas a una superficie) o como

biofilms (células adheridas) como se detalla mas adelante.

C. FARMACOS.
El farmaco Bromuro de (12- ((3,4,5-trihidroxibenzoil) oxi) - dodecil) trifenilfosfonio

(TPP*-C12-AG) fue donado por el Dr. José Jara del Instituto de Investigacion en
Ciencias Odontoldgicas de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile.
Las concentraciones stock fueron preparadas en DMSO (Sigma) y se ensayaron en
distintas concentraciones cuidando de no exponer a las levaduras a una

concentracion de DMSO mayor al 1%.

D. CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM).
Para determinar la CIM del farmaco se utilizaron las cepas ATCC-90029 y ATCC-

10231 en su forma plancténica y biofilm.
e Preindculo: se aislaron una a dos colonias de 1-2 mm de diametro de C.
albicans de cada cepa y se resuspendieron por separado en medio RPMI-

1640 (Sigma), incubando por 24 hrs a 28°C sin agitacion.
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1. Ensayo de Susceptibilidad en células en estado plancténico.
Este método se realiz6 de acuerdo al Método de dilucion en caldo para la
determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias de antifungicos para
levaduras (EUCAST, documento 7.2) (Arendrup y cols., 2020). A partir del
preindculo se contaron las células y se ajustaron a 200.000 UFC/mL a través de
conteo en camara de Neubauer. Se adicioné 100 uL de la suspensién en placas de
96 pocillos, se agregé el farmaco en distintas concentraciones y se adiciono
cantidad suficiente de medio RPMI-1640 para un volumen total de 200 pL. Se
dejaron incubando por 24 horas a 37 °C. Al cabo de este periodo, se midi6 la
densidad éptica (DO) a 540 nm en un lector de microplacas (Infinite 50 TECAN). La
CIM fue expresada como la concentracion capaz de inhibir en un 50% el crecimiento
(ICs0), valor obtenido de la curva semilogaritmica concentracion-respuesta obtenida

mediante el software GraphPad Prism 6.

2. Ensayo de viabilidad de MTT sobre células en estado biofilm.
La evaluacion del efecto sobre la viabilidad celular del compuesto TPP*-C12-AG se
realiz6 mediante el ensayo de MTT. Este ensayo se basa en la capacidad de las
células viables de reducir a partir de deshidrogenasas mitocondriales y reductasas
citosolicas el bromuro de 3-{4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT),
reaccion que genera un compuesto coloreado azul (cristales de formazan) (Stockert
y cols., 2012). La actividad reductora indica la actividad metabdlica celular, que es
proporcional al numero de células vivas y a su vez, es proporcional a la cantidad de
formazan producido. Para la formacién de biofilms se utilizd el protocolo reportado
por Madariaga y cols. (2017). En breve, a partir del preindculo se contaron las
células en la cAmara de Neubauer y se ajustaron a 1.000.000 UFC/mL. Se agrego6
100 uL de la suspension de células en las placas de 96 pocillos mas 100 uL de
RPMI-1640 suplementado con Suero fetal bovino al 10% (SFB), y se dejé incubando
por 24 horas a 37 °C para la formacion de biofilm. Pasado este tiempo, se
descartaron las células no adherentes y se realizaron los ensayos con el biofilm
formado en el fondo del pocillo. Estas células se lavaron con 100 uL de PBS al 1%

tres veces y se agrego el farmaco en las distintas concentraciones hasta completar
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un volumen total de 200 yL con medio RPMI-1640 con SFB. Se dejaron incubando
nuevamente por 24 horas a 37°C en aerobiosis. Pasado este periodo, se lavaron
las células con 100 pyL de PBS al 1% tres veces y se agreg6 100 uL de MTT. Se
incubaron por 2-3 horas a 37 °C, se retir6 el MTT y se agregd 40 yL de DMSO con
posterior agitacion de 15 min a 120 rpm. Al cabo de este periodo, se midié la DO a
540 nm en un lector de microplacas, con agitacién leve por 10 segundos. A través
de la curva semilogaritmica concentracién-respuesta obtenida, se calcul6 la
concentracion capaz de inhibir en un 50% el crecimiento de los biofilms (IC50),

utilizando el software GraphPad Prism 6.

E. DETERMINACION DE LA RESPIRACION MITOCONDRIAL.

1. Oxigrafia.
Para medir el efecto que posee el compuesto TPP*-C12-AG sobre la respiracion
celular se calculé el consumo de oxigeno de C. albicans en presencia y ausencia
del farmaco mediante Oxigrafia. Esta técnica tiene por objetivo cuantificar el
consumo de oxigeno en preparados de células o mitocondrias mediante un
electrodo de oxigeno. Para realizar este ensayo se utilizaron ambas cepas en su
forma plancténica a partir de la técnica esencialmente descrita por Plaza y cols.
(Plaza y cols., 2008). Se aislaron dos colonias de C. albicans de cada cepa y se
resuspendieron por separado en medio RPMI-1640 sin SFB, incubandose por 24
horas a 28°C. A partir de este preindculo, se ajustaron las células a 1x10” UFC/mL.
Posteriormente las células fueron centrifugadas a 2500 rpm a 10°C por 5 min y se
retiré el medio de cultivo. Las células fueron resuspendidas en 50 yL de PBS. El
consumo de oxigeno se midié polarograficamente con un electrodo de oxigeno
Clark No. 5331 inserto en una camara termorregulada a 25°C y a un monitor YSI
modelo 53 conectado a un inscriptor Goerz RE 511 de canal simple 100 mV. Las
células suspendidas fueron depositadas en la camara del oxigrafo junto con 10 pL
de L-glutamina (1mM). Una vez que la sefial de consumo de oxigeno se estabilizo,
se agregaron los farmacos en las distintas concentraciones (*2CIM, CIM, 2xCIM) y

