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Resumen. El objetivo de este trabajo fue estudiar la susceptibilidad in vi-
tro de aislados de Cryptocococus spp con una nueva clase de antifangicos, hi-
drazonas esteroidales y comparar su actividad antifingica en combinacion
con ajoeno y posaconazol contra aislados de Cryptococcus spp. Se utilizaron
tres aislados del género Cryptococcus 42794, 4050 y 44192 y se evaluaron su
sensibilidad y efectos sinérgicos con las hidrazonas esteroidales, ajoeno y po-
saconazol, segiin el documento M27-A2 del CLSI. Se incluyeron las cepas Can-
dida albicans (ATCC 90028) y Candida parapsilosis (ATCC 22019) como con-
troles. Se observo con las hidrazonas (H1, H2, H3, H4) un efecto platecau a
partir de 10 uM (CMI). Sin embargo, con la H4 se obtuvo bajo porcentaje de
inhibicion del crecimiento. Con el ajoeno, se obtuvieron valores de CMI de 25
y 50 uM. El posaconazol mostré altos valores de inhibicion y un valor de CMI
de 6 uM para 42794 y 44192 y un CMI de 20 uM para el aislado 4050. Se obtu-
vieron efectos sinérgicos al combinar posaconazol con ajoeno, ajoeno con hi-
drazona 3 y posaconazol con hidrazona 3. Los valores de concentracion inhibi-
toria fraccional fueron de 0,24; 0,16 y 0,09 respectivamente, indicando un
marcado efecto sinérgico. Se obtuvieron efectos sinérgicos importantes entre
el posaconazol con ajoeno, ajoeno con hidrazona 3 y posaconazol con hidrazo-
na 3, lo cual seria muy ttil para futuros estudios clinicos.
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Abstract. The aim of this study was to assess the in vitro susceptibility to
novel antifungal compounds, the steroidal hydrazones, and to compare their
antifungal activity and synergistic effects with other compounds, such as
ajoeno and posaconazole on Cryptocococus spp isolates. Three Cryptococcus
strains were used for this study (42794, 4050 and 44192) and their antifungal
sensitivity and synergistic effects with ajoeno and posaconazole were evalu-
ated according to the CLSI protocol number M27-A2. Candida albicans
(ATCC 90028) and Candida parapsilosis (ATCC 22019) were used as con-
trols. A plateau effect with hydrazones (H1, H2, H3, H4) was observed after 10
uM (CMI). However, with H4 only a mild inhibition on the growth was ob-
tained. Combining hydrazone and ajoeno, CMI values between 25 and 50 uM
were obtained. The highest inhibitions values were obtained with
posaconazole and a CMI value of 6 uM for the strains 42794 and 44192, and a
CMI value of 20 uM for the strain 4050. Synergy was observed combining
posaconazole with ajoeno, ajoeno with hydrazone 3 and posaconazole with
hydrazone 3. Fractional inhibitory concentrations were 0.24, 0.16 and 0.09 re-
spectively, which might indicate a synergistic effect. Important synergistic ef-
fects were obtained with posaconazole and ajoeno, ajoeno and hydrazone 3
and posaconazole with hydrazone 3, which would be very useful for clinical tri-

als in the future.
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INTRODUCCION

La Criptococosis es una micosis sisté-
mica oportunista que puede ser causada
por dos especies de C. neoformans, C. neo-
Sformans var. grubii serotipo A o D, o un hi-
brido AD y C. gattii, tradicionalmente deno-
tado por el serotipo B o C. Sin embargo, ¢l
90% de las infecciones en el mundo son de-
bido a las cepas de C. neoformans var. gru-
bii. En cuanto a su tratamiento se utiliza
anfotericina B y azoles tales como: flucona-
zol, itraconazol y voriconazol. Todos estos
antifingicos han mostrado una eficacia va-
riable, fenémenos de resistencia y efectos
colaterales no deseados (1-5).

