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1. ANTECEDENTES

1.1 LAS INFECCIONES POR HONGOS Y LA TERAPIA ANTIFUNGICA

En las Gltimas dos décadas se ha producido un aumento de la incidencia de micosis,
especialmente en sectores de poblacion con un estado de salud mas vulnerable, como son
las personas inmunocomprometidas u hospitalizadas por serios trastornos de la salud,
pacientes con enfermedades crénicas tales como el SIDA y neoplasias, neonatos o las
personas de avanzada edad. Esto conlleva serias complicaciones que en el peor caso

puede conllevar riesgo mortal (1).

Las micosis con mayor incidencia en la actualidad son las Candidiasis producidas por
levaduras del género Candida como C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis o C. krusei;
Aspergilosis causadas por hongos del género Aspergillus, como son: A. fumigatus, A. flavus
y A. ustus; Histoplasmosis producida por el hongo Histoplasma capsulatum, o Criptococosis

(meningitis criptoccica) producida por el basidiomiceto Cryptococcus neoformans (2).

Tabla 1.1. Principales tipos de micosis humanas y su tasa de prevalencia clinica.
Casos de micosis (millones por afio)

1980- 1992-
Micosis 1996 2000 2003
1982 1993
Candidiasis 2,6 72,8 228,2 100,0 290,0
Histoplasmosis 13,9 7,1 13,6 NA NA
Aspergilosis 8,4 12,4 34,3 NA 22,0
Criptococosis 4.0 65,5 29,6 13,0 NA

Fuente: (2)

Paralelamente, se esta produciendo una pérdida de eficacia de los antifingicos
aplicados, producida principalmente por el uso indiscriminado de este tipo de farmacos, que
ha facilitado la adaptacién de los microorganismos y la generacién de nuevas resistencias.

Ademas, el escaso nimero disponible de antifingicos clinicos dificulta la alternancia entre
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tratamientos, que al menos pudiera retrasar la aparicibn de nuevas resistencias. Solo
existen tres familias principales de antifangicos: los polienos, los derivados azoélicos y las
equinocandinas. Dentro de toda esta problematica, es preciso destacar que, en ciertos
casos pueden darse interacciones entre ellos, provocando complicaciones para su
eliminaciéon y aumentando la vida media del farmaco en el organismo. También pueden
provocar la aparicion de efectos secundarios dafiinos y de compuestos terciarios toxicos
(1). La base principal de todos estos inconvenientes radica en que los hongos son
organismos eucariotas, lo que significa que comparten con las células humanas rutas
metabdlicas importantes y moléculas clave, utilizadas como diana celular por los
antifingicos. Por ello, a pesar de que el antibiético tenga mas afinidad por las células
fungicas, las dosis terapéuticas a emplear posibilitan su interaccion con dianas similares

existentes en células de mamiferos y el dafio consiguiente sobre las células humanas.

1.1.1 Biologia de Candida albicans

El género Candida pertenece al reino de los hongos o reino “Fungi” (fingico). La especie
fue denominada asi por la mic6loga holandesa Christine M. Berkhout (1923), aunque ya fue
observada en 1839, por Langenbeck en forma de placas blanquecinas y abscesos en las
mucosas y 6rganos de cadaveres. Gruby consiguié su aislamiento y cultivo sobre rodajas

de patatas en 1842, llamandola Oidium albicans.

Figura 1.1. Posicion taxondmica de Candida albicans.

Fuente: (3)
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C. albicans es un hongo tradicionalmente encuadrado entre los Deuteromicetos, hongos
imperfectos por carecer de verdadero ciclo de reproduccién sexual. Sin embargo,
recientemente su posicion taxondmica se ha redefinido como un hemiascomiceto, dentro
del orden Saccharomycetales, perteneciendo a la familia Saccharomycetaceae (Figura 1.1).
C. albicans esta muy relacionada con la levadura de gemacion Saccharomyces cerevisiae,
aunque ambas especies divergen en mas de 900 millones de afios, una divergencia similar
a la que ocurre entre los humanos y los peces (4). Agrupa células mesofilas, de forma
ovoide, cilindrica o alargada. En medios comunes forma colonias blancas o ligeramente
ocres debido a pigmentos carotenoides. Considerado como un diploide permanente,
estudios recientes revelan la existencia en C. albicans de estadios parasexuales, que
posibilitan conjugaciones atipicas, pérdida de cromosomas o rapidas transiciones diploide-
tetraploide (4). Algunos cambios son de naturaleza epigenética, inducibles por el medio
ambiente, y son importantes en la formacion y desarrollo de biofiims, esenciales en el

desarrollo de procesos infectivos.

La mayoria de las especies del género Candida pueden vivir formando parte de la flora
cutanea, al ser saprofitas. Sin embargo, C. albicans es el patdgeno de mayor prevalencia
en humanos (2). Sin reservorio ambiental conocido, su adquisicién tiene lugar mediante
transmisiéon materno-fetal durante o inmediatamente después del nacimiento (5). Puede
permanecer como un comensal asintomatico y asi podemos encontrarla en la cavidad oral,
en el tracto gastrointestinal y en la vagina, suponiendo del 50 al 80% de la microbiota. Las
candidiasis abarcan desde infecciones superficiales, de buen prondstico hasta cuadros
sistémicos potencialmente mortales, siendo el estado inmunodepresivo del paciente y su
capacidad de respuesta el factor determinante de la gravedad. De hecho, algunos estudios
sugieren que el desarrollo de una infeccion productiva es el resultado de la integracion entre
el agente virulento, la respuesta inmunitaria del paciente y otros componentes de la

microbiota (5).

Entre los principales factores de virulencia que median en la infeccién de C. albicans y

la ulterior colonizacién del cuerpo humano se encuentran:

» Adhesién celular y formacién de biopeliculas (biofilms). Requiere la intervencion
de las adhesinas, proteinas presentes en blastoconidios e hifas de C. albicans, que una vez
reconocido el hospedador se anclan a la superficie mediante diferentes enlaces. Las

biopeliculas son estructuras complejas que engloban un grupo de células embebidas por
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una matriz extracelular autoproducida, rica en carbohidratos y proteinas, que las protege
del sistema inmunitario y de los tratamientos antifingicos, contribuyendo a mejorar su

competitividad frente a células plantonicas, de vida libre (6).

* Pared celular. Constituye aproximadamente el 30% del peso seco de la célula y esta
constituida por:

e Estructura interna: formada por quitina y p-1,3-glucanos.

e Estructura externa: formada por mananos y proteinas.

Ambas capas permanecen unidas por el B-1,6-glucano conector, y el conjunto aporta
rigidez y flexibilidad a la levadura, que contribuye al crecimiento y permite soportar estrés

ambiental por cambios de tipo fisicoquimico.

e Polimorfismo: Morfolégicamente C. albicans presenta una gran variedad de formas
celulares segun las condiciones ambientales: blastoconidios, pseudohifas, hifas y
clamidiosporas. Dicha morfologia esta relacionada con su capacidad para invadir el

cuerpo humano y provocar cuadros patologicos (7).

Como ya se ha comentado, para que se produzca una infeccion, ademas del patégeno,
pueden intervenir causas debidas al hospedador o causas ambientales. Respecto del
hospedador, se reconocen tres factores esenciales:

¢ Fisiologicos

e Genéticos

e Adquiridos (inmunodeprimidos, recién nacidos, diabetes, suministro de antibiéticos o
corticoides, etc.).

Entre los factores ambientales, debemos mencionar:

La humedad

e Elcalor
e Grandes quemados

¢ Lamaceracion crénica (de las comisuras de los labios en ancianos, prétesis dentales,
marcapasos, etc.).
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Como tratamiento preventivo recomendable para prevenir las candidiasis superficiales,
se aconseja mantener una buena higiene, secar bien la piel, usar colutorios con fltor, o

ingerir probidticos y derivados lacteos para favorecer la acidez de la flora vaginal.

1.1.2 Epidemiologia de Candida albicans

Aunque Candida albicans es la especie infecciosa predominante, el género Candida
incluye otras levaduras oportunistas que producen infecciones en el ser humano.
Consideradas bajo la denominacién genérica de “non-albicans”, su incidencia ha
aumentado en las ultimas décadas e incluye especies catalogadas como inocuas; las mas
representativas son las siguientes: C. dubliniensis, C. famata, C. glabrata, C. guillermondii,
C. krusei, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. rugosa y C. tropicalis (8). Las candidiasis estan
consideradas como la cuarta causa de muerte en hospitales por infecciones nosocomiales
en Estados Unidos de América. En el caso de C. albicans, la tasa de mortalidad es del 50%
(9), y continua siendo la responsable de las infecciones fungicas mas graves en personas
hospitalizadas de todo el mundo (10). Estudios multicéntricos llevados a cabo en diferentes
centros, recogen datos referidos a las infecciones producidas por Candida, tal y como

puede observarse en la Tabla 1.2 (8,11-13).
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Tabla 1.2. Distribucién de infecciones causadas por especies de Candida, segun estudios
multicéntricos globales efectuado entre 1997 y 2011. Datos expresados en porcentaje (%).

o C. C. C. C. C.
Afios Descripcion ) o - _
albicans |[tropicalis |parapsilosis [glabrata [krusei
Laboratorio
65,3 7,2 6 11,3 2,4
ARTEMIS
1997
1997-2000 70,9 5,4 4,8 10,2 2,2
-2007
2001-2004 62,9 7,5 6,9 115 2,5
2005-2007 65 8 5,6 11,7 2,5
Laboratorio
2003 48,7 10,9 17,3 17,2 1,9
SENTRY
2008 Laboratorio
48,4 10,6 17,1 18,2 2
-2009 SENTRY
2007 Hospital:
_ 44 22 11 3
-2011 pediatria
1996 Hospital
o a7 16 18 13 4
-2000 Clinic
2001 Hospital
o 46 13 20 7 6
-2005 Clinic
2006 Hospital
54 13 14 12
-2008 Clinic

Fuente: Elaboracion propia a partir de (8,11-13).

La transformacion de un organismos inocuo en un patdégeno virulento, es un proceso

complejo (5). C. albicans vive como comensal en la piel y en la cavidad oral del 75% de la

poblacién sana, pero bajo ciertas circunstancias como es un sistema inmune deprimido se

pueden sufrir infecciones flngicas, como las candidiasis, mas o menos recurrentes. Este

tipo de infecciones, como los episodios vulvovaginales que padecen aproximadamente el

75% de las mujeres al menos una vez en la vida, son superficiales y no letales. Sin embargo,

en los casos mas graves (candidemias) pueden ser mortales, incluso con terapia antifingica

(9). Aungue los principales factores implicados son parcialmente conocidos, es preciso

profundizar en los mecanismos de resistencia e investigar una terapia dirigida, basada en
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el principio de toxicidad selectiva, para conseguir mayor eficacia con los maximos dafios al

patégeno y los minimos efectos en el hospedador.

La distribucion geografica global de las especies de Candida es muy diferente segun las
zonas observadas (14). Asi, mientras que su incidencia es similar en Europa y USA,
predominando C. albicans, seguida de C. glabrata (Figura 1.2). En Australia, C. parapsilosis
tiene una ligera supremacia sobre C. glabrata. En Latinoamérica y en ciertos lugares de
Asia, como India o Pakistan, la distribucién cambia por completo, siendo C. tropicalis la
especie mas abundante, seguida de C. parapsilosis, C. glabrata y en cuarto lugar C.
albicans (15). Por tanto, los factores ambientales son determinantes en la prevalencia de la

especie de Candida dominante en una region concreta.

Europay USA

& C. albicans
& C glabrata

C. parapsilosis
& C. tropicalis

C. krusei

Figura 1.2. Distribucion de las especies de Candida en Europa y USA (%)

Fuente: (13)

En Espafia, un estudio realizado por FUNGEMYCA en los afios 2009-2010 en 43
hospitales de todo el pais sobre pacientes afectados de fungemia, resulté que C. albicans
fue la especie mas aislada. Tras ella, se encontré C. parapsilosis como la especie “non-

albicans” mas comun, a diferencia de otros paises europeos donde es C. glabrata (13).

Desde los afios 90, se esta produciendo una tendencia creciente de las candidemias en
Europa, por lo que es cada vez mas importante aislar e identificar la especie responsable y
conocer sus mecanismos de virulencia (16). Es frecuente encontrar situaciones clinicas con

varios microorganismos invadiendo al enfermo, dando lugar a cuadros de infecciones
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multiples. Esta situacion también sucede con Candida sp., en la denominada “candidemia
mixta”. Segun un estudio del proyecto CANDIPOP en diferentes hospitales espafioles entre
abril de 2010 y mayo de 2011, la mortalidad atribuible a candidemias mixtas durante la
primera semana de admision en hospitales. En este estudio se determind que los casos de
candidemia, debidos a C. glabrata eran bajos, mientras los causados por C. parapsilosis
eran mas numerosos (Figura 1.3), al contrario de lo que ocurre en Europa, lo que confirma

los datos antes descritos (Figura 1.2).

Espaina

B C. albicans

EC
parapsilosis
H C. glabrata

Figura 1.3. Porcentaje de aislamientos clinicos detectados en Espafia de distintas especies del
género Candida segun un estudio realizado por FUNGEMY CA (2009-2010).

Fuente: (17)

1.1.3 Incidencia especifica de Candida albicans en clinica

Las infecciones microbianas eran la principal causa de mortalidad antes del
descubrimiento de los antibiéticos. De hecho, en algunos paises en desarrollo, sin acceso
a medicamentos de (ltima generacion, sigue siendo un importante problema médico. No
obstante, el aumento de resistencia no depende exclusivamente de la patogénesis del
microorganismo, sino de las inadecuadas practicas terapéuticas seguidas por muchos
sistemas sanitarios, incluyendo el caso de Espafia, hasta convertirse en un problema de
salud publica actual (18). Entre los microorganismos involucrados en el grave problema de
la resistencia frente a antimicrobianos, se encuentra C. albicans (19). Como ya se ha
indicado anteriormente, esta levadura oportunista puede ocasionar dos tipos de infecciones:

candidiasis y candidemias:
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¢ Candidiasis. La infeccion se presenta de forma superficial en:
o Vagina
o Cavidad oral (muguet)
o Intestino o piel

e Candidemia: El huésped se encuentra muy debilitado y este patdgeno oportunista se
divide, entrando en el torrente sanguineo a través de la pared intestinal donde libera
sus toxinas. Una representacion esquematica de las principales infecciones
provocadas por C. albicans, asi como las areas del cuerpo humano afectadas, se
muestra en la Figura 1.4.

Candidiasis orofaringea.

El dafio es producido por 2
la penetracién de hifasy g
la secrecién de enzimas

proteoliticas.

Estomatitis dental.
Esta inducida por la
formacién de biofilms
sobre los dientes.

Candidiasis diseminada
hematégenamente.

Se produce la formacién
de biofilms sobre los
érganos o superficies
abidticas y se disemina
gracias a la sangre.

Candidiasis intra-
abodominal.

Se produce por la invasién
de los drganos
abdominales, resultando en
la formacién de abscesos.

Candidiasis gastro-

intestinal.

El sobrecrecimiento
intestinal de la levadura en
pacientes
inmunodeprimidos provoca
la invasién de la mucosa y

Candidiasis vulvovaginal.
Invasién de la mucosa
vaginal mediante la
transicién a hifas de C.
albicans lo que dispara el
sistema inmune del

hospedador que provoca los
dafios en el mismo.

produce una ruptura de la
barrera epitelial. Produce
colitis.

S
Figura 1.4. llustracion mostrando las diferentes enfermedades que puede producir C. albicans sobre
el cuerpo humano.

Fuente: dibujo adaptado de (5)

La sintomatologia general en el caso de las candidiasis superficiales suele ser comun a
otras dermatomicosis, y de buen prondstico, salvo complicaciones. Consiste en: piel
enrojecida y ligeramente edematosa, prurito intenso (picor) y episodios de quemazon. En

ocasiones, ni siquiera se requiere prescripcion antibidtica para su tratamiento. Por el
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contrario, los sintomas referidos a casos de candidiasis sistémica son mas agresivos y
dafiinos para el organismo, siendo imprescindibles los tratamientos farmacologicos, como,
por ejemplo: alergias excesivas, trastornos vaginales recurrentes, depresion, cansancio
extremo, migrafias, insomnios, irritabilidad, pérdida transitoria de memoria, formacion de
gas e hinchazén abdominal. También se han descrito episodios de diarrea o estrefiimiento,
alteraciones del sindrome premenstrual, dolores en oidos y articulaciones, asi como otra

sintomatologia mas difusa.

Candida auris: un grave patégeno emergente.

Aunque el trabajo experimental desarrollado en esta Tesis Doctoral se ha centrado
esencialmente en C. albicans como modelo de ensayo, debemos mencionar siquiera
brevemente a Candida auris por su importancia clinica. Actualmente, existe una alarma
sanitaria global debido a la aparicion de esta levadura patégena, una especie
multirresistente con una capacidad intrinseca para generar resistencia a los antifingicos
actuales como Fluconazol, Anfotericina B e incluso las Equinocandinas (20). Presenta una
gran tolerancia a estrés salino y térmico, a bajas concentraciones de detergentes y a
numerosos antisépticos de uso hospitalario lo que ha permitido su supervivencia en este
tipo de ambientes. Se transmite con gran facilidad, no sé6lo entre pacientes, sino a través

de fémites y objetos inanimados. Su tasa mortalidad puede superar el 40% (21,22).

1.1.4 Otros hongos examinados. Biologia general de Cryptococcus

Se trata de una levadura capsulada perteneciente a la clase Basidiomycetes, y el agente
etiol6gico de la meningitis criptocdcica, una micosis oportunista potencialmente grave en
pacientes inmunodeprimidos, principalmente infectados con el VIH (SIDA), aunque también
puede afectar a individuos inmunocompetentes (23). Incluye dos especies: C. neoformans,
un microorganismo de distribucion universal que se encuentra, sobre todo, en habitats
naturales procedente del guano de paloma, de las deyecciones de diferentes aves y
murciélagos, y barrizales (24). La otra especie, Cryptococcus gattii, se aisla generalmente
de areas subtropicales o tropicales, aunque recientemente se han detectado casos en

regiones mas templadas, como algunas zonas del Pacifico Norte- Ambas especies tienen

10
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una prevalencia notable en los paises en vias de desarrollo (25). En contraste con la primera
especie, ésta afecta con frecuencia a personas sanas, causando neumonia en la mayoria

de los casos (26).

Presenta algunas caracteristicas notables, como ser un basidiomiceto (mientras C.
albicans es un ascomiceto), que sintetiza una enorme capsula polisacarida externa rica en
melanina. En la naturaleza abunda en los excrementos de palomas, el contagio ocurre
mediante inhalacion por via respiratoria y, ademas de diversos cuadros respiratorios, causa

una patologia grave, la denominada meningitis criptocécica (21).

1.1.5 Importancia clinica de Cryptococcus

La patologia mas grave es la denominada meningitis (meningoencefalitis) criptocécica o
criptococosis (27). El contagio se inicia por inhalacion de los blastoconidios (formas
levaduriformes) o esporas de C. neoformans y C. gattii, siendo el pulmén el primer 6rgano
colonizado. Determinados serotipos tienen un mayor grado de virulencia y la evolucion de
la enfermedad depende de la respuesta inmune del huésped, siendo controlada en
individuos sanos salvo complicaciones (28). Sin embargo, la levadura puede replicarse en
el interior de los macréfagos, actuando como un reservorio y permaneciendo en estado
latente durante afios. En condiciones de inmunosupresion (principalmente con un descenso
en el numero de linfocitos T) se produce una colonizacién invasiva que conlleva la
diseminacion desde los pulmones a través del torrente sanguineo y su alojamiento en el
sistema nervioso central incluido el cerebro, donde causa meningitis y meningoencefalitis,

resultando fatal si no es tratada adecuadamente.

Pese a constituir inicamente el 1% de todas las infecciones de criptococosis mundiales,
C. gattii cobré gran importancia cuando se descubrié en 1999 que esta especie era el
agente causante de un brote detectado en Vancouver, Canada (29). Estas cepas infectivas
se han extendido en la actualidad a otras regiones del Canada y al Noroeste del Pacifico
(30,31). Por ello, el estudio de la virulencia de C. gattii es un tema de gran interés para la

comunidad cientifica.

La patogénesis de Cryptococcus se asocia a multiples factores de virulencia, como la

capsula y la produccion de melanina principalmente. El polisacérido capsular contiene un

11
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alto porcentaje de glucuronoxylomanan (GXM), lo que impide la fagocitosis y la migracion
de leucocitos, y genera supresion de la proliferacion de linfocitos T. La presencia de
melanina evita la produccién de factor de necrosis tumoral (TNF) por macréfagos, que es
necesario para generar una respuesta inmune celular protectora (32). También presenta
otras propiedades, como la produccién de ureasa y fosfolipasas que le confieren cierta
ventaja para su supervivencia en el interior del huésped. Aunque la morfogénesis es un
rasgo comun a muchos hongos patégenos, Cryptococcus no forma hifas ni pseudohifas, si
bien durante la colonizacién in vivo experimenta cambios morfolégicos relevantes en la

morfologia celular. Los principales son:
A) Ensanchamiento de la cipsula externa.

B) Crecimiento global de las células, dando lugar la formacién de células “gigantes o

titanes”. Los mecanismos moleculares involucrados en la regulacion de estos procesos

todavia no son del todo conocidos (32,33).

Figura 1.5. Visualizacién de la morfologia externa de Cryptococcus mediante microscopia de
contraste de fases (objetivo de 100X) Tincién en fresco de C. neoformans (A) junto con un campo
optico ampliado de algunas colonias (B, flechas). El detalle de la cipsula de Cryptococcus se obtuvo
mediante tincion negativa (tinta china) de la preparacién, como un halo alrededor del cuerpo celular
por exclusién de la tinta china.

Fuente: Imagen cedida por el Dr. O. Zaragoza, Instituto de Salud Carlos Ill, Majadahonda.

12
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Las infecciones producidas por C. neoformans han sido una importante causa de
morbilidad y mortalidad en pacientes VIH, ya que entre el 5-10% de los individuos con
linfopenia CD4" desarrollaron criptococosis a finales del siglo XX. Aunque la incidencia de
criptococosis ha disminuido significativamente en los paises desarrollados gracias a la
introduccion de la terapia antirretroviral con alta actividad (HAART), la mortalidad asociada
sigue siendo elevada (34-40). En regiones en vias de desarrollo, la incidencia de la
criptococosis esta lejos de estar controlada, estimandose en 720.000 nuevos casos al afio
en el Africa subsahariana y 120.000 en el sudeste asiatico (41). En estas zonas, junto con
Latinoamérica y el Caribe, la mortalidad oscila entre el 55-70%, ascendiendo el nimero

anual de muertes a mas de 650.000 personas.

1.2 ANTIFUNGICOS DE APLICACION CLINICA
En la actualidad, se dispone de tres familias principales de antifingicos usados en la
préactica clinica. El mecanismo fundamental de toxicidad antifingica responde a dos tipos o

acciones diferentes:

* Accion fungistatica: el compuesto impide el crecimiento celular y la expansion del
patogeno por el cuerpo, de tal forma que en ese estado es el sistema inmunoldégico el

gue se encarga de erradicar la infeccion.

* Accion fungicida: es el propio compuesto el que mata directamente al microorganismo
patégeno provocando la lisis irreversible de las células y, por tanto, deteniendo la

infeccion.

Hay que tener en cuenta que ambos efectos, fungistéatico y fungicida, no son excluyentes
y se pueden dar con el mismo producto, con sélo variar la concentracién o la via de
aplicacion del mismo. De hecho, algunos compuestos seran fungistaticos a bajas

concentraciones y fungicidas a altas dosis (42,43).

13
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1.2.1 Polienos

Son moléculas naturales sintetizadas por Streptomyces nodosus que presentan un
fuerte caracter anfipatico debido a la presencia de una region hidrdéfila y otra hidroéfoba
(Figura 1.6A). La molécula contiene un anillo macroélido cerrado por una lactona. Posee
ademas la micosamina, un aminoazucar unido al carbono C19 del anillo macrdlido y un
grupo carboxilo unido al carbono C16. Estos componentes y la presencia de varios grupos
hidroxilo le confieren su naturaleza anfipatica frente a la cadena poliénica que constituye la
parte hidr6foba y es la cara de interaccion con el ergosterol de la membrana de la célula
fungica durante el mecanismo de accion (Figura 1.6B). Los polienos son el grupo que posee
el espectro mas amplio de actividad antifingica. Dentro de ellos, los mas utilizados son la

Anfotericina B (AmB), obtenida de Glarea lozoyensis y la Nistatina (43).

A B mecanismo 1 mecanismo 2
micosamina union a ergosterol/ permeabilizacion de membrana

Region hifrofilica

T

Lactona

ergosterol ) ( i
AmB U A

Figura 1.6. Estructura quimica (A) y mecanismos de accién (B) d ricina B sobre el

ergosterol de la membrana plasmaética.

Fuente: adaptada de (44).

El mecanismo de accidn de los polienos esta relacionado con su capacidad de unién al
ergosterol, presente en la membrana plasmatica en hongos, equivalente al colesterol de
animales. La formacion de complejos entre el polieno y el ergosterol altera la permeabilidad

de la membrana, con la subsiguiente formacion de poros y pérdida de agua y electrolitos
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esenciales, provocando una descompensacion osmdética que lleva finalmente a la muerte

celular.

La toxicidad causada por la AmB se debe a la region hidrofébica responsable de la unién
al ergosterol. Esa region poliénica también tiene afinidad por el colesterol de células
animales, ocasionando efectos secundarios como la nefrotoxicidad y hepatotoxicidad en las
membranas de nefronas y hepatocitos. A pesar de su uso desde la década de 1950, la
resistencia fungica frente a AmB es muy rara (45-47). Para disminuir los efectos
secundarios en el ser humano, se han preparado variaciones en la presentacion clinica de
la AmB, siendo la mas efectiva la formulacion liposomal, que produce menor nefrotoxicidad

y mantiene su caracter antifiingico, aunque se debe inyectar por via intravenosa (48).

1.2.2 Equinocandinas

Este grupo tiene una estructura compleja formada por un ndcleo hexapeptidico y una
cadena lateral acil lipidica (Figura 1.7), por lo que tienen en comun con los polienos el
caracter anfipatico. Las equinocandinas basicas son producidas por diferentes
microorganismos, aungue es usual su modificacidn quimica posterior de forma que se

consideran agentes semisintéticos (49).

Su accién tiene como diana la pared fangica, puesto que inhibe de modo no competitivo
la enzima glucan sintetasa, responsable de la sintesis de 1,3-B-D-glucanos estructurales.
El resultado es la desestructuracién de la pared celular y la muerte de la célula fungica
(Figura 1.8). Tienen menos efectos adversos sobre el paciente que otros antifingicos
(16,46). En dosis moderadas actian como fungistaticos ya que las levaduras no pueden
renovar su pared, pero a altas concentraciones son fungicidas y pueden producir lisis celular
(50). Las equinocandinas mas destacadas son las Micafungina, Caspofungina y
Anidulafungina, que se diferencian principalmente en la naturaleza y caracteristicas de la
cola hidrofébica. Destacar que estan aumentando los casos de resistencia (51). La Figura
1.7 muestra la estructura de la Micafungina, obtenida a través de modificaciones quimicas
del hexapéptido procedente del hongo Coleophoma empetri. Esta molécula ha sido

ampliamente utilizada en los ensayos de laboratorio.
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Figura 1.7. Estructura molecular de la Micafungina, equinocandina con amplia utilizacion en clinica
(50).

Fuente: (52)

1.2.3 Azoles
Se trata de un grupo de moléculas sintéticas con actividad antifingica y con un amplio
espectro de actividad. La estructura base esta formada por un anillo derivado del imidazol.

Se clasifican en:

* Azoles de primera generacién: con dos nitrégenos en su estructura. Los principales

representantes de este grupo son el Ketoconazol y el Miconazol.

» Azoles de segunda generacién: con tres nitrégenos en su estructura. En este grupo se
encuentran el Itrazonazol y Fluconazol, que se completa con nuevas moléculas
derivadas de los anteriores como el Posaconazol (derivado del Itraconazol) y el

Voriconazol (derivado del Fluconazol).

Estos compuestos actian uniéndose a enzimas clave de la ruta del mevalonato que
intervienen en la ruta de sintesis del ergosterol, por lo que la membrana de las levaduras
pierde fluidez y permeabilidad. También activan vias alternativas de esteroles que resultan
téxicos y producen cambios en la disposicién de proteinas transmembrana. El efecto en
conjunto es la inhibiciéon del crecimiento de los cultivos, los que termina por producir la

muerte celular (42,43).
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1.2.4 Otros antifungicos

Debido a la paulatina pérdida de eficacia de los antifingicos méas tradicionales
anteriormente comentada, la comunidad cientifica ha encontrado otros compuestos que son
eficaces contra las micosis en general y las candidiasis en particular. En este heterogéneo
grupo encontramos, entre otras moléculas: Griseofulvina, Terbinafina, Sordarinas,
Ciclopirox o la 5-Fluorocitosina, que se transforma en 5-luorouracilo dentro de la célula e
impide la replicacion del ADN (46,53). Sus mecanismos de accion y especificidad son
variados, ya que, por ejemplo, el ultimo es un antimetabolito citotoxico para todo tipo de

células, no solo para el reino fangico.

Equinocandinas

ucanos 'A »
Gcl)uitina/g?\ ﬂ
WL8eEYLY

~__Compuestos Q/

, _/ azolicos g
ﬁ PL Ergosterol
% Flucitosina

GO oD

Figura 1.8. Estructura basica de la membrana y pared de los hongos con indicacion de las dianas
de los principales antifiingicos de uso clinico.

Fuente: (54)
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1.3 PRINCIPIOS ACTIVOS DE ORIGEN NATURAL: ACIDO CARNOSICO

1.3.1 Generalidades

Las labiadas (género Lamiaceae) son una peculiar y amplia familia de plantas y arbustos
angiospermos dicotiledéneos caracterizados por tener un tallo cuadrado, hojas opuestas y
decusadas, flores hermafroditas, frecuentemente zigomorfas, de vistosa coloracion, céliz
persistente y corola con los pétalos soldados (gamopétala), cuyo extremo finaliza en dos
partes o labios (bilabiadas), el superior formado por dos pétalos y el inferior por tres. En
cuanto a su fruto, éste es seco y formado por cuatro ndculas. Los ejemplos ampliamente
conocidos son el romero (Rosmarinus officinalis) (55), la albahaca (Ocimum basilicum), el
espliego (Lavandula angustifolia), el tomillo (Thymus vulgaris) y la salvia (Salvia officinalis)
(56,57).

La bibliografia existente recoge diversos estudios en los que se emplean compuestos
procedentes de romero (Rosmarinus officinalis) frente a candidiasis, pero empleando
siempre la fraccion de aceite esencial que contiene exclusivamente monoterpenos, entre
los que destacan cineol, alcanfor, borneol, verbenona, etc. Sin embargo, es menos comun
el uso de la fraccion polifendlica, entre la que destacan los acidos carndsico, cafeico y sus
derivados, como el clorogénico y el rosmarinico (58), de estructura quimica variable
(algunos diterpenos vy triterpenos), pero en general mas polares y menos volatiles por la
presencia del grupo acido carboxilico, por lo que no estan presentes en la anteriormente
citada fraccidn de aceites esenciales de labiadas. La estructura quimica del acido carnésico

y otros componentes del romero se muestran en la Figura 1.9.
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Figura 1.9. Estructuras quimicas de algunos compuestos bioactivos presentes en el romero: A)
Acido cafeico. B) Acido rosmarinico. C) Acido clorogénico. D) Verbenona y E) Acido carnésico.

Fuente: elaboracion propia.

El acido carndésico (CA) es un diterpeno fendlico que fue descubierto por primera vez en
Salvia officinalis L. (59). Posteriormente, se encontraron mayores cantidades en otras
plantas labiadas, especialmente en Rosmarinus officinalis L. donde la concentracion
suponia en torno al 3% en peso en las hojas (60). Desde entonces los cultivos de romero
destinados a la obtencién de acido carndsico se han ido especializando no s6lo mejorando
sus caracteristicas genéticas sino también modulando las condiciones de crecimiento,
hasta alcanzar en algunos casos el 10% en peso en las hojas (61). Para ello, es
fundamental regular factores como la salinidad, la luz, el estrés térmico o el uso de

fertilizantes (62).
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1.3.2 Propiedades biolégicas estabilidad y toxicidad

El &cido carndsico posee varias propiedades y puede ser utilizado como antioxidante,
antiinflamatorio, anticancerigeno y neuroprotector, a la vez que puede ser aditivo
conservante de productos de diversa indole (63). Estas propiedades y aplicaciones
biolégicas se deben principalmente a las siguientes propiedades y/o efectos (64):

. Tiene capacidad de extinguir radicales libres pro su caracter polifendlico.
. Reduce la liberacion de NO, PGE2 y TNF-a..

. No bloquea la liberacién de histamina.

. Suprime a nivel de trascripcion la respuesta inflamatoria.

Figura 1.10. Ruta de oxidacién del 4cido carndsico (CA) en disolucion etandlica. El primer paso es
la formacién de la quinona del &cido carndsico, compuesto intermedio que da lugar a carnosol (COL).
La degradacion del carnosol produce epirosmanol, epirosmanol etil éter y rosmanol, entre otros
compuestos.