se completé el volumen de la camara (600 pL) con PBS. Realizado este
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procedimiento se calculé la pendiente del consumo de oxigeno registrado por el
oxigrafo mediante el software GraphPad Prism 6. Los resultados se expresaron
como porcentajes de consumo de oxigeno, siendo la pendiente del control el 100%

de consumo de oxigeno.

F. CITOMETRIA DE FLUJO.
Un aumento en el consumo de oxigeno podria deberse a la generacion de especies

reactivas del oxigeno (ROS) y no necesariamente por un efecto sobre la respiracion
celular. Para descartar la generacion de ROS en nuestro sistema, se cuantifico la
produccion de ROS mediante citometria de flujo a partir de la técnica descrita por
Jaray cols. (2014). La sonda utilizada, diacetato de 2',7'- dicloro- dihidrofluoresceina
(DCFH-DA) es un lipdfilo no fluorescente que se difunde y atraviesa la membrana
celular; bajo la accion de las esterasas intracelulares, DCFH-DA desacetila para
formar 2',7' -diclorodihidrofluoresceina (DCFH); el cual es impermeable a la
membrana; DCFH reacciona con ROS intracelulares para dar el compuesto
fluorescente 2, 7 -diclorofluorescina (DCF). La luz de este compuesto es absorbida

por el citdmetro y leida a través de su longitud de onda.

Para este ensayo, se utilizé la cepa de C. albicans ATCC-90029 en su forma
planctonica. Se aislaron dos colonias de C. albicans y se resuspendieron por
separado en medio RPMI-1640 sin SFB, incubandose por 24 horas a 28°C. A partir
de este preindculo, se ajustaron las células a 1x108 UFC/mL. En una placa de 24
pocillos, se depositaron 500 pL de la suspension de células. Se agrego6 el farmaco
en concentraciones de ¥2CIM, CIM, 2xCIM. Luego se incubaron a 37°C por 1 hora.
Pasado el tiempo, se agregé 5 uL de DCFH-DA a cada pocillo y se dejé incubando
por 15 min mas. Como control positivo se utiliz6 100 yL de peréxido de hidrégeno
3% (H2032) en ausencia del farmaco y el control negativo correspondio a las células

sin tratamiento (Figura 6).
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Figura 6: Representacion de placa de 24 pocillos con control, control positivo
y concentraciones del compuesto TPP*-C12-AG

G. ANALISIS ESTADISTICOS.
Cada ensayo se realiz6 al menos tres veces en triplicado. Para determinar las

diferencias significativas se considerd un p<0,05 utilizando ANOVA de una via. Los
analisis se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 6.
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V. RESULTADOS

A. MEDICION CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA.

1. Células en estado planctonico.
Para determinar la concentracion inhibitoria minima de TPP*-Ci12-AG sobre C.
albicans se realizé un ensayo de susceptibilidad para las cepas ATCC-90029 y
ATCC-10231 obteniéndose la curva semilogaritmica concentracidn-respuesta
presentada en la Figura 7. En la figura se puede observar un efecto inhibitorio
concentracion-dependiente sobre el crecimiento de C. albicans, tanto para la cepa

ATCC-90029 (Figura 7A) como para la cepa resistente a fluconazol ATCC-10231
(Figura 7B).

a. Curva de Inhibicién b. Curva de Inhibicién
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Figura 7: Curva dosis respuesta del compuesto TPP*-C1,-AG sobre el crecimiento de
C. albicans en estado plancténico a través de ensayo de microdilucion en medio
liguido. Representacidon grafica del efecto concentracion respuesta del compuesto en
estudio sobre C. albicans medido a través del porcentaje de crecimiento en funcién del
logaritmo de la concentracion. Se muestran las curvas de tres experimentos independientes
sobre la cepa ATCC-90029 (A) y ATCC-10231 (B). Cada ensayo se realiz6 por triplicado.
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Los valores de CIM de ambas cepas se muestran en la Tabla 1. En la tabla se

observa que el promedio de IC50 del farmaco sobre C. albicans es de 5,2+1,2 ug/ml
en ATCC-90029 y 2,4+1,1 ug/ml en ATCC-10231. Frente a estos resultados, el

farmaco es capaz de inhibir el crecimiento de C. albicans de manera concentracion

dependiente. De esta manera, pudimos obtener la concentracion a la cual se inhibe

el 50% del crecimiento de la poblacion celular.

