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RESUMEN

Los derivados de naftoquinona poseen una amplia gama de propiedades bioldgicas,
por lo que representan una opcion viable para el desarrollo de diversos tipos de
agentes farmacolégicos, como antifungicos. Por otro lado, hongos del género Candida,
como C. albicans, han desarrollado mecanismos de resistencia contra agentes
antifungicos, por lo que se necesitan buscar alternativas para el tratamiento de
infecciones causadas por estos hongos.

En este trabajo se llevd a cabo la sintesis de derivados 3-cloro-2-aminoacido-1,4-
naftoquinona y 3-cloro-2-carboxifenilamino-1,4-naftoquinona empleando microondas.
Estos derivados fueron caracterizados empleando espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier con reflectancia atenuada y espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de proton. En general, se obtuvieron rendimientos moderados entre
49y 80 %.

Se determind el efecto de los derivados sintetizados sobre la formacion de tubo
germinal de Candida albicans, encontrando que todos los compuestos inhibieron el

crecimiento de tubo germinal a todas las concentraciones empleadas.



ABSTRACT

Naphthoquinones derivatives exhibit a wide range of biological properties, representing
a viable option in the development of diverse types of pharmacological agents, like
antifungical agents. On the other hand, fungi from Candida genus, like Candida
albicans, have developed resistance mechanisms against antifungal agents, resulting
in an emergent need of searching alternatives for the treatmeant of infections caused
by these fungi.

In this work, the synthesis of 3-chloro-2-aminoacid-1,4-naphthoquinone and 3-chloro-
2-carboxyphenylamine-1,4-naphthoquinone derivatives was made using microwave
methodology. These derivatives were characterized by attenuated total reflectance-
Fourier transform infrared spectroscopy and proton nuclear magnetic resonance
spectroscopy. Overall, moderate yields were obteined, around 49 and 80 %.

The effect of these derivatives over germ tube formation of Candida albicans was
determinated, finding out that the compunds inhibited germ tube formation at the

concentrations used.
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1. Introduccion

Gracias a las investigaciones de Robert Koch y Louis Pasteur en el siglo XIX, fue
posible relacionar a los microorganismos como la causa de enfermedades infecciosas
como el antrax, el célera, la tuberculosis y la rabia; que por muchos afios habian
cobrado la vida de muchas personas a lo largo de la historia '. A partir de entonces,
con el establecimiento de la teoria del germen de la enfermedad y con el nacimiento
de la microbiologia, comenzé una dura carrera de supervivencia contra los
“animaculos” que habia observado Antoni van Leeuwenhoek en el siglo XVII 2. Desde
entonces, la pasteurizacion, las técnicas de esterilizacidn en entornos quirurgicos, la
invencién de las vacunas, el descubrimiento de los antibidticos como la penicilina, el
desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante y la reaccion en cadena de la
polimerasa han sido avances en la microbiologia que han permitido salvar millones de
vidas humanas 23, Sin embargo, desde la década de 1940, se ha observado que el
mal uso que se le ha dado a los antibiéticos ha provocado el desarrollo de resistencia
en los microorganismos, de entre los cuales Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa, son algunos de los que representan un mayor riesgo en la actualidad 3.
Ademas de las bacterias anteriormente mencionadas, diversas especies de hongos de
los géneros Candida y Aspergillus han exhibido el desarrollo de resistencia a agentes
antifungicos 4. Estos dos géneros de hongos son de suma importancia médica, pues,
junto con los géneros Cryptococcus, Pneumocystis e Histoplasma, forman parte del
grupo de hongos responsables del 90% de muertes asociadas a micosis invasivas °,
siendo que el género Candida es responsable de un 70% de estas infecciones ¢, de
las cuales, mas del 40% son ocasionadas por la especie Candida albicans (C.
albicans) 5, un hongo que forma parte de la flora microbiana normal de
aproximadamente el 70% de la poblacién adulta ’. Es por estas razones que resulta
extremadamente importante la busqueda de mas alternativas para el tratamiento de

infecciones causadas por microorganismos, tanto para frenar el alarmante desarrollo



de resistencia a antibioticos, como para evitar la muerte de millones de personas a lo
largo del mundo 34,