Fuente: (218)

Para los efectos antioxidantes beneficiosos del CA es importante impedir o neutralizar la
degradacién oxidativa del 4cido carndsico. Son varios los autores gque han estudiado este
fenédmeno y en general todos concuerdan en afirmar que utilizando como disolvente el

etanol, el primer intermedio estable en la oxidacion espontanea o enzimética del acido
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carndésico es la o-quinona correspondiente al &cido carndsico cuando se oxidan los grupos
hidroxilos del o-difenol. A continuacion, se produce espontdneamente la hidroxilacién de la
posicion 7 del carnosol (COL), intermedio muy interesante ya que se ha descrito que posee
propiedades similares a las del CA. No obstante, el carnosol a su vez puede continuar el
proceso de degradacion convirtiéndose en diferentes subproductos como el rosmanol,
epirosmanol, epirosmanol etil éter, etc. (65). La influencia de factores como la temperatura
o la luz es importante, asi como la naturaleza del disolvente en el que se encuentre diluido

el CA. Normalmente se utiliza etanol.

Por otra parte, los estudios de toxicidad han demostrado que este aditivo posee un perfil
bajo de toxicidad tras un mes de duracién con administracion oral de CA. No obstante, entre
sus efectos a dosis elevadas se ha descrito un descenso en los niveles de proteinas séricas
totales y al contrario un aumento de los niveles de la aminotransferasa aspértica (AST o
GOT). Los cambios histopatolégicos en érganos como el corazon, el higado y los rifiones
fueron muy leve. La dosis letal oral (LDso) para ratones fue de 7100 mg/kg de masa corporal

Ademas, la FDA otorg0 la categoria GRAS a los extractos de romero (66,67).

1.3.3 Propiedades antioxidantes y aplicaciones biotecnol6gicas

En la actualidad, el uso de extractos de romero ricos en diterpenos se centra casi
exclusivamente en su aplicacion como agentes antioxidantes (68—71) capaces de prevenir
la oxidacion de metabolitos y la peroxidaciéon de lipidos, asi como el consiguiente
“enranciamiento” de dichos lipidos y de algunas proteinas. Esta capacidad del CA y en
general de los polifenoles es debida principalmente a sus propiedades redox que
desempefian un papel fundamental en la extincién y neutralizacion de radicales libres y en
el secuestro de oxigeno singlete y triplete. En este sentido, se ha demostrado la existencia
de una relacion lineal entre la capacidad antioxidante medida en valores ORAC (Capacidad
de extincién de Radicales Libres) y el contenido fendlico total en varias plantas medicinales

ademas del romero (71,72).
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3.3.1 Suplemento y/o aditivo alimentario

Como se ha comentado anteriormente, la actividad antioxidante de los compuestos
fendlicos del extracto de romero y mas concretamente del 4cido carnésico ha llevado al
estudio de la aplicabilidad de éste ultimo como conservante alimentario para sustituir los
antioxidantes sintéticos como el hidroxianisol butilado (BHA) y el hidroxitolueno butilado
(BHT) cuyo uso ha sido restringido en varios paises porque pueden implican riesgos para
la salud (72). Se ha llevado a cabo un estudio in vitro sobre las actividades antioxidantes y
los efectos protectores y estabilizantes del CA sobre el aceite de girasol, comprobandose
su elevado potencial retrasando la oxidacién lipidica de los acidos grasos insaturados.
Ademas, el efecto protector es dependiente de la concentracion de CA afiadida, de tal
manera que el extracto de alta pureza de este acido demostré incluso mayor efectividad
que el BHA y el BHT (73).

> Agente antimicrobiano, antiviral y antitumoral

El potencial antimicrobiano el extracto de romero ha sido objeto de numerosos estudios,
de los cuales se desprende que su eficacia en este ambito varia de forma significativa en
funcién de la composicion y del disolvente utilizado. Concretamente, destaca el extracto
gue contiene 30% de &cido carndsico, 16% de carnosol y 5% de acido rosmarinico, disuelto
en metanol, aunque se sefiala directamente al acido carndsico como uno de los compuestos
bioactivos con mayor potencial antimicrobiano (58). Tanto un extracto relativamente crudo
de romero como sus componentes principales, acido carnésico y carnosol purificados
poseen propiedades antibacterianas contrastadas frente a numerosos microorganismos
patdbgenos como Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis (74-76), siendo en
general mucho mas efectivos frente a bacterias Gram positivas que Gram negativas (77,78).
En cambio, otros compuestos mayoritarios del extracto de romero como el &cido
rosmarinico no mostraron actividad antimicrobiana cuando se probaron de forma aislada,
sugiriendo que la presencia de grupos fendlicos podria no ser la Unica caracteristica
guimica necesaria para ejercer esta capacidad antibacteriana. En cualquier caso, no hay
unanimidad en las conclusiones obtenidas en los estudios de ésta indole en relacion a la
eficiencia de CA y COL como antibacterianos, ya que extractos con contenidos similares de
acido rosmarinico pero diferente proporcion de CA y COL contribuyen en la misma
proporcion a la actividad antioxidante in vitro, pero no en relacion a la eficacia antibacteriana

ya que una mayor presencia de COL aumenta esta actividad biolégica (78). También se
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han estudiado las propiedades inhibitorias del extracto de romero frente al virus del VIH
apreciandose cierto poder citotoxico de los linfocitos afectados (79).

Por otro lado, las propiedades anticancerigenas del extracto de romero han sido objeto
de estudio en células humanas de cancer de colén mostrando potencial citostatico e incluso
citotéxico, llegando a identificar como compuestos mas activos el acido carndsico y el
carnosol (80,81). Mas especificamente, el carnosol ha demostrado ser un eficaz agente
quimioterapéutico frente a lineas celulares de leucemia linfoblastica aguda induciendo la
apoptosis celular (82). Estudios in vivo sugieren que muestra un posible papel como agente
guimioprotector frente a carcinogénesis oral a través de la proteccion antioxidante que

ejerce frente a la peroxidacion lipidica (83).

Por dltimo, también se ha investigado la implicacion de CA y COL en la respuesta
antiinflamatoria, encontrando que ambos estan implicados en el potencial antiinflamatorio a

nivel de regulacién génica (84,85).

> Agente fotoprotector

La radiacion solar UV provoca dafios como eritema, inmunosupresion, edema,
guemaduras, hiperplasia, hiperpigmentacién, envejecimiento prematuro y cancer de piel.
En este sentido, es conocido que algunos fitoquimicos poseen efectos protectores frente al
dafio inducido por radiacion UV, entre los que se encuentra el acido rosmarinico (86). En
estudios recientes se ha demostrado no sélo la atenuacion del dafio celular por radiacion
UV del acido rosmarinico, sino también de otros compuestos polifendlicos del extracto de
romero, como el acido carndsico y el carnosol y la de flavonoides extraidos de citricos como
la naringenina. Ademas la combinacion del extracto de romero con bioflavonoides
procedentes de la uva es capaz de alcanzar una proteccion elevada frente a dicha radiacion
(87). Por ultimo, destacar que el CA, el &cido rosmarinico y el COL poseen ciertos efectos
radioprotectores frente al dafio oxidativo en células humanas (88) incluso tras su exposicién

a radiacion ionizante (89).
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1.4 PRINCIPIOS ACTIVOS DE ORIGEN NATURAL: PROPOLEOS

1.4.1 Generalidades

Este producto natural de aspecto resinoso es bien conocido mundialmente y consiste en
una mezcla heterogénea de compuestos producidos por las abejas como resultado de la
adicion de secreciones mandibulares del insecto a las resinas recolectadas de diferentes
plantas (90). Tiene una naturaleza donde predominan los compuestos lipofilicos, un color
gue abarca desde el amarillo verdoso y el rojizo, hasta el marrén oscuro en funcién de su
antigiiedad y su procedencia. Su aspecto es de un material duro pero quebradizo que al

calentarse se torna maleable y pegajoso (91).

El término propdleo deriva de “propolis” que a su vez proviene de dos palabras griegas
“pro” (que significa para la defensa o en defensa de) y “polis” (que se traduce como ciudad).
De hecho, en la colmena, es utilizado para reducir las entradas, sellar grietas y embalsamar
organismos muertos, protegiendo a las abejas de la entrada de microbios y organismos
productores de esporas, incluyendo hongos y mohos (92). Por todo ello, es considerado
como una herramienta esencial de las abejas para protegerse ante potenciales invasores

de la colonia como virus, bacterias y otros organismos patégenos (93).

Inspirandose en estas aplicaciones en la propia colmena, desde tiempos remotos existen
alusiones al propoleo, pues ya los griegos, los romanos y los egipcios utilizaban el propdleo
para tratar todo tipo de lesiones cutaneas, como ingrediente en las momificaciones y como
agente conservante. A través de los siglos otras civilizaciones como la india, la arabe y la
asiatica siguieron utilizando el propéleo como agente protector y medicinal. En el siglo XVII
fue incorporado a algunas farmacopeas inglesas y el interés por su uso crecio (94), siendo
curioso su empleo en aplicaciones muy variadas, desde formar parte del barniz de los
famosos violines Stradivarius, a utilizarse por los soviéticos para el tratamiento de la
tuberculosis durante la Il Guerra Mundial. Con todo ello, el propéleo sigue encuadrandose
actualmente dentro de la medicina tradicional, aunque durante las ultimas décadas ha ido
ganando interés cientifico hasta situarse como una posible fuente natural de nuevos
productos farmacéuticos para mejorar la salud y prevenir enfermedades (91). Actualmente
se emplea como principio activo en diversas aplicaciones: colutorios, pastas dentales,
jarabes, pildoras, capsulas, pastillas, polvos, ungiientos, lociones y complejos vitaminicos
(95). También son habituales los preparados comerciales de propéleo mezclado con otros

productos naturales como aloe, rosa canina o silvestre y polen (96).
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Las principales limitaciones a su uso residen en la variabilidad de su composicién segun
la zona de recoleccion, su complicada y tediosa caracterizacién, su insolubilidad en medio
acuoso y la imposibilidad de ser usado directamente, ya que el propéleo tal y como se
obtiene en la recoleccion, debe ser tratado y purificado mediante extraccion con los
disolventes adecuados con objeto de eliminar el material inerte no deseado y al mismo
tiempo preservar sus compuestos mas activos (97).

» Recoleccion

Generalmente, la recoleccion se realiza mediante el raspado de las estructuras
colocadas dentro de las celdas de las colmenas para que las abejas depositen el propdleo.
Dado que estos animales lo utilizan para sellar las gritas u orificios que se producen en sus
colmenas, los apicultores aprovechan este comportamiento para colocar en el techo de la
colmena mallas o redes con un entramado de poro entre 2 a 4 mm y asi posteriormente
retirar el propoleo facilmente enrollando la malla y dejando que caiga por gravedad. La luz
y una buena circulacién de aire estimulan la produccion de propdleo por parte de las abejas,
por lo que la parte superior de la colmena suele estar ligeramente abierto para favorecer

ambas condiciones (95).

» Almacenamiento

El prop6leo contiene numerosos compuestos aromaticos y heterociclos, asi como
flavonas y antraquinonas que son fotosensibles, por o que una vez obtenido de la colmena,
lo m&s normal y aconsejable es almacenarlo en la oscuridad dentro de contenedores
refrigerados. En esas condiciones y tras 12 meses de adecuado almacenamiento apenas
pierde actividad antibacteriana; de hecho, se tiene constancia de una muestra de propéleo

brasilefio cuya composicién no se vio alterada tras 15 afios de congelacién (95).

> Disolventes

El procedimiento habitual para poder usar el propéleo es utilizar un disolvente de
extraccién del material crudo, que ademas tenga la capacidad de preservar los principios
activos y eliminar el material inerte. Por ello, el disolvente es también una forma de

enriquecer la disolucion final de propoleo en determinados componentes o incluso
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separarlos de sales y otros compuestos inorganicos presentes en el material inicial. Los
disolventes son cuidadosamente seleccionados ya que en buena medida la composicion
del propodleo final dependera de la naturaleza de éste. Entre los més utilizados se
encuentran alcoholes como etanol y metanol, siendo muy frecuente el uso de mezclas

hidroalcohdlicas, como la mezcla agua:etanol (70:30%) (98,99).

1.4.2 Composicién

La composicién del propéleo es muy diversa ya que depende de numerosos factores
ambientales, como el lugar de recoleccion y la flora existente segun las condiciones
estacionales, temporada de lluvias o sequia y la especie concreta de abeja que lo produce.
En este sentido, son varias las especies apicolas productoras de dicha sustancia,
destacando la abeja denominada Apis mellifera, de la familia de Meliponini, conocidas como

abejas no picadoras y productoras ademas de miel y polen (90,100).

La composicion tipica basica que suele presentar el propoleo natural no adulterado

puede desglosarse en los siguientes componentes (100—-104):

+ 50% (w/v) de resinas. Fraccién a su vez muy diversa compuesta por flavonoides y
polifenoles, llamada la fraccién fendlica, generalmente de caracteristicas acidas

debido a los grupos carboxilo y fendlicos presentes en muchos de los componentes.

+ 10% (w/v) de aceites esenciales. Suelen ser volatiles y de naturaleza monoterpénica

0 sesquiterpénica.

+ 30% (w/v) de ceras de las propias abejas. Consisten en mezclas heterogéneas
hidrofébicas de esteres de diversos alcoholes y &cidos grasos, asi como diterpenos,
triterpenos y otros terpenoides, con distinta textura y dureza segun el tamafio de las
cadenas lineales o ciclos hidrocarbonados presentes. Muchos de sus componentes
son dificiles de separar de los dos grupos anteriores. Son adhesivos y responsables

del aspecto compacto.

* 5% (w/v) de polen gue se define como un polvo fino granular producido por las plantas
con semilla (espermatdéfitos), que contienen un gametdéfito masculino
(microgametofito) y recogido por las abejas durante la libacién de las plantas cercanas

a la colmena.
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+ 5% restante de otros compuestos inorganicos y organicos, sales minerales vy
compuestos de naturaleza muy variada, incluyendo desde biomoléculas sencillas

como azucares 0 aminoacidos hasta alquitranes poco utiles.

Pero, en cualquier caso, como se ha comentado anteriormente, el propdleo tiene una
composicion altamente heterogénea que ademas puede variar en funcion de numerosas
condiciones, dificultando que pueda llevarse a cabo su estandarizacion. Dichos problemas
han dificultado las investigaciones y limitado su aplicabilidad real, dado que dos propdleos
pueden denominarse como tal, pero poseer distintas composiciones, propiedades no del
todo idénticas y por tanto eficacias distintas en tratamientos y aplicaciones medicinales.
Desde el punto de vista quimico, los propéleos contienen polifenoles, flavonoides, terpenos,
terpenoides, B-esteroides, acidos alifaticos y aromaticos como los acidos ferulicos,
cinamicos y sus ésteres, gliconas, aldehidos y alcoholes aromaticos, acidos grasos libres y
esterificados, estilbenos, aminoacidos, glucosa, acidos feralicos y cindmicos y otras
sustancias variadas como vitaminas A, B y E, ademas de sales minerales (99,100,112,104—
111).

Por dltimo, y en situaciones particulares donde algunas de las especies vegetales
escasean o estan ausentes de la flora circundante, las abejas han llegado a sustituir las
fuentes naturales por materiales sintéticos elaborados por el hombre, como asfalto y aceites
minerales, pudiendo introducir sustancias insalubres con cantidades nocivas de metales
como plomo, cobre, cadmio y zinc que dan lugar a una cierta toxicidad del propoéleo. Esta
circunstancia ahonda aln mas en la necesidad de implementar y estandarizar

procedimientos de analisis, control y produccién mas segura de este producto (96,113).

> Flavonoides y otros polifenoles

Dentro de la extensa variedad de compuestos del propdleo destaca un importante grupo
constituyente del 50% de la resina, que incluye principios activos como los polifenoles, y
mas especificamente los flavonoides. Los flavonoides tienen unos efectos beneficiosos
para la salud muy amplios y notorios. Este importante grupo de sustancias naturales que
estan presentes en muchos vegetales, hojas, semillas o frutos, no puede ser producido por
el organismo humano, por lo que deben obtenerse mediante la alimentacién o en forma de
suplementos nutricionales. Debido a sus propiedades antioxidantes, protegen al organismo

del dafio producido por el estrés oxidativo y ROS, reducen el dafio hepatico provocado por
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la peroxidacién de &cidos grasos, inhiben el deterioro de lipoproteinas de baja densidad y
los factores de la coagulacién sanguinea, disminuyen la oxidacién del &cido araquidénico,
reducen el dafio en el higado provocado por la peroxidacién de acidos grasos y han
demostrado poseer propiedades quimioprotectoras frente al cancer ademas de
antibacterianas, antivirales y antifungicas (114-116).

En sentido estricto, los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que
comparten un esqueleto comun de difenilpirano (C6-C3-C6, Figura 1.11) en tres anillos que
se denominan A, C y B respectivamente, aunque existen estructuras semejantes que
también se consideran dentro de la familia de los flavonoides en el sentido més amplio del
término. A su vez, su estructura quimica puede contener un nimero variable de grupos
hidroxilo sobre anillos aroméaticos (grupos fendlicos), dando lugar a una gran diversidad de

moléculas con distinta potencia en su accion biolégica y con cierta especificidad.

Dentro de los flavonoides se pueden distinguir las siguientes familias: flavanoles,
flavonoles, flavonas, flavanonas, antocianinas, chalconas, auronas y taninos condensados.
Por otra parte, el esqueleto puede sufrir modificaciones, convirtiéndose entonces en
isoflavonoides o neoflavonoides, que también se pueden considerar derivados de los

flavonoides (Figura 1.11).
En funcién de su patrén estructural, los principales tipos se caracterizan por (117):

* Flavanoles como las catequinas, que presentan un grupo -OH en posicién 3 del anillo
C.

* Flavonoles, como la quercetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 y un

grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

* Flavonas, como la crisina, que contienen un grupo carbonilo en posicién 4 del anillo
C y un doble enlace entre los C2-C3 del anillo C y carecen del grupo hidroxilo en

posicién C3.

* Flavanonas, como la pinocembrina, semejantes a las flavonas, pero sin el doble

enlace en el anillo C.

* Antocianidinas como la apigenidina que tienen unido el -OH en posiciéon 3 pero
también un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C. Las antocianinas, mas

abundantes en frutos como el ardndano y excelentes antioxidantes, son glucdsidos
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de las antocianidinas, es decir, estan constituidas por una molécula de éstas unida a

un azucar por medio de un enlace glicosidico.

» Chalconas, que son cetonas aromaticas con una enona que forma el nucleo central y

son precursoras de flavonoides por ciclacion.

+ Isoflavonoides, como la genisteina, en los que el anillo bencénico B migra de la
posicion 2 a la posicion 3 del anillo C, por lo que el esqueleto cambia a uno de 3-
fenilcromen-4-ona. Son abundantes en la soja y tienen efectos estrogénicos que no

muestran los flavonoides.
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Figura 1.11. Estructura quimica del anillo flavonoide (arriba izquierda) y de los tipos de flavonoides
mas representativos.

Fuente: adaptado de (114).

En las fuentes naturales, incluidas los propéleos, los flavonoides se suelen unir a
azlcares para producir glicésidos o agliconas. Tras la hidrélisis del enlace glicosidico, la
parte exenta de azucar de la molécula, es decir el flavonoide propiamente dicho, se llama
aglicona. Los glicésidos son mas solubles en agua y menos reactivos frente a radicales

libres que sus agliconas o flavonoides respectivos (118).
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Ademas de los flavonoides, que pertenecen al grupo mas amplio de los polifenoles, los
propoleos contienen otros tipos de polifenoles. Algunos de ellos contienen un grupo
carboxilo, por lo que muestran propiedades mas acidas que las que confiere los grupos
fendlicos, y otros son ésteres de estos acidos fendlicos, por lo que tienen caracteristicas
mas hidrofobas y neutras. Puede observarse que algunos de ellos, como el &cido cafeico,
son comunes a los propéleos y a otros extractos vegetales, y ya se mencioné en el caso
del extracto del romero utilizado como fuente de acido carnésico. En cualquier caso, el
namero de variaciones y derivados del acido cafeico es mucho mayor en propdleos que en
extractos vegetales, debido a la gran cantidad de especies que pueden libar las abejas, y

al propio metabolismo que tiene lugar por el insecto durante la produccion del propéleo.

I acido cinamico Ry, Ro=H
Rs™ ~F acido cafeico R4, Rx=0OH
acido p-cumarico Ry=H, R,=0H
acido ferulico R;=0CH,, R,=0H
HO

COOH
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g OH
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cafeato cinamil éster

Figura 1.12. Estructura quimica de los acidos fendlicos mas representativos encontrados en los
propdleos y algunos de sus ésteres, entre los que destaca el CAPE, que también son polifenoles.
Existen ésteres de polifenoles con flavonoides, como por ejemplo el galato de epicatequina.

Fuente: adaptado de (100,115).

Estos compuestos muestran propiedades acido-base debido al grupo carboxilo o a los

grupos fendlicos, asi como propiedades redox. Los radicales generados a partir de
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flavonoides y polifenoles cuando éstos reaccionan con ROS pueden conservar la carga
negativa a pH proximo a 7 o en un medio acido, lo que tiene importantes repercusiones

para su potencial antioxidante (115).

Como ya se ha comentado en otros apartados, el gran interés que suscitan estos
principios activos del propdleo radica en gran medida en su accion antioxidante, pero
también por su posibilidad de unirse a proteinas y macromoléculas biol6gicas como
enzimas, permeasas y ADN, estabilizando estructuras con electrones desapareados;
también son capaces de quelatar iones metdlicos transitorios como el Fe*? y el Cu*?,
minimizando la produccién de radicales libres por la reaccion de Fenton. Por ello, se han
descrito como agentes protectores con aplicacién para enfermedades muy variadas, entre
las que se encuentran diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas, Ulcera
estomacal y duodenal y procesos inflamatorios. Ademas, sus propiedades antimicrobianas

también han sido suficientemente contrastadas (ver aplicaciones mas adelante).

» Compuestos volatiles y otras fracciones

Los compuestos volatiles se encuentran en concentraciones limitadas en el propdleo
(aproximadamente sélo el 10%), pero su aroma y actividad biolégica les confiere cierta
relevancia en la caracterizacion de este producto. En este sentido los mono- (C10) y
sesquiterpenoides (C15) constituyen el grupo mas importante encontrado en las muestras
de propéleo de diversas areas europeas, mientras que las acetofenonas preniladas, son
mas frecuentes en propoleos de zonas de Brasil (93). La composicién quimica de la fraccion
volatil de propéleo depende, al igual que el resto de las fracciones, de la flora, las
condiciones ambientales y la especie de abeja. Por ejemplo, en México, las especies Apis
mellifera y Melipona beechei producen propdleos con diferentes composiciones volatiles,
asi como en Turquia donde los fenoles y los terpenos presentes en las muestras dependen

de la especie del insecto (119).

Siguiendo la clasificacion de tipos de propéleos, se puede comentar brevemente los

compuestos mayoritarios de las fracciones volatiles en las regiones mas destacadas:

¢ En Europa predominan los compuestos a-pineno, acido benzoico, bencil benzoatos y

bencil alcoholes (120), mientras que en las Islas Canarias los constituyentes principales
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son sesquiterpenos hidrocarbonados o con alguna funcién alcohol como el espatulenol
(121).

e Del propdleo turco destacan componentes como cedrol, B-eudesmol, a-eudesmol,

bisabolol, B-cariofileno, d-cadineno, B-selineno y a-cadinol (122).

eEn cuanto al propdleo chino, se analizaron numerosas muestras de distinta
procedencia, concluyendo que contenian casi un centenar de compuestos volatiles, de

los cuales casi la mitad eran compuestos aromaticos (123).

e El propdleo verde recogido en el suroeste de Brasil contiene, entre otros compuestos:

nerolidol, 1-fenil-etanona, linalool, trans-cariofileno, espatulenol y globulol (124,125).

e Respecto al propdleo rojo, frecuente en América Latina, abunda trans-anetol, metil

eugenol, trans-metil isoeugenol y elemicina.

» Azlcares

Se han encontrado un namero significativo de diferentes azlcares tanto mono- como
disacaridos, libres o formando glicésidos con flavonoides (100), especialmente en el
propéleo procedente de las Islas Canarias y cuyo origen puede deberse a la presencia de
mucilagos aunque este punto no ha sido del todo dilucidado (121). Los méas abundantes

son la glucosa, fructosa y sacarosa (93).

» Hidrocarburos

Se han encontrado propéleos en zonas geograficas muy diversas conteniendo
hidrocarburos y monoésteres con propiedades muy similares a los hidrocarburos puros. En
general, dentro de este grupo se han identificado alcanos, alquenos y aldienos (100). Dado
gue forman parte de la fraccion de ceras del propéleo se estudiaron también las similitudes
con éstas, sugiriendo que dichas fracciones dependen mas del tipo de abeja implicada en

su produccién que de la flora (93).
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» Elementos minerales

Diferentes andlisis han revelado la presencia de Ca, Mg, K, Na, Fe y Zn en muestras de
propoleos europeos (93,113) y Fe, Mn, Zn y Cu en muestras de propoleo cubanas (126).
También se han detectado algunas trazas de elementos téxicos como As, Cd, Hg y Pb
(113,127), procedentes de la utilizacion de alquitranes y otros productos no naturales. Estas
trazas de elementos minerales podrian ser Utiles para establecer perfiles caracteristicos de

cada extracto que permitan su identificacion segun su origen geografico (100).

1.4.3 Tipos de propéleos

Algunos autores han desarrollado una clasificacion de los propéleos en funcién de su
origen que permite agruparlos en varios tipos de acuerdo con una composicion promedio y
una localizacién determinada. Es destacable que a pesar de la variabilidad descrita, los
compuestos presentes en la resina de propdleo tienen basicamente tres origenes diferentes
(104):

* Sustancias activamente secretadas por las plantas o bien exudadas de heridas y

recolectadas por las abejas.
» Sustancias secretadas por el metabolismo de las abejas.
» Materia introducida durante la propia elaboracion del propdleo.

Con estas consideraciones, en la bibliografia disponible los propdleos se clasifican en

seis tipos basicos distintos (95,96):

1. Propdleo “alamo”, encontrado en amplias zonas geogréficas distantes, como Europa,

Norte de América, Nueva Zelanda y regiones no tropicales de Asia, cuya fuente
vegetal es Populus spp. de la seccion Aigeiros, siendo la mas frecuente la especie P.
nigra L. Las sustancias biol6gicamente activas mas relevantes de este primer tipo son
flavonas, flavanonas, acidos fendlicos y cindmicos y ésteres con sus

correspondientes derivados.

2. Propdleo “abedul”, caracteristico de Rusia, cuya principal fuente vegetal es la especie

Betula verrucosa Ehrh. Los compuestos predominantes en este caso son flavonas y

flavonoles, siendo mas pobre en flavanonas.
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3. Propdleo “verde”, caracteristico de Brasil, cuya fuente vegetal es la especie Baccharis

spp., predominantemente la chilca, especie B. dracunculifolia. Las sustancias mas
abundantes son: 4cidos p-cumaricos y sus derivados cumarinas, acidos diterpénicos,

compuestos prenilados y benzofenonas polipreniladas.

4. Propdleo “rojo”, encontrado en Cuba, México y Venezuela, cuya fuente vegetal es la

Dalbergia spp. Son propdéleos ricos en compuestos activos de tipo isoflavonoide.

5. Propdleo “pacifico”, originario de las islas de este océano, como Okinawa y Taiwan,

cuya principal fuente vegetal es Macaranga tanarius. Predominan las flavanonas

preniladas.

6. Propodleo “canario”. Poco estudiado, contiene lignanos (121).

Otros detalles y caracteristicas de los seis grupos se detallan a continuacion (95,96,104):

Tabla 1.3. Resumen de las caracteristicas de los diferentes tipos de propoleo mas comunes.

Tipo de
propéleo

Origen geografico

Fuente vegetal

Principales
compuestos bioactivos

Propdleo Alamo

Europa, Norte
América y regiones de
Asia no tropicales

Populus sp.,
mayoritariamente P.
nigra L.

Flavonas, flavanonas,
acidos fendlicos y sus
derivados

Betula verrucosa

Flavonas y flavonoles

dracunculifolia DC.

Propdleo Abedul Rusia Ehrh (diferentes de los
' anteriores)
Baccharis spp., Acidos p-cumaricos
Propdleo Verde Brasil mayoritariamente B. prenilados y acidos

diterpénicos

Propdleo Rojo

Cubay Venezuela

Clusia spp.

Benzofenonas
poliprenilados

" Prqpoltio Okinawa y Taiwan Desconocido C-prenilflavanonas
Pacifico

Propoéleo Islas Canarias . .
" p. . - ! Desconocido Furfural lignanos
Canario (Espafia)

Fuente: adaptado de (95-97)

34




Antecedentes

1.4.4 Propiedades biolégicas

Los principales compuestos responsables de las propiedades biolégicas del propdleo
son, en general, los flavonoides, terpenos, acidos aromaticos y compuestos fendlicos. En
funcién de los diferentes tipos de propéleo ya comentados en el apartado anterior, “a priori”
se podria esperar que estas distintas composiciones dieran dar lugar a diferentes
propiedades bioldgicas, pero sin embargo no es del todo asi. La distinta procedencia del
extracto suele estar asociada a perfiles bioquimicos distintos, pero la literatura indica que
muestras de muy diversa procedencia poseen actividades biolégicas muy parecidas (107).
A pesar de las diferencias fitoquimicas de propdleos recogidos de diversas zonas
geograficas, todos parecen poseer poder antibacteriano y antifingico en mayor o menor
medida (110,112). Este aspecto tan llamativo puede ser justificado por la necesidad de
todas las abejas de garantizarse un espacio vital libre de patdgenos independientemente
de su ubicacién geografica, aunque también se ha propuesto una cierta especificidad
residual del propéleo que esta relacionada con los riesgos de infecciones microbiolégicas

autéctonas de cada region (110).

El extracto etanodlico de propoleo (EEP), ya que el etanol es el disolvente mas comun,
ha demostrado poseer potencial antifingico, antibacteriano y protector frente al estrés

oxidativo y frente al crecimiento tumoral (128).

» Propiedades antioxidantes

Los trabajos cientificos publicados sobre los efectos antioxidantes del propdéleo son
numerosos. Aungue la relacién entre la composicion quimica y la actividad antioxidante no
es clara, todos los indicios apuntan a los polifenoles (flavonoides) como principales
responsables. No obstante, en la identificacion concreta de todas las moléculas existen

ciertas discrepancias.

A nivel experimental, se han estudiado los efectos del propéleo in vitro mediante la
exposicion de cultivos de células neuronales a peréxido de hidrégeno seguido de propéleo,
e in vivo mediante la accion de dicho propdleo en el cerebro de ratones sometidos a
peroxidacion lipidica y produccién de radicales libres por tratamiento con DPPH. Las
conclusiones indican que el propdleo podria ser beneficioso para el tratamiento de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo como el dafio retinal (129), o en la

neurodegeneracion asociada al envejecimiento (130).
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» Propiedades inmunomoduladoras

El propdleo estimula la actividad bactericida de macréfagos (131) y su administracion
intraperitoneal es mas efectiva que su ingesta en la dieta (132). En dosis orales de 5 mg/kg
inhibe la produccion de citoquinas pro-inflamatorias y promueve la produccién de citoquinas
anti-inflamatorias en ratones (133). También es conocida la inhibicién de la produccion de
INF-y en cultivos de esplenocitos sin afectar la expresion y produccion de IL-2, IL-4 e IL-10,
lo que refuerza que el propoleo ejerza propiedades antiinflamatorias (134,135). Otros
experimentos de preincubacion de macrofagos con propéleo también han manifestado un

claro efecto inmunomodulatorio y una potente accion de aniquilacion de parasitos (91).

» Efectos antidiabéticos y proteccion de enfermedades cardiovasculares

Diversos estudios han concluido que el propoleo disminuye los niveles de glucosa en
sangre, la excrecion de albumina urinaria y los niveles de malonildialdehido en el tejido
renal de los animales diabéticos (136,137). No obstante, otros autores recogen que no
produce ningun efecto en el peso corporal, aunque si disminuye los niveles de glucosa en
sangre y de colesterol en plasma, mejorando la tolerancia a la glucosa y la sensibilidad a la
insulina (138). Estas diferencias pueden deberse al tipo de propéleo utilizado y por

supuesto, al propio disefio experimental.

En relacion a la diabetes tipo Il, el propdleo es capaz de inhibir la ganancia de peso y la
formacion de tejido adiposo visceral en un modelo de obesidad en ratas inducido por una
alta ingesta de lipidos. Ademas, y en consonancia con los estudios anteriormente descritos,
se ha comprobado que también reduce los niveles de glucosa, acidos grasos libres y
esterificados (139).