En este trabajo se presenta una nueva
clase de antiftingicos, hidrazonas esteroida-
les, compuestos que tienen un mecanismo
de accién similar al 22,26 azasterol, es de-
cir que, inhiben la acciéon de la enzima
(S)-adenosil-L-metionina: A2-esterol metil
transferasa (EMT) (6-9). Las hidrazonas
presentan modificaciones estructurales, en
particular, la incorporacién de mas de un
atomo de nitrogeno en la cadena lateral del
esterol, en busca de aumentar la especifici-
dad hacia la enzima EMT y su actividad con-
tra parasitos y hongos (10, 11).

Por otro lado, se comparé la actividad
antifingica de las hidrazonas esteroidales
con otros compuestos, el ajoeno y el posa-
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conazol (SCH56592). El ajoeno, un antiftin-
gico capaz de alterar la composicion de los
fosfolipidos que conforman la membrana
plasmatica de hongos y protozoarios (7, 12,
13).

Mientras que, el posaconazol es un
triazol de segunda generacion, inhibidor de
la enzima 14-a-lanosterol desmetilasa de-
pendiente del citocromo P450. El posacona-
zol ha sido comparado in vitro con la anfo-
tericina B, fluconazol y el itraconazol, sobre
una serie de aislados del género Cryptococ-
cus, demostrando una potente y consisten-
te actividad fungicida (14, 15).

En este estudio se ensay6 la actividad
in vitro de agentes antifingicos experimen-
tales (hidrazonas y ajoeno) y drogas dispo-
nibles comercialmente (posaconazol), indi-
vidualmente y en combinaciéon buscando
evidenciar interacciones sinérgicas frente a
Cryptococcus spp.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos

Se utilizaron 2 cepas de C. neoforman
var grubbi (42794, 4050) sensibles a fluco-
nazol y una cepa de C. gattii (44192) resis-
tente a fluconazol; los cuales fueron aisla-
das de pacientes, identificadas y donadas
por el Instituto Nacional de Higiene “Rafael
Rangel”. Las cepas fueron mantenidos en
Sabouraud dextrosa agar y posteriormente,
cultivados en el medio RPMI 1640 suple-
mentado con 2% de glucosa por 72 h de
cultivo para los experimentos (16). Se in-
cluyeron la cepa Candida albicans (ATCC
90028) y Candida parapsilosis (ATCC
22019) como control.

Agentes antifingicos
— Ajoeno sintetizado y purificado por el
Instituto Venezolano de Investigacio-
nes Cientificas (IVIC) (17).
— Posaconazol donado por el Instituto
Venezolano de Investigaciones Cientifi-

cas (IVIC), laboratorio de Quimica
Biologica

— Hidrazona 1: 20-hidrazona-imidazoil-2-
il-Sa-pregnan 3f-ol

— Hidrazona 2: 20-hidrazona-piridin-2-il-
Sa-pregnan 33-ol

— Hidrazona 3: 22-hidrazona-imidazoil-2-
il-5-colen 3f-ol

— Hidrazona 4: 22-hidrazona-piridin-2- il-
5-colen 3B-ol

Las hidrazonas fueron sintetizadas y
purificadas por el Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC), Labora-
torio de Sintesis Organica y Productos Na-
turales (10, 11).

Todos los compuestos fueron disueltos
en dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma) y alma-
cenados a -20°C hasta su utilizacion. Se
emplearon los antifingicos a diferentes
concentraciones y la concentracion final
del DMSO en los cultivos nunca fue mayor
del 1%.

Estudios de susceptibilidad a antifingicos

Se utiliz6 la metodologia de microdilu-
cion en caldo (segun la NCCLS documento
M27-A) con algunas modificaciones segin
se explica a continuacion (18). Para reali-
zar las pruebas de sensibilidad y sinergismo,
la concentracion del inéculo inicial emplea-
do fue de 4 X 10°¢ cel/mL y el medio utiliza-
do fue RPMI 1640, suplementado con 2% de
glucosa y llevado a pH 7 con buffer MOPS.
Se sembraron 200 uL del cultivo por pozo y
se colocaron los antifdngicos en concentra-
ciones crecientes: ajoeno de 1 a 100 uM,
posaconazol de 0,3 a 20 uM y las hidrazonas
esteroidales de 0,1 a 30 uM. El ensayo se
llevo a cabo por triplicado en placas de mi-
crodilucién de fondo plano estériles de 96
pocillos para la determinacién del CMI. Las
lecturas se realizaron por espectrofotome-
tria para lograr lecturas mas objetivas en
un lector de Elisa (BT 2000 Microkinetics
Reader, Biotek Instruments, Inc., EE.UU.)
cada 24 horas por 4 dias a una longitud de
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onda de 492 nm. Las placas fueron mante-
nidas sin agitacion, los ensayos se realiza-
ron por triplicado y se tomaron los valores
promedios.

Determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI)
y la concentracion 50% inhibitoria (CI50)
La CMI se determiné al graficar las
densidades poblacionales para las diferentes
concentraciones de drogas, a un tiempo tal,
que en el control se logro alcanzar al menos
4 duplicaciones es decir, a las 72h (19). La
CMI es la menor concentracion de la droga
capaz de inhibir el crecimiento del microor-
ganismo y la Cls, es la concentracion a la
cual se observa el 50% de esta inhibicién. Un
grafico DO versus log (antifingico) fue ela-
borado para calcular el valor de Cl5, como se
ha descrito previamente (20). También se
calcularon los porcentajes de inhibicion de
cada antifangico, en funcién del control.

Efecto sinérgico

El sinergismo es definido como el efec-
to producido por una combinacién de dro-
gas, que es mas efectiva que la suma de los
efectos producidos por cada droga por sepa-
rado. La interaccion de las drogas es clasifi-
cada con ¢l indice de la concentracion inhi-
bitoria fraccional (FICI). La férmula para el
calculo es FICI= CIF+ CIFy:

CIF,= (A) /CMIA y CIF, = (B) / CMIB

donde (A) es la concentracion de la droga A
y (B) es la concentracion de la droga B
cuando son usadas en combinacion, cada
una dividida entre el valor CMI de dicha
droga cuando es usada sola (19, 20,21). El
efecto es sinérgico cuando el indice obtenido
es £0,5; aditivo si el indice es > 0,5;
antagonico > 2; indiferente > 1. El efecto
de la combinacion de las drogas es
expresado mediante la realizacion de los
isobologramas clasicos calculados segin

Hallander y col. (21). Se utilizaron las
siguientes concentraciones de drogas: 1 uM
de ajoeno + 1,2 uM de posaconazol y 0,3
uM posaconazol + 10 uM ajoeno; 1 uM de
hidrazona 3 + 3 uM de ajoeno y 0,3 uM H3
+ 10 uM ajoeno; 0,3 uM de posaconazol +
1 uM de hidrazona 3 y 1,2 uM posaconazol
+ 0,3 uM H3 y sus respectivos CMI.

RESULTADOS

Se obtuvieron efectos dosis-dependien-
tes para los aislados 44192, 42794 y 4050
con ajoeno, posaconazol e hidrazona 3
(Fig. 1 a, by ¢). Los resultados de CMI, CI;,
y porcentajes de inhibicion, se observan en
la Tabla 1. En relacién a las hidrazonas se
obtuvo un CMI de 10 uM con H1, H2, H3 y
H4 para los aislados 44192, 42794 y 4050.
Sin embargo, se puede apreciar que con la
hidrazona 1 y 3 se alcanzaron valores entre
47 a 83% de inhibicion, seguidos de la hi-
drazona 2 con porcentajes de inhibicion del
42 al 50%. En cuanto a la H4 a pesar de
mostrar un CMI de 10 uM sus porcentajes
de inhibicion fueron bajos del 12,2 al
33,1%. El aislado 44192 present6 la mayor
susceptibilidad y altos porcentajes de inhi-
bicion con el posaconazol y con el ajoeno se
encontré CMI de 25 y 50 uM

Las cepas control Candida albicans y
Candida parapsilosis mostraron CMI de 10
uM con todas las hidrazonas, para el ajoeno
fue de 20 y 40 uM y con posaconazol de 4 y
6 uM, respectivamente.