Un tipo de compuestos que han sido planteados como alternativa para el desarrollo de
nuevos farmacos son las naftoquinonas, que son un grupo perteneciente a la familia
de quinonas, caracterizadas por un par de grupos carbonilo conjugados en un anillo
de seis miembros 8. Las naftoquinonas, que poseen el nicleo de quinona incorporado
a un nucleo de naftaleno, se pueden encontrar como metabolitos secundarios en
familias de plantas superiores, hongos, actinomicetos y liquenes °. Estos compuestos
han llamado la atencion ya que, tanto sus derivados naturales como sintéticos, han
mostrado potencial como antifungicos %', antibacterianos '>-'* y anticancerigenos °-
7. Entre los derivados sintéticos de naftoquinona que se han estudiado se encuentran
las anilino-/amino-naftoquinonas cuyas propiedades bioldgicas son amplias,
mostrando potencial como antibacterianos '8, antimalaricos '°, anticancerigenos 20-23,
tripanocidas 2* y antifungicos 2°. Estas propiedades se han relacionado con la
capacidad del nucleo de naftoquinona de experimentar reacciones de 6xido-reduccion,
aceptando de uno a dos electrones en su estructura, asi como de la posibilidad para
llevar a cabo reacciones electrofilicas entre las posiciones 2 y/o 3 con fragmentos de
biomoléculas 2527, La efectividad de dichas propiedades se puede modular
modificando el nucleo de naftoquinona, siendo algunas opciones la adicion de atomos
nucleofilicos en las posiciones 2 y 3 por medio de adiciones 1,4 tipo Michael o la
sustitucion nucleofilica de naftoquinonas halogenadas 282°.

Con base en lo descrito anteriormente, en esta tesis se realizé la sintesis de derivados
de naftoquinona con diferentes aminoacidos y acidos aminobenzoicos, asi como la
evaluacién de su potencial como antifungicos a través de la prueba de inhibicién de
tubo germinal contra C. albicans. De tal forma que puedan ser considerados como una

opciodn viable en la busqueda de alternativas en el desarrollo de nuevos antifungicos.



2. Antecedentes
2.1. Naftoquinonas

Las quinonas son una familia de compuestos organicos derivados de la oxidacion de
fenoles. Se caracterizan por poseer un anillo de seis miembros con dos grupos
carbonilo (en posiciéon 1,4 o 1,2), conjugados con un doble enlace. Dependiendo del
sistema aromatico al que esté acoplado el sistema quinodnico, las quinonas pueden ser
clasificadas en benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas, antraciclinonas, entre
otras 8. En la Figura 1 se pueden apreciar algunos compuestos pertenecientes a la

familia de las quinonas.

o) 0 0
% _0
o-quinona

o) 0

p-quinona 1,4-naftoquinona
O 0
O o]
Antraquinona Antraciclinona

Figura 1. Ejemplos de compuestos pertenecientes a la familia de las quinonas.



Las quinonas se han encontrado como metabolitos secundarios en especies de
angiospermas, gimnospermas, hongos, liquenes y helechos. Sin embargo, también se
han llegado a descubrir en especies animales como equinodermos y artropodos 8. En
el caso especifico de las naftoquinonas, han sido encontradas en familias de plantas
superiores, tales como Bignoniaceae, Droseraceae, Juglandaceae, Plumbagnaceae y
Ebanaceae; siendo algunos ejemplos el lapachol, la plumbagina, la 7-metiljuglona, la
droserona y la juglona. Algunos organismos fungicos de las familias Fusarium,
Aspergillus, Cladosporium y Penicillinum producen naftoquinonas cuya composicion
depende de la relacioén en los niveles de fuentes de carbono y nitrégeno, asi como del
pH y el medio de cultivo, siendo la juglona la naftoquinona mas sencilla en ser
producida por estos organismos. Los actinomicetos del género Streptomyces
producen naftoquinonas derivadas de isopreno, como la flaviolina. Finalmente,
algunos géneros de liquenes como Cetraria y Cladonia, también producen
naftoquinonas como metabolitos secundarios, un ejemplo de éstas es la naftazarina °.
Algunos de los mecanismos por los que se biosintetizan las naftoquinonas naturales
comprenden la via del acetato/malonato, que parte de una molécula de acetil coenzima
A que se condensa con moléculas de malonil coenzima A para formar un poli -
cetoéster que posteriormente se cicla para formar la respectiva naftoquinona. Otra via
de biosintesis de naftoquinonas es la del acido 4-hidroxibenzoico, que proviene del
metabolismo de la fenilalanina. Dicho acido sufre una alquilacion por una molécula de

geranulpirofosfato 8.