Tabla 1: Valores de CIM del compuesto TPP*-C1,-AG obtenidos mediante ensayo de

microdilucién en medio liquido sobre C. albicans en cepas ATCC-90029 y ATCC-

10231 en estado planctonico.

IC50-1 IC50-2 IC50-3 Promedio + DS IC50

(Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (Hg/ml) (M)

ATCC90029 3,8 5,6 6,1 52+172 8,3

ATCC10231 3,4 2,7 1,2 2411 3,9
Se presentan los valores obtenidos de 3 experimentos independientes, su promedio y

desviacion estandar (DS).
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2. Células en estado biofilm.
Teniendo las concentraciones inhibitorias minimas del farmaco sobre ambas cepas
en estado plancténico, se realizaron los ensayos de viabilidad para determinar el
IC50 de las cepas en estado biofilm. Los resultados obtenidos mediante ensayo de
MTT en ambas cepas se visualizan en la Figura 8 y los valores de IC50 se muestran

en la Tabla 2.

Al igual que en los ensayos anteriores, los resultados obtenidos mediante ensayo
de MTT demuestran que existe una actividad antibiofiim del compuesto. Esta
actividad se visualiza en un efecto inhibitorio de la viabilidad de C. albicans en

estado biofilm de manera concentracién-dependiente en ambas cepas (Figura 8).
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Figura 8: Curva dosis respuesta del compuesto TPP*-C1,-AG sobre el crecimiento de
C. albicans en estado biofilm a través de ensayo de microdilucion en medio liquido.
Representacion gréfica del efecto concentracion respuesta del compuesto en estudio sobre
C. albicans medido a través del porcentaje de crecimiento en funcién del logaritmo de la
concentracion. Se muestran las curvas de tres experimentos independientes sobre la cepa
ATCC-90029 (A) y ATCC-10231 (B). Cada ensayo se realiz6 por triplicado.



26

Como se puede observar en la Tabla 2, la cepa ATCC-10231 es mas susceptible al

necesitar una menor concentracion del compuesto TPP*-C12-AG que la cepa ATCC-
90029 (8,9 + 1,5 ug/ml versus 4,8 = 1,75 ug/ml) para inhibir el 50% de la viabilidad

de los biofilms.

Tabla 1: Valores de CIM del compuesto TPP*-C1,-AG obtenidos mediante ensayo de
microdilucién en medio liquido sobre C. albicans en cepas ATCC-90029 y ATCC-
10231 en estado biofilm.

IC50-1 IC50-2 IC50-3 Promedio + DS IC50

(bg/ml) (Mg/ml) (bg/ml) (ng/ml) (MM)

ATCC90029 9,0 10,4 7,4 89+15 14,3

ATCC10231 2,8 5,7 6,0 4,8+1,75 7,7
Se presentan los valores obtenidos de 3 experimentos independientes, su promedio y

desviacion estandar (DS).
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B. DETERMINACION DE LA RESPIRACION MITOCONDRIAL MEDIANTE
OXIGRAFIA.

Teniendo en evidencia que el farmaco propuesto presenta actividad antifingica
debido a que inhibe el crecimiento de C. albicans, se quiso determinar si este efecto
tenia relacion con la interrupcion de la respiracion celular. Para esto, se midié a
través de oxigrafia el consumo de oxigeno de las células en ambas cepas en
ausencia del farmaco como control de nuestro experimento y en presencia del
farmaco a concentraciones %2CIM, CIM, 2xCIM, con el objetivo de evaluar si existe

un comportamiento concentracion-respuesta.

En la figura 9 se muestra la curva del consumo de oxigeno para la cepa ATCC-
90029 en ausencia del compuesto TPP*-C12-AG. Este grafico representa entonces
el porcentaje del consumo de oxigeno en el tiempo. La parte final de la curva
representa el periodo en donde el consumo de oxigeno se hace estable en nuestras
condiciones experimentales. La zona que demarca el recuadro azul en la figura se
utilizé para calcular la pendiente de la curva, que representara la velocidad del
consumo de oxigeno. De esta manera obtuvimos el consumo de oxigeno de la
condicion control (en ausencia de farmaco) asigndndole a esta pendiente,
representada en la figura B en color rojo, un valor de 100% de consumo de oxigeno

basal.
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Figura9: Consumo de oxigeno de C. albicans (cepa ATCC-90029) a través de oxigrafia
en ausencia de compuesto TPP*-Ci»-AG. Representacién grafica del consumo de
oxigeno de C. albicans en ausencia de compuesto TPP*-C1,-AG a través del porcentaje de
oxigeno presente en la camara en funcién del tiempo. A) Curva de consumo de oxigeno;

con cuadrado azul se observa porcion de la curva que fue tomada para calcular pendiente.
B) Pendiente del consumo de oxigeno.