De todas las combinaciones de drogas
realizadas solo se obtuvieron efectos sinér-
gicos al combinar posaconazol con ajoeno,
ajoeno con hidrazona 3 y posaconazol con
hidrazona 3. En la Fig. 2 (a, b y ¢) se obser-
van los efectos sinérgicos obtenidos en los
ensayos. En relacion a los isobologramas es-
tos se obtuvieron con las concentraciones
de drogas de: 1 uM de ajoeno + 1,2 uM de
posaconazol y 0,3 uM posaconazol + 10 uM
ajoeno; 1 uM de hidrazona 3 + 3 uM de
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Fig. 1a. Efecto antiproliferativo del ajoeno sobre C. neoformans var. gattii (aislado 44192).
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Fig. 1b. Efectos antiproliferativos del posaconazol sobre C. neoformans var. neoformans (aislado
42794).
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Fig. 1c. Efecto antiproliferativo de Hidrazona 3 (H3) sobre C. neoformans var. neoformans (aislado
4050).
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Fig. 2a. Efecto de la combinacion del ajoeno y posaconazol sobre C. gattii (44192).

Tiempo (horas)

120 4
100
—4—Control
. 804
o ——1pMH3
E &0/ —&—3 M ajoeno
3
L —¥—1 M de H3 + 3 uM de ajoeno
z 40 4 —%—10pMH3
—8—50 pM de ajoeno
20
03 ‘ T T T T T |
0 50 100 150 200 250 300 350

Fig. 2b. Efecto de la combinacion de Hidrazona 3 y ajoeno sobre C. neoformans var grubbi (4050).
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Fig. 2¢c. Efecto de la combinacion de posaconazol e Hidrazona 3 sobre C. neoformans var grubbi

(4050).
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ajoeno y 0,3 uM H3 + 10 uM ajoeno; 0,3 uM
de posaconazol + 1 uM de hidrazona 3y 1,2
uM posaconazol + 0,3 uM H3 y sus respecti-
vos CMI.

Los isobologramas obtenidos mostra-
ron curvas pronunciadamente céncavas ha-
cia la izquierda con valores de CIF de 0,24;
0,16 y 0,09, respectivamente (Fig. 3 a, b, ¢).

DISCUSION

En las levaduras del género Cryptococ-
cus, se ha demostrado que las combinacio-
nes de terapias podrian ser beneficiosas en
el tratamiento de infecciones invasivas (22,
23). Por tal motivo, se requiere de una con-
tinua buisqueda de nuevos compuestos anti-
fangicos, asi como la necesidad de explorar
combinaciones de diferentes drogas que
puedan tener efecto sinérgico, a los fines de
disminuir la duracién de las terapias actua-
les.

En el presente trabajo, se encontr6 un
efecto dosis-dependiente importante con al-
gunos de los antiftingicos ensayados, en el
caso de las hidrazonas esteroidales, que ac-
tian posiblemente como inhibidores de la
EMT, los aislados ensayados mostraron sen-
sibilidad a las drogas, obteniéndose CMI de
10uM.

Es importante mencionar, hasta donde
s¢ tiene conocimiento, que por primera vez
se reportan los efectos de la actividad de las
hidrazonas sobre C. neoformans. Sin embar-
g0, las hidrazonas 2 y 4 fueron evaluadas in
vitro contra cultivos de promastigote de
Leishmania mexicana, encontrandose un
CMI de 10uM. La hidrazona 2 mostré una
inhibicion del crecimiento de 71% en 48h y
a bajas concentraciones se observo una re-
duccion dosis dependiente de la velocidad
de crecimiento celular (11).

Por otro lado, se estudio la composi-
cion de lipidos neutros en Leishmania mexi-
cana bajo la accion de ambas hidrazonas, se
encontré una importante disminucion del
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Fig. 3a. Isobolograma del posaconazol y ajoeno
sobre C. gattii (44192).
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Fig. 3b. Isobolograma del ajoeno e Hidrazona 3
sobre C. neoformans var grubbi (4050).
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Fig. 3b. Isobolograma de la Hidrazona 3 y posa-
conazol sobre C. neoformans var grubbi
(4050)

episterol (esterol principal en la membrana
del parasito) y acumulacién del coles-
ta-5,7-24-trien-3B-ol, demostrandose la inhi-
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bicion de la EMT en la sintesis de esteroles
en este organismo (11).