Respecto del metabolismo lipidico, la aterosclerosis provocada por niveles altos de
colesterol puede provocar ataques cardiacos y accidentes cerebrovasculares, siendo
fundamental su prevencion. En este sentido, se realiz6 un estudio con conejos donde
observaron que el tratamiento con propoéleo disminuia los niveles de colesterol total LDL,
triglicéridos y TBARS, asi como el dafio endotelial, a la vez que elevaba los de HDLC y

GSH. También revertia el dafio en los rifiones provocado por la dieta alta en colesterol (91).
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» Propiedades anticancerigenas

Es extensa la bibliografia relativa al potencial anticancerigeno del propéleo (140). Por
citar algunos ejemplos, cabe destacar los ensayos de citotoxicidad con propéleo tailandés
en cinco lineas celulares humanas, el cual mostré actividad antiproliferativa y citotoxica en
todas ellas, siendo sefialados como principales responsables el cardanol y el cardol. Tanto
el extracto como esos compuestos indujeron citotoxicidad y la muerte de las células
cancerigenas sin fragmentacion del DNA (141). El cancer de mama fue estudiado de forma
especifica con propéleo rojo brasilefio comprobando que se reducia la viabilidad de las
células malignas a través de la disfuncion mitocondrial, activacién de la caspasa-3 y la

fragmentacion del DNA, sin que la linea celular control se viera afectada (142).

El propdleo de Croacia en una dosis oral de 50 mg/kg reduce considerablemente los
nddulos tumorales en los pulmones de ratones (143) y el propdleo mexicano produjo una
fuerte accion antiproliferativa sobre células malignas de col6n. También se probaron
extractos de propéleo chino en lineas celulares de carcinoma de colon obteniendo 4-40
pg/ml de IC50 en una relaciéon dosis dependiente (144). En otro tipo de cancer como es el
melanoma, la administracion de propo6leo a ratones con esta patologia estimuloé la

produccion de IL-10, indicando la activacion de células antitumorales inmunitarias (145).

En cuanto al cdncer de prostata, se ha descrito que el propdéleo de Brasil produce efectos
inhibitorios mediante regulacion de la expresion de las ciclinas D1 y B1 y de la proteina
CDKN1A (producto del gen p21). El efecto se produce por una induccién de la apoptosis
debida al factor de necrosis tumoral (TRAIL). Este factor es una citoquina que se eleva por

el propdleo y estimula la apoptosis de células tumorales (146).

Finalmente, el flavonoide prenilado propolin G aislado de propdleo de Taiwan parece
provocar apoptosis en lineas de glioma y glioblastoma cerebrales, probablemente mediante

activacion de rutas de dafio mitocondrial dependientes de caspasa (147).

> Propiedades antivirales

Estas propiedades también han sido estudiadas con propdleos de diferentes origenes.
Por ejemplo, a 30 pg/ml es capaz de reducir el titulo del herpes simple HSV 1000 veces,
mientras que los adenovirus y el VSV son menos susceptibles (148). Ademas, se estudio

su efecto en cultivos celulares infectados con el virus HSV-2, obteniendo reducciones
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significativas de la carga viral dependientes de la concentracién de propdleo y del tiempo
de tratamiento (149). Asi mismo, han resultado sensibles al propéleo el reovirus aviar y el
IBDV (150). Uno de los virus tristemente mas famosos del mundo es el HIV-1y los efectos
observados indican que el propdleo puede tener cierto efecto antiviral aditivo junto con el
inhibidor de la zidovudina (inhibidor de transcriptasa inversa), aunque no parece presentar
ningun efecto notable sobre el inhibidor de la proteasa indinavir (151). El propdéleo también
podria perfilarse como antigripal ya que su administracion oral de 10 mg/kg a ratones tres

veces al dia durante una semana mejoré notablemente los sintomas (152).

A nivel de composicion, la mayoria de estos ensayos sefialan a los flavonoides y a los
acidos fendlicos como los constituyentes responsables de la actividad antiviral del propéleo,
postulando a las flavonas como los flavonoides mas activos. Concretamente, se sefiala a
la quercetina y al kaempferol, asi como a combinaciones entre estos dos y otros
componentes del propdleo (148). Otros estudios méas recientes han investigado incluso
posibles mecanismos de actuacion, sugiriendo que los flavonoides del propéleo previenen
la adhesién y entrada del virus a la célula hospedadora, impidiendo su replicacién. Otro
posible mecanismo consiste en la inhibicion de la transcriptasa reversa y la estimulacion

del sistema inmune para resistir a la infeccién (153).

» Propiedades antibacterianas

En general, independientemente de su procedencia, todos los propéleos muestran
actividad antibacteriana en distintos grados, siendo la clase alamo recolectada por la
especie Apis mellifera la que presenta mas intensidad (119). El interés en la utilizacion de
este extracto natural como agente antibacteriano en hospitales ha ido aumentando en los
ultimos afios debido a la alarmante y creciente resistencia a los antibioticos. Por una parte,
la complejidad y variabilidad compositiva del propéleo sigue provocando ciertas dificultades,
por otra parte, existen evidencias gue indican que esta caracteristica es beneficiosa por la
posible interaccion entre distintos propéleos y con otros antibacterianos de uso tradicional
(95,154). No obstante, algunas investigaciones apuntan como principales responsables de
la capacidad antibacteriana del propéleo a la pinostrobina, los &cidos cafeico y ferdlico, el
acido cumarico prenilado, algunos acidos diterpénicos y los derivados de las benzofenonas
(96).
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Las bacterias Gram-positivas son mucho mas sensibles al propoleo que las Gram-
negativas (91,155), destacando el efecto diferencia sobre el crecimiento de Staphylococcus
aureus, Streptococcus mutans, Micrococcus luteus, Enterococcus sp. y Bacillus cereus
(Gram-positivas) y Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Listeria monocytogenes, y Klebsiella pneumoniae (91,96,99,156). La eficacia sobre algunas
de estas especies presentes en la microbiota bucal sugiere un posible uso del propdleo en
tratamientos endododnticos (94,101,157-159). Se ha sugerido que un posible mecanismo
de actuacion sobre esas especies podria basarse en la inhibicién del quorum sensing (QS)

entre las bacterias, lo que afecta al desarrollo de los biofilms (160).

» Propiedades antifungicas

En general, son abundantes los estudios que utilizan el propéleo para el tratamiento de
infecciones superficiales flungicas (161) cuyos principales causantes son especies de
Candida (C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C.
glabrata, etc.), de Trichosporon (como T. asahii, T. ovoides y T. cutaneum), de
Saccharomyces cerevisiae y de Geotrichum candidum, obteniéndose evidencias que
demuestran actividad fungistatica y fungicida, incluso a bajas concentraciones. Los estudios
cuantitativos indican que para ciertos hongos como Trichosporon sp., C. parapsilosis y C.
lusitanea, los valores de MICsg se sitian en el rango de 12,5-256 ug/ml (162), mientras otras
especies como C. albicans y C. tropicalis (163,164) la MICso es mas del doble (25-512
ug/ml). Ademas, existen evidencias empiricas que demuestran que el propoleo puede

combatir la formacién de biofilms por especies de Candida.

En cuanto a los componentes del propoleo responsables de este efecto antifingico, se
han identificado algunos potencialmente capaces de causar dafio en la membrana o pared

celular, como son los flavonoides o los acidos cafeico, benzoico y cinamico (94,102).

El potencial antifingico del propéleo esta relacionado, muy probablemente, con la
presencia de ciertos flavonoides, siendo uno de los mecanismos de actuacion propuestos
la disrupcion de la pared celular, con preferencia frente a una posible afectacion del
ergosterol de la membrana. Ademas, parece ser efectivo contra los biofilms, tanto si se
encuentran en su estado mas incipiente como si son totalmente maduros (109). No

obstante, las revisiones y meta-analisis llevado a cabo en este aspecto, sugieren que la
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eficacia del propdleo para el tratamiento de enfermedades de caracter oral, tépico o genital,
adolecen de calidad, siendo muy poco estrictos con el tamafio de las muestras y con la
metodologia seguida (165).
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2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, los objetivos propuestos para esta
Tesis Doctoral han sido los siguientes:

e Evaluar el efecto antifingico del propdleo y del &cido carndsico frente a diferentes
bacterias, asi como frente a Candida albicans, utilizando para ello distintos
métodos como la determinacion de viabilidad en medio liquido, la formacién de
colonias macroscopicas o el célculo de las MICs definidas como la concentracion
minima de antifingico necesaria para inhibir la proliferacion de un inéculo

estandarizado.

e Estudiar dicho efecto en otras especies del género Candida y otros hongos como
Cryptococcus neoformans con fines de eficacia comparativa para conocer la

amplitud de su espectro de accion.

e Aislar e identificar los principales compuestos presentes en el propéleo

responsables de sus propiedades antifungicas.

¢ Estudiar el efecto producido por la combinaciéon de ambos extractos naturales, asi

como, con algunos antifingicos mas convencionales.

e Proponer posibles mecanismos implicados en la capacidad antifingica de ambos

extractos naturales.

¢ Estudiar el potencial uso de estos compuestos a nivel industrial, formulando para
ello un producto comercial de amplio uso como un gel dental. Llevar a cabo los
ensayos in vitro pertinentes y realizar un ensayo de intervencién biomédica en

humanos con el que estudiar su eficacia in vivo.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

Se utilizé un conjunto de bacterias y levaduras, conservadas en glicerol a -80°C al 50%
(v/v). A partir de estos “stocks celulares” se llevaron a cabo subcultivos en medio YPD,

mantenidos a 4°C hasta su uso en el laboratorio.

3.1.1 Bacterias
En la Tabla 3.1 se recogen los datos de las bacterias utilizadas.

Tabla 3.1. Bacterias empleadas en esta Tesis Doctoral.

Bacteria Cepa Referencia
Escherichia coli ATCC4157 (166)
Staphylococccus epidermidis ATCC1798 (167)
Pseudomonas aeruginosa ATCC27853 (168)

3.1.2 Levaduras

Las caracteristicas de las distintas cepas de C. albicans, C. glabrata y C. neoformans

utilizadas en el presente trabajo, asi como su procedencia, se detallan en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Levaduras utilizadas en esta Memoria.

Levadura Cepa Referencia
_ _ SC5314 (169)
Candida albicans i
015 Aislado Hospital “La Fe” (Dr. Valentin)
Cryptococcus neoformans H99 (170) (Dr. Oscar Zaragoza)
_ ATCC 2001 (171)
Candida glabrata i : :
YA-1 Aislado Hospital V. Arrixaca (Dra. Yague)
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Las levaduras fueron mantenidas en el laboratorio a 4° C mediante resiembras
periédicas en medio YPD sélido cada 30 dias, a partir del material conservado en YPD
liquido a -80°C con 50% de glicerol (v/v) (Sigma, St. Louis, MO, USA). Todos los procesos
de manipulacion microbioldgica se efectuaron en condiciones estériles en una camara de

flujo laminar Captair que incorpora gas, luz y ventilacion regulable.

3.1.3 Extractos naturales

Como fuente natural de acido carndsico (CA) se empled un extracto obtenido y
purificado a partir de plantas labiadas cultivadas, que en este caso concreto fue de romero
(Rosmarinus officinalis). El extracto tenia un contenido total en diterpenos superior al 80%,
siendo el contenido en CA del 72%, y es el utilizado de forma rutinaria en el trabajo descrito
en la Memoria. Como disolvente se utilizé etanol 96% v/v (Panreac Applichem). El extracto
de carnésico enriquecido (CA92) que se utilizod en la dltima parte de esta Memoria (ver
Apartado 4.5.3) presentaba un contenido en CA mayor, del 92%. La composicién de ambos

preparados se recoge en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Composicién de los extractos de &cido carndsico (CA y CA92) utilizados en la Tesis
Doctoral.

Componentes Extracto CA (72%) Extracto CA92 (92%)
Agua 2-4% 1-3%
Sales Minerales 1-2% 1-2%
Proteinas 0-0,5% 0-0,5%
Lipidos 5-10% 1-2%
Hidratos de carbono 2-5% 0-1%
Acido carnésico 72% 92%
Diterpenos 3-7% (carnosol, rosmanol, 0,1-0,5% (carnosol, rosmanol,
mino?itarios epirosmanol, 12-metil epirosmanol, 12-metil

carnosato) carnosato)

Otros vegetales 2-4% 0-1%
variados
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Actualmente no existen productos comercializados con una concentracion de CA mayor
del 70% aproximadamente. En consecuencia, resulta imposible usar extractos de mas
pureza con fines practicos y con absoluta ausencia de otros diterpenos, ya que su nula
disponibilidad actual, conllevaria un precio prohibitivo (ver Apartado 4.5.3). Por otro lado,
todo compuesto de origen natural obtenido por medio de procesos fisicos (extraccion,
cristalizacion, etc.) en cualquier grado de pureza o concentracion es un extracto. Cuando
un extracto contiene una concentracion muy elevada (> 50%) de un determinado activo,
suele denominarse con el nombre de dicho activo acompafiado del % de riqueza de éste,
a pesar de que, obviamente, cualquier extracto vegetal contiene otros compuestos similares
0 no, en proporciones minoritarias. De hecho, aunque un compuesto tenga una pureza del

99,99%, no deja de ser un extracto.

El CA fue analizado por HPLC segun el método descrito por Benavente-Garcia et al.

(172), obteniéndose el siguiente cromatograma:

[ VWD A, Wavelength=230 nm (ROMERD\ROMERO037142.0)

6.196
9.253
19.224

i
0-

T ( T T { T (
0 25 -] 75 10 125 15 17.5 20 min

Figura 3.1. Cromatograma del acido carndésico 72% a 230 nm

Se emplearon tres extractos de propodleo diferentes en cuanto a su concentracion y
distribucién de polifenoles, y de otros compuestos naturales aromaticos, caracterizados
mediante analisis HPLC (ver Apartado 4.3.1). Normalmente se comparan valorando los
compuestos polifendélicos, aceites esenciales y algunos flavonoides como pinocembrina (un
flavonoide caracteristico presente en casi todos los propdleos), y por valoracién
espectrofotométrica de su poder antioxidante mediante la técnica universalmente aceptada

de valoracién con el reactivo de Folin-Ciocalteau (173):
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e P2: propdleo 2, molido y disuelto en etanol 96% v/v (Panreac Applichem), con una
concentracion de comercial activos del 70-75% y de origen asiatico. Proporcionado
por Monteloeder (Elche Parque Empresarial, Alicante, Espafia).

e P3: propdleo 3 molido y disuelto en etanol 96% v/v (Panreac Applichem), con una
concentracion de activos del 85-90% y de origen asiatico. Proporcionado por
Monteloeder (Elche Parque Empresarial, Alicante, Espanfa).

e P5: tintura de propoleo comercial “El abuelo Félix” que segun instrucciones del
suministrador contiene propéleo (15%) disuelto en una solucién hidroalcohdlica con
65% de alcohol de uva. La concentracion de activos es desconocida.

Figura 3.2. Acido carnésico (72%) Figura 3.3. Propdleo P3 tras
obtenido a partir de extracto de romero. molienda del bloque original.

Respecto a los extractos comerciales con contenido variable en Z (ver Apartado 4.3.11),

se adquirieron tres, denominados:
e Z(1): casa comercial “Naturix24”
e Z(2): casa comercial “Casa Santa Hildegarda”

e Z(3): casa comercial “Youdoit”
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3.1.4 Medios de cultivo

La composicion del medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las diferentes
cepas de levaduras fue YPD (Yeast extract Peptone Dextrose) que consiste en un medio
complejo que contiene todas las sales minerales y vitaminas necesarias para el crecimiento

rutinario de levaduras (174). Su composicion es la siguiente:

* 2% glucosa
* 2% peptona
* 1% extracto de levadura

+ 2% agar (utilizado para el medio solido)

El medio liquido se prepar6 en agua bidestilada y se esterilizé en autoclave a 120 °C
durante 20 min. El medio sélido fue suplementado con agar al 2%. En los ensayos de cultivo
liquido, el medio se dispensé en matraces Erlenmeyer de vidrio, con una relacién entre el
volumen del medio y su capacidad total de 1/3 para facilitar su aireacioén. Los in6culos se
crecieron a 30°C durante toda la noche y salvo cuando se indica lo contrario, los cultivos se
refrescaron de forma rutinaria a 37°C en nuevo medio YPD, tanto en medio sélido como en
liquido. Para el crecimiento se utilizé un incubador Certomat H (Braun), dotado de agitacion
orbital (210 rpm). Dichos cultivos se hicieron crecer hasta alcanzar la fase exponencial
equivalente a una densidad ¢6ptica (DO) medida a una longitud de onda (A) de 600
nanémetros (DOsoo) de entre 0,8-1,0, que corresponde a una densidad celular de 1x10°
células/ml. En su preparacion se utilizé6 agua destilada y el medio se esterilizé mediante

calor himedo en autoclave de vapor a 120 °C durante 20 minutos.

Para la realizacion de los ensayos de sensibilidad en placa o antibiogramas se utilizé
como base medio YPD sdélido al que se le afiadi6 la cantidad de compuesto que se estimé

necesaria para alcanzar la concentracién requerida.

Los antifingicos comerciales que se emplearon, a las concentraciones indicadas en los

resultados, se enumeran a continuacion:

+ Anfotericina B (AmB), adquirida de AppliChem GMBH.

» Micafungina (MF), en formato farmacoldgico de Micamina, suministrada por Astellas
Pharma Europe B.V.
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* Fluconazol, adquirida de Sigma-Aldrich.
* Piperacilina, suministrada por Oxoid

* Amikacina, suministrada por Oxoid

Todos ellos se prepararon en alicuotas a partir de una disolucion madre de 10 mg/ml,
se disolvieron en DMSO y se almacenaron en viales de vidrio a -80°C hasta su utilizacion.
Como el DMSO podria resultar téxico para las células eucariotas en funcién de la dosis, en

cada experimento realizado se dispuso de un control adicional con DMSO al 1%.

Para el crecimiento de los cultivos liquidos se utilizé el incubador Medilow-P (Selecta),
con una agitacion orbital de 210 rpm. La estufa incubador Heraeus de Thermo Scientific,

programada a 30 o 37°C se utiliz6 para incubar los medios en estado sélido.

3.1.5 Geles dentales

Los geles dentales formulados conteniendo como principios activos CA y P3, tienen una
composicion genérica muy similar a cualquier otro producto comercial de la misma indole
(Tabla 3.4):
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Tabla 3.4. Composicién porcentual de los geles dentales empleados en el presente trabajo.

COMPOSICION GEL DENTAL
Componente %
Agua 24,00
Saborizante 1 1,00
Glicerina 22,00
Saborizante 2 33,40
Agente abrasivo 8,00
Espesador 1 0,60
Espesador 2 0,50
Aroma 1,00
Detergente 1,50
Blanqueante 1,00
Estabilizador natural 1,00
Disolvente 3,00
P3 2,00
CA 1,00

Para su elaboracién, se siguio el siguiente procedimiento:

» Se calent6 el agua y se afiadi6 el estabilizador y el saborizante 1 con agitacion
continua. Seguidamente, se adiciond la glicerina y el saborizante 2 hasta su
completa disolucién. Seguidamente, se afadio el espesador 1, el blanqueante y el
saborizante 2 y se homogenizé la mezcla atemperada a unos 50°C mediante

agitacion suave.

* En un recipiente aparte, se mezclé el aroma con el espesador 2, se homogeniz6 y

se afiadio a la mezcla anterior.

» A continuacién, el detergente se disolvié en agua (relacién 1:6) en otro recipiente

con agitacion muy suave y se adicioné a la preparacion anterior.

* Finalmente se afadieron los principios activos ya disueltos y se volvié a agitar

suavemente hasta su homogenizacion total.
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3.2 METODOS
3.2.1  Antibiogramas

El dia anterior se prepard un preindculo a 37°C de las levaduras C. albicans y C.
parapsilosis y de las bacterias S. epidermidis y E. coli. Al dia siguiente se ajustdé a una
densidad 6ptica 0,5 MacFarland en solucion salina (5 ml) que corresponde a una DOgyo de
0,1. Esta disolucion tiene una concentracién aproximada de 1x10° UFC/ml para levaduras
y 1x108 UFC/ml para bacterias. A continuacién, se sumergié una torunda de algodén estéril
en la suspension ajustada, se retird el exceso de liquido rozando la torunda con las paredes
del tubo y se sembr6 en las placas de Mueller-Hinton (MH) suplementado con glucosa al
2% y 0,5 pg/ml de azul de metileno para levaduras, realizando una siembra en tres
direcciones. Se dejaron secar las placas 3-5 min y se aplicaron los discos de 6 0 13 mm de
diametro o bien se realizaron los sacabocados de 6 mm de diametro. Finalmente se
incubaron en posicion no invertida a 37°C durante 24 horas. En caso de que no hubiera
suficiente crecimiento a las 24 horas se re-incubaron las placas para leer a 48 horas. Por
ultimo, se midié el halo de inhibicién del crecimiento celular provocado por el antimicrobiano
(175).

En el caso de placas de MH suplementadas con glucosa al 2% y 0,5 pug/ml de azul de
metileno, se preparé el medio rutinario de MH y se le afiadié 20 g de glucosa por litro de
medio. Se adicionaron 100 ul de la disolucién de azul de metileno (5 mg/ml) por cada litro
de medio y se esterilizaron en autoclave, dejando enfriar el medio a 45-50°C. A
continuacion, se llenan las placas con 30 ml de medio para que la altura de la capa de agar

sea de unos 4 mm.

En los ensayos de antibiogramas con diferentes pastas de dientes, se debe afiadir al
procedimiento anteriormente descrito la manipulacién de dichas pastas, ya que se pesé 1
g de cada pasta y se le afiadi6 1ml de agua destilada (1g/iml) (1:1). Finalmente se

depositaron 25 ul de cada pasta en los sacabocados de 6 mm.

54



Materiales y Métodos

3.2.2 Turbidimetria

El crecimiento de las bacterias y de las células levaduriformes (blastoconidios) en cultivo
liquido se determin6 mediante turbidimetria, realizando medidas de densidad 6ptica a
longitud de onda de 600 nanémetros (DOsao) €n un espectrofotémetro SHIMADZU UV-1203.
Para ello, se realizaron previamente las diluciones adecuadas, de forma que la medida de
densidad Optica estuviera en el intervalo de linealidad entre el valor medido y el nimero de

células real del cultivo.

3.2.3 Ensayo de viabilidad

Los cultivos crecidos en medio YPD vy recogidos en fase exponencial (DOgoo = 0,8-1,0)
se dividieron en alicuotas idénticas, que fueron sometidas a estrés con la combinacion de
los extractos naturales antifingico, indicados en cada experimento particular o, en su
defecto, se mantuvieron en ausencia de estos compuestos a 37° C como ensayos control

de referencia.

El efecto provocado en los cultivos de las cepas estudiadas por la adicion de los
compuestos objeto de estudio se midié mediante un andlisis comparativo entre la viabilidad
registrada en ensayos control y los sometidos a tratamientos especificos. Para ello, se
recogi6é una alicuota de 1 ml de cada cultivo en condiciones estériles, y se realizaron varias
diluciones con agua destilada estéril, en funcion de la DOeoo alcanzada. Se dispensaron 100
Ml de cada dilucidon en duplicado sobre placas Petri conteniendo medio sélido YPD. La
suspension se extendio en césped por toda la placa mediante agitacion suave con perlas

de vidrio (3 mm de diametro).

Las placas se incubaron a 37° C durante 24 horas y posteriormente se efectué un
recuento del nimero de Unidades Formadoras de Colonias por ml (UFC/ml) de
aproximadamente 30-300 colonias por placa. En cada caso, se hallaron los valores
promedio para cada muestra tratada y el porcentaje de células viables o supervivientes se
refirid a una muestra control, sin exposicién al estrés respectivo, que representaba el 100%
de viabilidad.
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Otro aspecto particular del estudio de la viabilidad celular fue la evaluacion de la
estabilidad del efecto del &cido carndsico y propdleo a lo largo del tiempo. Como estos
compuestos indican una cierta inestabilidad de estos agentes, bien por oxidacion quimica
o por su degradacion en las células fungicas, para estudiar el efecto a tiempos largos, se
realiz6 una serie en la que se producia la re-adicion de dichos compuestos a la misma
concentracion inicial a las 10 horas del inicio del ensayo. Por tanto, para estas series dobles
de efecto a tiempo largo (24 horas), el procedimiento aunque es muy similar al descrito
anteriormente, se detalla a continuacion: se incub6 un preinéculo de la cepa 015 a 30°C
gue se mantuvo durante toda la noche y al dia siguiente se refrescé hasta una ajustar una
DOsoo= 0,8-1,0. A continuacion se realizaron diferentes alicuotas del cultivo y se les
aplicaron los distintos compuestos: acido carnésico (50 ug/ml), propéleo (200 ug/ml) y una
mezcla de ambos compuestos. A distintos tiempos (1, 10 y 24 horas) se recogieron
muestras para el recuento de viables y formacién de colonias en medio sélido. La segunda
muestra de 24 horas, llamada como (S+10), corresponde a una alicuota de las células
tratadas con ambos compuestos a la que a las 10 horas se le volvié a aplicar la misma dosis

de acido carnésico y propdleo.

Por ultimo, hay que especificar que, en los ensayos de viabilidad con geles dentales, la

concentracion de éstos en el medio de cultivo fue de 5 mg/ml.

3.2.4 Ensayo de sensibilidad: formacion de colonias macroscépicas en medio

solido

Se trata de una medida cualitativa referente al crecimiento y comportamiento de los
microorganismos en medios sélidos con los distintos agentes estresantes. Se realizd
mediante diluciones seriadas y posterior dispensa en gotas de los indculos
correspondientes. Para ello, el prein6culo de Candida se deja crecer durante la noche a
30°C. Al dia siguiente, se comprueba al microscopio que no esta contaminado y se refresca
en un medio YPD a una densidad 6éptica de 0,3 (DOsoo= 0,3). El cultivo se deja crecer hasta
DOeoo= 0,8-1,0 a 37°C, momento en el que se afiadieron los compuestos de estudio durante
una hora a la misma temperatura. A partir del cultivo inicial, se practicaron diluciones

seriadas en el rango de 102 hasta 10°, y se depositaron gotas de 5 pl de cada dilucién sobre
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placas Petri conteniendo los tratamientos especificos. Un crecimiento colonial suficiente se
obtuvo tras incubacion a 37°C, durante un dia y posteriormente las placas se fotografiaron.
Adicionalmente, se incluyé un cultivo como control en las mismas condiciones
anteriormente descritas y, ocasionalmente control positivo de actividad antifingica con
Anfotericina B (AmB).

3.25 Ensayos de filamentacion en medio liquido

Para inducir la emisiéon de tubos germinativos en C. albicans, se emple6 el método
consistente en provocar la conversion de levadura a hifa mediante la adicion de suero
humano al 10% procedente de muestras clinicas (176) (Hospital General Reina Sofia
Murcia) y simultineamente aumentar la temperatura desde 30 a 37°C para estimular la
flamentacion. Los cultivos se incubaron en medio YPD a 30°C hasta alcanzar fase
exponencial temprana (DOeoo = 0,3-0,5). Las muestras (5-10 ml) se recogieron y lavaron
rapidamente con agua destilada fria estéril y se re-suspendieron hasta alcanzar una
densidad éptica de 0,8-1,0 en medio YPD fresco conteniendo suero humano al 10 % (v/v)
previamente esterilizado por filtracion (0,45 um, Millipore), siendo incubadas a 37° C

durante una hora.

3.2.6  Microscopia 6ptica

Tras la exposicion a los antifangicos se estudié la morfologia con un microscopio éptico
Leica DMRB, utilizando la técnica de contraste de interferencia diferencial de Nomarski.
Dicho microscopio estaba equipado con una camara Leica DC500 conectada a un PC

donde estaba instalado el software Leica Application Suite V 2.5.0 R1.
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3.2.7 Determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de
diferentes antifungicos

La concentracion minima inhibitoria de los potenciales antifingicos que afectan a la
actividad celular se determiné mediante el método de microdilucion en placa del EUCAST
(European Commitee on Antimicrobial Susceptibility Testing). Las cepas se cultivaron en
placas de Saboraud-dextrosa a 35°C+2°C durante 24 horas antes de realizar el test. Al dia
siguiente se preparo el indculo, que consistié en coger al menos 5 colonias (con un didmetro
minimo de 1mm) de cada cepa en suero salino obteniendo una concentracién de 3x10°
UFC/ml realizando el proceso en condiciones de esterilidad. La turbidez de esta suspension
se midié en un espectrofotometro SHIMADZU UV-1280 y se ajust6 diluyendo con agua
estéril, para que contuviera aproximadamente 3x10° UFC/ml. Se tomé 100 pl de la
suspension de levaduras y se dispensaron en placas de 96 pocillos de fondo plano. Las
disoluciones madre de los compuestos objeto de estudio se prepararon en etanol 96% v/v
(Panreac Applichem), y se diluyeron en RPMI (con glutamina y sin bicarbonato) tamponado
con acido morfolino propano sulfénico (MOPS) 0,164M (ICN, Sigma), ajustado a pH
7,0+0,1, mas 2% de glucosa, para que la concentracion final de etanol en la microplaca
fuera inferior al 1%. Se llevaron a cabo diluciones seriadas de los antifingicos en
concentraciones decrecientes y se adicionaron a cada pocillo 100 pl. Las placas se
incubaron a 35°C +2°C durante 24 y 48 horas (Candida y Cryptococcus, respectivamente)
en ambiente hiumedo para prevenir la evaporacion del medio. Transcurrida la incubacion se

procedio6 a la lectura espectrofotométrica de las MICs a 530 nm.

Paralelamente, se inocul6 una placa s6lo con las diluciones de los potenciales
antifingicos, sin levadura. La lectura obtenida se resté a las placas que contenian la
levadura con el objetivo de evitar la interferencia en el resultado final que provocaria la
coloracién inherente de los compuestos naturales. Cada ensayo se realiz6 por triplicado,

utilizadndose los datos mas representativos.

La MICso es la concentracion mas baja en la que se observa una disminucién en la DO
>50%, con respecto a la del control de crecimiento aplicando la formula: % inhibicién de
crecimiento = (DOx-DOcg) x100 / (DOcc — DOce). Siendo DOy el pocillo con antifungico,

DOce el pocillo de control de esterilidad y DOcc el pocillo de control de crecimiento.
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3.2.8 Separacion de fases del propoleo en columna (SPE)

El fraccionamiento en fase sélida de propdleo se realiz6 empleando los cartuchos
rellenos Strata-X (33 um Polymeric Reversed Phase 60 mg/3mL 8B-S100-UB) SPE
(Phenomenex) (ver Figura 3.4) mediante aplicacion de la muestra a la parte superior del
cartucho (o columna) y su difusion en el relleno hidrofébico hasta alcanzar el equilibrio entre
las fases liquida y soélida. Las sucesivas aplicaciones de eluyente con contenido creciente
en etanol 96% v/v (Panreac Applichem), tuvieron como objetivo favorecer la desorcion de
los componentes mas hidrofébicos, siguiendo el protocolo descrito en la Figura 3.5 (177).

El método utilizado en este trabajo se detalla a continuacion.

* Inicialmente se acondiciona la columna en dos etapas: en primer lugar, se adicionan
2 ml de metanol y tras su elucion, se aplican 2 ml de acetato amdénico 20 mM como

tampon equilibrante.

* Unavez que la columna queda acondicionada, se aplican sobre la columna 200 pl
de la muestra de propdleo (crudo o fraccion que corresponda) y a continuacion otros

200 pl de la anterior disolucién de acetato aménico.

* La siguiente etapa es la de lavado con 2 ml de acetato amdénico 20 mM conteniendo
15% de metanol. Tras 10 min. de incubacién a temperatura ambiente para permitir
el equilibrio, el cartucho se somete a una suave centrifugacion durante 15 segundos

a 1.000 rpm, recogiendo el eluido.

* En las siguientes fases de fraccionamiento, se fueron aplicando a la columna
sucesivamente 2 ml de disoluciones con concentraciones crecientes de etanol
(denominados 0, 25, 50, 75y 100% para simplificar y no introducir el factor de 96%
en cada fraccion). De forma similar a la etapa anterior, los eluidos respectivos se
recogieron mediante centrifugacion de la columna. Para el andlisis de las
subfracciones, se toma una alicuota de cada muestra para analizar por HPLC. El
resto de la fraccion se lleva a evaporacion para obtener los sélidos (ver Apartado
3.2.8).

En cada etapa de elucién, la aplicacion de la disolucion eluyente se realizaba de forma

lenta y uniforme sobre toda la superficie superior del cartucho y se mantenia a temperatura
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ambiente durante unos minutos para que se alcanzara el equilibrio en las interacciones de

los distintos componentes con la fase sélida en cada una de las condiciones.

Cuando fue necesaria una segunda etapa de subfraccionamiento, con objeto de acotar
de forma mas precisa la fraccion de mayor actividad antifingica, las concentraciones de
etanol que se emplearon fueron distintas, pero respetando el orden ascendente: 0, 25, 50,
55, 60, 65, 70, 75 y 80%.

Figura 3.4. Cartucho Strata-X, B-S100-UB, SPE (Phenomenex) empleado en el fraccionamiento del
propéleo.