En la Figura 10 se muestran las curvas representativas de las diferentes condiciones
ensayadas en la cepa ATCC-90029 en presencia del farmaco TPP*-C12-AG a

concentraciones %2CIM, CIM, 2xCIM. Es posible observar un cambio en las distintas
curvas a distintas concentraciones.
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Figura 10: Consumo de oxigeno de C. albicans en cepa ATCC-90029 a través de
Oxigrafia en presencia de compuesto TPP*-C1,-AG a concentraciones %CIM, CIM,
2xCIM. Representacion grafica del consumo de oxigeno de C. albicans en presencia de
compuesto TPP*-C1,-AG a través del porcentaje de consumo de oxigeno presente en la
camara en funcién del tiempo a concentraciones %2CIM, CIM, 2xCIM. A, C, E) Curva de
consumo de oxigeno de concentraciones %CIM, CIM, 2xCIM, respectivamente; con
cuadrado azul se observa porcion de la curva que fue tomada para calcular pendiente. B,

D, F) Pendiente del consumo de oxigeno de concentraciones ¥CIM, CIM, 2xCIM,
respectivamente.
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En la figura 11 se muestra la cuantificacion del porcentaje de consumo de oxigeno
en las distintas condiciones ensayadas. Se puede observar que el farmaco fue
capaz de aumentar el consumo de oxigeno en las 3 concentraciones evaluadas de
manera estadisticamente significativa (p=0,001). La evaluacién de la actividad de
TPP*-C12-AG sobre la respiracion celular de la cepa ATCC-90029 mostro que este

compuesto actia aumentando la velocidad de consumo de oxigeno.
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Figura 11: Consumo de oxigeno de C. albicans cepa ATCC-90029 en ausenciay a
concentraciones crecientes de compuesto TPP*-Ci>-AG. Representacion mediante
gréfico de barras de porcentajes de consumo de oxigeno de C. albicans cepa ATCC-90029
en ausencia y a concentraciones crecientes de compuesto TPP*-C1>-AG. Se observa un
aumento significativo (p=0,001) en el porcentaje de consumo de oxigeno cuando las células
son tratadas con las concentraciones ¥2CIM, CIM, 2xCIM.

En la Figura 12 se muestra la curva del consumo de oxigeno para la cepa ATCC-
10231 en ausencia del compuesto TPP*-C12-AG.
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Figura 12: Consumo de oxigeno de C. albicans en cepa ATCC-10231 a través de
Oxigrafia en ausencia de farmaco TPP*-C1,-AG. Representacion gréafica del consumo de
oxigeno de C. albicans en ausencia de farmaco TPP*-C1,-AG a través del porcentaje de
consumo de oxigeno presente en la camara en funcién del tiempo. A) Curva de consumo
de oxigeno; con cuadrado azul se observa porcion de la curva que fue tomada para calcular
pendiente. B) Pendiente del consumo de oxigeno.

En la Figura 13 se muestran las curvas del consumo de oxigeno junto a su pendiente
para la cepa ATCC-10231 en presencia del farmaco a concentraciones ¥2CIM, CIM,
2xCIM. Al analizar los valores de consumo de oxigeno para cada condicion respecto
al control sin tratamiento podemos observar que se produjo una diferencia

significativa (p=0,008) solo con la concentracion ¥2CIM (Figura 14).
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Figura 13: Consumo de oxigeno de C. albicans en cepa ATCC-10231 a través de
Oxigrafia en presencia de compuesto TPP*-C1,-AG a concentraciones 1/2xIC50, IC50
y 2xIC50. Representacion grafica del consumo de oxigeno de C. albicans en presencia de
compuesto TPP*-C1,-AG a través del porcentaje de consumo de oxigeno presente en la
camara en funciéon del tiempo a concentraciones ¥2CIM, CIM, 2xCIM. A, C, E) Curva de
consumo de oxigeno de concentraciones %:CIM, CIM, 2xCIM, respectivamente; con
cuadrado azul se observa porcion de la curva que fue tomada para calcular pendiente. B,
D, F) Pendiente del consumo de oxigeno de concentraciones ¥CIM, CIM, 2xCIM,
respectivamente
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Figura 14: Consumo de oxigeno de C. albicans cepa ATCC-10231 en ausenciay a
concentraciones crecientes de compuesto TPP*-C1,-AG. Representacion mediante
gréfico de barras de porcentajes de consumo de oxigeno de C. albicans cepa ATCC-10231
en ausencia y a concentraciones crecientes de compuesto TPP*-C1>-AG. Se observa un
aumento significativo (p<0.05) en el porcentaje de consumo de oxigeno cuando las células
son tratadas con la concentracion ¥2CIM; frente a las concentraciones CIM y 2xCIM existe
una disminucion del porcentaje de consumo de oxigeno.

La evaluacioén de la actividad de TPP*-C12-AG sobre la respiracion celular de la cepa
ATCC-10231 mostré6 que este compuesto actia aumentando la velocidad de
consumo de oxigeno solo en la concentracion %2CIM. Por otro lado, frente a las

concentraciones CIM y 2xCIM no se obtuvo diferencias en el consumo de oxigeno.
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C. CITOMETRIA DE FLUJO.
El aumento en la velocidad de consumo de oxigeno puede deberse a un

desacoplamiento de la respiracion mitocondrial. Sin embargo, también podria
producirse debido a la generacidén de especies reactivas del oxigeno (ROS). Para
poder diferenciar a cual de los dos mecanismos responde el efecto de TPP*-Ci2-
AG, evaluamos la produccion de ROS a través de citometria de flujo. Como se
explico en la metodologia, si el consumo de oxigeno frente al compuesto TPP*-Ci2-
AG se da a partir de ROS, el compuesto DCFH conjugara con el ROS presente en
el medio generando el elemento fluorescente DCF que sera censado por el

citbmetro.