2.1.1.Propiedades bioldgicas de las naftoquinonas

Muchas de las naftoquinonas naturales, asi como algunos derivados sintéticos de
éstas, poseen una amplia variedad de propiedades biolégicas. La plumbagina,
presente en especies del género Drosera, es activa contra cocos Gram (+) y contra
protozoarios parasitos como las leichmanias 8. Ademas, la plumbagina posee potencial
como anticancerigeno y como antifungico contra hongos del género Aspergillus y

Candida 3°. Un analogo estructural de la plumbagina, la juglona, producida por



especies del género Juglandaceae, es capaz de inducir la formacion de micronucleos
en el crecimiento de células de melanoma y generar apoptosis, o que la puede
catalogar como un potencial anticancerigeno 3'. A partir de un extracto de las raices
de Plumbago zeylanica, se descubrio el potencial de la lawsona como agente de
curado de plasmidos, lo que podria suprimir el desarrollo de resistencia a antibioticos
en microorganismos como Escherichia Coli y Acinetobacter baumannii 2. Por otro
lado, algunos aductos de Mannich derivados de la lawsona mostraron actividad

antifingica contra algunos hongos del género Candida '°.

2.1.2.Mecanismos de accion de las naftoquinonas

El par de carbonilos conjugados en el sistema quindnico le da a las naftoquinonas la
capacidad de aceptar de uno a dos electrones. Ademas, la conjugacion a, B-insaturada
de dicho sistema hace posibles reacciones electrofilicas sobre las posiciones 2y 3 26,
Ambas propiedades se han relacionado con los principales mecanismos de accion por
los cuales se explican la mayoria de las propiedades bioldgicas de las naftoquinonas
25,27 La reduccion de las naftoquinonas puede llevarse a cabo mediante mecanismos
de uno o dos electrones que pueden ser catalizados por algunas flavoproteinas en un
entorno bioldgico 26. Enzimas como la NADPH (nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato) -citocromo P450 reductasa y la NADPH-citocromo bs reductasa, pueden
realizar reducciones por un solo electron sobre el nucleo de naftoquinona, para formar
especies tipo anién radical semiquinona (Q'~ ) y, posteriormente, especies tipo
hidroquinona (Figura 2b). Ademas, durante la reduccion de naftoquinonas mediada por

enzimas, se da lugar a la generacion de aniones radical superoxido (O2™ ) 18.26.33,34,
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La cinética de la primera reduccion de las naftoquinonas se ve influenciada por la
estructura de la naftoquinona '8. Las especies Q" reducen el oxigeno molecular en el
medio para formar especies O2" que pueden dismutarse por acciéon de la enzima
superdxido dismutasa para generar H,O, 8. Por medio de la reaccion de Haber-Weiss
catalizada por hierro, el O2" reacciona con el H,O, para generar radicales hidroxilo
(HO") en el interior de las células 3°.

Reaccion de Haber-Weiss catalizada por hierro:

QH'=Q" " +H"
Q" +0,=2Q+05"

. Fe(ll) . _
02 +H202 —> HO +HO +02

Donde la forma de radical libre de la semiquinona (QH") se desprotona para dar lugar
al Q" que reduce el oxigeno en el medio a el 05", mismo que, por catalisis con hierro,

reacciona con el H,O, para generar el HO®. Estas especies, conocidas como ROS



(especies reactivas de oxigeno, por sus siglas en inglés), inducen estrés oxidativo que
provoca apoptosis celular '8,

Se ha observado que la naturaleza electrofilica de las naftoquinonas las hace objetivo
de ataques nucleofilicos por parte de ciertos grupos funcionales presentes en
proteinas y enzimas, afectando las funciones bioldgicas de éstas. La juglona inhibe
selectivamente la actividad enzimatica de las peptidil-prolil-cis/tras-isomerasas
(PPlasas) parvulina de Escherichia Coli y PIN1 humana. Esta inhibicion es provocada
por la formacién de un enlace covalente entre los grupos tiol de los fragmentos de
cisteina de estas PPlasas, y el carbono 3 de la juglona, por medio de una adicion de
tipo Michael 3. También se ha observado una interaccién de la juglona y la plumbagina
con el glutation (GSH), en donde ambas naftoquinonas producen una disminucion en
la cantidad de este tripéptido al ser incubadas con células HaCaT (linea celular de
queratinocitos humanos, por sus siglas en inglés). En el primer caso, se observé que
la disminucién de GSH se debe a la formacion de conjugados con las posiciones 2y 3
de la juglona, generando hidroquinonas-GSH conjugadas que posteriormente son
oxidadas por otras moléculas de juglona o sufren una autooxidacion en presencia de
aire, formando asi los respectivos aniones semiquinona. Mientras que, para la
plumbagina, el mecanismo de accién tiende a la formacién de H,O,, que oxida al GSH
para formar disulfuro de glutatién; aunque también puede llegar a formar conjugados

con el GSH, pero de manera mas lenta que la juglona %7.