Pre-acondicionado Aplicacion Adicion Adicion Adicién Adicién

extracto Lavado etanol 25%  etanol 50% etanol 75%  etanol 100%

Fraccién Fraccién Fraccién Fraccién Fraccién

H20 EtOH25 EtOH50 EtOH75 EtOH100
Figura 3.5. Esquema del fraccionamiento del propéleo en un cartucho SPE variando la polaridad de
las fases moéviles empleadas. Tras las etapas de acondicionamiento, carga del extracto y lavado, se
lleva a cabo la elucién de las fases mediante disoluciones de etanol de porcentaje creciente. Esta
etapa es adaptable a las necesidades de fraccionamiento que se puedan dar mediante el contenido
en etanol de las disoluciones que se utilicen.

Fuente: adaptado de (177)
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3.2.9 Obtencién de los compuestos de cada fraccion de propéleo P3

Una vez separada cada fraccion y tomada una pequefia alicuota para su analisis por
HPLC, se debia eliminar el disolvente para determinar el peso de los compuestos sélidos y
hallar asi su porcentaje dentro del P3. Para ello, las fracciones se llevaron a un rotavapor a
600 mm Hg de vacio una temperatura de 60-65°C (Figura 3.6) para evaporar la mayoria del
liquido, pero el etanol no se dejaba evaporar totalmente, s las fracciones se llevan a un
desecador termostatico de vacio con campana de vidrio (vacuo-temp), mostrado en la
Figura 3.7, con las mismas condiciones de temperatura y operacion iniciales, hasta alcanzar
sequedad total. Los sélidos resultantes se llevan a un desecador durante 10 minutos (Figura
3.9) tras los cuales se pesan en una balanza de precisién. Dicha pesada, permitira calcular
el porcentaje que representa cada fraccion respecto del total, es decir, de la cantidad de P3

originalmente utilizada para realizar el fraccionamiento.

Por dltimo, para recoger los sélidos se afiaden 0,5 ml de etanol y se re-suspenden
mediante agitacion suave hasta su disolucién; esas preparaciones se mantienen
refrigerados a 4°C en un tubo eppendorf. Debe tenerse en cuenta que antes de ensayar su
actividad, estas preparaciones se deben diluir de forma adecuada en el medio para que en
el ensayo de actividad antifangica el etanol no afecte los resultados, lo que significa que el

contenido residual final de etanol en el ensayo debe ser inferior al 1%.

Figura 3.6. Rotavapor utilizado

Figura 3.7. Desecador
para evaporar el etanol de las termostatico a vacio (vacuo-
muestras. temp) utilizado para evaporar el

etanol de manera controlada.

61



Materiales y Métodos

Figura 3.8. Equipo de HPLC de Figura 3.9. Desecador utilizado
Agilent utilizado en el presente para eliminar la humedad en las
trabajo. muestras antes de ser pesadas.

Este procedimiento se lleva a cabo tanto para el fraccionamiento inicial con fases moéviles
de concentraciones crecientes del 25% en etanol, como para el subfraccionamiento con la
diferencia de que al obtener la fase objeto de subfraccionamiento, el intervalo de

concentraciones de etanol en la fase movil pasa a ser del 5%.

3.2.10 Analisis HPLC

Las condiciones del analisis por HPLC fueron descritas en el articulo escrito por
Benavente-Garcia et. al (172). EI CA y el propéleo (5 mg/ml) fueron disueltos en DMSO,
filtrados usando una membrana de nylon de tamafio de poro de 0,45 mm y posteriormente
se tomaron 20 ul de la disolucién para ser inyectados en una columna de fase reversa
LiChrospher 100-C18 (250x4,0 mm didmetro interno y tamafio medio de particula de 5 um)
termostatizado a 30°C. La fase movil (flujo de 1 ml/min) consisti6 en el gradiente de

concentraciones que se detalla en la Tabla 3.5.
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Tabla 3.5. Gradiente de la fase moévil del analisis HPLC.

Tiempo (min) Acido acético 2,5% Acetonitrilo
0 95 5
20 75 25
40 50 50
50 20 80
60 95 5

La deteccion de los componentes se registr6 con un detector Diodo-Array Agilent UV-
Vis (Figura 3.8). De forma rutinaria los perfiles se registraron a 280 nm, aunque por la
naturaleza del detector, el perfil de elucién puede observarse en otras longitudes de onda,
utilizandose 280 y 340 nm cuando fue necesario para el de seguimiento de posibles

flavonoides.

Cuando fue posible, los compuestos de identificaron por comparacion de su tiempo de
retencién con los estandares correspondientes, y su concentracion se cuantificé por
comparacion con el area del pico de los estandares inyectados en la columna a una
concentracion similar y conocida. En otros casos, la cuantificacion no fue posible por no

conocer la identidad del componente.

3.2.11 Anadlisis LC/MS

Este analisis lo realizé el Servicio de Apoyo a la Investigaciéon (SAl) de la Universidad de
Murcia en el edificio SACE del Campus de Espinardo. El equipo utilizado fue HPLC Agilent
serie 1200 acoplado a un espectrémetro de masas con analizador de tiempo de vuelo
modelo MS TOF 6220 de Agilent.
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3.2.12 Enriquecimiento del extracto comercial de Z (Z1*)

Los extractos comerciales Z(1), Z(2) y Z(3) contenian unas cantidades de Z muy bajas
por lo que se decidi6 tatar de enriquecerlos, partiendo de Z(1) que era el que mayor
concentracion tenia. El producto resultante se denomind Z1* y el proceso seguido, aunque
no se puede detallar con exactitud por razones de confidencialidad, se indica brevemente:

e Extraccion a reflujo con etanol-agua (70:30) (10% peso/volumen) (tiempo 1-2 horas).
e Filtracion.

e Evaporacién-concentracion hasta un jarabe muy concentrado, casi seco.

e Lavado con hexano para eliminar grasas extraidas.

e Separacion las dos fases por decantacion.

e Secado el jarabe a vacio y obtener un sdlido.

e Lavado el sélido con agua hasta disolver todos los polisacaridos extraidos.

e Filtrado el solido insoluble en agua.

e Secado el sélido a vacio.

3.2.13 Soporte bioinformatico, representacion grafica de los resultados vy

tratamiento estadistico de los datos

A lo largo del extenso desarrollo experimental de esta Tesis Doctoral, se han consultado
diferentes bases de datos y se han empleado herramientas bioinformaticas disponibles en

internet. Las mas utilizadas fueron las siguientes:

e Pubmed. Base de datos de revistas cientificas de la biblioteca Nacional de Medicina

de Estados Unidos. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

e PubChem. Coleccion de informacién sobre compuestos quimicos de libre acceso.

https://pubchem.nchbi.nim.nih.gov/

e Science Database. Base de datos para ciencias generales y aplicadas.

https://search.proquest.com/sciencejournals?accountid=17225
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e EBSCOhost. Base de datos de informacion cientifica multidisciplinar.
https://www.ebsco.com/

e SCOPUS. Base de datos de articulos cientificos. https://www.scopus.com/home.uri

e Scielo (Scientific Electronic Library Online). Hemeroteca virtual conformada por una
red de colecciones de revistas cientificas. https://scielo.org/

e Google Académico. Buscador de Google de bibliografia mas especializada.
https://scholar.google.es/

El gestor bibliogréafico utilizado fue Mendeley, su acceso es libre y permite referenciar y

organizar los articulos cientificos. www.mendeley.com.

Para gestionar las imagenes se emplearon dos software de libre distribucion y cédigo

abierto: Gimp (http://www.gimp.org.es/) e Inkscape (https://inkscape.org/).

Con el fin de llevar a cabo la correcta representacién grafica de los resultados y el
tratamiento estadistico de los datos, se us6 el programa Graph Pad Prism versién 6.00 para

Macintosh Operating System (Mac OS).

Los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron un minimo de tres veces.
En las correspondientes graficas aparece representado el valor medio de los datos y
mediante las barras de error, se expresa el error tipico de la media, de al menos dos
muestras independientes. La distinciébn entre los valores medios obtenidos fue
estadisticamente significativa en P< 0,05 (*), P< 0,01 (**), P< 0,001 (***), segun el test U de
Mann-Whitney. Cuando los datos se presentan mediante imagenes, estas son

representativas de los resultados obtenidos en al menos dos experimentos independientes.
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Materiales y Métodos

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El trabajo experimental inicial consistié en disefiar un conjunto de ensayos a fin de
establecer cudles son los microorganismos potencialmente sensibles a los productos
naturales objeto de estudio de esta Tesis Doctoral. A este respecto, se escogieron un grupo
de cepas pertenecientes a especies con demostrada capacidad patogénica, tanto entre las
bacterias (organismos procariotas) como entre levaduras y hongos unicelulares,

representantes de los eucariotas.

La informacién bibliografica recogida mayoritariamente en los Antecedentes,
proporcionan una evidencia consistente sobre la actividad antimicrobiana de las sustancias
objeto de estudio: los extractos de propéleo y el acido carnésico. En consecuencia, el
primer paso légico y necesario fue realizar los experimentos pertinentes que permitieran

aseverar dicha informacion.

Respecto al uso de propdleo entre las preparaciones disponibles, el denominado
extracto de propéleo P1 (de origen cubano) fue inicialmente descartado por tener una
actividad antimicrobiana practicamente indetectable en ensayos preliminares, tanto en
bacterias como en hongos. Por ello, la mayoria de los ensayos que se muestran en la
Memoria se realizaron con los extractos denominados P2 y P3, ambos de origen asiético.
También se recogen ensayos preliminares con P5, una tintura comercial de propéleo de
origen espafiol (ver detalles de composicion en el Apartado 3.1.3). En cuanto al acido
carnagsico, se utilizé de forma rutinaria el extracto de riqueza 70-72% (CA) también descrito

en el Apartado 3.1.3.
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4.1 ENSAYOS PRELIMINARES DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL
PROPOLEO Y EL CA MEDIANTE ANTIBIOGRAMAS EN PLACA

411 Bacterias

Se han seleccionado un grupo de especies bacterianas por su gran relevancia clinica,
representativas tanto de Gram(+) como de Gram(-). El ensayo cualitativo disefiado segun
el método de Kirby-Bauer, consistio en medir el didmetro del halo de inhibicion generado
por la presencia del compuesto estudiado. Como sustrato nutritivo para el cultivo bacteriano
se ha utilizado el medio standard Mueller-Hinton dispensado en placas de Petri. Para otros

detalles, consultar la seccién 3.2. Métodos.

Pseudomonas aeruginosa

Esta bacteria esta asociada a infecciones nosocomiales, trastornos genitourinarios y es
bastante habitual en pacientes con grandes quemaduras. Muchas cepas de esta bacteria
presentan resistencia a los agentes quimioterapéuticos convencionales debido a que
contienen plasmidos con genes que codifican proteinas responsables de la resistencia
(178).

A. Carndsico P3 P2

Figura 4.1. Antibiogramas con la bacteria Gram(-) Pseudomonas aeruginosa. Se han utilizado
discos de 6 mm impregnados con cada uno de los extractos naturales, acido carndsico y los dos
propéleos seleccionados, P3y P2, a las concentraciones especificadas en la imagen. Como control
positivo antibacteriano se empled Amikacina (40 pg/ml).
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Como se aprecia, ni el &cido carndsico ni los propéleos desarrollaron una actividad
inhibitoria resefable sobre esta bacteria en el amplio rango de concentraciones utilizado, y
s6lo se observo un halo de inhibicion en el ensayo control positivo (Amikacina). Es llamativo
el contraste de color generado (en las placas y los discos con alta concentracion de los
compuestos), probablemente debido al color intrinseco de los propdleos. Este mismo

hecho se puede observar en los sucesivos ensayos con otros microorganismos.

Escherichia coli

Este cocobacilo anaerobio facultativo es, entre otras cosas, el indicador universal de
contaminacién fecal. Esta presente en el tracto digestivo del hombre y los animales
homeotermos como habitat natural, donde cumple un importante papel fisiol6gico
sintetizando parte de las vitaminas E y K, necesarias para el organismo huésped, asi como
manteniendo un ambiente andxico que impide la proliferacién de otros patdgenos. No
obstante, algunas cepas enterotoxigénicas producen cuadros graves de diarrea infantil,
junto con la denominada "diarrea del viajero" y otros episodios de infecciones urinarias.
Ciertos serotipos pueden causar enfermedades con riesgo vital, como es el caso del

"sindrome hemolitico urémico" (179).

A. Carnésico P3 P2

Figura 4.2. Antibiogramas utilizando discos de 6 mm sobre la bacteria Gram negativa Escherichia
coli en las concentraciones especificadas de cada uno de los extractos naturales. Como control del
ensayo se empled Ampicilina (10 pg/ml).
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Tampoco en esta importante bacteria Gram negativa se pudo apreciar actividad
antimicrobiana significativa de los compuestos probados, ni siquiera en el ensayo en

presencia de Ampicilina, utilizado en este caso como control positivo (Figura 4.2).

Staphylococcus epidermidis

Aungue este coco Gram(+) no tiene una incidencia clinica tan importante y frecuente
como su especie afin, el S. aureus, se encuentra asociado con frecuencia a infecciones
oportunistas, principalmente mediante la formacion de biopeliculas en prétesis médicas y
catéteres intravenosos. Suele afectar a los pacientes sometidos a hemodidlisis (180). Se
diferencia de S. aureus por ser coagulasa negativo, carecer de pigmentacion y producir

una capsula externa de naturaleza polisacarida con funcion protectora frente a fagocitosis.

Los antibiogramas en placa con esta bacteria Gram(+) no revelaron halos de inhibicion
especialmente resefables, aunque si se observé alguna accién débil. Este caso y de
manera excepcional, se llevaron a cabo dos series, una con discos de 6 mm como hasta
ahora y otra con discos de 13 mm por si este parametro tuviera influencia en los resultados
finales. Ademas, se utilizaron dos controles positivos diferentes: Ampicilina (10 pg/ml) y
Piperacilina (100 pg/ml). Con los discos de diametro habitual (6 mm, Figura 4.3), se observo
una débil sensibilidad a las concentraciones mas altas de &cido carndsico, que también
parece apreciarse con los extractos de propdleo. Sin embargo, al introducir otros discos
estériles de 13 mm con objeto de emplear cantidades mayores de los principios activos, el
halo generado fue casi inapreciable (Figura 4.4). En este caso, se incluyo Piperacilina como
antibiotico f—lactamico de control, porque apenas se registré sensibilidad de este coco

frente a Ampicilina en la anterior (Figura 4.3).
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A. Carnésico P3 P2

Figura 4.3. Antibiogramas con acido carndésico y los propoleos P3 y P2 frente a la bacteria Gram (+)
S. epidermidis. Se emplearon discos de 6 mm de diametro y como control Ampicilina (10 pg/ml).

A. Carnésico P3 P2

Figura 4.4. Antibiogramas con acido carnésico y los propoleos P3 y P2 frente a S. epidermidis. Se
emplearon discos de 13 mm de didmetro y como control un disco empapado en etanol 96% ya que
es el disolvente utilizado para la preparacién de las disoluciones de los extractos. También se
aumentaron las concentraciones utilizadas en este segundo caso. Como control positivo se empled
otro antibiotico B-lactamico, en este caso la Piperacilina (100 pg/ml).
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4.1.2. Hongos y Levaduras

Con una perspectiva histérica, los hongos han tenido una menor incidencia clinica que
las bacterias como agentes responsables de patologias graves en el ser humano. Ademas,
la mayoria de las infecciones flngicas (micosis) suelen tener caracter secundario y
oportunista, aprovechando una enfermedad previa de base. Asi, el nUmero de hongos
patégenos es relativamente pequefio respecto al nimero de bacterias patdgenas y la
quimioterapia antifingica ha tenido un menor desarrollo. Sin embargo, esta situacién ha
cambiado drasticamente en las dos Ultimas décadas debido al aumento de la poblacion
inmunocomprometida, ejemplificada por los pacientes de SIDA, los sujetos afectados de
procesos crénicos y de hospitalizacion prolongada y aquellos que requieren cirugias
agresivas o tratamientos con antibidticos prolongados con los consiguientes efectos
secundarios (8,9,13,14).

Por otra parte, es preciso tener en cuenta que los hongos son organismos eucariotas y
sus células comparten el mismo patrén basico de organizacion que los seres humanos. Por
ello, se dispone de un arsenal mas reducido de farmacos antifingicos con relativa
especificidad sobre el microrganismo respecto al paciente. Su nivel de citotoxicidad
selectiva es muy bajo y, a menudo, desencadenan efectos secundarios graves sobre el
hospedador (trastornos gastricos, hepaticos o renales, entre otros). En la actualidad, hay
un gran interés en el desarrollo de nuevos compuestos antifingicos que sean mas seguros
y en lo posible méas eficaces. Por tanto, el estudio del efecto de nuestros productos en

hongos con relevancia clinica es un objetivo principal en la presente Memoria.

Empezamos nuestro analisis con la levadura oportunista Candida albicans, el hongo de
mayor prevalencia patoldgica entre la poblacion humana y la cuarta causa de muerte por
infecciones nosocomiales a nivel mundial. Una descripcion pormenorizada de C. albicans,
su biologia y atributos de virulencia, ha sido ya presentada en la Introduccion
(5,9,15,21,22,180)

En los ensayos iniciales, se han utilizado como referencias tanto una cepa estandar de
laboratorio (SC5314, Figura 4.5), como un aislado clinico de la cavidad oral (015,Figura
4.6), amablemente proporcionado por el Servicio de Microbiologia del hospital "La Fe" de
Valencia. El protocolo de realizacién de antibiogramas fue similar al utilizado hasta ahora,
salvo en el hecho de que en estas series se ha sustituido el uso de discos estériles

impregnados con el antifungico por la de formacién de pocillos con sacabocados de 6 mm

74



Resultados y Discusion

realizados en el medio Mueller-Hilton, en cuyo interior se deposité una disoluciéon de los

antifingicos para mejorar la difusién del compuesto. Ademas, por primera vez y debido a

ensayos preliminares se muestra la aplicacién conjunta de propoleo y CA.

Candida albicans (SC5314)

Figura 4.5. Antibiogramas de la cepa C. albicans SC5314, utilizando las fuentes de sustancias
naturales con posible efecto antimicrobiano: P3 (A), CA (B); asi como combinaciones de ambos a
concentraciones “bajas” (C) y “elevadas” (D). Como control se incluyd el antifungico Micafungina

(200 ug/ml) (Ab). Las concentraciones utilizadas se recogen en la Tabla 4.1

Tabla 4.1. Concentraciones de CA 'y P3 (ug/ml) utilizadas en los experimentos de los antibiogramas
de la Figura 4.5 y Figura 4.6.

Pocillo Disco A (P3) Disco B (CA) | Disco C (CA:P3) | Disco D (CA:P3)
1 10.000 10.000 1.000:2.000 10.000:10.000
2 6.000 1.000 Control Control
3 4.000 500 250:1.000 1.000:1.000
4 1.000 250 500:1.000 1.000:4.000
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Figura 4.6. Ensayo de sensibilidad en placa idéntico al mostrado en la figura anterior, excepto que
ha sido realizado con la cepa clinica 015. En la imagen A se empled P3, enlaB CAyenCyD
combinaciones de ambos, siendo las concentraciones utilizadas las detalladas en la Tabla 4.1. Como
control positivo se utilizé también Micafungina (200 pg/ml).

En ambas cepas (laboratorio y clinica), la capacidad antifingica de los extractos
individualmente utilizados o en combinacién y a distintas concentraciones es visible pero
limitada, frente al halo de inhibicién obtenido en presencia de Micafungina. Se aprecian
pocas diferencias realmente significativas al variar la concentracion o al utilizar ambos
compuestos conjuntamente, aunque en determinados casos se observan débiles halos de

inhibicion.

La técnica de antibiograma sirvid para realizar un cribado inicial, pero es un
procedimiento eminentemente cualitativo y no permite obtener resultados cuantitativos
precisos. Ademas, los datos pueden variar en funcién del dispositivo usado: sacabocados
o discos. Dejando a un lado las caracteristicas del método empleado, las evidencias hasta
ahora aportadas parecen indicar que los hongos, a diferencia de las bacterias tanto Gram

(+) como Gram (-), muestran una mayor sensibilidad a los compuestos analizados.

En consecuencia, y teniendo en cuenta tanto nuestros primeros resultados como los
antecedentes bibliograficos existentes sobre actividad antifingica del propéleo y del acido

carnoésico, se entendio que el siguiente paso consistia en realizar un estudio experimental
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mas pormenorizado escogiendo el andlisis del potencial efecto del propdleo y del acido
carndsico sobre hongos patdégenos antes que sobre las bacterias, por tener la percepcion
de que los primeros eran mas susceptibles que las segundas. A tal efecto, se llevaron a
cabo nuevos ensayos con dos especies representativas de los hongos patégenos: Candida
albicans (ascomiceto) y Cryptococcus neoformans (basidiomiceto). Se empez6 con C.
albicans, manteniendo las dos cepas previamente seleccionadas: SC5314, utilizada como
referencia por los mas importantes laboratorios, asi como en la construccién génica de

numerosos mutantes, y la cepa 015 proveniente de un aislado clinico de la cavidad oral.
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4.2 MEDIDAS CUANTITATIVAS DE LA ACTIVIDAD ANTIFUNGICA DE PROPOLEO Y
ACIDO CARNOSICO

Realizados los ensayos preliminares, se considerd necesario llevar a cabo experimentos
gue permitieran cuantificar el efecto del propéleo y del CA. Esencialmente, se realizaron

series de experimentos de la siguiente naturaleza:

« Determinacioén de la viabilidad celular en medio YPD liquido y ensayo de formacién de
colonias macroscoépicas en medio YPD soélido. Ambos se complementan, ya que el
primero es cuantitativo mientras que el segundo utiliza alicuotas de los mismos cultivos,

aunque tiene un significado s6lo semicuantitativo.

e Establecimiento de las correspondientes concentraciones minimas inhibitorias (MICs),
definidas como las concentraciones minimas del antifingico necesarias para inhibir la

proliferacion de un in6culo estandarizado segun protocolo EUCAST.

e Observacion de las alteraciones morfolégicas producidas mediante micrografias al
microscopio 6ptico de contraste de fases, incorporando la técnica del contraste de

interferencia diferencial de Nomarski (ver Apartado 3.2.6).

4.2.1 Ensayos sobre Candida albicans

» Efecto de propéleo sobre la viabilidad celular

Ya se ha comentado en el capitulo de Antecedentes la enorme heterogeneidad en la
composicion de los propoleos comercialmente disponibles. Por ello, se realizé un primer
cribado de actividad anticandida especifica con extractos de distinta procedencia, siendo
escogidos como potenciales candidatos los dos propoleos de origen asiatico (China),
denominados respectivamente, P2 y P3 (ver Apartado 3.1.3). Ambos mostraron la mayor
actividad fungicida de todos los probados, especialmente respecto al cubano,
practicamente ineficaz. Los datos de su aplicacion se documentan en los apartados

siguientes.

En primer lugar, se analizé el potencial antifingico correspondiente al propéleo P2 sobre

la cepa SC5314. Los resultados y detalles de dilucién se recogen en la Figura 4.7. Como
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puede observarse, tan sélo a la mayor dosis de P2 empleada (1.000 pg/ml) se produjo una
reduccion significativa de la viabilidad celular muy similar a la provocada por el antifingico
control, que en este caso fue la anfotericina B (AmB) (0,5 pg/ml).

A 10001
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9% Viabilidad
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Células de C. albicans (SC5314)
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Figura 4.7. A). Ensayo de viabilidad en medio liquido con la cepa estandar SC5314 de C. albicans
a diferentes concentraciones del P2: 50, 100, 200, 500 y 1.000 pg/ml. Como control de crecimiento
se utilizé una muestra sin tratar, y como control antifingico positivo se empleé AmB (0,5 pg/ml). Se
partié de un preindculo incubado toda la noche a 30°C; al dia siguiente se refresc6é en medio YPD
hasta una DOesoo= 0,3. El cultivo se dejo crecer a 37°C hasta DOeoo= 0,8-1 y en ese momento se
afadi6 el propdleo o la AmB, incubado 1 h a la misma temperatura. A partir del cultivo, se realizaron
distintas diluciones seriadas en agua estéril, desde 10! (-1 en la figura) hasta 10“ (-4). Se
dispensaron en placas por triplicado, calculando los valores promedio y el porcentaje de
supervivencia se refirié a la muestra control sin tratar, que representa el 100% de viabilidad. B)
Imagen del ensayo de formacién de colonias en medio YPD sdlido o diluciones seriadas en gota
(también llamados “spots”), obtenidos tomando alicuotas del cultivo original (las mismas que en la
Figura 4.7A). Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h antes de ser fotografiadas. Para otros
detalles de metodologia consultar los Apartados 3.2.3 y 3.2.4.
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A continuacion, se llevo a cabo el mismo ensayo con el prop6leo P3 siguiendo el mismo

procedimiento experimental. Los resultados se muestran en la Figura 4.8
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Figura 4.8. Ensayo analogo al presentado en la Figura 4.7 con C. albicans (SC5314) utilizando P3
en lugar de P2. Para la explicacién del protocolo seguido, consultar la leyenda de dicha figura.

En este caso, se aprecia un grado de inhibicién importante a la concentracion de 500
pa/ml, mientras la dosis de 1000 pg/ml mostré una disminucion de la viabilidad muy potente
(situandose la supervivencia en torno al 0,1%), incluso menor del efecto de la adicion de
AmB. Por tanto, podemos concluir, al menos preliminarmente, que el propoleo P3 presenta
una mayor efectividad fungicida, que se traduce en la reducciébn mas acusada de la

viabilidad celular respecto al obtenido con el propéleo P2.
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Se decidi6 verificar estos resultados extendiendo el estudio a la cepa clinica de C.

albicans 015. En las Figura 4.9 (usando P2) y Figura 4.10 (usando P3) se muestran las

series de viabilidad analogas a las anteriores.

Células de C. albicans (cepa 015)
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Figura 4.9. A) Ensayo de viabilidad en medio liquido con la cepa 015 de C. albicans a diferentes
concentraciones de P2. B) Ensayo de formacién de colonias macroscopicas en medio YPD sélido.
Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h antes de ser fotografiadas. Otros detalles descritos en

la Figura 4.7.
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Figura 4.10. Ensayo andlogo utilizando P3 y la cepa 015. Para mas informacion, consultar las
leyendas de la Figura 4.7.

Este doble ensayo comparativo puso de manifiesto resultados similares entre ambas
cepas. También revel6 una elevada correlacion entre los ensayos de viabilidad en medio
liquido y de crecimiento colonial en medio sélido. Ademas, se confirmé que P3 mostraba
una mayor capacidad antifingica que P2. Por tanto, se decidio utilizar este propéleo P3

como la preparacion de referencia para sucesivos experimentos.

82



Resultados y Discusion

> Efecto del &cido carndsico sobre la viabilidad celular

A continuacion, se estudi6 el potencial antifingico del otro componente natural, el CA,
comparandolo en paralelo con el propdleo P3, recién seleccionado, utilizandose un rango
muy amplio de concentraciones de CA. Como se muestra en la Figura 4.11, el 4cido
carndsico caus6 un marcado descenso de la viabilidad celular en C. albicans, que fue
proporcional a la dosis empleada y claramente perceptible incluso a la concentracion mas
baja ensayada (100 pg/ml); mientras el propoleo P3 no produjo per se efectos relevantes,
excepto a la dosis previamente utilizada de 500 pug/ml (Figura 4.8 y Figura 4.10) y aun asi,
el resultado dista bastante del efecto fungicida obtenido con sélo 100 pug/ml de CA. Por
tanto, se puede concluir de modo preliminar que el CA tiene un efecto fungicida sobre
Candida albicans claramente superior al del propdleo, que se traduce en un mayor grado

de reduccién de la viabilidad celular.
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Figura 4.11. Ensayo de viabilidad en medio YPD liquido (A) y formacion colonial (B) con la cepa
estandar SC5314 de C. albicans utilizando un rango de concentraciones de acido carnésico y
propéleo P3. Para otros detalles del ensayo ver Figura 4.7.

» Observaciones microscoépicas de la morfologia celular

Para este estudio morfol6gico, se utilizaron muestras celulares que una vez sometidas
al tratamiento, se fijaron con formalina y se mantuvieron a 4°C hasta su examen
microscopico. A este nivel, se observé una mayor granularidad en las muestras celulares
expuestas al propdleo P3 con relacion al control no tratado. La presencia de CA, tanto solo
como combinado con P3, provocd ademas del aumento de la granularidad celular

mencionado, una reduccién significativa del tamafio de las células.
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Figura 4.12. Inspeccién de la morfologia celular mediante microscopia Optica, aplicando el
contraste interferencial de “Nomarski” sobre levaduras (blastoconidios) de C. albicans (SC5314),
tratadas con: P3 (200 pg/ml), CA (100 pg/ml) y una combinacién de ambos. Las imagenes de la fila
superior corresponden a un tiempo de tratamiento de 3 h y las de la fila inferior corresponden a un
tiempo de 5 h.

En otro campo Optico, se observé como la adicién de acido carnésico (100 pg/ml)
provoco cierto hinchamiento celular (Figura 4.13). La fotografia de las células sometidas a
una mayor concentracion de CA (500 ug/ml) muestra un grupo de células donde se aprecia
como el tratamiento con dosis crecientes de acido carndésico provoco alteraciones visibles
en la morfologia celular, dando lugar a células de aspecto mas hinchado y deforme, con
aumento de la refringencia y pérdida aparente de la capacidad de transicion dimorfica a

estructuras miceliares (hifas).
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CA 50 pg/mi CA 100 pg/ml CA 250 pg/ml CA 500 pg/ml

Figura 4.13. A) Micrografias Opticas de células de C. albicans (SC5314) tratadas con CA a diferentes
concentraciones. Se utiliz6 un microscopio 6ptico con el contraste de interferencia diferencial de

Nomarski.

En relacion con la transicién levadura-micelio, proceso intimamente relacionado con la
virulencia de Candida (5,181), se observé como las células control y las expuestas a la
menor concentracion de acido carnésico experimentaron un alto porcentaje de
filamentacion (hifas agrupadas constituyendo un micelio) que se fue reduciendo de forma

proporcional al aumentar la dosis del agente.
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Figura 4.14. Micrografias ilustrativas del efecto del &cido carndsico sobre el dimorfismo de C.
albicans (SC5314). Algunas células experimentaban una hinchazén creciente tras el tratamiento
con acido carnésico a partir de 100 pg/ml. El cambio dimérfico fue inducido mediante adicion de
suero humano segun se describe en el Apartado 3.2.5.

» Célculo de las MICs del P3y del CA

En el marco de nuestro estudio, resulta fundamental poder comparar la capacidad
antifingica de estos compuestos con el resto de antimicrobianos presentes en el mercado.
Para ello, existen diversas técnicas ampliamente utilizadas por la comunidad cientifica,
como el calculo de las concentraciones minimas inhibitorias sobre una poblacion celular
inicial de un porcentaje dado; siendo el 50% (MICso) 0 100% (MIC100) los parametros mas
habituales (182). Légicamente cuanto mayor poder antimicrobiano posea el antifingico en

cuestidén, menor concentracion necesaria para eliminar un porcentaje concreto de células.

Existen diversos métodos de determinacién de las MICs pero los mas utilizados siguen
el método del CLSI (USA) o el método EUCAST (Europa), ambos validados
internacionalmente (182,183). En este caso y dadas las caracteristicas especiales de
coloracién intrinseca que poseen tanto CA como P3, se decidié utilizar el método EUCAST
cuyo protocolo esta descrito en el Apartado 3.2.7. En la Tabla 4.2 se recogen las MICs del

CAy del P3 para las distintas cepas de C. albicans:
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Tabla 4.2. Concentraciones Minimas Inhibitorias (MICs) de CA y P3 (ug/ml) determinadas a las 24
h segun el método EUCAST. Se calcul6 el valor de MICso referente a la inhibicion del 50% del
crecimiento celular. Se han probado los efectos sobre las dos cepas de C. albicans: SC5314 y 015
incluyendo un control del crecimiento (CC*).

Compuesto CcC MICso
SC5314
CA + 125
P3 + 250
015
CA + 125
P3 + 250

4.2.2 Ampliacién del estudio a otros hongos: Cryptococcus neoformans

El otro hongo seleccionado como modelo de estudio en la presente Tesis fue C.
neoformans por tratarse de un patdégeno con una incidencia clinica muy significativa,
especialmente en pacientes inmunodeprimidos (24). Posee otras diferencias estructurales
relevantes detalladas en los antecedentes de la Memoria. Se ha utilizado la cepa silvestre
de referencia H99 que facilita posibles comparaciones con otros hongos. La cepa ha sido

amablemente cedida por el Dr. O. Zaragoza (ver Apartado 3.1.2).

> Ensayo de propéleo sobre la viabilidad celular

Inicialmente, se llevaron a cabo los correspondientes ensayos de viabilidad con C.
neoformans siguiendo el protocolo experimental idéntico al diseflado para Candida
albicans. Se analiz6 el efecto tanto del CA como de los dos propéleos chinos, P2 y P3,
para comprobar su hipotética capacidad antifungica sobre esta especie, utilizando también
las mismas técnicas de recuento de viables y MICs, con un control positivo de Anfotericina
B (AmB) (184) . En este caso, los ensayos realizados con los dos propéleos en medio

liquido se presentan agrupados en la misma gréfica (Figura 4.15).