En la figura 15, se muestran las intensidades de fluorescencia de la cepa ATCC-
90029 en ausencia del compuesto TPP*-C12-AG (Figura 15.A), en presencia del
compuesto a concentraciones ¥2CIM, CIM, 2xCIM (Figura 15.B, Figura 15.C, Figura
15.D respectivamente); y en presencia de H202 (Control positivo)(Figura 15.E). Se
observa un aumento en la fluorescencia de las células en el control positivo (Figura
15.E), donde la curva esta desplazada hacia la derecha, lo que expresa que existe
mayor cantidad del producto fluorescente DCF. No se observan diferencias en las

fluorescencias entre los otros grupos.
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Figura 15: Intensidad de fluorescencia de C. albicans cepa ATCC-90029.
Representacion grafica de la intensidad de fluorescencia de C. albicans cepa ATCC-90029
a través del numero de células en funcion de la intensidad de fluorescencia de la sonda
DCF. A) Control. B, C, D). Células tratadas con concentracion %CIM, CIM, 2xCIM,
respectivamente. E) Células tratadas con H,O,. F) Todos los ensayos juntos.

La figura 16 muestra la comparacion de los promedios de la intensidad de
fluorescencia media (Figura 16). Existe una diferencia significativa entre los valores
obtenidos con peroxido de hidrogeno y el control sin tratamiento, mientras que no
se observaron cambios significativos entre el control y las células tratadas con el
compuesto TPP*-C12-AG. Esto indicaria que el aumento del consumo de oxigeno
observado en el grupo tratado con TPP*-C12-AG no estaria dado por la generacion
de ROS.
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Figura 16: Comparacién de intensidad de fluorescencia media de C. albicans cepa
ATCC-90029. Representacion mediante grafico de barras de promedio de intensidades de
fluorescencia media de C. albicans cepa ATCC-90029 de control, células tratadas con
concentracion ¥2CIM, CIM, 2xCIM y células tratadas con H,O,. Existe diferencia significativa
entre las células tratadas con H,O; y los otros ensayos.
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VI. DISCUSION.

Las infecciones fangicas invasivas han sido durante mucho tiempo problemas
graves para la salud humana, especialmente para la poblacion inmunosuprimida
(Pierce & Lopez-Ribot, 2013). En vista de la eficacia limitada de los tratamientos
antifngicos actuales y la aparicion de Candida spp. resistentes a mdultiples
farmacos, existe una gran necesidad de nuevos enfoques terapéuticos. Los
compuestos naturales se han considerado como una fuente de nuevas biomoléculas
con un amplio espectro de propiedades biolégicas y farmacoldgicas. Se han
identificado compuestos bioactivos con actividad antimicrobiana donde muchos de
ellos son eficaces contra diversos patégenos fangicos, entre ellos C. albicans
(Pierce & Lopez-Ribot, 2013).

En este estudio, se analiz6 la capacidad antifiungica del compuesto TPP*-C12-AG en
C. albicans. En relacion con el andlisis de valores de CIM, como se mencion6 en
los resultados, el compuesto posee un efecto inhibitorio del crecimiento de C.
albicans en su forma planctonica en ambas cepas (Tabla 1). Resulta interesante
gue la cepa ATCC-10231 es mas susceptible al necesitar una menor concentracion
del compuesto TPP*-C12-AG que la cepa ATCC-90029 (2,4+1,1 pg/mL versus
5,2+1,2 pyg/mL, respectivamente). Hasta la fecha no se han reportado valores de
CIM para el compuesto TPP*-C12-AG en C. albicans en estado plancténico, pero si
se han reportado para el acido galico, los cuales varian desde 8 ug/mL (Ozcelik y
cols., 2011) hasta 200 pg/mL (Gehrke y cols., 2013) y 250 pg/mL (Leal, 2014) en la
cepa ATCC-10231. No se han reportado valores para la cepa ATCC-90029.
Comparando nuestros resultados con los documentados en la literatura, podemos
ver que al conjugar el C12+AG con el grupo TPP+ se produce un aumento en la
susceptibilidad de la levadura en su estado planctonico. Estudios en células
humanas tumorales, demuestran que al adicionar TPP+ al compuesto C12+AG su
potencia aumenta considerablemente (Jara y cols., 2014). Sin embargo, para poder
comprobar este punto, es necesario realizar estudios de susceptibilidad
comparando los valores obtenidos tanto para el TPP*-C12-AG como con el derivado

sin el grupo trifenilfosfonio.
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Posteriormente, evaluamos la actividad antifangica del compuesto TPP*-C12-AG en
C. albicans en biofilm mediante ensayo de MTT. Cabe destacar que actualmente
existen varios métodos disponibles para evaluar cuantitativamente la viabilidad
de C. albicans; pero un estudio reciente demostré que el ensayo de reduccion de
MTT proporciona la medicion mas reproducible y precisa (Tsang y cols., 2012). En
relacion con los andlisis de valores de IC50, el compuesto TPP*-C12-AG posee un
efecto inhibitorio de la viabilidad de C. albicans en biofilm en ambas cepas (Tabla
2). Hasta la fecha, no existe evidencia sobre el efecto antibiofilm del compuesto
TPP*-C12-AG en C. albicans, por lo que nuestro ensayo seria el primero en

evidenciar su efecto.