Con relacién al posaconazol se obtu-
vieron altos porcentajes de inhibicion y los
aislados C. neoforman var grubbi 42794 y C.
gattii 44192, mostraron sensibilidad a este
compuesto, expresada en valores de CMI de
6 uM y el aislado C. neoforman var grubbi
4050 presenté un CMI de 20uM. Los altos
valores de CMI obtenidos para el posacona-
zol en nuestro trabajo, pueden ser conse-
cuencia, que los aislados provienen de pa-
cientes que recibieron previamente trata-
miento con antiftngicos azoélicos, lo que
pudiera haber generado ciertas formas de
resistencia, como lo reportan Alves y col.
(1) utilizando fluconazol.

Por otro lado, se ha demostrado que
Cryptococcus es una levadura no fermenta-
tiva que requiere oxigeno en su crecimiento
y se obtienen mejores curvas de inhibicion
con los cultivos en agitacion continua, lo
que pudo generar mayores valores de CMI
(24).

En relacion con el ajoeno, se obtuvie-
ron valores de CMI elevados al compararlos
con los valores de los otros antifingicos en-
sayados; no obstante, para los aislados
44192 y 4050 se obtuvo una concentracion
de 25 uM, la cual esta por debajo de los ni-
veles de concentracién téxica para la célu-
las de vertebrados (40 uM) (24, 25). Estos
resultados son comparables a los obtenidos
por otros autores (8, 25, 26).

La actividad del ajoeno ha sido proba-
da en diversos microorganismos, tal es el
caso de: Paracoccidiodes brasiliensis (13),
Trypanosoma crusi (27), Microsporum ca-
nis (25), Leishmania mexicana (12) y Cla-
dophialophora carrionii (28) ha mostrado
altos valores de CMI y en M. canis se encon-
tré un efecto sinérgico entre ajoeno y keto-
conazol (20).

El aumento de la resistencia de los
hongos y efectos colaterales no deseados en
los pacientes ha generado que se realicen

los ensayos de farmacos en combinacion en
un intento de ofrecer otras alternativas al
tratamiento de estos pacientes.

La potenciacion de las drogas cuando
son utilizadas en combinaciéon es debida,
muy probablemente, a que acttian en dife-
rentes rutas, esto ha sido probado en T.
crusi (29) en C. neoformans (22, 23) y
otros agentes patogenos a los mamiteros.

Con respecto a los ensayos de combi-
nacion de drogas, se obtuvieron solo efectos
sinérgicos al combinar posaconazol con
ajoeno, ajoeno con hidrazona 3 y posacona-
zol con hidrazona 3 En relaciéon a los efec-
tos sinérgicos obtenidos con ajoeno, es im-
portante mencionar que este compuesto
modifica la fluidez de la membrana celular
y esto podria facilitar la entrada de posaco-
nazol e Hidrazona 3 (20).

Otros autores han mostrado con Posa-
conazol efecto sinérgico en T. crusi al com-
binarlo con amiodarone, una droga utiliza-
da para el tratamiento arritmico en estados
cronicos de pacientes con Mal de Chagas.
Encontrando que la combinacion de amio-
darone y posaconazol potencia el efecto, lo-
grando obtener valores de CIF de 0,42 (29).

Los resultados obtenidos con los aisla-
dos 4050 y 44192 nos muestran un impor-
tante efecto sinérgico, con valores de CIF
menores a los obtenido en T. crugi con po-
saconazol y amiodarone (5) y parecidos al
combinar ajoeno con ketoconazol en M. ca-
nis (12).

Finalmente, al obtener valores CIF
muy por debajo de 0,5 nos muestran que es-
tamos ante la presencia de un marcado
efecto sinérgico y estas combinaciones de
farmacos podria ser la base para nuevos es-
tudios experimentales in vivo, donde estas
combinaciones podrian ser evaluadas. Por
otro lado, la inclusién de otras muestras de
Cryptococcus resistentes a tfluconazol o re-
sistentes a otras clases de antifingicos, po-
drian enriquecer la evaluacion de la activi-
dad de estas combinaciones.
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