88



% Viabilidad

Células de C. neoformans

Resultados y Discusion

Bl AmB 0,5 ug/ml
P2
P3

1000~
* *
*
1004 el I
-
10
1_
0.14
0.01- L L L L T T
AN \N AN A N\ AN AN
& FF S
< & oF oV oY oY oF
RS R S
Control P2
AMB 0,5 pg/ml Control 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml 500 pg/ml 1000 pg/ml
0
-1
-2
-3
-4

89



Resultados y Discusién

C P3

Control 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml 500 pg/ml 1000 pug/mli

Células de C. neoformans

Figura 4.15. A) Ensayo de viabilidad en medio liquido de los propoleos P2y P3 a las concentraciones
indicadas (50, 100, 200, 500 y 1.000 pg/ml) sobre C. neoformans en crecimiento exponencial. Se
incluy6 un control antifingico positivo (AmB; 0,5 pug/ml). B) y C) Ensayos de formacion de colonias
macroscopicas en medio YPD soélido. Las placas se incubaron durante 48 h antes de ser

Los datos confirman que la accién fungicida del propéleo P3 es mas eficaz que la de
P2, como ocurria con la otra levadura patégena. No obstante, hasta no alcanzar 500 pg/ml
no se observd una débil pero apreciable accidon fungicida, siendo la concentracion de 1.000

pg/ml la que ya produjo una reduccion notable de la viabilidad celular en ambos casos.

> Calculo de las MICs de P3y CA
De forma analoga al procedimiento realizado para la determinacion de las
concentraciones minimas inhibitorias de C. albicans, se calcularon las correspondientes

MICs para Cryptococcus neoformans.
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Tabla 4.3. Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC, ug/ml) de CA y P3 frente a C. neoformans,
determinadas a las 48 h segun el método EUCAST. Se calcularon las MICsp y se incluyd un control
de crecimiento (CC*).

Compuesto cc’ MICso
H99
CA + 62,50
P3 + 62,50

En resumen, los datos disponibles indican que la viabilidad de los dos hongos patégenos
escogidos como modelo resultd moderadamente afectada por los productos estudiados
(los propdleos y el CA) aunque la efectividad antifiingica conseguida es bastante menor a
la inducida por los antifingicos de aplicacion clinica (la Anfotericina B y otros polienos)
(43,45,184). Sin embargo, de estos datos cuantitativos se desprende cierta controversia.
Por ejemplo, los datos de MIC recogidos en la Tabla 4.3 muestran ciertas contradicciones
al compararlos con los correspondientes a la viabilidad mostrados en la Figura 4.15. En
concreto, y referido a C. neoformans, el propdéleo P3 parece tener un mayor poder
antifangico que el CA, y ademas las MIC para C. neoformans son mas bajas respecto a las
calculadas en C. albicans, lo que no es congruente con los ensayos de viabilidad mostrados
anteriormente. Estas aparentes contradicciones pueden estar relacionadas con los
protocolos para la determinacion de los ensayos de viabilidad y de determinacién de las
MICs. Ambos tipos de ensayos siguen una metodologia distinta, ya que las MICs para este
hongo se leen transcurridas 48 h de la adicién de los antifingicos por tener un menor ritmo
de crecimiento que Candida, mientras que la viabilidad (y la formaciéon de colonias
macroscopicas) es medida después de 1 hora. La exposicibn mas o menos prolongada
puede ser un factor crucial para estudios de sensibilidad (ver mas adelante cinética de los

efectos). Por ultimo, destacar que los medios de cultivo también difieren en ambos casos.
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4.2.3 Estudio de actividad antifungica de la combinacién de P3 y CA sobre
Candida albicans

Una vez estudiada la capacidad del propéleo y del CA “per se” para actuar con cierta
efectividad sobre los hongos escogidos como modelo por su alta incidencia en infecciones
humanas, se estudio el efecto conjunto, ya que se necesitan concentraciones relativamente
altas de ambos para obtener efecto antifungico notable. Tal y como sucede en algunas de
las formulaciones de terapia combinada ya existentes (185), se pens6 que ambos extractos
podrian tener algun tipo de interaccion entre si que incrementara el efecto observado para
cada extracto de forma aislada. Por ello, se llevaron a cabo experimentos con los mismos

procedimientos previamente descritos, pero incluyendo una combinacion de ambos.

Se ensay6é como primer microrganismo C. albicans, utilizando las dos cepas descritas.
En principio, las concentraciones de los compuestos naturales se seleccionaron en funcion
de ensayos previos, tomando como punto de partida una relacién preferencial 1:4
(CA:Propdleo). La raz6n para elegir esta relacion fue doble. De una parte, al ser el CA el
gue normalmente presenta mayor potencial antimicrobiano a igual concentracion
(peso/volumen) que el propodleo, era preferible que fuera el componente en menor cantidad
en la mezcla. Por otra parte, y dado el caracter industrial de esta Tesis, se tratd de reducir
en lo posible la dosis de CA por tener un coste como materia prima muy superior al del P3,
por lo que se mejora la viabilidad econémica del potencial antifingico. Ademas de
seleccionar esta relacion 1:4, se decidid6 también utilizar concentraciones de accion
inhibitoria parcial de cada agente. De acuerdo con ello, las dosis iniciales elegidas fueron
50 pg/ml de CA 'y 200 ug/ml de P3, que tienen un efecto sobre la levadura moderado. El
objetivo era, tanto en el caso de que se diera una accion simplemente aditiva como si se
produjera una interaccibn positiva mas alla de la simple suma, poder detectar

adecuadamente la magnitud de ésta.

> Efecto sobre la viabilidad en medio liquido
Asi pues, se llevaron a cabo experimentos de viabilidad en medio liquido y de formacién
macroscopica de colonias por goteo en placa (“spots”) comparandolos con el efecto de

cada componente aislado.
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SC5314

Ademas de la accion conjunta a las concentraciones 50 pg/ml de CA 'y 200 pug/ml de P3,
se monitorizé simultdneamente la cinética de inhibicion de la viabilidad celular. El estudio
del efecto del tiempo de exposicion en la viabilidad celular se introdujo para explorar la
duracion de los efectos observados por las discrepancias entre los altos valores de MIC
encontrados y comentados anteriormente, que podrian estar relacionadas con el tiempo de
accion del agente o su estabilidad (ver Apartado 4.2.2). En estas series, se prepararon
varias alicuotas procedentes de un Unico cultivo exponencial y, por tanto, el estado
fisiolégico de las células fue siempre idéntico. Se procedio a medir la viabilidad celular tras
la exposicién con el agente antifingico, individual o combinado, transcurridas 1, 3 0 5 horas.
Los resultados se muestran la Figura 4.16. Ademas de los efectos esperables pero
pequefios del CA y el P3 por separado, lo verdaderamente destacable fue el importante
grado de muerte celular en C. albicans (hasta cinco 6rdenes de magnitud tras 1 h de
tratamiento) en las muestras expuestas a la mezcla conjunta de CA y P3. La combinacion
de los dos agentes (en relacion 1:4, como se explicé anteriormente) provoco una dramatica
pérdida de la viabilidad de esta cepa de C. albicans, llegando a eliminar casi por completo
la poblacién celular tras la primera hora de aplicacién de la mezcla (A). Sin embargo, el
efecto tendié a ser menos efectivo a tiempos de exposicion mayores (3 y 5 h). En cualquier
caso, estos resultados indicaban de forma concluyente que la magnitud del dafio resultante
de dicha combinacién es mucho mayor que la simple suma debida al efecto aditivo de
ambos extractos para cada uno de los tiempos de exposicién.
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Figura 4.16. Porcentaje de células viables de C. albicans SC5314 tratadas con CA, P3 y una
combinacion de ambos agentes a diferentes tiempos de exposicion: A) 1 h, B) 3hy C) 5 h. Se incluye
un control para cada tiempo (barra en negro).
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Es interesante resaltar que el nimero de levaduras viables se fue recuperando
ligeramente a las 3y 5 h respecto al tratamiento a 1 h, aunque la viabilidad de la mezcla no
experimentd un incremento notable con el paso del tiempo. Esta recuperacion, que a priori
puede parecer un poco sorprendente, podria estar relacionada y explicar las discrepancias
entre los valores de MIC obtenidos (recordar que el protocolo para esta determinacion fue
de 24 h) y las concentraciones necesarias para determinar accion antifingica observados

tras 1 h de tratamiento.

Para un estudio mas detallado de este comportamiento, la Figura 4.17 muestra la
cinética de viabilidad en funcién del tiempo (Figura 4.17A), asi como el ensayo de formacién
de colonias en medio YPD (Figura 4.17B). Con este método de estudio se observo el mismo
comportamiento para la accion conjunta: un aumento espectacular de la efectividad
antifingica en las muestras expuestas a la combinacion de los dos componentes, muy
superior a la simple adicion de efectos de ambos por separado. La Figura 4.17 ofrece
también una representacion mas nitida de la disminucion de viabilidad inducida por la
combinacion CA+P3. Por otra parte, respecto a la influencia del tiempo de exposicion, el
efecto antifingico se mitiga ligeramente, y se produce una tenue pero progresiva
recuperacion del crecimiento. Es verosimil que las escasas células de Candida que no han
muerto por la accion de CA+P3, comiencen a dividirse por gemacion tras el efecto fungicida
inicial. El posible metabolismo celular y presumible eliminacion tanto del CA como de los
componentes activos del propéleo podria cooperar a esta recuperacion. El hecho de que
pervivan unas pocas células que den lugar al crecimiento posterior es dificil de justificar con
los datos actuales, aunque puede ser debido bien a que las dosis empleadas no sean
suficiente para la eliminacion por completo, o bien a que exista una fraccién celular que
posea resistencia intrinseca (células persistentes) (186). En cualquier caso, seran
necesarios estudios mas profundos para poder formular una teoria mas precisa que

explique este comportamiento.
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Figura 4.17. A) Gréfica que recoge la cinética de viabilidad celular sobre C. albicans (SC5314)
mostrada en la Figura 3.18. B) Ensayo de formacion de colonias macroscépicas en medio YPD sélido
con las alicuotas del ensayo previo.
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Cepa 015

Para confirmar el importante hallazgo acerca del efecto conjunto de ambos agentes y si
dicha accion es general o especifica sobre SC5314, se repitieron experimentos con la cepa
015. Hay que tener en cuenta la vocacion industrial de la presente Tesis Doctoral, cuyo
principal objetivo es la busqueda de nuevos tratamientos con aplicacion terapéutica. Por
ello, se abordaron experimentos paralelos en la cepa 015 de C. albicans. La naturaleza de
aislado clinico de esta cepa permite que los resultados sean mas cercanos a la realidad de
las infecciones humanas y proporciona una informacién con mayor aplicabilidad comercial

sobre cepas diana mas similares a las presentes en infecciones humanas.

Se utilizaron las mismas concentraciones de CA y P3 que en la cepa SC5314,
manteniendo la relacion CA:P3 (1:4), aunque en este caso no se realiz6 un estudio cinético
y el tiempo de exposicion a los agentes antifungicos fue so6lo de 1 h. Los resultados se
muestran en la Figura 4.18, donde para facilitar la comparacion, se muestra el resultado

obtenido con las dos cepas, SC5314 y 015.
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Figura 4.18. Sensibilidad de cultivos de las dos cepas de C. albicans (SC5314 y 015) frente a la
combinacion de CA+P3. Se mezclaron 50 pg/ml de CA 'y 200 ug/ml de P3. A) Viabilidad expresada

en tanto por ciento. B) Formacion de colonias macroscopicas con las mismas alicuotas mostradas
en A).

En primer lugar, los resultados indican que el efecto potenciador de la combinacién de
ambos extractos fue también manifiesto en la cepa 015. En términos generales, la
correlacion entre los ensayos de viabilidad y de “spots” es bastante aceptable para ambas
cepas, salvo en el caso de la dilucién 10* (-4 en la escala izquierda de la Figura 4.18B)
para la muestra de accion conjunta de ambos extractos, pero muy probablemente este
comportamiento extrafio se puede deber a un error en la dilucion de este punto de la serie,
ya que las diluciones 102 y 102 indican una viabilidad nula.
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Por encima de los pequefios errores o desviaciones, la conclusién preliminar mas
relevante es que la combinacion de ambos extractos multiplica el efecto antifingico, de
modo que la accion conjunta es muy superior a la mera adicion de los efectos antifingicos
de CA'y P3 por separado. Ademas, el efecto sinérgico se observa sobre las dos cepas de
C. albicans con muy leves diferencias. Este comportamiento es indicativo de un sinergismo

entre ambos productos naturales.

»  Calculo de las Concentraciones Minimas Inhibitorias (MICs) de P3 y CA

combinados

Continuando con la investigacion sobre la interaccion entre ambos componentes, se
calcularon las MICs resultantes de la combinacién de CA y P3. Se sigui6 el mismo protocolo
EUCAST utilizado para la determinacion de las MICs de CA y P3 considerados por
separado. Los valores determinados para las dos cepas de C. albicans se muestran en la
Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC) de CA y P3 (ug/ml) determinadas a las 24
horas segun el método EUCAST. Se calcularon las MICso sobre ambas cepas de C. albicans:
SC5314 y 015 y se incluyé un control de crecimiento (CC*).

Compuesto ccC’ MICso
SC5314
CA:P3 + 31,25:125
015
CA:P3 + 62,50:125

Al comparar estos resultados con los obtenidos para CA 'y P3 de forma aislada (Tabla
4.2), se observa como la disminucién de la dosis de ambos compuestos en combinacion

simultdnea es muy notable, y excede el efecto que se produciria por la simple suma de los
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potenciales antifingicos individuales. Por tanto, los datos de supervivencia celular y los
valores de MIC apoyan la existencia de un sinergismo, al menos en relacion con el

patdégeno C. albicans.

Isobologramas: evidencia matematica de la actividad sinérgica.

Para una mejor caracterizacion del efecto sinérgico se han desarrollado recientemente
algoritmos matematicos que analizan la diferencia entre accion subaditiva, meramente
aditiva y sinérgica de dos compuestos con actividad antimicrobiana en relacién con la
accion aislada de cada uno de ellos (187). Estos andlisis matematicos proponen el uso de
isobologramas para dilucidar claramente esta cuestion. La aplicacion de este
procedimiento a nuestros resultados (Figura 4.19) muestra inequivocamente que la
combinacion CA mas P3 tiene un fuerte efecto sinérgico sobre la cepa SC5314 de C.
albicans. La recta que une los valores de MIC de cada componente aislado (en color rojo)
corresponde a zonas donde el efecto seria simplemente aditivo, mientras que toda el area
triangular bajo dicha recta implica espacio de accién sinérgica. Por el contrario, la superficie
fuera del triAngulo formado por la recta y los ejes de coordenadas indicaria acciones
subaditivas donde un agente atenuaria la accion del otro. Como se observa en la Figura

4.19, el isobolograma confirma claramente el sinergismo entre CA y P3, para ambas MICs.
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Figura 4.19. Representacion isobolografica de la combinacion de CA y prop6leo P3 sobre la cepa
SC5314 de C. albicans. Para su construccion, se representan en los ejes las dos MICs calculadas
para cada compuesto aislado y se unen mediante una recta, obteniéndose asi el triangulo. A
continuacion, se representan los valores de la MIC resultante de la combinacion de ambos
compuestos obteniéndose un punto para cada mezcla. Si el punto queda dentro del triangulo
rectangulo obtenido al trazar la linea que une las MICs de los compuestos aislados, la accion de los
compuestos es sinérgica, como se da en este caso.

4.2.4 Ampliacion del estudio de la actividad antifungica de P3y CA combinados

sobre otros hongos: Cryptococcus neoformans

El siguiente paso consistio en comprobar la eficacia de la mezcla CA+P3 sobre el otro
patégeno objeto de interés en el presente trabajo: la cepa H99 de C. neoformans, tanto

explorando su viabilidad en medio liquido como calculando las MICs correspondientes.

> Ensayos de viabilidad en medio liquido

En esta serie, se analizé la actividad antifingica sobre C. neoformans utilizando un
cultivo crecido en YPD en fase exponencial (DOgoo= 0,8-1,0). Alicuotas conteniendo una
densidad celular aprox. de 10’ células/ml se expusieron a la mezcla CA+P3 a las
concentraciones indicadas, tomando muestras a 1, 3y 5 h. Se determind tanto la viabilidad
celular en medio liquido como el crecimiento colonial en medio sélido a cabo. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 4.20:
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Figura 4.20. Cinética de sensibilidad antifiingica de C. neoformans utilizando los extractos de forma
individual y en combinacion a diferentes tiempos (1, 3 y 5h). Las concentraciones empleadas fueron
las de referencia (CA: 50 pyg/mly P3: 200 pg/ml).

El efecto sinérgico CA+P3 también fue claramente observado sobre este basidiomiceto
(Figura 4.20). No obstante, tal como se comenté anteriormente, con cada agente por
separado este hongo es ligeramente mas resistente que C. albicans, especialmente a

tiempos cortos (1h).

Una diferencia notable entre ambos microorganismos es la cinética de muerte celular

provocada por la mezcla CA+P3 a lo largo del tiempo. En el caso de Candida, entre la
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primera y tercera hora se registraba el minimo de supervivencia celular, practicamente el
100% de mortalidad (Figura 4.17), con una cierta recuperacion a las 5 h de la viabilidad,
aunque progresiva y débil. Sin embargo, en C. neoformans, el perfil de accion temporal es
distinto, mostrando una accion antifingica mas lenta, pero también mas persistente. A 1h
C. neoformans es mas resistente, pero a 5h la viabilidad sigui6é disminuyendo (Figura 4.20)
y no se observaron los indicios de recuperacion que mostraba C. albicans SC5314 en la
Figura 4.17.

También se ha completado el analisis morfolégico en C. neoformans mediante
microscopia 6ptica, aplicando el contraste de interferencia diferencial de Nomarski. Si bien
se puede apreciar una ligera granularidad interna en las células tratadas con los
compuestos individuales, las muestras sometidas a la combinacion sinérgica presentan
hinchazén junto con una granularidad rotundamente mayor (flechas rojas), asi como
alteraciones estructurales visibles en las células, que pueden interpretarse como cambios
en la arquitectura externa (pared) que conducirian a la consiguiente muerte celular. Las
imagenes de microscopia Optica se muestran en la Figura 4.21 y Figura 4.22.

Control

Figura 4.21. Fotografias de la morfologia celular por mediante microscopia optica de Cryptococcus
neoformans H99, tras 1 h de tratamiento con P3 (200 ug/ml), CA (50 ug/ml) y la combinacion de
ambos. Se aplic6 la técnica de contraste de interferencia diferencial de Nomarski.
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Control

CA+P3

Figura 4.22. Fotografias tomadas tras 5 h desde la aplicacion de los antifingicos, en condiciones
idénticas a la imagen anterior.

» Célculo de las Concentraciones Minimas Inhibitorias (MICs) de P3y CA
combinados
La Tabla 4.5 detalla la concentracién minima inhibitoria de C. neoformans en presencia
de CA y P3. Teniendo en cuenta las MICs individuales para estos compuestos, se puede
intuir una interaccion sinérgica entre ambos, ratificando las observaciones realizadas hasta
ahora con C. albicans. Cabe destacar que las lecturas de las MICs en C. neoformans se

realizaron a las 48 h, pues este hongo posee un menor ritmo de crecimiento.

Tabla 4.5. MICs de Cryptococcus neoformans respecto a la combinacion de CA y P3, determinada
segun el protocolo EUCAST a 48 horas. Se determinaron las MICso y también se incluyé un control
de crecimiento (CC*).

Compuesto cc MICso
CA:P3 + 15,62:31,25
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Isobologramas: evidencia del sinergismo en C. neoformans

A partir de las MICs, se construyo el correspondiente isobolograma de forma analoga al
de la Figura 4.19. También en Cryptococcus neoformans se confirma la existencia del
sinergismo (Figura 4.23), si bien atendiendo a los datos de MICs el resultado fue més
ajustado, lo que seria esperable por tratarse de otra especie con una sensibilidad diferente.
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Figura 4.23. Isobolograma de la accién antifingica de CA y P3 sobre Cryptococcus neoformans
(H99) seguin modelo matematico de representacion descrito en la Figura 4.19.

Por tanto, la existencia de una accién antifungica sinérgica entre el acido carndsico y el
propéleo ha de ser un mecanismo general compartido por los distintos hongos patégenos

analizados, donde el efecto aislado de cada compuesto se potencia en presencia del otro.

4.2.5 Estudios complementarios sobre otros hongos: efecto antifingico en
Candida glabrata
Actualmente y de forma creciente, estan siendo identificados en brotes clinicos ciertos
hongos tradicionalmente clasificados como sapréfitos e inocuos (8,10). Estos patégenos

suponen una amenaza para la salud a corto y medio plazo, ya sea por la disponibilidad
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limitada de antifingicos terapéuticos seguros y eficaces, como por su baja toxicidad
selectiva y la aparicion de resistencias (20). Entre ellos figura el grupo denominado
coloquialmente Candida “non-albicans”, destacando Candida glabrata, una levadura
haploide que no experimenta transicion dimorfica. En pocos afios C. glabrata ha
incrementado notablemente su incidencia, poniendo en alerta la comunidad cientifica
(12,16,20). Por ello, se decidié probar los compuestos sobre una cepa de laboratorio de C.
glabrata.

La Figura 4.24 y la Figura 4.25 muestran, respectivamente, dos series cinéticas y sus
correspondientes ensayos de formacién de colonias macroscépicas en medio YPD sélido
utilizando C. glabrata. En términos generales, CA 'y P3 aislados apenas afectan la viabilidad
celular, pero su combinacion induce el efecto sinérgico. No obstante, C. glabrata mostré
una capacidad de supervivencia muy superior a la observada con los otros hongos
estudiados. Al comparar con C. albicans a los mismos tiempos, C. glabrata es mas
resistente, tanto frente a la mezcla sinérgica como frente a los dos extractos considerados

individualmente.

Por esta razon, se introdujo una nueva muestra donde manteniendo la relacion 1:4, se
duplicaron las concentraciones de ambos agentes (100 pug/ml de CA y 400 pg/ml de P3).
Como resultado, la viabilidad disminuyé a niveles cercanos al 0,01% (Figura 4.24B),
semejantes a los valores previamente obtenidos con los otros hongos. Desde el punto de
vista cinético, esta levadura parece arrojar resultados a mitad de camino entre los dos
microorganismos anteriores, ya que transcurridas 3 h de la exposicion con los antifingicos,
la viabilidad se redujo ligeramente respecto a 1h y se produjo el minimo de supervivencia,
mientras a las 5h volvié a recuperarse el numero de células, que llega a niveles similares a
los de 1h (Figura 4.24A).
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Figura 4.24. Experimento de viabilidad en medio liquido con C. glabrata (cepa ATCC 2001) tras
afnadir CA y P3 y dos combinaciones de ambos, Sy S’ (50:200 pug/ml y 100:400 pg/ml CA 'y P3,
respectivamente). La serie S se siguid durante 5h (A), y la S’ solo durante 2h (B).
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A 1 Hora 3 Horas S Horas
Control ~ CA P3 S (50/200) Control CA P3 S (50/200) Control  CA P3 S (50/200)

>

1

Células de C. glabrata (ATCC2001)

B 30 min 1 Hora
Control CA P3 S (50/200) S’ (100/400) Control CA P3 S (50/200) S’ (100/400)

Células de C. alabrata (ATCC 2001)

2 Horas
Control CA P3  S(50/200) S’ (100/400)

Células de C. glabrata (ATCC 2001)

Figura 4.25. Ensayo de formacion de colonias macroscopicas en medio YPD sdlido,
complementario a los recuentos de viabilidad celular en medio liquido (Figura 4.24). En ambos casos
se utilizaron las mismas alicuotas y cepa de C. glabrata (ATCC 2001). La serie S se siguio durante
5h (A), y la S’ solo durante 2h (B).
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> Accion sobre una cepa clinica de C. glabrata

Tras probar con una cepa de referencia, se experimentd también con una cepa
procedente de un aislado clinico de C. glabrata.

Dado el caracter haploide y su menor tiempo de generacion, se monitorizo la accion
fungicida a tiempos cortos, donde se aprecian diferencias mas grandes (ver Figura 4.24 'y
Figura 4.25). La justificacion de esta decision proviene de la observacion microscopica de
esta cepa, que mostré un volumen celular mas pequefio, por lo que es mayor la superficie
de contacto con los antifungicos en el medio y por tanto méas rapido el gradiente de
transferencia, acelerando el proceso de destruccion celular; ello se traduciria en una
pérdida de informacién fundamental durante ese lapso de tiempo. Por ello, se escogieron
los intervalos de 0,5, 1y 2 h, aprovechando para estudiar simultaneamente la influencia de
las dosis (duplicacion).

Los resultados se presentan en la Figura 4.26. En esencia, la cepa clinica de C. glabrata
mostré un comportamiento muy similar a la cepa de referencia, manteniendo las tendencias
y confirmando la necesidad de aumentar las concentraciones de CA y P3 para que la
viabilidad quede aproximadamente en el 0,01% respecto al control (serie S*). En las 2h de

seguimiento no se observa una recuperacion del crecimiento significativa (Figura 4.26).
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Figura 4.26. Resultados de viabilidad (A) y de formacién de colonias macroscopicas en medio YPD
sélido (B) con un aislado clinico de C. glabrata (YA-1) a diferentes tiempos de exposicién con los
compuestos CA y P3 de forma aislada y en combinacién, a sus concentraciones de referencia (S) y
duplicandolas (S’), 100 y 400 pg/ml respectivamente.

El analisis morfoldgico al microscopio 6ptico puso de manifiesto una notable granularidad
periférica en la cepa de laboratorio (Figura 4.27), con una notable inclinacién a la formacion
de agregados celulares en todos los casos, respecto al ensayo control. No fue apreciable
la formacién de estructuras miceliares, confirmando la ausencia de dimorfismo en C.
glabrata. Las células presentaban deformaciones y ensanchamientos, principalmente en la
region apical (Figura 4.28), sin que se pueda hablar estrictamente de micelios, aunque tal
vez se podrian encuadrar como pseudohifas. La formacion de agregados fue también muy

evidente (Figura 4.28).
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Control CA (100 pg/ml) P3 (400 pg/ml) CA+P3

30 min

1h

2h

Figura 4.27. Inspeccion de la morfologia celular mediante microscopia 6ptica, aplicando el contraste
de interferencia diferencial de Nomarski sobre levaduras (blastoconidios) de C. glabrata (YA-1),
tratadas con: P3 (400ug/ml), CA (100ug/ml) y la combinacién de ambos compuestos. Se observo
una mayor granularidad en las muestras tratadas con propdleo en relacion con el control. La
presencia de acido carnosico solo y su tratamiento combinado con propdleo, provoco, ademas, una
mayor agregacion celular.
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A Control CA P3

B

Control CA P3

Figura 4.28. Morfologia celular de C. glabrata (YA-1) al microscopio 6ptico, tras exposicion con CA
y PP durante 30 min (A), 1h (B) y 3h (C).

4.2.6 Breve estudio de otros productos comerciales con base de propdleo

Como complemento a los experimentos anteriores y teniendo en cuenta el enfoque
industrial del presente trabajo, se considerd conveniente complementar estos ensayos con
estudios utilizando otros preparados de propéleo disponibles en el mercado, con la finalidad
de conocer la capacidad antimicrobiana de potenciales competidores ya establecidos

comercialmente.
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Tintura de propodleo espafiol

Este producto consiste en una tintura de propo6leo comercial, originaria de Espafia que
parece poseer una capacidad antifiungica notable pero que no fue seleccionado para llevar
a cabo el nucleo fundamental de la investigacién, ya que, entre otros factores, se presenta
como una tintura alcohdlica y no un extracto solido como las preparaciones asiaticas P3 y
P2. Por tanto, no se puede asegurar que parte de los resultados obtenibles no fueran
debidos Unicamente al propdleo, sino también al disolvente o algun otro componente
desconocido que acompafiara al propdleo o al método de extraccion o preparacion de la
tintura. En cualquier caso, y dada su actividad tan notable fue denominado P5, siendo
utilizado en algunas secciones. Por ejemplo, para esclarecer la composicion de la tintura
P5 se llevé a cabo un analisis por HPLC (ver Apartado 4.3.1).

Para este primer estudio, se disefi6 un experimento semejante a los anteriores,
utilizando el P5 en la mezcla combinada con el CA, a las concentraciones mas habituales
(200 y 50 pg/ml, respectivamente). Los resultados se muestran en la Figura 4.29. Es obvio
la existencia de una clara accion sinérgica también en este caso. Los efectos de este
propdleo P5 a la concentracion ensayada sobre la cepa SC5314 son mas débiles, pero la

capacidad antifangica de la mezcla P5+CA es nuevamente sobresaliente.
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Células de C. albicans (cepa 015)

Figura 4.29. Efecto del propo6leo P5 sobre la cepa SC5314 de C. albicans tras 1 y 5 horas de
aplicacion. A) Viabilidad tras tratamiento con CA y P5 a 50 y 200 ug/ml respectivamente, asi como de
la combinacion de ambos. B) Formacion de colonias macroscopicas en medio YPD sélido con las
alicuotas anteriormente descritas.

4.2.7 Analisis sobre las implicaciones del sinergismo

El concepto de sinergia significa que la interaccion combinada de las partes crea un
efecto mayor que la mera suma de ellas. En nuestra esfera de trabajo, se ha estudiado
previamente el sinergismo entre el propdleo y algunos antibidticos, obteniéndose algunas
conclusiones que sugieren que algunos antibidticos cuya eficacia habia disminuido debido
a la resistencia desarrollada por las bacterias, podrian volver a utilizarse, al menos durante
las primeras etapas de la infeccién (96,102,155). Otro ejemplo de sinergismo es el
resultante de la combinaciéon de propoleo con miel frente a bacterias y levaduras, que
ademas pone el foco de atencién en la alteracion de la membrana citoplasmatica y la

inhibicion de las RNA polimerasas como principales dianas de accion del extracto (188).

La combinacion de propdleo con muriprocina estimula la reduccion celular de
Staphylococcus aureus resistentes a meticiina (MRSA) y minimiza la respuesta
inflamatoria del paciente (189). También actia como un coadyuvante en el tratamiento de
queratitis provocada por Pseudomonas aeruginosa, puesto que en este caso concreto se

utiliza junto con los antibidticos tradicionales (154).
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También se apreciaron efectos sinérgicos entre diferentes fracciones de extracto de
romero en la capacidad antiproliferativa sobre células humanas de cancer de colén (80), y
se han investigado y detectado efectos sinérgicos de CA y trioxido de arsénico sobre la
proliferacion de la apoptosis en células humanas de leucemia mieloide (190), proponiendo
gue el CA podria ser un candidato en la terapia combinada para el tratamiento de este tipo
de enfermedades mediante modulacién de la sefializacion celular PTEN/Akt (190).

Adicionalmente, se exploraron las posibles diferencias entre dos lotes diferentes del
mismo propéleo debido a la necesidad de garantizar su viabilidad comercial, ya que es
fundamental conocer su disponibilidad en las condiciones y volumen necesarios. Ademas,
era vital asegurar la trazabilidad del propéleo, ya que aun siendo suficiente su abundancia,
si cada lote tuviera una composicion y caracteristicas muy diferentes, esta heterogeneidad
podria constituir una barrera infranqueable que hiciera irreproducibles los resultados
obtenidos y su posterior aplicabilidad.

A continuacion, se muestran los ensayos utilizando la cepa 015 de dos lotes nuevos del
propéleo P3 elegido, adquiridos en fechas diferentes. Los resultados son muy similares a
los obtenidos previamente (Figura 4.30), si bien se observan ligeras variaciones, tan leves
gue result6 estadisticamente imposible discernir si eran intrinsecas a la propia metodologia
0 bien a la variabilidad de los lotes de la materia prima:
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Figura 4.30. Experimento comparativo de dos nuevos lotes diferentes de prop6leo P3 sobre C.
albicans (015). A) Viabilidad (%) de dos nuevos extractos P3, distintos al empleado previamente,
suministrados tanto individualmente como en combinacion con el CA. B) Ensayo de formacién de
colonias macroscopicas en medio YPD soélido utilizando las alicuotas correspondientes a la Figura
A).

Para estudiar la evolucién del comportamiento de los antifingicos, se llevé a cabo un
ensayo a tiempos mas largos de lo habitual, 1,10 y 24 horas. Ademas, transcurridas 10
horas de la adicion de dichos compuestos al cultivo, se volvi6 a afadir la misma
concentracion de P3 'y CA, para comprobar si se producia una nueva bajada de la viabilidad
o bien las células no se veian afectadas. Como puede apreciarse en la Figura 4.31, tras
una hora de contacto del hongo con los compuestos, la viabilidad cae ligeramente en el
caso del P3, algo mas notable para el CA y abruptamente para la combinacién de ambos
compuestos. Con el paso del tiempo, se produce una paulatina recuperacion, pero tras
agregar de nuevo la combinacién de los antifungicos a las 10 horas (S+10), la viabilidad
vuelve a caer, (probablemente de forma drastica a las 11 horas y luego fue aumentando
progresivamente, pero no se recogié muestra). También cabe destacar que a las 10 horas
el P3 parece ser un poco mas eficaz que el CA, al contrario de lo que sucedia a 1 hora.
Este fendmeno podria estar relacionado con las discrepancias entre las MICs obtenidas y
algunas conclusiones desprendidas de los ensayos de viabilidad, ya que las MICs se

calculan pasadas 24 h y la viabilidad tras 1h.
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Figura 4.31. A) Cinética de actividad antifingica de los compuestos CA (50ug/ml), P3 (200ug/ml)
y una mezcla de ambos (S), frente a C. albicans (cepa 015) a distintos tiempos (1h, 10h y 24h). La
muestra denominada (S+10), corresponde a una alicuota de las células tratadas con ambos
compuestos, que a las 10 horas se les volvid a aplicar la misma dosis de CA y P3. B) Imagen del
ensayo de formacion de colonias macroscopicas en medio YPD sélido, empleando las mismas
alicuotas de la Figura A.
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4.2.8 Formulacién de posibles mecanismos sinérgicos de los compuestos
identificados en P3y CA.