Pocos estudios han demostrado la influencia del acido galico contra biofilms de
Candida spp., con valores de IC50 de 1x10°% ug/mL (Wangy cols., 2008) hasta 5x103
pMg/mL (Alves y cols., 2014); sin embargo, en ambos estudios no especifican qué
cepa utilizaron. Lima y cols. (2016) probo el acido galico en C. albicans y C. glabrata
en estado biofilm, obteniendo como resultado un valor de IC50 mayor a 1x10% ug/mL
concluyendo que no existia actividad antifangica (Lima y cols., 2016).
Interesantemente, a diferencia de los resultados recién mencionados, bajo nuestras
condiciones experimentales el TPP+-C12-AG presentd un efecto antibiofilm y
antifingico a concentraciones mucho menores a las reportadas para el acido gélico.
Esto podria explicarse por la adicion del TPP+ al C12-AG, ya que ha sido
demostrado un efecto sinérgico al conjugar el &cido galico con el cation TPP+. Al
respecto, Chang (2018) evidencidé que moléculas que eran expulsadas a partir de
bombas de eflujo, uno de los principales mecanismos de resistencia en biofilms de
C. albicans, al ser conjugadas con el catiéon TPP* facilitaban su transporte a la célula,
eludian la expulsion mediante bombas de eflujo y se acumulaban selectivamente en
las mitocondrias del hongo (Chang y cols., 2018). Este enfoque puede usarse
ademas para abordar problemas de resistencia a los antifingicos, ya que las
mitocondrias en C. albicans estan involucradas en la accion de las bombas de eflujo
(Thomasy cols., 2013).
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En este estudio se obtuvo un IC50 mayor para ambas cepas en estado biofilm en
comparacién a su estado plancténico. Esto puede explicarse ya que a medida que
maduran los biofilms, los cambios en la disponibilidad de nutrientes y oxigeno
pueden provocar una disminucidon en la funcién mitocondrial. De hecho, se ha
demostrado que los biofilms crean un microambiente interno hipéxico cuando se
cultivan en condiciones ambientales de oxigeno, sugiriendo un variado metabolismo
y expresion genética entre las células en los diferentes niveles del biofilm (Fox y
cols., 2014). Por otro lado, también se ha demostrado que en su estado de biofilm,
disminuye el acceso de farmacos debido al atrapamiento que sufren los farmacos

en la densa matriz extracelular que protege los biofilms (Ramage y cols., 2014).

El fluconazol es el agente que actualmente se usa con mas frecuencia para tratar
la infeccion por Candida spp. (Gao y cols., 2016). Se ha descrito una CIM que varia
de 4 uyM para la cepa ATCC-90029 y 4081 uM para la cepa ATCC-10231 en estado
planctonico (Fang y cols., 2020), lo que demuestra la caracteristica de alta
resistencia que presenta la cepa ATCC-10231. También se han reportado IC50 entre
12,5y 25 pyg/mL en cultivos de C. albicans en estado biofilm para aislados clinicos
(Li y cols., 2017). Comparandolo con nuestros resultados, esto sugiere la potente
actividad antifangica del compuesto TPP*-C12-AG al poseer valores similares que
fluconazol para la cepa ATCC-90029 y valores menores para la cepa resistente a
fluconazol ATCC-10231, lo que indica que es capaz de actuar de manera potente
incluso en cepas resistentes a antifGngicos convencionales, tanto en su estado
planctonico como biofilm. Estos resultados concuerdan con lo demostrado por Rhimi
(2020), quién probé la actividad antifungica de acido galico frente a cepas de C.
albicans y Malassezia furfur resistentes a azoles en estado planctonico teniendo
como resultado que ambos hongos presentaban mayor susceptibilidad frente al

acido gélico que a fluconazol y otros compuestos fendlicos (Rhimiy cols., 2020).

Hasta la fecha existe solo un estudio que ha probado el compuesto TPP*-C12-AG
en células de mamiferos. Jara (2014) evaluo la citotoxicidad en células de epitelio

mamario de ratén, donde su CIM tenia valor 1,38 uM % 0.4, exhibiendo valores de
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CIM menores a los reportados en este trabajo para ambas cepas de C. albicans.
Frente a esto, es probable que la baja selectividad de TPP*-C12-AG produzca
efectos adversos (Jara y cols., 2014). Por lo tanto, son necesarios mas ensayos
para evaluar la toxicidad de TPP*-C12-AG en células humanas y en animales, ya
gue la especificidad de los antifingicos sigue siendo una de las cuestiones mas

criticas en la busqueda de nuevos farmacos contra C. albicans.