2.1.3.Derivados sintéticos de las naftoquinonas

Debido a las propiedades estructurales de las naftoquinonas y sus efectos en sistemas
bioldgicos, se ha trabajado en la sintesis de derivados sintéticos con el nucleo
naftoquindnico, encontrandose derivados con propiedades antibacterianas 214,
antiplaquetarias, antiinflamatorias, antihistaminicas 8, antifungicas ' vy
anticancerigenas '*'7. Un tipo de compuestos naftoquindénicos que han sido
explorados es el de las amino- y anilino-naftoquinonas, ya que han mostrado potencial

como antibacterianos 3°, antimalaricos 9, anticancerigenos 2°-23 tripanocidas 2* y



antifungicos 2°. Algunas propiedades biolégicas de las amino- y anilino-naftoquinonas
se han relacionado con su capacidad de formar puentes de hidrogeno intramoleculares
23,2540. por ejemplo, algunas 2-(fluoroanilino)-1,4-naftoquinonas pueden experimentar
la formacion de puentes de hidrogeno intramoleculares del tipo C=0--H-N y C=0--F,
facilitando la aceptacién del electron en la primera reduccién del nudcleo de
naftoquinona para formar el radical anion semiquinona correspondiente #'. Por otro
lado, también se ha llegado a proponer que los amino derivados de naftoquinona,
cuyos sustituyentes favorezcan la electrofilicidad frente a nucledfilos celulares, sufren
una mejora en sus efectos biolégicos debido a la deslocalizacién del par de electrones

libres en el atomo de nitrdgeno del grupo amino 2.

2.2. Infecciones fungicas invasivas

Las infecciones fungicas invasivas (IFls) se dan cuando una infeccidon micética
superficial penetra en el torrente sanguineo, invade tejido de 6rganos o zonas estériles
del cuerpo, o cuando provoca una infeccidn sistémica 42. Se estima que alrededor de
6.55 millones de personas padecen de infecciones micéticas graves anualmente, de
las cuales 3.75 millones mueren, siendo que 2.55 millones de dichas muertes se
atribuyen directamente a las infecciones fungicas 3. El grupo poblacional
principalmente afectado por este tipo de infecciones es el de las personas
inmunodeprimidas, que comprende: infectados por VIH; nifios prematuros o recién
nacidos; personas de la tercera edad; personas en unidades de cuidados intensivos;
usuarios de protesis, catéteres o dispositivos intravenosos; pacientes con quemaduras
graves; pacientes con intervenciones quirurgicas extensas; receptores de trasplantes
de progenitores hematopoyéticos u 6rganos sélidos; y personas bajo tratamientos con
farmacos antineoplasicos, antibidticos de amplio espectro, corticoides o
inmunosupresores °. Aproximadamente, el 90% de las muertes por infecciones
micéticas se relaciona a los géneros Cryptococcus, Candida, Aspergillus vy
Penumocystis *4. De este grupo, el género Candida es el principal causante de IFls,

ya que el 70% de éstas son ocasionadas por candidiasis invasiva a nivel mundial ©.



2.3. Género Candida

Especies del género Candida habitan como microorganismos comensales en la
mucosa de los tractos gastrointestinal y genital de huéspedes sanos, aunque también
pueden encontrarse de manera ubicua en la piel y en las mucosas nasales, orales y
rectales. Sin embargo, pueden llegar a ser patégenos oportunistas con la capacidad
de provocar infecciones superficiales y sistémicas; en este ultimo caso se conocen
como candidiasis invasivas. Estas infecciones ocurren cuando la resistencia
inmunoldgica del huésped se encuentra debilitada, ya sea local o sistémicamente, o
cuando existe una disrupcion en las barreras naturales del cuerpo, como las mucosas
o el tejido epitelial 4>48. La mayoria de las candidiasis invasivas estan relacionadas con
5 especies de Candida: C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis, C. krusei y C.
albicans; siendo esta ultima la responsable del 40 al 75% de las candidiasis invasivas
5. Sin embargo, en las ultimas décadas algunas especies de Candida han desplazado
a C. albicans como causa de infecciones en el torrente sanguineo, entre estas
especies se encuentran C. tropicalis, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. glabrata, C.

krusei, C. lusitaniae, C. guilliermondii, C. kefyr 4547,

2.3.1.Tratamientos para infecciones por hongos del género Candida.