La combinacion de diferentes antifingicos es una estrategia que se viene explorando
ampliamente en diferentes ambitos (191-193). Por ello, se investigaron posibles
combinaciones del sinergismo CA+ P3 (S) con otros antifiingicos ampliamente utilizados en
la actualidad como la Anfotericina B (AmB). Como puede observarse en la Figura 4.32, la
interaccion entre dicha combinacion produce un efecto aditivo ya que ambas sustancias

ven potenciada su actividad frente a Candida.
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Figura 4.32. Estudio de la combinacién de CA+P3 (S) a una concentracion fija de 25 y 100 pg/ml
respectivamente, con AmB utilizada en dos concentraciones: 0,05 y 0,1 pg/ml sobre C. albicans
(015). A) Viabilidad (%). B) Ensayo de formacion de colonias macroscépicas en medio YPD.
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4.3 ANALISIS DE LA COMPOSICION DEL PROPOLEO E INVESTIGACION DE SUS
POSIBLES COMPUESTOS ACTIVOS

Una vez comprobada que la mezcla CA+P3 muestra una poderosa actividad antifangica,
y teniendo en cuenta la heterogeneidad y complejidad de la composicion del propdéleo, se
considerd interesante desde el punto de vista cientifico intentar caracterizar este
componente. Ademas, dicha caracterizacion supondria un valor afiadido no sélo por el
conocimiento generado sino también porque facilitaria una posible comercializacién de una
preparacion antifiingica, teniendo en cuenta que uno de los principales problemas a la hora

trabajar con el propdleo es precisamente su estandarizacion.

Asi pues, para abordar este capitulo analitico se disefid la siguiente metodologia de

trabajo:

1. Analisis mediante HPLC del principal propoleo objeto de estudio (P3), y también los
otros propdleos utilizados, como el P2 (resultados no mostrados) y P5, con fines

comparativos.

2. Fraccionamiento del P3 mediante columna de extraccion en fase sélida (SPE) teniendo

en cuenta los datos obtenidos previamente en el cromatograma de P3.

3. Nuevos analisis por HPLC de las fracciones del P3 obtenidas en el paso anterior para

posible subfraccionamiento.

4. Ensayo de actividad antifangica con las distintas fracciones y subfracciones obtenidas

en el analisis de HPLC.

5. Analisis por LC/MS de las subfracciones de mayor actividad antifiingica para en ultimo

extremo identificar la naturaleza de las moléculas responsables de dicha actividad.

La idea fue dividir el extracto original en porciones mas pequefias de caracteristicas
hidrofébicas crecientes y medir su actividad antifingica para que una vez se haya separado
el propdleo en fracciones de composicién mas simples, se utilice el andlisis LC/MS para
identificar las principales moléculas responsables del efecto antifingico observado, tanto

aislado como en su combinacién con CA.
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El otro extracto natural utilizado de forma rutinaria en la presente investigacion es el CA,
cuya composicion es conocida y se detalla en el Apartado 3.1.3. Mencionar brevemente
gue se trata de un extracto de romero con un contenido en diterpenos superior al 80%
siendo el CA el diterpeno mayoritario con un 72% en la preparacién que se ha usado de
forma rutinaria. En algun caso puntual se utilizé un extracto de CA mas puro (CA92, 92%

de pureza. Ver Apartado 3.1.3).

4.3.1 Analisis cromatografico de los propéleos utilizados

Tras la puesta a punto de las condiciones adecuadas de cromatografia para realizar los
andlisis de HPLC que se encuentran descritas en el Apartado 3.2.10, se llevo a cabo el
analisis cromatografico de P3 cuyos resultados se recogen en la Figura 4.33. Se muestra
el perfil de absorcion del eluyente a dos longitudes de onda, 280 y 340 nm, que son las que

permiten un buen seguimiento de polifenoles y flavonoides:
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Figura 4.33. Cromatogramas del extracto de propdleo P3 mediante deteccién de la absorbancia del
eluido a las longitudes de onda de 280 y 340 nm, respectivamente.

Como puede apreciarse, la elucién de los componentes con absorcion en la region UV
comienza a ser significativa a partir de los 20-25 minutos y no es hasta después de rebasar
los 40 minutos cuando eluyen los picos con mayor area y por tanto los mas abundantes.
Este periodo de la cromatografia coincide con una disminucion de la polaridad de la fase
movil, que se va enriqueciendo en el contenido de acetonitrilo. Este patrén de elucién en
principio indica que los compuestos mas abundantes tienen una polaridad relativamente
baja (194).

El perfil cromatografico mediante HPLC de P2 fue muy similar (no mostrado). Poseia el
mismo origen geografico (China), menos actividad que P3 y no contenia ningln pico con

diferencias significativas, por lo que se continu6 el estudio solo con P3.
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También se llevo a cabo el analisis por HPLC de P5. Esta tintura mostré un potencial
antifangico destacado pero una procedencia radicalmente distinta (Espafa). Por ello, los
datos podian ser complementarios para intentar aportar alguna informacion relevante a la
hora de identificar compuestos responsables de la actividad anticandida observada. El
perfil cromatografico de P5 se recoge en la Figura 4.34:

AR A, Sig=2280,4 Ref=off (WARIOS Z2017094-01-17 2 2017-01-04 10-Z29-10015-1601.00)

DAl B, Sig=2490.15 Ref=off (WARIOS 201790117 2 2017-01-04 10-29-100016- 1501 .0

Horm.
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Figura 4.34. Cromatogramas del extracto de propéleo P5 a las longitudes de onda de 280 y 340
nm, respectivamente.

Los propoleos P3 y P5, al igual que P2 (no mostrado) presentaron perfiles
cromatograficos bastante similares en términos cuantitativos. P5 contiene picos de mayor
altura (observar escala de absorbancia, doble en cromatograma de P5 respecto a P3),
sobre todo en el perfil cromatografico seguido a 340 nm. Asimismo, los picos de P3 eran
en general mas altos que los de P2. Ello indica que las 3 preparaciones contienen
aproximadamente los mismos compuestos, pero la concentracién se ordena P5>P3>P2, lo

gue seria congruente con su grado de actividad antifingica, tanto individualmente como en
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combinacion con CA. Siguiendo con el estudio comparativo, la mayor parte de los
compuestos potencialmente activos parecen eluir en la franja 30-50 minutos en ambas
longitudes de onda. Los componentes en dicho intervalo fueron seleccionados como
objetivos prioritarios para ser estudiados con mayor detalle.

4.3.2 Fraccionamiento del propéleo P3 y ensayos de actividad

Tomando como referencia el gradiente de la fase mévil utilizado en el andlisis por HPLC,
se elabor6 un método de fraccionamiento basado en polaridad decreciente empleando
cartuchos con relleno hidrofébico y como fases moviles para la elucibn mezclas
hidroetandlicas de concentracion creciente en este alcohol y por tanto de polaridad

decreciente (para mas detalles consultar el Apartado 3.2.8):

e 0% de etanol: H.O

25% de etanol: EtOH25

e 50% de etanol: EtOH50

75% de etanol: EtOH75

100% de etanol: EtOH100

En principio, la separacion entre las fracciones parecia bastante satisfactoria, pues los
picos potencialmente interesantes, eluyen casi en su totalidad en la fase extraida con etanol
al 75% (EtOH75, Figura 4.35D).
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Figura 4.35. Cromatogramas correspondientes al fraccionamiento del propdleo P3. Las diferentes
fracciones obtenidas son A) H20, B) EtOH25. C) EtOH50. D) EtOH75. E) EtOH100. El perfil de
elucién mostrado corresponde a la absorcién a 280 nm.
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A pesar de haber obtenido una buena separacién del P3 (ver Figura 4.35), para
confirmar la presencia de actividad antifungica en cada fraccion, se llevé a cabo el
correspondiente ensayo microbiolégico usando la cepa 015 de C. albicans. Las
concentraciones de componentes de cada fraccion debian de ser calculadas de modo
indirecto, es decir, calculadas en base a los sélidos obtenidos empiricamente, de cada
fraccion tras el fraccionamiento, secado y pesado, de manera que se reprodujera fielmente
el porcentaje real de cada fraccion respecto al propdleo original. Por ejemplo,
experimentalmente se obtuvo que los sélidos de la fraccion EtOH75 suponian alrededor
del 30% del total del P3, por lo que, si se tomaba una concentracién de 500 pg/ml de P3,
la de EtOH75 debia ser de 150 pg/ml, para asi reproducir lo méas fielmente posible la
actividad antifangica de cada fraccion. Las concentraciones de cada fraccion se muestran
en la Tabla 4.6:

Tabla 4.6. Concentraciones (ug/ml) de los compuestos y fracciones utilizadas en los experimentos
microbiolégicos, cuyos resultados se muestran en la Figura 4.36. En el caso de las fracciones, sus
concentraciones son proporcionales a su distribucién dentro del P3, calculadas experimentalmente
al realizar el fraccionamiento del P3.

FRACCIONES CONCENTRACION PORCENTAJE DEL TOTAL
(ng/ml) EN P3 (%)
P3 500 -
H.0 12,5 25
EtOH25 1,8 04
EtOH50 16 3.2
EtOH75 150 30
EtOH100 125 o5

Como ya se ha comentado, las concentraciones presentes de cada fraccién en el P3
son necesarias para correlacionarlas con la actividad antifingica teniendo en cuenta el
factor de dilucion y reparto introducido como resultado del fraccionamiento. Es también
importante aclarar que dichas fracciones no suman el 100%, lo que indica que una parte de
la masa del P3 original o bien queda retenida en el cartucho SPE o bien se pierde en las

extracciones sucesivas, 0 bien por su elevada volatilidad. En estas pérdidas se pueden
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encontrar algunos aceites esenciales, que probablemente se han evaporado en el rotavapor

durante el curso del procedimiento experimental.

1000-
A 100- -— —
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Células de C. albicans (cepa 015)

Figura 4.36. A) Ensayo de viabilidad en medio liquido con la cepa 015 de C. albicans utilizando
como fuente de antifingico las fases obtenidas de la separacién por polaridad en columna de HPLC
del P3; H20, EtOH25, EtOH50, EtOH75 y EtOH100 segun las concentraciones indicadas en la Tabla
4.6. B) Ensayo de formacion de colonias macroscépicas en medio YPD sélido correspondiente a
esas fracciones.

Los resultados fueron bastante concluyentes; la fraccién EtOH75 present6 una elevada
capacidad antifangica (Figura 4.36) y el resto de fracciones no mostré actividad alguna, lo

gue concuerda con lo esperable tras la observacion de los cromatogramas
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correspondientes. No obstante, es preciso poner de manifiesto el efecto de la diferencia de
concentraciones pues la cantidad y la naturaleza de compuestos activos presentes en cada
fraccion no es igual (ver Tabla 4.6) debido a que el reparto de éstos en cada una de las
fracciones no tiene porqué ser equitativo ni contener una distribucion uniforme. Por tanto,
es logico plantear la posibilidad de que los resultados obtenidos puedan estar seriamente
influenciados por las concentraciones dispares y no por el compuesto concreto. Para
intentar disipar estas dudas se llevo a cabo un experimento similar al anterior, en el que se
utilizaron unas concentraciones mas homogéneas (resultados no mostrados). Estas
concentraciones vinieron determinadas, l6gicamente, por la de la fraccion EtOH25, donde
la masa de componentes del propodleo fraccionado era menor (Tabla 4.6). Como resultado,
las fracciones no mostraron actividad, probablemente debido a la necesidad de alcanzar

una concentracion minima o umbral, superior a la empleada.

Se volvié a repetir todo el proceso de fraccionamiento del P3 (ajuste volumétrico del
residuo pesado tras la concentracién en el rotavapor y diluido con volimenes apropiados

a la masa pesada) y los resultados se muestran en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Concentraciones (ug/ml) de masa total de las fracciones separadas y utilizadas en la
experimentacién cuyos resultados se recogen en la Figura 4.35. Las concentraciones de las
concentraciones son proporcionales a las que tienen de cada una de ellas dentro del P3, calculadas
experimentalmente al realizar el fraccionamiento del P3, tal y como se ha realizado anteriormente.

MUESTRAS / CONCENTRACION PORCENTAJE DEL
FRACCIONES (ug/ml) TOTAL EN P3 (%)

P3 200 -

H.O 5,04 2,52
EtOH25 3,78 1,89
EtOH50 10,70 5,35
EtOH75 39,46 19,73
EtOH100 47,66 23,83
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La Figura 4.37 muestra la actividad anticandida detectada en estas fracciones. En ella
se ratifican los resultados previos respecto a la fraccion que contiene los componentes
activos, EtOH75, que en esta nueva serie de experimentos es incluso mas activa que el
P3.
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Células de C. albicans (cepa 015)

A

Figura 4.37. A) Ensayo de viabilidad en medio liquido con la cepa 015 de C. albicans siguiendo el
protocolo estipulado y utilizando las concentraciones recogidas en la Tabla 4.7. B) Ensayo de
formacion de colonias macroscoépicas en medio YPD sélido.

4.3.3 Lasinergiacon CA tras el fraccionamiento

Los datos correspondientes a la mayor actividad de la fraccion EtOH75 respecto al P3

integro fueron inesperados y sorprendentes. No obstante, se decidio estudiar el efecto de
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dichas fracciones en combinacion con el acido carndsico pues era posible pensar que el
efecto sinérgico entre P3 y CA podria perderse al darse el caso de que el P3 contuviera
algun inhibidor del crecimiento celular que haya desaparecido en la fracciéon EtOH75 y que
fuera contrarrestado por el CA dando lugar al efecto sinérgico. En cualquier caso, era
fundamental comprobar la existencia de sinergismo con todas las fracciones, por lo que se
tomaron las mismas concentraciones del ensayo anterior y se les adicion6 CA (50 pg/ml).
Los resultados se muestran en la Figura 4.38.
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Figura 4.38. A) Ensayo de viabilidad en medio liquido con la cepa 015 de C. albicans. Los
antifangicos utilizados fueron las fracciones del P3 (Figura 4.35) pero combinadas con CA a las
mismas concentraciones (ver Tabla 4.7). B) Ensayo de formacion macroscépica de colonias en
medio YPD soélido.
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Como se puede observar (Figura 4.38), la fraccion EtOH75 también mostré un grado de
sinergismo con CA equivalente al prop6leo P3 completo. Dicho sinergismo es claro, dado
que ni el acido carnésico a 50 pg/ml, ni EtOH75 tienen gran actividad por separado, pero
si la muestran cuando ambos estan presentes. Por otra parte, la actividad antifungica es
muy similar a la mostrada por el sinergismo CA+P3, a pesar de que la concentracién
empleada utilizando la fraccion EtOH75 es claramente inferior a la concentracion del

extracto integro P3 (ver Tabla 4.7).

Ahondando mas en esta linea, se llevd a cabo un estudio adicional de comparacion de
los efectos sinérgicos a diferentes concentraciones, seleccionando rangos adecuados en
los que poder apreciar diferencias claras entre el efecto aditivo y el efecto sinérgico. La

Tabla 4.8 muestra las concentraciones elegidas y la Figura 4.39 los resultados obtenidos.

Tabla 4.8. Concentraciones (ug/ml) de los compuestos y fracciones utilizadas en el experimento
microbiolégico cuyos resultados se muestran en la Figura 4.39.

MUESTRAS / FRACCIONES Y CONCENTRACION (ug/ml)
CA P3 EtOH75

50CA+200P3 50 200

25CA+100P3 25 100

50CA 50

25CA 25

5CA+20EtOH75 5 20
10CA+40EtOH75 10 40
25CA+100EtOH75 25 100

Los resultados fueron inequivocos: EtOH75 es la fraccidén responsable del sinergismo y
posee gran capacidad antifingica. Ademas, aproximadamente, la concentracién de 25
ug/ml de CA junto con 100 pg/ml de EtOH75 (relacion 1:4) parece ser la 6ptima para que

se produzca la inhibicién apreciable de la viabilidad celular. Las combinaciones de 10:40 y
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5:20 pg/ml (CA:EtOH75) mostraron un efecto muy débil y poco significativo. Como ya se
discutioé previamente, la Figura 4.39 demuestra que existe una concentracion minima para
gue el efecto antifingico sea relevante, y ademas se observa que la relacién dosis-efecto
no es lineal incluso en presencia del acido carndsico para que tenga lugar el efecto

sinérgico.
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Figura 4.39. A) Ensayo de viabilidad en medio liquido con la cepa 015 de C. albicans siguiendo el
protocolo habitual. Los antifingicos utilizados fueron la fracciéon EtOH75 de P3 combinada con CA
en las concentraciones detalladas en la Tabla 4.8. B) Ensayo de formacion macroscoépica de colonias
en medio YPD solido.
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4.3.4 Relacion actividad-concentracion: la concentracion umbral

De acuerdo con lo discutido anteriormente sobre la necesidad de un nivel minimo o
umbral para poder detectar la actividad antifingica de fracciones activas, se realizé una
recopilacién de las series de experimentos que se llevaron a cabo solamente con EtOH75
en diversas concentraciones y se construy6 la grafica mostrada en la Figura 4.40 que ilustra
la relacion entre dosis y respuesta antifingica de la fraccién EtOH75. Puede observarse
como con dicha fraccion, se necesita una concentracion mayor de 100 ug/ml para que el
efecto observado sea de dos érdenes de magnitud, es decir, que la viabilidad de C. albicans

quede reducida como méximo a 1% en la escala de los histogramas que se utilizan de
forma rutinaria.
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Figura 4.40. Relacién obtenida entre la efectividad de la fraccibn EtOH75 sobre células de C.
albicans (015) expresada como porcentaje de viabilidad segun la concentracién empleada.

La gréafica confirma que la relacibn no es lineal, tal y como sugerian los datos
experimentales discutidos en apartados anteriores, ya sea en presencia o no de CA. En
ausencia de éste, la viabilidad esta por encima del 20% para concentraciones de EtOH75

inferiores de aproximadamente 50 pug/ml, lo que concuerda con lo discutido previamente.
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4.3.5 Actividad de EtOH75 sobre C. neoformans

Alcanzado este punto, se decidié estudiar la actividad y el sinergismo de la fraccién
EtOH75 con otro de los microorganismos objeto de estudio: C. neoformans, para confirmar
gue el efecto es general sobre hongos. Dadas las experiencias previas, se decidié
experimentar directamente con la combinacion de CA y cada una de las fracciones
obtenidas por HPLC. Como puede apreciarse (Figura 4.41), la fraccion que muestra cierta
actividad es la EtOH75, aunque en este caso es mucho més limitada, por lo que C.
neoformans parece ser mas resistente que C. albicans a la combinacion de CA y las
fracciones del P3. Este comportamiento concuerda con las experiencias previas de
actividad CA+P3 sobre C. neoformans descritas en el Apartado 4.3.5.
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Figura 4.41. Ensayo de actividad antifangica mediante la combinacion de CA con las diferentes
fracciones del P3 sobre la cepa H99 de C. neoformans. El procedimiento es analogo al de la Figura
4.38 con C. albicans utilizando las concentraciones recogidas en la Tabla 4.7.
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4.3.6  Subfraccionamiento del P3

Como queda patente en el apartado previo, la fase mas activa del propdleo P3 es
EtOH75, que contiene los componentes del propoleo P3 que quedan absorbidos en el
cartucho y eluyen a una concentracién de etanol del 75%. Por tanto, esta fraccion fue la
Unica objeto de un nuevo fraccionamiento para acotar mejor el rango de solubilidad e
intentar una mayor purificacion de los agentes activos presentes en el propéleo. Para
distinguir esta nueva etapa de la anterior, se denominara como “subfraccionamiento” y se
llevé a cabo siguiendo el procedimiento detallado en el Apartado 3.2.8: partiendo del P3 se
separaron las fracciones hasta la fraccién EtOH50, a partir de la cual el contenido de etanol
de la fase eluyente aplicada a la columna de fase sélida fue aumentado en incrementos del
5%, descartandose todo lo previamente separado y obteniéndose las siguientes

subfracciones:
e EtOHS55: eluida con un 55% de etanol
e EtOH60: eluida con un 60% de etanol
e EtOH65: eluida con un 65% de etanol

e EtOH70: eluida con un 70% de etanol

e EtOH75(2): eluida con un 75% de etanol

Es de resefiar la diferencia entre la fraccion EtOH75 (que es la inicial del
subfraccionamiento y contiene componentes del propéleo que eluyen entre el 50 y el 75%)
y EtOH75(2) que es una subfraccién de la anterior y contiene componentes que eluyen
entre el 70 y el 75%. Ademas, en las separaciones iniciales se utilizé una fase maovil con
un 80% de pureza de etanol que dard lugar a la subfraccibn EtOH80 por si también
contuviera algunos componentes y fuera activa. En la Figura 4.42 se muestran los
cromatogramas de todas las subfracciones anteriores a la longitud de onda rutinaria

seleccionada para compuestos aromaticos, 280 nm:
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Figura 4.42. Cromatogramas obtenidos a 280 nm correspondientes al subfraccionamiento del P3.
Las subfracciones separadas son: A) EtOH55, B) EtOH60, C) EtOH65, D) EtOH70, E) EtOH75(2) vy

F) EtOHSO0.
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Al comparar estos perfiles con los obtenidos de las fracciones anteriores con
incrementos de concentracion del 25% del eluyente, y en concreto con la EtOH75 (Figura
4.35) de la que derivan estas nuevas subfracciones, se aprecia facilmente como las
subfracciones EtOH55 y EtOH60 presentan similitudes cualitativas con EtOH75 en la zona
de componentes con tiempos de retencién proximos a los 40 minutos, que es donde se
encuentran preferentemente los polifenoles. Sin embargo, la siguiente subfraccién EtOH65
comienza a diferenciarse mas de la original, pues tiene mayor contenido en componentes
mas hidrofébicos o de mayor tamafio, aquellos que eluyen por encima de 50 minutos,
siendo EtOH70 todavia mas rica en componentes de este perfil, que seran
mayoritariamente di- y triterpenos. Ademas, las subfracciones restantes por encima del
70% de etanol no poseen apenas picos de absorcién a 280 nm, por lo que la presencia de
polifenoles parece ser escasa y en concentraciones pequefias. Por tanto, a priori, es
factible pensar que las subfracciones EtOH55, EtOH60 y EtOH65 podrian tener un

potencial de accion anticandida, al contrario que las subfracciones EtOH70 y EtOH75(2).

4.3.7 Ensayos de actividad antifungica con las subfracciones de P3

Siguiendo la metodologia establecida en apartados anteriores, las concentraciones de
antifangico utilizadas tras el subfraccionamiento fueron proporcionales a las
concentraciones de cada una de ellas en el extracto de propdleo original. Se calcularon
mediante pesado de los residuos sélidos extraidos en la separacion tras su concentracion
en el rotavapor y el vacuo-temp, tal y como se ha explicado anteriormente. En la tabla
siguiente se recogen dichas concentraciones para un subfraccionamiento tipico de los que

se llevd a cabo:
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Tabla 4.9. Concentraciones (ug/ml) de cada una de las subfracciones que representan la
composicion real del P3. Estos valores han sido los utilizados en los ensayos de actividad antifingica
cuyos resultados se muestran a continuacion.

FRACCIONES | CONCENTRACION (pg/ml)
EtOH55 34
EtOH60 32
EtOH65 225
EtOH70 23
EtOH75(2) 25
EtOH80 235

Con las concentraciones indicadas se llevaron a cabo los ensayos de actividad
antifingica de las subfracciones. De los resultados recogidos en la Figura 4.43 no puede
extraerse una conclusién clara sobre la subfraccion que posee mayor potencial frente a
Candida. La fraccion “madre” o inicial (EtOH75) presenta una muy notable actividad,
mientras todas las subfracciones presentan actividades muy pequefias o nulas, como si los
componentes activos se hubiesen dividido entre todas las subfracciones. Analizando las
condiciones del ensayo, se advierte que el reparto de los distintos componentes en las
diferentes subfracciones da lugar a unas dosis muy bajas, hecho que daria una explicacion
coherente a estos datos, especialmente si se tiene en cuenta la hipétesis planteada
anteriormente sobre la existencia de una relacion dosis-efecto y del probable umbral minimo
a partir del cual las fracciones del P3 tienen una alta capacidad antifingica. Es factible, por
tanto, la posibilidad de que las concentraciones del experimento anterior se encuentren por
debajo de ese umbral, especialmente en esta serie de ensayos realizada en ausencia de
CA. También cabe considerar que la eficacia observada hasta ahora se fuera debida a la
combinacion de dos o mas compuestos que pudieran haberse separado en dos fracciones
durante este ultimo subfraccionamiento. Es decir, que hubiera un cierto “sinergismo” dentro

de los componentes del propio propéleo ademas del que se manifiesta con el CA.
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Figura 4.43. A) Ensayo de viabilidad en medio liquido con la cepa 015 de C. albicans siguiendo el
protocolo habitual. Las concentraciones de las subfracciones estan recogidas en la Tabla 4.9. B)
Ensayo de formacién macroscopica de colonias en medio YPD sélido.

Para determinar las subfracciones activas y explorar la posibilidad de un sinergismo o
interaccion positiva entre componentes del propoleo, se disefié una serie de experimentos
en donde todas las subfracciones estuvieran a una misma concentracion (100 pg/ml) de
acuerdo con el umbral de deteccion determinado anteriormente (Figura 4.40). Esa dosis se

obtuvo mediante concentracion de las subfracciones en rotavapor. Ademas, se incluyeron
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dos alicuotas por combinacion de subfracciones para introducir controles que facilitaran el
posible seguimiento; la primera de ellas con las tres subfracciones con mas probabilidad de
ser mas activas (EtOH55, EtOH60 y EtOH65), y la segunda es una reconstitucion completa
de la fraccion original EtOH75 (suma de EtOH55+EtOH60+EtOH65+EtOH70+EtOH75(2)).
El propdsito de estas mezclas era intentar recabar indicios experimentales sobre la posible
existencia de sinergismo entre compuestos contenidos en P3 o en EtOH75, pero separados

en el subfraccionamiento realizado. Los resultados se muestran en la Figura 4.44.
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Figura 4.44. Ensayo de actividad frente a C. albicans (015) de las subfracciones a una concentracion
de 100 pg/ml. Ademds, se combinaron las tres primeras subfracciones EtOH55, EtOH60 y EtOH65
(55+60+65) por ser las que presentan un perfil cromatografico mas similar a la fraccion original
EtOH75, y también se ha reconstituido la fraccion EtOH75 original (55+60+65+70+75(2)) a 100 pg/ml
cada una. A) Viabilidad (%). B) Ensayo de formacion macroscépica de colonias en medio YPD sélido.
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A igualdad de concentraciones y a estos valores claramente superiores al umbral,
EtOH60 es, notablemente, la subfraccion méas efectiva frente a C. albicans, aunque la
actividad estéa repartida, puesto que EtOH55 produce unos efectos similares a EtOH75
integra, e incluso EtOH65 muestra cierta actividad. De acuerdo con las expectativas que
se deducian de la Figura 4.42, las fracciones EtOH70 y EtOH75(2) no poseen actividad
antifangica significativa. Es interesante el hecho de que EtOH60 mostrara una mayor
actividad que EtOH75 original a la misma concentracion, lo que indicaria que en esa
subfracciébn EtOH60 existe una mayor pureza de los compuestos responsables de la
capacidad antifangica observada en esta Tesis Doctoral. Sin embargo, el comportamiento
de las alicuotas obtenidas por reconstitucion de varias subfracciones es complejo y algunos
resultados son dificiles de interpretar, puesto que la reconstitucién completa de EtOH75 a
partir de todas las subfracciones es mucho mas activa que la EtOH75 original.

Por otra parte, aunque la correlacion entre el porcentaje de viabilidad y la formacion de
colonias macroscopicas es buena en términos generales, la Figura 4.44 muestra una
excepcion clara: la alicuota obtenida por mezcla de EtOH55, EtOH60 y EtOH65 es menos
activa que EtOH55 sola en el ensayo de viabilidad (A) y mas activa en el de formacion de
colonias (B), como parece légico. Estas desviaciones pueden ser debidas a problemas
experimentales, pero también son un reflejo de la complejidad de la accion antifingica. En
principio, dicha actividad podria no deberse a un solo compuesto, y ademas los efectos de

los distintos componentes del propdleo activos parecen no ser aditivos.

Otra de las evidencias que se desprenden de los resultados anteriores, es la gran
actividad observada en la reconstitucion de EtOH75 frente a la fracciébn EtOH75 original.
Sin embargo, la mezcla de EtOH55+EtOH60+EtOH65 no supera la actividad de EtOH60
por si sola. En cualquier caso, desde el punto de vista de la rentabilidad econdmica de un
potencial producto industrial, la concentracion de 100 pg/ml de EtOH60 es mas que
suficiente para eliminar practicamente toda la poblacién celular de C. albicans y

concentraciones mayores no mejorarian de forma apreciable la eficacia del tratamiento.

Para comprobar si el patron sinérgico de los componentes de P3 de estas fracciones
con el CA se mantiene, incluso en un estado de mayor pureza de dichos componentes, se
llevé a cabo un experimento de combinacion de las tres subfracciones mas activas con CA
(50 pg/ml), con los controles apropiados (Figura 4.45). Las concentraciones utilizadas

fueron las representativas de cada subfraccion dentro del P3 especificadas en Tabla 4.9.
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Figura 4.45. Ensayo de actividad antifingica con combinaciones de las subfracciones y la adicion
de CA (50 pg/ml) sobre C. albicans (015) a las concentraciones de las fracciones que se recogen
en la Tabla 4.9. Para méas detalles sobre combinacion de las subfracciones ver Figura 4.44. (A)
Viabilidad (%). B) Ensayo de formacion de colonias macroscépicas en medio YPD sdlido.

Como era de esperar a esas concentraciones, los efectos “per se” de las distintas
fracciones aisladas fueron muy débiles. Sin embargo, cuando actuaron de forma conjunta
con CA. Los resultados muestran que el efecto sinérgico se produce tanto en la

reconstitucion total de la fraccion EtOH75 original mediante la mezcla de todas las

140



Resultados y Discusion

subfracciones (EtOH55, EtOH60, EtOH65, EtOH70 y EtOH75(2) (que se denomina “T” de
total en la Figura 4.45), como en mediante la combinacion de las fracciones mas activas
(las 3 primeras EtOH55, EtOH60, EtOH65 con CA (barras a la derecha de la Figura 4.45).

Como ultimo objetivo de este apartado, se estudié la actividad innata de las
subfracciones, asi como su accion conjunta con CA, para intentar concretar cual era mas
activa (EtOH55 o EtOH60). Por otra parte, también se traté de calibrar la magnitud de los
errores experimentales inherentes al método. Tras Illevar a cabo nuevos
subfraccionamientos, se realizaron ensayos de Vviabilidad estandarizando las
concentraciones en 40 ug/ml y para el CA en 50 pg/ml. Los resultados de los ensayos se
muestran en la Figura 4.46 y la Figura 4.47.
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Figura 4.46. Ensayo de actividad antifingica de las subfracciones EtOH55, EtOH60, EtOH65 vy
EtOH70 a una concentracion de 40 pg/ml, tanto de forma individual como en combinacion con CA
(50 pg/ml) utilizando la cepa 015 (C. albicans). A) Viabilidad (%). B) Ensayo de formacion de colonias
macroscopicas en medio YPD sdélido.
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En principio, el comportamiento fue el esperable, con poca actividad intrinseca de las
subfracciones aisladas y una notable mejoria cuando se combinaron con CA y se manifesté
el efecto sinérgico. Como era ldgico, las fracciones EtOH55 y EtOH60 fueron las mas
activas, pero mientras en la primera serie (Figura 4.46) el orden de eficacia antifingica fue
claramente EtOHS55>EtOH60, en la segunda serie (Figura 4.47) fue al contrario
EtOH60>EtOH55.
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Figura 4.47. Ensayo de actividad antifingica de las subfracciones mas activas a una concentracion
de 40 pg/ml sobre C. albicans (015). En algunas alicuotas se adicioné también CA (50 pg/ml) para
estudiar los posibles sinergismos. A) Viabilidad (%). B) Ensayo de formacion de colonias
macroscopicas en medio YPD sdélido.
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Esto indica que las limitaciones cuantitativas del subfraccionamiento con etanol
creciente en aumentos relativamente pequefios (del 5% en la etapa de
subfraccionamiento), asi como posibles errores experimentales, influyen cuando la escala
de viabilidad es logaritmica, por lo que la localizacién exacta de los componentes mas
activos es dificil de determinar en una sola fraccion. Estos se reparten en las dos
fracciones, es decir el punto de desorcion de la fase sélida utilizada en este trabajo para
subfraccionar el propoleo y semipurificar los compuestos antifungicos se encuentra
centrado sobre el 55% de etanol, y por tanto se reparte en las dos fracciones referidas.
Incluso la fraccibn EtOH65 todavia contiene componentes activos, puesto que muestra
sinergismo con CA (Figura 4.46), aunque con actividad claramente menor, siendo la de

EtOH70 ya es casi inexistente.