Como se menciond anteriormente, nosotros postulamos que el compuesto TPP*-
C12-AG tendria como mecanismo generar una disfuncion en la mitocondria a través
del desacoplamiento de la respiracion celular de C. albicans. El efecto del acido
galico sobre la respiracion celular no se ha estudiado en detalle, pero se ha
informado que sus ésteres actlan como potentes moduladores de la respiraciéon
mitocondrial ya sea al afectar directamente la transferencia de electrones a través
de los complejos respiratorios o indirectamente al desacoplar la fosforilacion
oxidativa (Kosuro y cols., 2017); también, se ha postulado que posee una accion
citotoxica basado en la produccioén de radicales libres (Jara y cols., 2014). Por otro
lado, se ha demostrado el mecanismo del cation TPP* como desacoplador de la
respiracion celular al actual como un desacoplador tipo protonéforo, es decir, con la
capacidad de translocar protones a través de la membrana mitocondrial interna
generando una disminucion en el potencial de membrana de la membrana interna
de las mitocondrias, estimulan la respiracién mitocondrial y la produccion de calor

(Demine y cols., 2019).

En este estudio, demostramos que el compuesto TPP*-C12-AG generaba un
aumento en el consumo de oxigeno en la cepa ATCC-90029, el cual puede ser
explicado por un desacoplamiento de la respiracion celular y no por una respuesta
al estrés traducida en la generacion de ROS a partir de nuestros resultados en la
citometria de flujo (Figura 16). Se ha ensayado el compuesto TPP*-C12-AG
previamente como agente tripanocida contra Trypanosoma brucei, donde se
inform6 que conducia a un desacoplamiento del sistema de fosforilacién oxidativa

(Cortés y cols., 2015). Severin (2010) demostré6 que el compuesto TPP*-Ci2
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estimuld la respiracion mitocondrial en levaduras (Saccharomyces cerevisiae)
independientemente del valor de pH extracelular (Severin y cols., 2010). Por otro
lado, en la cepa ATCC-10231 observamos un aumento del consumo soélo frente a
la concentracion méas baja del farmaco (¥2CIM); mientras que a medida se
aumentaban las concentraciones del compuesto no hubo cambios estadisticamente
significativos en la respiracion celular. Esta accion también inhibitoria del compuesto
se ha demostrado anteriormente. Lopez (2020) utilizé el compuesto TPP*-C10-AG
sobre una linea celular de cancer de pulmén generando una inhibicién al complejo
aKGDH vy, ademas, al complejo | de la cadena transportadora de electrones,
provocando un efecto inhibitorio de la respiracion celular (Lopez, 2020). Frente a
esto, seria interesante estudiar en especifico sobre qué estructura actta el farmaco
TPP*-C12-AG dentro de la respiracion celular, para asi entender su mecanismo de

accion.

Un aspecto importante a considerar en la busqueda de nuevos farmacos contra C.
albicans son los posibles mecanismos de resistencia que pueden desarrollarse. Se
ha descrito que la disfuncién mitocondrial en algunos hongos en estado biofilm, en
particular S. cerevisiae y C. glabrata, puede conducir a una menor o0 mayor
susceptibilidad frente a los azoles (Shingu-Vazquez & Traven, 2011). Por ejemplo,
se ha observado en cepas mutantes del complejo mitocondrial | en C. albicans una
mayor susceptibilidad a los azoles (Sun y cols., 2013) y, en general, la disfuncién
mitocondrial conduce a una mayor sensibilidad a las equinocandinas (Shingu-
Vazquez & Traven, 2011). Rhimi (2020) en su estudio indica que la combinacion de
compuestos naturales y farmacos convencionales podria ser una posible solucién
para limitar la resistencia a los farmacos antifingicos, reportando que las
combinaciones de azoles con concentraciones subinhibitorias de acido galico
redujeron los valores de CIM de los azoles en mas del 90% (Rhimi y cols., 2020).
También se ha evidenciado un efecto de sinergismo entre fluconazol y acido galico
sobre C. tropicalis (Lima y cols., 2016). Por otro lado, se ha documentado el
potencial de TPP* de transportar moléculas al interior de mitocondrias de C. albicans

eludiendo su expulsién mediante bombas de eflujo (Chang y cols., 2018).
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Como mencionamos anteriormente, a partir de nuestro ensayo el compuesto TPP*-
C12-AG provoca una disfuncién en la mitocondria de C. albicans (Fig. 11, Fig. 14).
Se ha evidenciado el papel de la mitocondria de C. albicans en la homeostasis del
hierro y por consiguiente en la biosintesis del Ergosterol (Thomas y cols., 2013). Es
posible que exista un efecto sinérgico entre el compuesto TPP*-C12-AG y azoles, ya
gue los azoles inhiben la enzima lanosterol 14-a-desmetilasa (CYP51A1),
involucrada en la biosintesis de Ergosterol (Thomas y cols., 2013). Ademas, se ha
postulado que la sinergia de los compuestos genera en consecuencia una reduccion
en sus dosis (Rhimi y cols., 2020), lo que sugiere que la combinacién podria reducir
la toxicidad debida al uso de azoles y la posible toxicidad dada por el compuesto

TPP*-C12-AG mencionada anteriormente.