Existen cuatro clases de antifungicos que se emplean para el tratamiento de
infecciones por hongos del género Candida: compuestos azélicos, equinocandinas,
polienos y analogos de nucledtidos (5-flucitosina) 4.

2.3.1.1. Compuestos azodlicos

Los agentes antifungicos de tipo azodlico tienen como blanco farmacolégico a la 14 a-

desmetilasa, una enzima tipo citocromo P-450 con un grupo hemo en su sitio activo.

Esta enzima, codificada por el gen ERG11 en C. albicans 'y C. neoformans, se encarga



de transformar el lanosterol a ergosterol, esterol principal de la membrana
citoplasmatica en hongos. Al interferir con la actividad de esta enzima, se provoca la
acumulacioén de lanosterol y la formacion defectuosa de la membrana. Dentro de la
célula del hongo, un atomo de nitrégeno del farmaco se une al atomo de hierro del
grupo hemo en el sitio activo de ERG11, lo que inhibe la activacion del oxigeno
necesario para la desmetilacion del lanosterol “°. Entre los compuestos azolicos de uso
farmacéutico se encuentran los imidazoles (miconazol, econazol, clotrimazol y
ketoconazol) y los triazoles (fluconazol, itraconazol y voriconazol) (Figura 3). El
ketoconazol, fluconazol, itraconazol y voriconazol se administran sistémicamente,

mientras que el clotrimazol y el miconazol son administrados topicamente 5051,
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Figura 3. Estructuras moleculares de los compuestos azdlicos ketoconazol, miconazol y fluconazol.

2.3.1.2. Equinocandinas

Las equinocandinas inhiben de manera no competitiva a la enzima 1,3-p-D glucano

sintasa, enzima encargada de la sintesis del 1,3-3-D glucano, componente esencial de
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la pared celular principal del hongo patégeno. De esta manera se provoca una
inestabilidad osmatica en la pared celular, que se vuelve incapaz de soportar la presion
osmotica derivando en lisis celular. Las equinocandinas empleadas para el tratamiento
de infecciones por especies de Candida son la caspofungina (Figura 4), la micafungina

y la anidulafungina %052,
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Figura 4. Estructura molecular de la equinocandina caspofungina.

2.3.1.3. Polienos

Los agentes antifungicos de tipo polieno forman complejos con el ergosterol,
generando conductos a través de la membrana celular de los hongos, incrementando
la permeabilidad de ésta y causando la fuga de material fundamental para la
supervivencia de las células. La amfotericina B (Figura 5) vy la nistatina son los
farmacos antifungicos mas usados de esta clase. Sin embargo, debido a similitudes
estructurales entre el ergosterol y el colesterol (esterol presente en las células de los

mamiferos), los polienos pueden llegar a unirse con éste ultimo, provocando toxicidad
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en humanos 4%°0:53, Para reducir los efectos tdxicos de la amfotericina B, se ajusta la
dosis de administracion por paciente y se reserva unicamente para el tratamiento de
infecciones micoticas progresivas 0. Una alternativa para reducir la toxicidad de la

amfotericina B es la administracion como complejos de lipidos 4.
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Figura 5. Estructura molecular del polieno amfotericina B.

2.3.1.4. Analogos de nucledsidos

En esta categoria se encuentra la Flucitosina o 5-fluorocitosina (5-FC) (Figura 6) que
al ser un analogo de la pirimidina actua como antimetabolito de la citosina. La 5-FC es
transportada al interior de las células fungicas por citosina permeasas, donde es
desaminada por la citosina desaminasa para formar 5-fluorouracilo, que se puede
incorporar al ARN, y altera la sintesis de proteina timidilato sintasa, encargada de la
sintesis y reparacion del ADN. EI 5-fluorouracilo puede sufrir subsecuentes
fosforilaciones que producen nucleétidos fluorinados toxicos que interfieren con la
sintesis de ADN y ARN 4855, Se administra en combinacion con amfotericina B para
evitar la expresion de resistencia. Ademas, las dosis de administracion deben ser
controladas, pues provoca la supresion reversible de la médula 6sea, que deriva en

neutropenia y trombocitopenia °°.
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Figura 6. Estructura molecular de la flucitosina.