4.3.8 Ensayos sobre otros hongos: C. glabratay C. neoformans

Para comprobar la capacidad antifingica de las subfracciones y su posible sinergismo
con CA en el tratamiento de otros patdgenos distintos de C. albicans, se llevaron a cabo
experimentos analogos, pero utilizando como cultivos diana C. neoformans y C. glabrata.
Las Figura 4.48 (C. neoformans) y la Figura 4.49 (C. glabrata) muestran la actividad
registrada en ausencia y en presencia de acido carndsico. En ambos casos, los efectos de
las fracciones EtOH55 y EtOH60 aisladas son bastante pequefios debido probablemente
a la baja concentracion de las preparaciones utilizadas en estas figuras, por debajo del
umbral (40 pg/ml). Sin embargo, dichos efecto son suficientemente pronunciados cuando
se aplicaron en combinacién con el CA, ratificando el sinergismo en todas las cepas

ensayadas.

Es de destacar que en el caso de C. neoformans, la viabilidad provocada por la adicién
de CA+EtOH60 es bastante inferior a la del resto de alicuotas, aunque aun asi el
sinergismo es evidente. Aunque es complejo extrapolar resultados de experimentos
diferentes y para dos microorganismos distintos, C. neoformans parece ser algo mas
resistente que Candida, como ya se ha comentado en virtud de ensayos anteriores. En

cualquier caso, la eficacia de la mezcla CA+EtOH60 sobre diferentes cepas es indiscutible.
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Los resultados con C. glabrata guardan muchas similitudes con los de C. albicans a nivel
cualitativo, pues el sinergismo es notorio y las subfracciones EtOH55 y EtOH60 son las
mA4s activas también en este caso. En general, la tendencia es muy parecida, aunque esta
especie parece ser un poco menos sensible que C. albicans, lo cual es congruente con las
conclusiones ya obtenidas en series anteriores. A nivel cuantitativo se pueden apreciar

diferencias poco significativas.

Respecto a la comparacion entre las dos fracciones, resulta llamativo que EtOH55 sea
menos eficaz que la EtOH60 sobre C. neoformans, pero mas eficaz sobre C. glabrata. Este
comportamiento ratifica que los compuestos mas activos se reparten entre las dos
fracciones durante los diferentes subfraccionamientos llevados a cabo; a veces resulta mas
activa la EtOH60 y otras veces la anterior EtOH55. Por otra parte, también podria estar

relacionado con las diferencias en la pared celular de ambas especies.
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Figura 4.48. Ensayo de actividad antifungica de las subfracciones EtOH55 y EtOH60 sobre C.
neoformans a una concentracion de 40 pg/ml. Se incluyeron alicuotas con CA (50 ug/ml) para
estudiar los posibles sinergismos. A) Viabilidad (%). B) Ensayo de formacion de colonias
macroscopicas en medio YPD sélido.
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glabrata (cepa YA-1) a una concentracion de 40 ug/ml. Se adicioné también CA (50 pg/ml) para
estudiar los posibles sinergismos. A) Viabilidad (%). B) Ensayo de formacion de colonias
macroscoépicas en medio YPD sélido.

4.3.9 Recopilacion de las principales conclusiones del fraccionamiento

Antes de proseguir con los siguientes apartados de esta Tesis Doctoral, se ha elaborado
un resumen de las principales conclusiones que se pueden extraer del fraccionamiento y
subfraccionamiento del propéleo P3 con disoluciones hidroalcohdlicas de concentraciones

crecientes, seria el siguiente:

1. El fraccionamiento del P3 realizado mediante incrementos progresivos del 25% de
disoluciones de etanol, da como resultado que la fraccion denominada “EtOH75” (que
contiene componentes del propdéleo que eluyen con una concentracion de fase movil
superior al 50% de etanol y menor del 75%), es la que presenta la maxima actividad

antifingica.

2. Esa fraccion EtOH75 conserva, en combinacion con el CA, una intensa capacidad
sinérgica en su accion antifingica, indicando que dicho sinergismo proviene del
complemento entre ciertos componentes del P3 y el CA, y no por eliminacion de otros

ingredientes del propdleo que pudieran actuar como inhibidores de la accion antifungica.
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. Para que sea suficientemente efectiva la accién antifingica de EtOH75 sin necesidad
de adicionar CA, se requiere una concentraciéon minima en torno a 100 pg/ml. Por debajo
de ese valor umbral, los efectos son detectables, aunque débiles, puesto que C. albicans
conserva un nivel de viabilidad superior al 50%, que podria no ser suficiente para

desarrollar antifingicos a nivel industrial.

. Separando EtOH75 se pueden obtener subfracciones, incrementando progresivamente
un 5% la concentracion de etanol de la fase eluyente a partir de P3. Las subfracciones
mas activas son EtOH55 y EtOH60, por lo que se puede concluir que los componentes
del propoleo de mayor actividad antifungica eluyen en torno a la regién del 55% de

etanol. Las fracciones por encima del 65% de etanol son totalmente descartables.

. Todas las especies de hongos patdgenos analizados en nuestro estudio son sensibles
al tratamiento. Igualmente, en todas ellas la mezcla de las subfracciones activas con CA
induce sinergismo. En general, C. neoformans parece ser ligeramente mas resistente
gue C. albicans y C. glabrata, aunque debido al grado de sensibilidad del método

experimental no es posible afirmar este punto.

. La combinacion de las subfracciones mas activas con CA reduce la viabilidad de todas
las cepas estudiadas, incluso a concentraciones mas bajas que las empleadas con el
propéleo. No obstante, su rentabilidad econdmica precisa de un analisis mas profundo,
ya que, si bien la materia prima del P3 es notablemente mas asequible que el CA, los
fraccionamientos industriales del P3 pueden encarecer demasiado el precio final del

producto.

En consecuencia y de forma preliminar, no es posible elegir con certeza cual de las dos

subfracciones potencialmente candidatas es la mas adecuada, y tampoco sus perfiles

cromatograficos ayudan a decantar la balanza en un sentido, pues las diferencias

cualitativas y cuantitativas, asi como la absorcion a 280 nm de los picos son minimas. El

subfraccionamiento por elucién con etanol creciente de los cartuchos sélidos no puede

optimizarse mas. Por ello, se decidi6 recurrir a un analisis LC/MS tanto de ambas

subfracciones (EtOH55 y EtOH60) como de la fraccién original “madre” EtOH75, con el

propésito de: (i) caracterizar e identificar los compuestos implicados en la actividad
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anticandida; (ii) analizar su posible uso industrial, (iii) poder formular alguna teoria sobre

los mecanismos responsables de la accion antifungica.

4.3.10 Anélisis LC/MS de las fracciones méas activas de P3

Ante la mencionada imposibilidad de elegir una sola fraccién con ciertas garantias, se

analizaron por cromatografia liquida asociada a un espectrometro de masas las que

presentaron mayor actividad. A titulo ilustrativo, se muestran sélo los cromatogramas

procedentes de la subfraccion EtOH55. Como puede observarse, la mayor sensibilidad se

obtuvo utilizando como método de deteccion en la espectrometria de masas el ESI

(ionizacion por electro-spray) en modo negativo, aunque en algunos casos el modo positivo

fue también de utilidad (Figura 4.50).
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Figura 4.50. TIC (Total lon Chromatogram) que corresponde a la suma de abundancias de todas las
masas adquiridas para la subfraccion EtOH55 en modo negativo y positivo respectivamente. El
compuesto mayoritario presenta un tiempo de retencion aproximadamente de 57 minutos en las

condiciones asociadas a la cromatografia.
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Con los datos obtenidos mediante espectrometria de masas, es posible vislumbrar con
una elevada probabilidad, la naturaleza quimica de los compuestos activos del propdleo
contenidos en forma semipura en las fracciones activas analizadas. Sin embargo, llegados
a este punto, y dado que este trabajo constituye una Tesis con Mencion Industrial, esa
informacién no puede ser desvelada por cuestiones de confidencialidad al estar bajo
secreto industrial y pendiente de patente. En tal caso, es importante destacar que la
utilizacion de LC/MS proporciond la masa molecular de algunos de los diferentes
compuestos preseleccionados como los principios activos responsables de los resultados
obtenidos. Ademas, se obtuvo informacion estructural adicional mediante comparacion de
los tiempos de retencion con estandares introducidos en HPLC, por lo que LC/MS fue una
herramienta esencial para avanzar en las identificaciones de dichos compuestos. En
resumen, se seleccionaron tres Candidatos potenciales que fueron sometidos a ensayos
microbiolégicos andlogos a los llevados a cabo hasta ahora para estudiar su efecto

antifingico y su posible sinergia con el CA.

4.3.11 Identificacién y estudio de los posibles compuestos activos de P3

En base a los resultados anteriores, las moléculas activas debian estar tanto en el
propéleo P3 completo, como en las subfracciones mas activas (EtOH75 y sus derivadas
EtOH55 y EtOH60), por lo que fueron seguidas mediante los tiempos de retencién en la
columna de HPLC vy la altura de los picos en los correspondientes cromatogramas.
Cotejando de forma minuciosa estos datos, los espectros de dichos compuestos y las
especies m/z obtenidas por espectrometria de masas, se seleccionaron finalmente tres
moléculas, que de ahora en adelante sen denomina en la presente Memoria como X, Y y
Z, con objeto de proteger su identidad por el proceso de solicitud de patente actualmente

en Ccurso.

Una vez seleccionados los candidatos, para investigar sus posibles efectos antifungicos
de forma pormenorizada, se adquirieron pequefias cantidades de los tres, con la maxima
pureza disponibles en Sigma-Aldrich:

e X:295% de pureza, grado analitico, HPLC

e Y:297% de pureza, grado analitico, HPLC
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e Z:297% de pureza, grado analitico, HPLC

Se pesaron los mg adecuados de cada uno de ellos y se disolvieron en DMSO para su
andlisis por HPLC en las condiciones rutinarias utilizadas para el analisis de los propdleos,
es decir, utilizando la misma columna C18 de fase reversa y las mismas condiciones de
fase movil descritas en Materiales y Métodos (ver Apartado 3.2.10). Segun la
confidencialidad industrial ya comentada y destinada a proteger la patente actualmente en
gestion que pueda derivarse de estos estudios, la Figura 4.51 muestra el cromatograma
obtenido mediante absorbancia a 280 nm de una mezcla de las tres moléculas disueltas a
concentraciones comparables, aunque no exactamente iguales. Debido a su similitud
estructural e hidrofébica, las tres eluyen con tiempos de retencién muy similares, entre 40-
41 min (ver Figura 4.51), que es coincidente con la zona de elucién de los compuestos

activos que contienen tanto el P3 crudo, como la fraccion EtOH75 o la subfraccion EtOH55.
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Figura 4.51. Cromatograma (HPLC) de una mezcla de los componentes del propéleo X, Yy Z
registrado a 280 nm.

A continuacién, se realizaron ensayos de actividad antifingica similares a los llevados
a cabo hasta ahora, tanto para cada compuesto de forma individual como en combinacion

con CA. Simultaneamente, con fines tanto de control como comparativos, se repitié todo el
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proceso de fraccionamiento del propéleo P3 para obtener nuevas subfracciones EtOH55 y
EtOH60, buscando constatar la presencia de X, Y y Z en los cromatogramas, y para
comprobar que los datos obtenidos por LC/MS eran concordantes con los descritos
anteriormente. También se hizo una cuantificacion exacta de los factores de respuesta
calculados a partir del cromatograma de la Figura 4.51, donde se puede conocer la altura
de los picos y la concentracion exacta teniendo en cuenta los mg disueltos y el volumen de
DMSO empleado para la preparacion de la muestra inyectada. La concentracion empleada
fue de 100 ug/ml para los ensayos de los componentes aislados y de 40 ug/ml en los
ensayos de actividad combinada con 50 ug/ml de CA. Para las fracciones utilizadas en
paralelo EtOH55 y EtOH60, se usaron las mismas concentraciones, pero calculadas de
forma empirica en funcion del peso medido tras concentracion en el rotavapor por el

procedimiento ya descrito anteriormente (ver Apartado 3.2.9). Los resultados se muestran
en la Figura 4.52.
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Figura 4.52. Ensayo de actividad antifingica frente a la cepa 015 (C. albicans) de los compuestos
X, Y y Z y las subfracciones EtOH55 y EtOH60 a una concentracion de 100 pg/ml (actividad
intrinseca) y de 40 pg/ml (actividad en combinacién con 50 pg/ml de CA). A) Viabilidad (%). B)
Fotografia del ensayo de formacién de colonias macroscopicas en medio YPD sdélido.

Se observa que los tres compuestos muestran per se una actividad antifangica muy
débil a la concentracién indicada, aunque X parece ser mas eficaz que Y y Z.
Comparativamente, los resultados revelaron una mayor actividad de EtOH60 y EtOH55 que
de los compuestos aislados, aunque debe tenerse en cuenta que estas subfracciones
pueden contener muy probablemente, los tres compuestos juntos, e incluso algun otro.
Mucho mas importante que los efectos intrinsecos eran los efectos en combinacién con el
CA. Si se atiende a la serie ensayada en combinacién con 4cido carndsico para detectar
posibles sinergismos, el compuesto Z mostré claramente mas eficacia, con una actividad
antifingica que disminuye la viabilidad de la cepa de C. albicans ensayada unos 4 6rdenes
de magnitud (del 100% al 0.01%), si bien la muestra que provocé una mayor reduccion de
la viabilidad celular fue EtOH60+CA. Los datos sugieren que la actividad antifungica podria
aumentarse por la presencia conjunta de varios componentes del propéleo, ademas del

efecto sinérgico ya conocido que se produce por el CA.

Debido a la importancia de estos resultados para el disefio de un preparado con
aplicacion industrial, se realizaron ensayos adicionales para confirmar la reproducibilidad

de los efectos de cada biomolécula concreta. Ademas, se introdujeron algunas variantes en
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las nuevas series. Por ejemplo, se utiliz6 como muestra con actividad antifangica control
una fraccion que contenia EtOH55, EtOH60 y EtOH65 juntas (EtOH55-65), con objeto de
asegurar que se tenian todos los componentes activos del propdleo. Los resultados se
muestran en la Figura 4.53, siendo muy similares a los obtenidos en la serie anterior: de
nuevo X fue el compuesto con mayor actividad intrinseca en las muestras aisladas, pero en
la serie de acciones combinatorias con CA, el compuesto Z fue el mas activo. En este caso,
incluso con un efecto mayor que el causado por la fraccion EtOH55-65+CA, lo que parecio
en principio bastante sorprendente pero estimulante para proseguir nuestras
investigaciones. Estas variaciones entre ensayos lo que realmente confirmaron es que el
efecto global es complejo si se quiere obtener una medida cuantitativa exacta, pero muy
reproducible en cuanto a que el efecto antifungico sinérgico se produce, y la viabilidad de
la levadura patégena se reduce en aproximadamente en un factor de 10* a las
concentraciones ensayadas, se utilice la subfraccién obtenida del propéleo o se utilice la
sustancia pura Z. Ademas, no existe correlacion entre la accion intrinseca de componentes
aislados y la combinacién de los componentes con el CA, ya que en el compuesto X aislado
es mas activo que el Z aislado, pero este ultimo es el mas activo cuando se aplica en
combinacion con el CA; dicho en otras palabras, muestra el efecto sinérgico mas potente,
gue es realmente el que tiene interés industrial para competir con los antifingicos

convencionales, el objetivo principal de este trabajo.
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Control EtOH55-65 X Y Z EtOH55-65+CA X+CA Y+CA Z+CA
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Células de C. albicans (cepa 015)
)

Figura 4.53. Ensayo de actividad antifungica frente a la cepa 015 de C. albicans de X, Yy Z a una
concentracién de 100 pug/ml considerados aisladamente y combinados a 40 pg/ml con CA (50 pg/ml).
Como control positivo se incluyd una fraccion a las mismas concentraciones, EtOH55-65, que
comprende las subfracciones EtOH55, EtOH60 y EtOH65. A) Viabilidad (%). B) Ensayo de formacién
de colonias macroscopicas en medio YPD sdélido.

También se estudié el comportamiento de X, Y y Z frente al otro hongo modelo de esta
Tesis, C. neoformans (Figura 4.54) siguiendo la misma metodologia empleada hasta ahora,
obteniéndose un comportamiento concordante con el de C. albicans aungue en este caso
Z fue la molécula que mayor efectividad presenté incluso en estado aislado, sin necesidad
de combinarla con CA. En esta serie se empled solo EtOH55 como control de eficacia de
las fracciones obtenidas del P3. Cabe destacar que se apreciaron algunas peculiaridades
significativas respecto a ensayos descritos anteriormente en esta Memoria. Por ejemplo,
Cryptococcus neoformans mostré en estos ensayos una especial sensibilidad al tratamiento
combinado, y tanto la fraccion EtOH55 como Z produjeron una accién téxica practicamente
total cuando se ensayaron junto con CA. Sin embargo, en ensayos de fracciones descritos
en apartados anteriores, C. neoformans parecia un poco mas resistente que C. albicans
(ver Apartado 4.3.8). Ademas, en el tratamiento combinado, la molécula Y mostr6 mas
potencia que la X, aspecto diferencial con C. albicans. En resumen, tanto pequefias

diferencias experimentales en distintas series de ensayos como la naturaleza del
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microorganismo diana son factores que afectan relativamente a la potencia de la actividad

antifingica de estas fracciones o moléculas elegidas, pero, en cualquier caso, la sinergia

con el CAy la actividad antifingica se mantiene.
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Figura 4.54. Ensayo de actividad antifingica frente a C. neoformans de X, Y y Z a una concentracion
de 100 pg/ml cuando se utilizaron individualmente y a 40 pg/ml cuando se combinaron con CA (50
pg/ml). Como control positivo se utilizé la subfraccion EtOH55 a las mismas concentraciones
mencionadas. A) Viabilidad (%). B) Fotografia del ensayo de formacién de colonias macroscopicas

en medio YPD soélido.
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4.3.12 Cinética y durabilidad de la accion antifungica del potencial compuesto
activo del propéleo y de sus preparaciones comerciales

Identificado el compuesto Z como el mejor candidato de los compuestos presentes en
el propdleo para ejercer una accion antifungica sinérgica con el CA, se realizaron las
pruebas de actividad de Z en medio liquido transcurridos distintos tiempos tras el
tratamiento inicial: 1, 5 y 24 h con el proposito de estudiar la evolucion del efecto y
establecer comparaciones con la cinética del P3 estudiada en apartados anteriores en lo
que se refiere a durabilidad de la acciéon antifingica. Debe recordarse que el efecto
antifangico es rapido, como se observé en las series rutinarias a 1 hora de incubacion
(Apartado 4.2.3), pero que posteriormente el efecto del propdleo sufre una pérdida de
actividad y el crecimiento de Candida se recupera parcialmente, posiblemente por una
degradacion del CA o de los principios activos presentes en el propéleo responsables da
accioén antifungica (ver Apartado 4.2.3 y Apartado 4.2.7).

En estas nuevas series cinéticas, se incluyé ademas de Z con la mayor pureza posible
(>97%, utilizado en el Apartado 4.3.11), una alicuota denominada Z(1), que corresponde a
un extracto comercial que contiene Z, pero cuyo analisis por HPLC revelé un contenido
bastante bajo de éste, aproximadamente 1,7%, (ver Apartado 4.5.3). Ademas del estudio
cinético o de durabilidad de la accién antifingica, el propésito de emplear extractos
comerciales con un coste racional se debi6 a la necesidad de explorar estos aspectos
teniendo en cuenta la variable econémica para el uso de posibles fuentes de materia prima

de Z viables desde el punto de vista de la produccién industrial.

Los resultados de viabilidad y de formacion de colonias macroscopicas se muestran en
la Figura 4.55 y Figura 4.56 para 1, 5y 24 h (A, B y C respectivamente). Los datos se han
ordenado secuencialmente para facilitar la observacion a lo largo del tiempo de exposicion
del hongo a los aplicados.

En primer lugar, y de forma bastante concluyente, se observa que la capacidad
anticandida de Z es bastante mayor que Z(1), tanto en su accién aislada como combinada

con CA. Ello esta en concordancia con la mayor pureza de Z respecto a la preparacion Z(1).

Analizando los resultados a 1 h de incubacién (series A), y observando efectos aislados
en ausencia de CA, Z a 200 pg/ml muestra cierta actividad, pero Z(1) a la misma

concentracion no. Cuando se analiza su combinacién con CA, Z es activo incluso a las
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concentraciones mas bajas (10 pg/ml), y totalmente efectiva a 40 pg/ml mientras que Z(1)
tiene un efecto muy ligero incluso a concentraciones altas, 200 pg/ml.

Si se alarga el tiempo de incubacion del cultivo con los compuestos, se observa que
efectivamente la capacidad antifingica de Z va disminuyendo, y la de Z(1) practicamente
desaparece. De hecho, tras 5h (series B) el crecimiento celular sigue siendo inhibido en las
muestras tratadas con Z+CA en concentraciones desde 10 hasta 40 pg/ml, pero a 24h
(series C), solo la alicuota con mayor concentracion de Z (40 pg/ml) conserva capacidad
antifangica. Ni Z, o por supuesto Z(1), con o sin CA muestran actividad tras este periodo
de incubacion. También es destacable, comparando tanto las cantidades de Z usadas en
el ensayo como la riqueza de Z(1) calculada segun su cromatograma, que al igual que
ocurria con el P3y la fraccién EtOH, existe una concentracion umbral a partir de la cual el
efecto de Z es notable, aunque para el sinergismo Z+CA dicha concentracién se ve
rebajada ostensiblemente. Ademas, es clara la necesidad de aplicar el producto de forma

periédica para mantener una viabilidad baja.
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Figura 4.55. Ensayo de actividad antifingica frente a la cepa 015 de C. albicans de Z a una
concentracion de 10, 20 y 40 pg/ml, combinado con CA (50 pg/ml). También se muestra el efecto
de un extracto comercial, Z(1), a una concentracién de 200 pg/ml con y sin CA. El tiempo de
exposicion de las células al tratamiento antifingico es de 1, 5y 24 h, que corresponden a las Figuras
A, By C respectivamente. Los histogramas muestran la viabilidad celular (%).
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Figura 4.56. Fotografia del ensayo de formacion de colonias macroscoépicas en medio YPD sdlido,
utilizando las mismas alicuotas que en la Figura 4.55 anterior, y los mismos tiempos 1,5y 24 h, que
se correlacionan con las Figuras A, By C.
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Con las experiencias previas, es posible enunciar algunas hipétesis que expliquen los
resultados observados, pero dicha experimentacion no permite afirmar con rotundidad el
mecanismo o los mecanismos implicados (ver Figura 4.57). Consultando la bibliografia
disponible, se aprecia como el estudio de los mecanismos de la accién antifungica del
propoleo ha dado lugar a interpretaciones muy diversas, y de ninguna manera se puede
dar por totalmente aclarado.

Ya se ha comentado anteriormente la riqueza del propéleo en moléculas antioxidantes,
como los polifenoles. Igualmente, es abundante la literatura sobre sus efectos beneficiosos
en el tratamiento y prevencion de enfermedades relacionadas con la aparicion de radicales
libres y ROS (105,195,196). La idea mas difundida sobre estos antioxidantes es que
provocan una accion beneficiosa en el metabolismo celular aerobio al disminuir los efectos
producidos por el estrés oxidativo. Sin embargo, algunos polifenoles muestran capacidad
prooxidante, pudiendo tener efectos téxicos por varios mecanismos. En este equilibrio entre
accion antioxidante y prooxidante, el fraccionamiento y la consiguiente separacion de
componentes del propéleo podrian multiplicar el moderado efecto citotéxico que dicho
propdleo muestra per se, potencidndose sinérgicamente al afiadir otro antioxidante de
distinta estructura quimica (diterpeno) y que no esta presente en el propdleo; el 4cido
carnésico. Esta teoria se cumple perfectamente en la experimentacion llevada a cabo en

el presente trabajo.

Algunos autores indican que las propiedades antifingicas de los componentes del
propéleo se deben a los cambios que se producen en el contenido celular de enzimas
antioxidantes y en la interferencia sobre la sintesis de ATP (197). También se ha sefialado
a los flavonoides por interferir en la accion de los transportadores ABC que forman parte
de los transportadores de resistencia a multifarmacos, uno de los mecanismos mas
importantes que usan las levaduras patégenas para eludir y vencer el tratamiento con
agentes quimioterapéuticos. Dicha interferencia parece darse a nivel de reguladores

transcripcionales en C. albicans (198).

La accion citotéxica podria estar mediada por una inhibicibn de las histonas
desacetilasas, que son esenciales para el crecimiento celular. La inhibicién de esta enzima
por los polifenoles (flavonoides y ésteres de fenoles aromaticos de los prop6leos) hace que
la cromatina permanezca hiperacetilada, impidiendo que se complete el ciclo celular (199).

Por otra parte, se ha descrito que el efecto citotéxico de las flavonas de la miel se produce
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también por interferencias del ciclo y proliferacion celular mediante la activacion de las
caspasas que disparan los mecanismos de apoptosis. Tanto los procesos de desacetilacion
como de apoptosis muestran similitudes en todas las células eucariotas, sean levaduras o

animales (200).

Los efectos especificos de los flavonoides en levaduras han sido objeto de estudio como
en el caso del crecimiento del micelio de Cytospora persoonii (201) concluyendo que las
formas libres o agliconas son mas toxicas que las gliconas o glucésidos de los flavonoides.
Ademads, también hay diferencias de toxicidad dentro de los diferentes tipos de flavonoides.

Otro posible mecanismo, en este caso indirecto, consiste en la potenciacion de la accién
citotdxica de otros agentes como en el caso del cis-platino, al disminuir los niveles de GSH
por accion de los flavonoides. EI GSH es uno de los principales agentes antioxidantes y
detoxificantes de las células, y su eliminacion es la causa de que se sensibilicen frente al
cis-platino (202). Los flavonoides o el CA también pueden disminuir los niveles
intracelulares de GSH mediante reacciones de tioconjugacion con este tripéptido. Un
mecanismo semejante, se ha descrito como la causa de la leucoderma producida por
accion citotoxica del rododendrol (compuesto fendlico extraido del rododendro o azalea)

en los melanocitos cutaneos (203).

Las propiedades y los efectos descritos para el CA son diversos (ver Apartado 1.3) y,
como ocurre con el propdéleo y sus componentes, contradictorios, no habiendo unanimidad
al respecto. Como ya se ha mencionado, el CA posee propiedades antiinflamatorias, hecho
relacionado al menos en parte con la reduccion de la liberacion de NO, PEG2 y TNF-a con
los consiguientes efectos beneficiosos en organismos superiores. Ademas, parece suprimir
la actividad kinasa Src/Syk, relacionada con la maduracién de linfocitos B (204). En
cualquier caso, el efecto del CA sobre la expresion génica es complejo, pero una de las
propiedades mas relevantes y objeto de numerosos estudios es la induccion del factor de
transcripcién Nrf2. Aunque dicho efecto no es especifico del CA, (parece compartirlo con
otros agentes bioactivos como el CAPE o el resveratrol) es un factor clave para proteger
las células del dafio oxidativo regulando la expresion de un conjunto de genes que codifican

propiedades antioxidantes (205). Las proteinas antioxidantes que estan implicadas son:

¢ NAD(P)H quinona oxidorreductasa (NQO1), elimina las posibles quinonas citotoxicas

gue puedan aparecer como producto del metabolismo celular.
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¢ Glutamato-cisteina ligasa (GLC), enzima esencial en la sintesis de GSH, uno de los

antioxidantes mas importantes.

o Sulfiredoxinal (SRXN1) y Tioreductasa 1 (TXNRD1), mantienen reducidas las
peroxiredoxinas, protectoras frente a peroxidos y peroxinitritos.

e Glutation-S-transferasa (GST), familia de enzimas que catalizan la conjugacion de GSH

con diversos xenobiéticos electrofilicos para excretarlos.

¢ Proteinas de resistencia a multidrogas (MDRPS), transportadoras que permiten expulsar
compuestos nocivos para las células y son importantes en el metabolismo fangico y su

capacidad infectiva.

A pesar de que la induccion de Nrf2 en principio debe favorecer la supervivencia celular
y aumentar su resistencia frente a situaciones de estrés, puede también tener efectos
adversos, de modo que Nrf2 podria no comportarse siempre como un factor citoprotector
(206,207). En este contexto, ya se han citado las propiedades beneficiosas del CA (ver
Apartado 1.3) como su efecto antiproliferativo en células de cancer de colon a través de la
activacion del metabolismo ROS vy la alteracion de varios genes involucrados en rutas de
degradacién oxidativa de metabolitos enddgenos (208). Otro efecto positivo del CA es su
potencial antimicrobiano ampliamente comentado en apartados previos (63,74,78),
estando estos efectos posiblemente relacionados por la oxidacién del CA a la quinona
previa al carnosol, que puede originar una especie potencialmente téxica para las células
(209).
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Figura 4.57. Imagen de una célula del reino Fungi donde se han sefialado los organulos que podrian
estar afectados por los posibles mecanismos de accion de CA+P3, detallados previamente.
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4.5 Aplicaciones industriales de la combinacion de P3 y CA: gel dental

Como ya se ha mencionado en varios apartados, la presente Tesis Doctoral tiene un
marcado caracter industrial y de aplicacion real de todo el conocimiento cientifico generado.
Por ello, se disefié y elaboré el prototipo de un producto que puede ser utilizado a nivel
mundial y en rutina diaria, conteniendo los principios activos estudiados y descritos en los
apartados anteriores y el efecto sinérgico que muestran en su actividad antifingica: el
propoleo y el &cido carndsico. Este prototipo, potencialmente utilizable de forma habitual,
consistié en un gel dental, que ademas de ser efectivo frente a C. albicans y otros posibles
hongos patégenos, tuviera en cuenta aspectos comerciales tales como la viabilidad
econOmica e industrial, las propiedades organolépticas y reolégicas para que fueran
agradables al consumidor y la estabilidad con el paso del tiempo, dado que un producto de

estas caracteristicas suele tener una caducidad de 12 meses una vez abierto.

45.1 Ensayos de actividad y estabilidad in vitro

En una primera etapa se formularon distintos geles hasta conseguir una buena
homogenizacioén ya que los geles dentales no pueden ser anhidros y los extractos son
preferencialmente hidrofoébicos. A continuacién, se comparo la actividad antifingica del gel
con los principios activos frente al gel base que carecia de ellos, con la finalidad de
asegurar que los efectos observados se debian solo a la presencia de dichos principios.
Se calcularon las MICs de los principales excipientes utilizados en el gel definitivamente
seleccionado, que denominamos M (resultados no mostrados) con el objetivo de descartar
aquellos que pudieran tener cierta capacidad antifingica, evitando asi que los resultados

pudieran verse afectados.

Seguidamente, se realizd un andlisis preliminar de la actividad antimicrobiana del gel M
en comparacién con otros dentifricos comerciales. Para ello se emple6 de nuevo la técnica
de los antibiogramas, pues es una técnica rapida y sencilla para realizar ensayos rutinarios
de cribado con distintos microorganismos. Ademas de C. albicans, se seleccionaron otros
microorganismos que fueran potenciales patdgenos orales, entre los que se encuentran
Candida parapsilosis o las bacterias Streptococcus mutans y Escherichia coli. Cabe

mencionar que la concentracién de P3 y CA en el gel M fue del 2 y 1%, respectivamente,
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pasando asi de la ratio previa de % en los ensayos in vitro a %2, por motivos de aplicabilidad

industrial, ya que el CA es mas soluble en agua (Figura 4.58).

Figura 4.58. Antibiogramas de diferentes geles dentales. Los geles dentales comerciales fueron
identificados como D, C y S, siendo M el gel dental elaborado con CA y P3. La cantidad de gel
dispensada en los sacabocados fue de 25 pl. Los microorganismos objeto de estudio fueron: A)
Streptococcus mutans, B) Escherichia coli, C) Candida parapsilosis, D) Candida albicans cepa
SC5314, E) Candida albicans cepa 025 procedente de un aislado.

En todos los casos el halo de inhibicion producido por M es claramente muy superior al
resto de geles. Incluso frente a E. coli el halo es apreciable, aunque de menor diametro,
siendo ademas el Unico gel dental eficaz con dicha bacteria Gram negativa. Es llamativa la
diferencia de color entre M y los geles comerciales, debida a la coloracion intrinseca de los

principios activos.

Tras comprobar que M era efectivo frente varios microorganismos, se formularon geles

de composicion similar, pero ajustando las concentraciones de algunos de los

165



Resultados y Discusion

componentes/excipientes para mejorar su apariencia y posible aceptacion en el mercado.