Un agente antifangico "ideal" para las infecciones por Candida spp. no deberia
tener efectos secundarios ni toxicidad. Sin embargo, en realidad, todos los
antifangicos que se utilizan actualmente tienen algunos efectos secundarios en el
tracto gastrointestinal, el higado y los rifiones (Teodoro y cols., 2015). Por lo tanto,
practicamente uno esperaria tener algunos efectos secundarios relacionados con la
dosis de cualquier nuevo agente antifungico. Es importante comprender esta
limitacion para apreciar las cualidades prometedoras del farmaco que se
investiga. Se ha observado el efecto dafiino del ADN de los &cidos fendlicos en
lineas celulares de cancer de colon (p53R) tratadas con &cido galico (Hossain y
cols., 2014). Ademas, in vivo se observd hepatotoxicidad en ratas cuando se les
administré una dieta complementada con mas de 200 mg/kg/dia de acido galico
(Galati y cols., 2006). Ademas, se observaron trastornos hematol6gicos, asi como
aumento de peso del higado y los rifiones en ratas alimentadas con 0,6—5% de acido
galico diariamente durante 13 semanas (Niho y cols., 2001). Por otro lado, el
compuesto TPP+ unido a antioxidantes con baja eficacia han mostrado una baja
toxicidad administrdndose de manera segura en un largo plazo en diversos modelos
de roedores. También se ha dado oralmente a pacientes en estudios de fase Il hasta

por un afo sin ningun problema de seguridad (Luna-Ortiz y cols., 2014). Por lo tanto,
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es imperativo examinar la toxicidad relacionada con el compuesto TPP*-C12-AG en
una serie de estudios completos in vitro, in vivo y clinicos antes de la administracion

como un agente antifungico.

Finalmente, la maduracion de los biofilms necesita una solida formacion de hifas en
C. albicans (Lohse y cols., 2018). La morfogénesis de célula plancténica a hifa es
un evento temprano que sigue a la adhesion del sustrato en el proceso de formacién
de biofilm. Se ha estudiado que la actividad mitocondrial es fundamental en las
transiciones entre tipos de células y modos de crecimiento (levaduras, hifas, los
biofilms) (Calderone y cols., 2015). Un estudio que utilizé la cepa filamentosa
Sigmal278b de Saccharomyces cerevisiae indicé que la disfuncibn mitocondrial
reducia la actividad de la via Ras/PKA, inhibiendo asi la expresion de adhesinas y
afectando la capacidad de crecer como filamentos pseudohifales (Calderone y cols.,
2015). Watanabe (2006) a partir de la teoria que el oxigeno es esencial para formar
células hifas de C. albicans, demostro que la cadena transportadora de electrones
funciona rio arriba de la ruta de la sefial RAS1 y que activa la expresion de la sefal
de formacion de hifas, por lo que en condiciones de anaerobiosis C. albicans no fue
capaz de transformarse a hifa (Watanabe y cols., 2006). Frente a esto, es probable
gue compuestos que se dirijan a la actividad mitocondrial bloqueen la formacion de
hifas, lo que podria ser beneficioso para reducir la virulencia de C. albicansy
también para modular la respuesta inflamatoria desencadenada por la forma de
hifas y que probablemente contribuye a la patologia (Traven y Naderer, 2014). Por
lo tanto, se sugiere la realizacion de estudios que evallen el efecto del compuesto

TPP*-C12-AG en la morfogénesis de célula plancténica a hifa de C. albicans.
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VIl.  CONCLUSIONES.

En esta investigacion se analiz6 si el compuesto TPP*-C12-AG presenta un efecto
antifangico sobre Candida albicans, y si este efecto se da a través de la interrupcion
de la fosforilacion oxidativa, lo cual a la fecha no ha sido documentado. Se concluye
gue el compuesto TPP*-C12-AG posee un efecto antifungico sobre C. albicans tanto
en su forma planctonica como biofilm, obteniendo valores de IC50 menores a los
reportados en la literatura para el acido galico e incluso comparables con los valores

de antifungicos tradicionales como el fluconazol.

A partir de los resultados de la oxigrafia, el efecto del compuesto TPP*-C12-AG se
traduce por la disfuncibn mitocondrial provocada por el desacoplamiento de la
respiracion celular sobre C. albicans, que fue comprobado en su estado planctonico
y fue significativo en la cepa ATCC-90029.

La literatura sugiere que la mitocondria de C. albicans es un blanco farmacologico
de relevancia para la basqueda y prueba de nuevos farmacos contra la levadura.
Frente a esto, el compuesto TPP*-C12-AG demostrd ser un excelente candidato
antifngico, por lo que se justifica una mayor investigacion del compuesto
presentado como agente contra C. albicans. Las siguientes lineas de investigacion
deberian centrarse en evaluar el efecto del compuesto TPP*-Ci12-AG en la
morfogénesis de célula planctonica a hifa de C. albicans, como también estimar la

toxicidad del compuesto TPP*-C12-AG en lineas celulares mamiferas.

Es importante buscar nuevas formas de combatir las infecciones por C. albicans
debido al crecimiento de poblaciones susceptibles, las limitaciones del espectro de
actividad o la tolerabilidad de los antifungicos actuales y el desarrollo de resistencia

a los antifiingicos.
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