2.3.2.Resistencia a agentes antifungicos

Aspectos como la plasticidad del genoma de los hongos y su rapida tasa de
reproduccion, asi como las propiedades intrinsecas de los agentes antifungicos y los
largos periodos profilacticos de personas susceptibles a infecciones fungicas
(personas inmunocomprometidas, receptores de trasplantes de érganos, usuarios de
prétesis, entre otros), que derivan en un aumento del uso de tratamientos antifungicos,
han incrementado el desarrollo de resistencia a agentes antifingicos .

Existen tres mecanismos muy reconocidos por los cuales se puede desarrollar
resistencia a los agentes antifungicos: alteracion de la interaccion del agente
antifungico con el blanco por modificacion genética o sobreexpresion, reduccion de la
concentracion intracelular del farmaco y activacion de vias de respuesta a estrés
celular 7. Varios de estos mecanismos se han relacionado con el desarrollo de la
resistencia de varias especies de Candida a agentes antifungicos de tipo azdlico, como
la sobreexpresidon o mutaciones en el gen ERG11 de C. albicans 4%%8; o la
sobreexpresion de bombas de eflujo, tales como las proteinas CDR1 y CDR2 en C.
albicans, CQCDR1 y PDH1 en C. glabrata, y CACDR1 en C. dubliniensis °°.

Cepas clinicas de C. albicans han mostrado resistencia a 5-FC por medio de la
disminucién en la actividad de uracilo fosforibosil transferasa, que convierte la 5-FC en
acido 5-fluorouridilico .

El desarrollo de resistencia a antifungicos de tipo polieno es poco comun, sin embargo,
algunas cepas clinicas de C. albicans y C. glabrata, mostraron resistencia cruzada a

amfotericina B después de estar expuestas a tratamiento con farmacos azélicos #°.
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En C. albicans, se ha determinado que el gen FKS1 es la subunidad catalitica objetivo
de las equinocandinas . Sin embargo, en cepas clinicas de C. albicans resistentes al
tratamiento con equinocandinas, se ha observado que FSK1 sufre mutaciones que lo
hacen menos susceptible a estos farmacos; por ejemplo, ciertas mutaciones en la
region Fenilalanina 641-Prolina 649 disminuye la susceptibilidad a la caspofungina 6.
La capacidad de C. albicans para formar biopeliculas también representa un
mecanismo de resistencia para compuestos azolicos, equinocandinas y polienos, ya
que el ambiente de las biopeliculas cambia drasticamente respecto al de las células
en estado plancténico (células dispersas), por condiciones como la deplecion de
ergosterol, la regulacién positiva de CDR1 y MDR1 o el incremento en los niveles de

1,3-B-D glucano en la pared celular de las células °.

2.4. C. albicans

C. albicans es un hongo que coloniza las superficies mucosas de las cavidades oral y
vaginal, asi como el tracto digestivo y la piel de aproximadamente el 70% de la
poblacién adulta, habitando como parte de la flora microbiana normal humana 7. C.
albicans se puede presentar en diversas morfologias, entre las cuales las mejor

descritas son: blastospora (levadura), hifa verdadera (micelio) y pseudohifa (Figura 7)
62

e Blastospora: Forma unicelular de apariencia ovoide con una longitud de 4 a 6
pMm. Se reproducen por gemacion, que involucra el crecimiento de la célula hija,
desarrollada en la superficie de la célula madre. Una vez que se ha dado la
divisién nuclear, se forma un septo entre la célula madre y la célula hija que las
separa, formando asi dos blastosporas 5063,

e Hifa verdadera: Consiste en una extension tubular de paredes gruesas, que se
compone de multiples unidades fungicas, divididas por tabiques. La generacion
de la hifa inicia con la formacién de tubo germinal, que consiste en material

celular en forma de cilindro que crece de manera continua sobre la superficie
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de una blastospora. En las hifas, puede ocurrir division mitética de las células.
Cuando las hifas se extienden y entrelazan, forman una masa conocida como
micelio, que actlia como recolector de nutrientes 5963,

e Pseudohifa: Forma intermedia entre la blastospora y la hifa verdadera. Se da
cuando, durante el proceso de gemacion, la célula hija se elonga y se mantiene
unida a la célula madre después de la formacion del septo. Las paredes

celulares de esta forma son menos rigidas y presentan zonas de constriccion
50,62

Figura 7. Principales morfologias de C. albicans. De izquierda a derecha: Levadura o blastospora,

pseudohifa e hifa verdadera 6.