De todos esos geles, se eligieron por motivos de eficacia/coste econdémico los siguientes:
o Gel G8,G8A Yy G8B-V: 1% de CAy 2% de P3

e GelG10y G10B: 2% de CA'y 4% de P3

En la Figura 4.59, se recogen los resultados de actividad frente a C. albicans (015) de
los geles G8 y G10 con el paso del tiempo, y conservados a temperatura ambiente,
comprobandose que son totalmente estables al no perder practicamente su potencial
antifingico incluso transcurrido un afio. Tan so6lo en el caso del dentifrico con menor
concentracion de compuestos activos, se aprecia un ligero aumento de la viabilidad a partir

de los 7 meses. En cuanto a los excipientes, recordar que carecen de actividad antifingica
en las dosis empleadas.
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5 meses 7 meses 9 meses 12 meses
G8 G10 G8 G10 G8 G10 G8 G10

Células de C. albicans (cepa

Figura 4.59. Ensayos de actividad antifingica frente a la cepa 015 de C. albicans de los geles
dentales G8 y G10 a lo largo del tiempo. A) Viabilidad (%). B) Fotografia del ensayo de formacion de
colonias macroscépicas en medio YPD sdélido, utilizando las mismas alicuotas e incluyendo el Gel
Base, que tiene la misma composicion de excipientes que los otros dos, pero sin CAy P3.

La gran estabilidad de la eficacia antimicrobiana del gel con el paso del tiempo es una
caracteristica de vital importancia desde el punto de vista comercial por razones obvias,
pero ademas parece indicar que la recuperacion de la viabilidad celular observada en los
experimentos cinéticos después de la exposicion a una dosis determinada de la mezcla

CA+P3 es probablemente debida a que son metabolizados por los patégenos, y son éstos
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los que producen la degradacion de los principios activos, y no debido a la inestabilidad
guimica de éstos.

Dado que el Gel Base no present6 capacidad antifingica, se decidié no incluirlo en mas
experimentos (Figura 4.59).

Los geles G8A y G10B, cuyos porcentajes de principios activos eran los mismos que

sus predecesores, también fueron sometidos a los mismos ensayos de actividad. Los
resultados se recogen en la Figura 4.60:
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Células de C. albicans (cepa 015)
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Figura 4.60. Ensayos de actividad antifiingica frente a la cepa 015 de C. albicans de los geles
dentales G8A y G10B a lo largo del tiempo hasta cumplir un afio de su fabricacion. A) Viabilidad (%).
B) Fotografia del ensayo de formacién de colonias macroscépicas en medio YPD sélido.

En virtud de los excelentes resultados de estabilidad, capacidad antifingica y relacion
coste/efecto, se decidié elegir G8 para ser utilizado en un ensayo de intervencion en
humanos, pero disminuyendo un poco la coloraciéon debido a CA y P3 con el objetivo de
gue resultara mas atractivo a los futuros usuarios. Para ello se adicion6 mas blanqueante.
Este gel definitivo se denomind G8B-V y aunque los cambios fueron minimos con respecto
a su predecesor, su estabilidad también se estudio inicialmente durante 12 meses y se

prolongo hasta los 3 afios. Como se observa en la Figura 4.61, G8B-V es totalmente eficaz,
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duradero y apto para utilizarse en un ensayo con humanos (para mas informacion sobre

toxicidad y seguridad de CA y P3 ver Apartado 4.5.2).

1000+
1004

=
o
1

% Viabilidad
o
e

0.014
0.001+
0.0001-

Tiempo (meses)

0 1 2 3 4 6 12 36
Control meses mes meses meses meses meses meses meses

Células de C. albicans (cepa 015)

Figura 4.61. Ensayos de actividad antifingica frente a la cepa 015 de C. albicans del gel dental
G8B-V a lo largo del tiempo hasta cumplir tres afios de su fabricacién. A) Viabilidad (%). B)
Fotografia del ensayo de formacién de colonias macroscépicas en medio YPD sdlido.
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4.5.2 Ensayo de intervencién biomédica en humanos con el gel dental

Como se ha comentado antes, G8B-V fue seleccionado por sus propiedades
antifangicas y reoldgicas, asi como por tener un coste razonable. Se disefié un ensayo de
intervencion biomédica con él sobre 21 pacientes para evaluar su capacidad para reducir
la poblacién de C. albicans en pacientes con infeccion bucal por dicho hongo.

La variable principal era el nimero de colonias de C. albicans formadas tras el andlisis
de la muestra de saliva obtenida en las visitas estipuladas tras el uso continuado de dicho
gel. Esta variable se obtuvo a través del enfrentamiento del valor relativo obtenido mediante
PCR-RT (TagMan) y la concentracién conocida procedente de un nimero determinado de
unidades formadoras de colonias, siendo este ultimo valor el control para la obtencion del

valor relativo anteriormente indicado.

El plan de trabajo consistié en una primera visita donde el paciente que potencialmente
podia participar en el estudio fue informado al respecto, y en caso de dar su consentimiento,
comprobar que cumplia con todos los criterios de inclusion y ninguno de los de exclusion.
A continuacién, se entreg6 la hoja de informacion al paciente y se tomd la primera muestra,

la considerada como basal. Se anotaron los datos correspondientes a esta visita:
e Sexo
e Edad
e Frecuencia habitual del cepillado de dientes
e Utilizacion de inhaladores
e Diabetes
e Trasplante de 6rganos
e Xerostomia
e Utilizacidn frecuente de antibidticos de amplio espectro
e Otros (relacionados con inmunosupresion)

e Estado bucal previo, como patologia periodontal, patologia de caries, presencia de
prétesis removibles o fijas y observaciones clinicas relacionadas con la sospecha

de candidiasis.
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El procedimiento de obtencion de las muestras de saliva se realiz6 mediante enjuague
bucal durante 15 segundos con 15 ml de agua miliQ autoclavada en un tubo Falcon Estéril
de 50 ml, que se cerré y almacend en las condiciones adecuadas hasta su analisis

correspondiente.

La siguiente visita se produjo como méaximo a las 24h desde el primer cepillado con el
gel dental y la siguiente a los 15 dias. Adicionalmente, se establecié una visita fin de estudio
a los 30 dias para recoger datos clinicos sobre las observaciones relacionadas con la
sospecha de infeccién por Candida, asi como de seguridad en relaciéon con el uso del gel
dental.

Respecto al &mbito regulatorio, no existe problema alguno, ya que ambos ingredientes

estan definidos como productos “seguros” desde distintos puntos de vista:

e Ambos cuentan con el estatus de productos “food grade” (grado alimentario), tanto por
sus especificaciones de producto (metales pesados, pesticidas, aflatoxinas,
benzopirenos, disolventes residuales, caracteristicas microbioldgicas, etc.) como por su
propio proceso de produccién, que garantiza su condicion de 100% natural (solo

procedimientos fisicos).

e Ambas materias primas vegetales, fuentes de los extractos obtenidos, son de amplio
uso en la obtencién de multiples productos, utilizados en el sector de la alimentacion

incluso antes de 1997, momento en el que se genera el nuevo concepto de “novel food”.

e Incluso en el caso de los extractos de plantas labiadas, en general, éstos estan
considerados como aditivos tecnolégicos regulados, tanto en alimentacion humana
como animal, con los consiguientes estudios de toxicologia reconocidos y validados por

las correspondientes autoridades europeas (EFSA).

e Como complemento, cabe mencionar que los estudios existentes sobre toxicidad aguda
por ingesta de ambas familias de producto, extractos de plantas labiadas y propdleo,
implican valores de LD50 muy superiores a 2000 mg/kg de peso y dia. Destacan los
estudios de toxicidad del CA mediante administracion oral en ratones estableciéndose
su LD50 en 7100 mg/kg (67).
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Uno de los principales escollos para llevar a cabo un ensayo con pacientes, residia en
la necesidad de cuantificar C. albicans. Para ello, el equipo de HM Hospitales disefi6 y
validaron una herramienta molecular, comenzando por escoger una pareja de primers
universales dirigidos a secuencias especificas del género Candida, en las regiones ITS3
(localizada en la secuencia que codifica para el RNA ribosémico 5.8S) e ITS4 (localizada
en la secuencia que codifica para el RNA ribosomico 28S). Ademas, se seleccioné una
sonda especifica de C. albicans, dirigida a una secuencia especifica de la region ITS2
(Figura 4.62).

A PRIMERS:
Primers Universales descritos por Fujita et al., 1995 (amplicén 300pb).
ITS3 (5.8S rDNA universal): 5'- GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC-3
ITS4 (28S rDNA universal): 5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’

B SONDA TagMan:

Sonda especifica para C. albicans redisefiada y utilizada en Shin et al.,
1999.

CA-FAM: 5'- AT TGC TTG CGG CGG TAACGT CC TAMRA-3'

C ITS3E
52— 3

ITS1R ITS2R
1 8B LRk ey 283 )

CA-FAME ¥&——S5T
ITS48

1 gatcattact gatttgctta attgcaccac atgtgttttt ctttgaaaca aacttgcttt
61 ggcggtgggc ccagcctgcec gccagaggtc taaacttaca accaattttt tatcaacttg
121 tcacaccaga ttattactta atagtcaaaa ctttcaacaa cggatctctt ggttctcgcea
181 tcgatgaaga acgcagcgaa atgcgatacg taatatgaat tgcagatatt cgtgaatcat
241 cgaatctttg aacgcacatt gcgccctctg gtattccgga gggcatgect gtttgagegt
301 cgtttCtcce tcaaaccgct gggtttggtg ttgagcaata cgacttgggt ttgcttgaaa
361 gacggtagtg gtaaggcggg atcgctttga caatggctta ggtctaacca aaaacattge
421 ttgcggcggt aacgtccacc acgtatatct tcaaactttg acctcaaatc aggtaggact
481 acccgctgaa cttaagcata tcaataagcg gaggaa

Figura 4.62. Herramientas moleculares para la deteccion especifica de C. albicans. A. Primers
universales para el género Candida que amplifican una region de aproximadamente 300pb (210). B.
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Sonda TagMan especifica de C. albicans (211). C. Secuencia de DNA que codifica para RNA
ribosdmico en C. albicans.

Para poder establecer una correlacion entre los valores de amplificacion de DNA a
tiempo real y las UFC (o CFU en inglés), se siguio el disefio experimental mostrado en la
Figura 4.63A y que consistio, a grandes rasgos, en descongelar una muestra de C.
albicans, sembrarla en agar con el medio correspondiente durante 24 horas, recoger una
colonia y sembrarla en medio liquido O/N. A continuacion, se realizaron diluciones seriadas
pareadas (Figura 4.63B). Una de ellas se utilizo para aislar DNA total y la otra se sembr6
en agar (Figura 4.63C) y 24 horas después, se llevé a cabo un recuento de colonias en
todos los cultivos en agar. Con respeto a la extraccion de DNA total, primero se realizé un
ensayo previo con el proposito de determinar el kit comercial mas adecuado para el
aislamiento de DNA total a partir de muestras de C. albicans disueltas en medio liquido.
Para ello, se utilizaron 4 kits comerciales, que habian sido empleados previamente en el
aislamiento de DNA total de C. albicans en la bibliografia. En el caso concreto del equipo
de HM Hospitales, el kit con el que se obtuvieron mejores resultados fue “Yeastar Genomic
DNA kit Zymo Research”, por lo que fue el designado para todos los analisis posteriores
(Figura 4.63D). Seguidamente, se aislé el DNA total de las diluciones seriadas pareadas y
se continud con la amplificacion de DNA especifico de C. albicans mediante la utilizacion
de la pareja de primers y sonda de la figura Figura 4.62. Los valores de Ct (umbral de ciclo,
medicion relativa de la concentracién en la reaccion PCR) obtenidos (Figura 4.63E) y las
UFC de sus correspondientes muestras pareadas (Figura 4.63F), se obtuvo la recta patrén

(Figura 4.63G) que correlaciona la cantidad total de DNA con las UFC, permitiendo estimar

Candida Albicans Dil. 1/200000
Candida Albicans Dil. 1/1000000

. D Samples B. MUESTRAS
U' 1 Stock # CFU Assay, (10 & 100 ul) 10ml en PBS de:
" _Candida Albicans Dil. 1/1
1(10ml ) o ONR ol KITA (1ml) ,, QRT-PCR (sul) _  Candida Albicans Dil. 1/2
"'U » KIT B (1ml) # QRT-PCR (Sul) ~  Candida Albicans Dil. 1/10
2 Stock, _ Candida Albicans Dil. 1/20
W CFU Assay; (10 8200 ul) ~ Candida Albicans Dil. 1/100
Thaw 10 (1 ml stock, +9 ml PBS) KITA (1ml) , QRT-PCR (5ul) Céndida Albicans Dil. 1/200
. U % DNAlsolation, ~  Candida Albicans Dil. 1/1000
85 ) » KIT B (1ml) » QRT-PCR (5ul) ol n 5
I n _ Candida Albicans Dil. 1/2000
200C 3 Stock » CFU Assay, (10 & 100 ul) ~  céndida Albicans Dil. 1/10000
102(1 ml stock, + 9 ml PBS) KIT A (1ml) » QRT-PCR (5ul) _  Candida Albicans Dil. 1/20000
_Candida Albicans Dil. 1/100000

ion. ™

| i » DNAlsolations Sy \T B (1ml) » QRT-PCR (sul)
/ QU 4 Stock, # CFU Assay, (10 & 100 ul)

103(1 ml Stock, + 9 ml PBS) » KITA (1ml)  QRT-PCR (5ul)

® ONAlsolations & i x5 (1 11) w arr-pcr(su)  (C.  Unidades Formadoras de Colonia (UFC)

C. Albicans =
U 5 Stoc # CFU Assay; (10 & 100 ul)
10%(1 ml Stock, + 9 ml PBS) iRk KIT A (1ml) » QRT-PCR (sul)
% DNAlsolations L «IT B (1ml) # QRT-PCR (5ul)
.@— 6 Stock, w CFU Assay, (10 & 100 ul)
105(1 ml Stock, + 9 ml PBS) — KITA (1ml) » QRT-PCR (5ul)
) » solations & KIT B (1ml) » QRT-PCR (5ul)
7 # CFU Assay, (10 & 100 ul)

106(1 ml Stock, + 9 ml PBS) » KITA (1ml) » QRT-PCR (sul)
= DNA Isolation,

» KITB (Iml) » QRT-PCR (5ul)
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la cantidad de UFC de una muestra problema a partir de la interpolacion de los valores de
Ct de dicha muestra.

D. L F. Correlaciones con UFC
2 & % Muestra LOG Media Exp. | UFC/ml
=dgs CA 10° 0 15,9537734| 1,38E+06
» CA10* -1 19,2687789 4,12E+05
. . CA 102 -2 23,1711947|  3,70E+04
Yeastza;n(:‘a:r;::z::::A kit cA 103 -3 25,3971472 2,90E+03
CA 10" -4 29,6346845|  4,20E+02
E. QrRT-PCR . cA10® -5 33,1347283|  2,00E+01
J CA10° -6 36,662028|  0,00E+00
Control -

G. Rectapatron

40

35

30

25

y =-3,44x + 15,855
R? =0,9975

15

10

7 6 5 4 3 2 1 0

Figura 4.63. Validacién de un método para correlacionar la cantidad de DNA total obtenido a partir
de una muestra problema de C. albicans en medio liquido con UFC. A. Disefio experimental para la
obtencién de muestras seriadas pareadas de C. albicans en medio liquido. B. Diluciones seriadas
pareadas. C. Colonias totales obtenidas en medio sélido a partir de las diluciones seriadas
anteriores. D. Kit comercial seleccionado por sus resultados para obtener DNA de Candida. E.
Valores de Ct obtenidos a partir del DNA aislado de las muestras seriadas pareadas, y amplificado
con los primers y sonda de la Figura 4.62. F. Valores Ct y UFC de las muestras pareadas. G. Recta
patrén que correlaciona los valores Ct y las UFC de las muestras pareadas.

Por motivos de confidencialidad no es posible revelar los resultados de dicho estudio de
intervencidn biomédica, pero se puede afirmar de forma genérica que aproximadamente el
85% de los casos experimentaron una mejoria a nivel clinico y a nivel molecular el 60% de
los pacientes tuvieron una respuesta positiva. Estos resultados pueden explicarse en parte
porque entre los pacientes que no experimentaron mejoria estan incluidos todos aquellos
gue podrian no haber seguido el protocolo correctamente que lo han hecho parcial o
incorrectamente. Teniendo en cuenta que durante 15 dias el paciente debia cepillarse tras

las comidas principales del dia con el gel dental y que ademas no podia tomar ninguna
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sustancia considerada como medicamento, es posible que el nimero de pacientes que por
un motivo u otro no siguiera estrictamente dicho protocolo sea considerable y explique en
parte no haber obtenido un porcentaje de éxito mayor a nivel molecular hasta igualarlo con
el clinico. Otro aspecto que cabe destacar es que el nivel basal de Candida en el ser

humano es muy variable.

A titulo de ejemplo se muestran unas imagenes (Figura 4.64) de la evolucion de uno de
los pacientes tratados con dicho gel dental, donde se aprecia una notoria mejoria de los
sintomas provocados por una severa candidiasis bucal, al reducirse de forma significativa

y evidente la infeccion.

Dia 15

Figura 4.64. Paciente vardn participante en el ensayo con linfoma gastrico a la espera de cirugia
digestiva. Se observa como en el dia 0 la presencia de Candida en la cavidad oral es clara. Al
iniciarse el tratamiento, la mejoria es notable y ésta se mantiene a lo largo de todo el tratamiento
(dias 1, 3y 15).
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453 Estudio de viabilidad comercial

Desde el inicio de esta Tesis, se ha tenido en cuenta su vocacion industrial, siendo tanto
su viabilidad técnica a escala industrial como su rentabilidad economica pilares

fundamentales.

La rentabilidad econémica pasa, indefectiblemente, por desarrollar un producto efectivo
y técnicamente viable a nivel industrial pero también es basico que su precio de venta al
publico sea suficientemente competente, lo que suele depender en gran medida de los
competidores ya establecidos, del nicho de mercado y sus margenes de beneficio y

l6gicamente del marketing llevado a cabo.

En cuanto a cifras de mercado, en 2014 la investigacion y el desarrollo de un nuevo
medicamento suponia un total de 2.425 millones de euros (2.558 millones de délares), 13
veces mas que en 1979. La inversion global de la industria farmacéutica en actividades de
I+D fue de 142.000 millones de euros en 2016, 30.000 de ellos en Europa. Mas de la mitad
de esta inversion (el 57,6%) se destina al disefio, desarrollo y evaluacion de ensayos
clinicos (fases 1, 2 y 3). El resto, a investigacion béasica (24,8%), procesos de aprobacion
(6,1%) y tareas de farmacovigilancia (9,5%). El horizonte temporal para desarrollar y llevar
al paciente un nuevo medicamento o vacuna esta entre 12 y 13 afios, requiriéndose unas
7 millones de horas de trabajo para obtener un farmaco seguro, efectivo y de alto valor
clinico (212).

Todos estos puntos son importantes, pero contar con un precio de materia prima
razonable y unos procesos industriales econdmicamente asequibles son dos aspectos que
también han de ser factibles. Actualmente, el coste del propéleo y del acido carndsico es
asumible, aunque como es ldgico, estas cotizaciones pueden variar. Ademas, al ser
productos naturales, hechos circunstanciales como la climatologia pueden influir tanto en

las caracteristicas de la materia prima como en su coste.

Hoy en dia, no se venden preparaciones con mayores concentraciones de 4cido
carnésico que la empleada habitualmente en este trabajo (72%), por lo gue por cuestiones

de aplicabilidad practica no se ha probado en esta Tesis otro extracto mas enriquecido, ya

177



Resultados y Discusion

gue el precio del antifungico resultante seria prohibitivo. Como ejemplo, la estimacion del

precio de mercado de productos verdaderamente enriquecidos en acido carndésico y con

bajas cantidades de otros diterpenos oscila entre 200 y 800 €/kg. Las preparaciones con

una riqueza superior al 90% en CA arrojan costes de produccion que elevan el valor del

precio anterior a mas de 5.000 €/kg.

En cualquier caso y para profundizar en el estudio de los mecanismos que subyacen en

el efecto sinérgico observado, se realizaron unos experimentos de viabilidad y de formacion

de colonias macroscopicas con un extracto de carnésico enriquecido en laboratorio al 92%

(CA92) con las dos cepas de C. albicans (Figura 4.65 y Figura 4.66) en las concentraciones

gue se detallan en la Tabla 4.10.

Tabla 4.10. Indicacion de las concentraciones de acido carnésico empleado en los ensayos cuyos
principales resultados se recogen en la Figura 4.65 y Figura 4.66: acido carnosico utilizado
habitualmente (CA), carnésico enriquecido al 92% (CA92 y CA92*) y los propdleos (P2 o P3).

Referencia Extracto de CA (ug/ml) Extracto de propoleo CA (ng/ml)
(ng/ml)

CA 50 0 36
CA92 50 0 46
CA92* 39(*) 0 36

CA + P2 50 200 36
CA92 + P2 50 200 46
CA92* + P2 39(*) 200 36

CA +P3 50 200 36
CA92 + P3 50 200 46
CA92* + P3 39(*) 200 36

(*)Las concentraciones fueron elegidas bajo dos premisas; que el contenido final de acido carndsico
en el medio fuera idéntico independientemente de la riqueza del extracto (CA y CA92*) o bien que
se emplearan las mismas concentraciones del extracto, aunque la concentracion final de &cido

carnésico fuera superior (CA92) a la habitual (CA).
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Figura 4.65. Ensayo de viabilidad de la cepa SC5314 (C. albicans) sometida a distintos tratamientos
con extractos de romero y propdéleo, cuyas concentraciones se especifican en la Tabla 4.10. A)
Viabilidad (%). B) Fotografia del ensayo de formacién de colonias macroscépicas en medio YPD

soélido.
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El aumento de la pureza del extracto de CA parece arrojar mejores resultados, pero no

lo suficiente como para que el alto coste de dicha materia prima sea econ6micamente

rentable desde el punto de vista industrial. Ningun extracto de 4cido carndsico ‘per se”tiene

capacidad anticandida suficiente como para ser considerado un antifiungico potencialmente

efectivo.

Por otro lado, el sinergismo se produce en todos los casos; con los diferentes propéleos

y extractos de acido carndsico. Ademas, estos resultados son coherentes con el mayor

poder antifiingico del P3 frente al P2, como ya se indicé inicialmente, asi como con el

contenido de CA.
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B CA CA92 CA92* CA CA92 CA92*
+ + + + + +
Control P2 P2 P2 P3 P3 P3 CA CA92 CA92*
0 i TP o
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Células de C. albicans (cepa 015)

4

Figura 4.66. Ensayo de viabilidad analogo al de la Figura 4.65 pero utilizando la cepa 015 de C.
albicans.

Las conclusiones que se obtienen con esta cepa son analogas a las anteriores, si bien,
parece apreciarse una mayor sensibilidad al sinergismo y mayor resistencia a los extractos

de acido carnésico, pero ambas observaciones no son relevantes ni significativas.

Tomando cifras reales, en 2015, 7.262 moléculas se encontraban en fase de desarrollo,
de las cuales sélo fueron autorizadas 44 nuevas medicinas, lo que refleja una tasa de éxito
de alrededor del 0,6% en todos los procesos de I+D que emprende la industria
farmacéutica. Desde el punto de vista econémico cabe destacar que s6lo 1 de cada 5
medicamentos comercializados generan ingresos que superan los costes medios de I+D
(212). Por tanto, en esta coyuntura es fundamental que este nuevo antifingico atraiga la
atencion de las empresas, para lo cual es imprescindible que el coste de sus materias
primas y su produccién industrial sea disponible en cantidad y asequible en carestia,
ademas de tener una produccién industrial factible. EI compuesto Z proporcionado por
Sigma-Aldrich utilizado en los ensayos descritos al inicio de este apartado tiene un precio
excesivo por lo que se realizé una busqueda comercial y se adquirieron diferentes extractos
de comerciales de Z, con unos precios mas razonables. Todos ellos se analizaron por
HPLC. Los resultados se muestran en la Figura 4.67 para los 3 extractos comerciales

adquiridos, y lamentablemente, mostraron muy poco contenido en Z. Concretamente, en el
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mejor de los casos supone el 1,7% (Z(1)). El extracto denominado Z(3), sorprendentemente
ninguno, a pesar de la indicacién expresa del suministrador de la presencia del compuesto
Z. Z(1) ya ha sido utilizado en el Apartado 4.3.12, y como era de esperar a juzgar por el

bajo contenido en Z, no resulté ser eficaz.

DADT A, Sig=280.4 Ref=off (VARIOS 2008270315 2 20158-03-27 09-00-16025-2601 .00

Marm. -|
120 -

100 -

T T
u} 10 20 20 <0 50 G0 min
LADR1 A, Sig=220,4 Ref=off (WARIOS Z01E27-03-18 2 2018-03-27 09-00-16Y27-2801.07

DAD1 A, Sig=280.4 Ref=off WARIOS 2018\27-03-18 2 2012-03-27 09-00-16WJ26-2701.0)

Morm. -
120

100 —

Figura 4.67. Cromatogramas (HPLC) de tres extractos comercializados con que contienen Z, y que
se han denominado Z(1), Z(2) y Z(3) respectivamente. Se muestra el perfil de eluciéon a 280 nm.
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Por ello, el extracto Z(1) se concentrd en el laboratorio con el objetivo de aumentar el
contenido en Z todo lo posible, obteniéndose un extracto enriquecido denominado Z1*. El
procedimiento forma parte del secreto industrial de la empresa, pero de forma muy somera
se citan los procesos fisicoquimicos en el Apartado 3.2.12. Tras ello, se analiz6 el
compuesto resultante por HPLC (Figura 4.68):

LAl E, Sig=280,16 Ref=off WARIOS 20MEMI5-07-12 2012-07-05 09-52-200004-0201 L0

38438

Figura 4.68. Cromatogramas (HPLC) de Z1* (extracto comercial de Z(1) enriquecido en el
compuesto Z) a las longitudes de onda de 280 nm.

Mediante este cromatograma se cuantificé el contenido final en Z del extracto
enriquecido Z1*, que resulté ser del 45%. Seguidamente, se llevaron a cabo experimentos
de actividad antifingica frente a la cepa 015 de C. albicans con él, cuyos resultados se

muestran en la Figura 4.69:
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Figura 4.69. Ensayo de actividad antifungica frente a la cepa 015 de C. albicans del compuesto Z1*
a unas concentraciones de 40, 100 y 200 pg/ml combinado con CA (50 pg/ml). El tiempo de contacto
de las células con los antifungicos es de una hora. A) Viabilidad (%). B) Fotografia del ensayo de
formacién de colonias macroscépicas en medio YPD solido que complementa al de viabilidad
anterior, utilizando las mismas alicuotas.
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La combinacién de CA+Z1* a una concentracion 50+40 pg/ml tiene un efecto limitado
frente a Candida, pero al aumentar la dosis de Z1* (100 pg/ml) dicho efecto se incrementa
considerablemente, por lo que podria considerarse una buena fuente de materia prima de
Z a nivel industrial. No obstante, la reduccién de la viabilidad con Z1* no es proporcional a
la obtenida con Z de alta pureza (Sigma-Aldrich) a la misma concentracién de compuesto
activo en el medio, hecho que puede deberse a varios factores como la limitacién del

contacto del antifangico con el hongo.

185



CONCLUSIONES






Conclusiones

CONCLUSIONES

El propoleo posee una actividad antifingica limitada frente a diferentes hongos,
siendo, en general, la del &cido carndsico superior.

La combinacién de ciertos propéleos con un perfil cromatografico similar al del P3 con
CA es sinérgica y posee actividad antifangica frente a cepas de diferente procedencia
de Candida albicans, Candida glabrata, asi como de Cryptococcus neoformans.

La eficacia de dicho sinergismo (CA+P3) si bien es notable en todos los casos, el
grado varia en funcién de cada hongo, siendo mas activa frente a C. albicans que
frente a C. neoformans. El hongo mas resistente de todos los estudiados parece ser
C. glabrata.

En los experimentos de cinética de viabilidad celular, se observa la pervivencia de
unas pocas células que podrian multiplicarse y dar lugar a la recuperacién de dicha
viabilidad. Aunque es dificil de justificar con los datos actuales, aunque este hecho
puede ser debido a que la dosis empleada no sea suficiente para la eliminacion total
de todas las células, o bien a que exista una fraccion celular que posea resistencia
intrinseca (células persistentes). En C. neoformans no parece producirse este
fendmeno o al menos no es tan significativo como en las especies de Candida.
Tanto las cepas parentales como las procedentes de aislados clinicos son sensibles
a CA+P3 y las diferencias observadas entre ellas no parecen ser demasiado
relevantes.

En general hay una buena correlacién entre los ensayos de viabilidad en medio liquido
y los de formacién de colonias macroscépicas. Sin embargo, los experimentos para
obtener las MICs no siempre siguen la misma tendencia que los mencionados
anteriormente debido, muy probablemente, a las caracteristicas intrinsecas de su
protocolo. De hecho, las diferencias de capacidad antifingica que se desprenden de
experimentos de los ensayos de calculo de las MICs y los ensayos de viabilidad
apuntan en esta direccién, dado que los primeros se llevan a cabo tras 24 o 48 horas
de contacto del microorganismo con los antifingicos (segun el protocolo especifico
de cada uno) y los ultimos a 1 hora de forma habitual o a tiempos mayores en caso
de estudios cinéticos. Por otro lado, los antibiogramas pueden servir para realizar

ensayos preliminares, pero no son determinantes ni concluyentes.
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Las micrografias obtenidas estan en consonancia con el resto de los experimentos
llevados a cabo, al mostrar que la adicion de los compuestos afecta a la morfologia
de la célula provocando un aumento de la granularidad y una reduccion significativa
del tamafio celular.

La identificacién de los compuestos activos de P3 se inicia con la determinacion de la
fraccion EtOH75 (eluida con una fase movil 75% de etanol) como la més activa, tanto
de forma individual como combinada con el CA. Al realizar una separacion mas
exhaustiva, las subfracciones EtOH55 y EtOH60 son claramente sefialadas y, para
finalizar, el compuesto Z se perfila como el principio activo responsable de los efectos
encontrados.

En conjunto, los resultados obtenidos evidencian, la existencia de una accion
fungicida sinérgica inducida por la combinacién de dos compuestos naturales, CA 'y
P3. Ademas, respaldan la busqueda continua de moléculas bioactivas mas naturales,
con el propésito de su aplicaciébn en terapias clinicas contra C. albicans y
posiblemente, contra otros hongos patégenos. Esta estrategia permitiria evitar los
indeseables efectos secundarios nocivos provocados por algunos antifingicos
convencionales.

En relacién a los mecanismos de actuacién de CA+P3, se barajan varias hipétesis,
pero ninguna es concluyente, por lo que son necesarias futuras investigaciones mas
profundas al respecto. Uno de los posibles mecanismos se basa en la capacidad pro-
oxidante de algunos polifenoles, pudiendo provocar efectos toxicos. De hecho,
algunos investigadores han demostrado que el tratamiento con CA disminuye los
niveles de GSH intracelular. Otro mecanismo, consiste en la potenciacion de la accioén
citotoxica de otros agentes. La accion citotdéxica (o al menos citoestatica) podria estar
mediada por una inhibicion de las histonas desacetilasas, esenciales para el
crecimiento celular. Otra opcién que se contempla es que influyan en la activacién de
las caspasas, disparando mecanismos de apoptosis. Por ultimo, se estima que el CA
es capaz de induccién del factor de transcripcion Nrf2. Por tanto, y a grandes rasgos,
se puede indicar que tanto el CA como el P3 se han descrito como antioxidantes, con
algunos efectos beneficiosos sobre las células animales debido a esta actividad y a
su capacidad de eliminar ROS (56,155,213). Sin embargo, el equilibrio redox dentro
de las células es complejo, y algunas investigaciones ponen en duda la creencia
cientifica, ampliamente asumida, de que los agentes antioxidantes siempre son

beneficiosos para las células vivas (214). Recientemente, algunos informes sugieren
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gue, en condiciones especificas, la presencia simultanea de dos antioxidantes podria
dar lugar a una accién citotéxica opuesta debido a la induccion de un alto nivel de
estrés oxidativo intracelular que afecta la funcion mitocondrial y el metabolismo
aerbbico (215,216). Presumiblemente, la accién sinérgica aqui descrita estaria
relacionada con ese deterioro intracelular del equilibrio antioxidante/pro-oxidante
causado por ambos agentes. A este respecto, las quinona reductasas son enzimas
cruciales en el mantenimiento del equilibrio redox celular, especialmente la quinona
reductasa 2 (217).

La vehiculacién de CA+P3 en un producto de amplio uso como es el gel dental, es
totalmente satisfactoria, tanto por sus propiedades reoldgicas como por su actividad
antifingica, siendo ésta notablemente superior a los geles dentales comerciales
utilizados habitualmente por la poblacion. Ademas, cabe destacar su estabilidad con
el transcurso del tiempo.

En un ensayo de intervencion en humanos sometidos a tratamientos antitumorales y
con evidencias de candidiasis bucal, se utiliz6 el gel dental mencionado
anteriormente. El 85% de los pacientes experimentaron alguna mejoria clinica, y a
nivel molecular el 60% tuvo una respuesta positiva. Por ultimo, indicar que el 82%

afirmo que utilizaria el gel fuera del estudio.
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