El cambio de una morfologia a otra en C albicans se ve determinado por las
condiciones ambientales a las que esté expuesto el hongo, como los nutrientes
disponibles en el medio, la temperatura de incubacion y el pH %2. De esta manera, al
controlar las condiciones de crecimiento in vitro, se puede inducir el crecimiento de una
morfologia de manera selectiva.

Lee y colaboradores % observaron que, en un medio simple compuesto de sales
inorganicas, glucosa, biotina y algunos aminoécidos, es posible obtener de forma pura
la morfologia de levadura o de hifa variando unicamente la temperatura. Determinaron
que a 25 °C solo se da el crecimiento de C. albicans en morfologia levaduriforme.
Mientras que las levaduras sembradas a 37 °C comienzan a desarrollar tubo germinal
entre las 2 y 3 horas de incubacion. Dichos cultivos mantuvieron una poblacion
consistente unicamente de colonias de micelio entre las 18 y 27 horas de incubacion,
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después de las cuales se observa la produccion de blastosporas a partir de las hifas
existentes.

Al manipular la concentracion de ciertos nutrientes se puede controlar el crecimiento
de alguna morfologia especifica; por ejemplo, se ha observado que, con un medio
preparado con fosfatos a concentraciones mayores a 600 mM, se puede obtener la
morfologia de pseudohifa en una proporcién de casi el 100 % ©°.

Buffo y colaboradores ¢ pudieron establecer puntos de transicion de pH y temperatura,
a partir de los cuales se puede inducir el crecimiento de levadura o hifa en levaduras
de C. albicans mantenidas en fase estacionaria en G1 por deplecion de zinc, siendo
estos puntos un pH de 6.0 y una temperatura de 35.5 °C. Por ejemplo, si las levaduras
son incubadas a una temperatura de 37 °C a un pH menor de 6.0, la mayoria de las
células permaneceran como levaduras; pero si el pH se eleva por encima de 6.0, se
comenzaran a desarrollar hifas. Se observé un comportamiento similar al manipular

unicamente la temperatura de incubacion, manteniendo un mismo valor de pH.

2.4.1.Factores de virulencia de C. albicans

La transicién de levadura (blastospora) a micelio (hifa) que experimenta C. albicans
representa un factor de virulencia de importancia, ya que la hifa y su proceso de
formacién desencadenan procesos que favorecen la patogenicidad del hongo 685°. En
primer lugar, la morfologia micelial de C. albicans es una forma invasiva, debido a que,
en tejidos afectados por candidiasis cutanea, vaginal y orofaringea, ha sido observada
la presencia de hifas de C. albicans entre las células epiteliales de dichos tejidos. La
patogenicidad del hongo se ha relacionado con este aspecto invasivo de la hifa, puesto
que mutantes de C. albicans, con la capacidad atenuada de invadir tejido epitelial,
muestran una virulencia reducida en modelos animales °.

La formacion de la hifa también propicia la expresiéon de proteinas que favorecen la
adherencia de C. albicans a las células epiteliales del huésped, lo que incrementa la
virulencia del hongo. Als3p es una proteina perteneciente a la familia de proteinas Als

(secuencia parecida a aglutinina, por sus siglas en inglés), que, similar a las proteinas
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Als1p y Alsbp, es capaz de adherirse a tejido epitelial, asi como de invadir las células
de dicho tejido de manera significativa !. Sin embargo, Als3p sdlo se expresa en
células miceliales del hongo 2.

Otra importante proteina que favorece la adherencia de C. albicans es la Hwp1
(proteina 1 de la pared de hifa, por sus siglas en inglés), que se expresa en la superficie
de las hifas del hongo. La seccién amino terminal de esta proteina le permite simular
el sustrato para transglutaminasas, formando uniones estables con células epiteliales
73, La adherencia facilita el transporte de toxinas y enzimas del patégeno, asi como su
diseminacion y penetracion en el tejido del huésped 4.

La formaciéon de biopeliculas comprende otro factor de virulencia importante de C.
albicans, puesto que son capaces de formarse tanto en mucosas superficiales como
en dispositivos meédicos, como catéteres venosos centrales y urinarios, marcapasos,
valvulas mecanicas cardiacas, protesis articulares, lentes de contacto y dentaduras 74.
Estas biopeliculas proporcionan proteccion a C. albicans, ya sea incrementando la
resistencia a agentes antifingicos " u obstaculizando el acceso de los fagocitos a las
células del hongo 6.

El desarrollo de una biopelicula de C. albicans inicia con una célula levaduriforme del
hongo adherida a un sustrato. La levadura comenzara a proliferar sobre la superficie y
las células generadas desarrollaran hifas que marcaran el inicio de la maduracion de
la biopelicula, donde se inicia la acumulaciéon de una matriz compuesta de
polisacaridos extracelulares alrededor de las células del hongo. Finalmente, nuevas
levaduras generadas dentro de la matriz no adheridas a la capa basal son liberadas
de la biopelicula, favoreciendo asi la dispersion del hongo ”.

Tanto la proteina Als1p como la Als3p son fundamentales para el correcto desarrollo
de biopeliculas durante una infeccion por candidiasis. Ademas, estas mismas
proteinas se unen a la proteina Hwp1 para favorecer la adherencia hifa-hifa 8.

Las biopeliculas se componen de dos capas, la primera es una capa basal formada
mayormente de levaduras empaquetadas, encargada de la fijacidén de la biopelicula al
sustrato, mientras que la segunda se compone mayormente de hifas. Baillie y Douglas

9 trataron con cepas de C. albicans mutantes, una incapaz de formar levaduras
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(“yeast™) y otra incapaz de formar hifa (“hypha™). La primera cepa (“hypha™) desarrolld
una biopelicula de menor profundidad en comparacion con las cepas silvestres de
referencia, pero con una capacidad similar de adherencia. La cepa incapaz de formar
levaduras (“yeast™) formé una biopelicula compuesta de una red de hifas y
pseudohifas, de menor densidad que las cepas de referencia y que la cepa incapaz de
formar hifas, asi como con una menor capacidad de adherencia al sustrato. Sin
embargo, ambas cepas mutantes muestran un crecimiento y desarrollo mucho mas
lento que las cepas de referencia. Estas observaciones sefialan una relacion estrecha
entre el desarrollo de biopeliculas de C. albicans y su polimorfismo, pues es necesaria
la presencia de sus diferentes morfologias para la correcta formacion y adherencia de

las biopeliculas.

3. Justificacion

Factores como el incremento en la realizacion de trasplantes de 6rganos y en la
utilizacién de prétesis y catéteres intravenosos, asi como una mayor implementacién
de quimioterapias y tratamientos con antibidticos de amplio espectro, han propiciado
el aumento en la incidencia de infecciones nosocomiales, de las cuales las IFls son
responsables de un porcentaje considerable. Las especies del género Candida son de
las principales causantes de IFls, conocidas en este caso como candidiasis, de las
cuales C. albicans es la responsable de un gran porcentaje de éstas. A pesar de existir
tratamientos efectivos para tratar candidiasis invasivas, como los compuestos azdlicos,
las equinocandinas, los polienos y la 5-fluorocitosina, se ha observado un creciente
desarrollo de resistencia a estos antifungicos, por lo que es necesario buscar nuevos
compuestos que puedan servir como alternativas de tratamiento contra hongos
patogenos.

Las naftoquinonas han llamado la atencién por su variedad de propiedades bioldgicas,
teniendo potencial como antibacterianos, antifungicos y anticancerigenos,

antimalaricos, asi como por la versatilidad para obtener derivados sintéticos, por lo que
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resultan de interés para la busqueda de compuestos biolégicamente activos para

combatir la resistencia a agentes antifungicos de C. albicans.

4. Hipotesis

Al igual que otros derivados anilino y amino de naftoquinona, los derivados aminoacido
y acido aminobenzoico de naftoquinona, mostraran una potencial actividad como
antifungicos contra el hongo C. albicans. Ademas, a partir de la prueba de inhibicion
de tubo germinal se podra tener indicios sobre si el hongo afecta a la transicién de

levadura a micelio.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Realizar la sintesis de algunos derivados aminoacido y acido aminobenzoico de

naftoquinona, caracterizarlos y evaluar su actividad contra C. albicans.

5.2. Objetivos especificos

e Realizar la sintesis de derivados aminoacido-naftoquinona empleando
microondas.

e Realizar la sintesis de derivados acido aminobenzoico-naftoquinona empleando
microondas.

e Realizar la caracterizacién de los compuestos sintetizados por espectroscopia
de infrarrojo por transformada de Fourier con reflectancia total atenuada vy
resonancia magnética nuclear de protén.

e Evaluar la actividad antifungica de los compuestos contra C. albicans por medio
de la prueba de inhibicion de tubo germinal.
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