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RESUMEN

Levaduras del género  Candida corresponde n a uno de los patdégenos flingicos
mas importan te y uno de los mayormente aislado s de los pacientes que presentan
distintos dispositivos médicos como es el caso de protesis, valvulas y catéteres. La
formacién de biop eliculas como factor de patogenicidad por parte de varias especies
del género Candida ha significado que estos hongos vayan desarrollando
multir resistencia a los farmacos mas uti lizados en la practica clinica, como es el caso
de anfotericinaBy fluconazol.

Polig odial, nordrimenona e isonordreminona son compuestos aislados desde Drimys
winteri Forst , el &rbol canelo vy junto con otros derivados han sido evaluados en
relacién a sus propiedades antifungicas contra una bateria de hongos, entre ellos ¢ epas
del g énero Candida a través de procedimientos estandarizados a partir de resultados
obtenidos por mediciones de MIC100, MIC g0 ¥ MIC s0. En este trabajo, mediante los
mismos procedimientos , pudimos observar que Poligodial presenta una elevada
actividad antifungica sobre los biopeliculas de Candida albicans, Candida parapsilosis ,
Candida glabrata y Candida dubliniensis.  Por otra parte, e | mismo metabolito p resenta

una actividad reducida sobre la biopelpicula de Candida krusei a las concentraciones

estudiadas. Junto con ello se observé que nordreminona exhibe muy baja actividad
sobre | as biopeliculas de Candida albicans, Candida parapsilosis y Candida glabrata y
por el contrario mostré una elevada actividad sobre la biopelpicula de Candida krusei vy
Candida dubliniensis. Finalmente en el caso de isonordreminona, este compuesto
presenta una elevada actividad sobre b iopelicula de Candida albicans en contraposiciéon

a la actividad antifungica reducida que muestra frente a la biopelicu la de Candida

parapsilosis y Candida glabrata

Palabras Clave: poligodial, nordreminona, i sonordreminona,  actividad a ntifungica,

biopelicula , Candida sp.
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SUMMARY

Fungus Candida are among the most important fungal pathogens because they
generate the most infections and are mostly isolated in patients having various medical
devices such as prostheses, valves and catheters. Biofilm formation as pathogenicity
factor by various type o f Candida, has developed multidrug resistance to popular

medications, such as Amphotericin B and Fluconazole.

Drimys winteri Forst (Canelo Tree) isolated compounds such as
poligodyal, nordrimenona and i sonordriemenona were evaluated to study their
antifungal properties against diverse type of yeast, including Candida. Standardized

procedures of MIC 100, MIC g0 y MIC so methods were used.

This study showed that poligodyal presents a high antifungal activity on Candida
albicans, Candida glabrata and Candida dubliniensis . On the other hand, this
metabolite showed a low antifungal activity on Candida krusei  biofilm. Besides,
nordreminona exhibited a low activity on Candida alb icans, Candida parapsilosis and
Candida glabrata  biofilm and conversely showed a high activity on ~ Candida krusei and
Candida dubliniensis biofilms. Finally  isonordreminona showed a high activity on
Candida albicans biofilm, and a low activity on Candida parapsilosis and Candida

glabrata biofilms.

Keywords: poligodyal, nordreminon e, isonordreminone , antifungal activity, biofilm,

Candida s p.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.0 INTRODUCCION

Levaduras del género Candida se pueden encontrar en variados ecosistemas en
los cuales se encuentre el agua como afluentes y rios y junto con ellos es posible
ademas, hallarlas en  alimentos , asi como en seres humano sy animales. Las levaduras
corresponden a microorganismos que poseen la capacidad de degradar proteinas y
carbohidratos para obtener carbono y nitrégeno, elementos esenciales en su
desarrollo . Debido a su gran capacidad adaptativa las levaduras pueden desenvolverse
en ambi entes en presencia de ox igeno como en anaerobiosis . La reproduccién de estas
la mayoria de las veces es de manera asexuada , por medio de estructuras
denominadas blasto conidios, sin embargo algunas especies de este género tienen la
capacidad de multiplicar se de forma sexual con d esarrollo de hifas, pseudohifas y

hasta en algunos casos tubulo germinativo.

Estos microorganismos  estan clasificad os taxonomicamente en el Reino Fungi,
Divisibn  Eumycota,  Subdivison = Deuteromycotina, Clase Blastomycetes, Familia
Cryptococcacea. (Giolo, M. P. y Svidzinski, T. I., 2010 ). Se encuentran frecuentemente

presentes en humanos de form a comensal, especialmente siendo parte de los
microorganismos que componen la microbiota normal de la piel, de las mucosa vy la
vagina, Yy en la mayoria de los casos estos organismos se mantienen en un constante

estado de equilibrio con el sistema inmune del hospedero (Schofield, D. A. et al. ,
2003 ; Shinobu, C. etal. , 2007 ; Tavanti, A. etal. , 2004 ; Wroblewska, M. M. etal. ,
2002). Sin embargo, d eterminados factor es asociados a altera ciones del estado
fisiolégico e inmune del hospedero (Enfermedad de base, inmu  nosupresién, edades
extremas), ademas de otras que impliquen la perdida de barreras anatémicas
mediante quemaduras, la introduccién de catéter es y cirugias invasivas , pueden
favorecer el cambio de estado comensal de estas levaduras hacia un estado
patogénico, haciéndolas capaces de causar desde infecciones superficiales de las
mucosas hasta en algunos casos infecciones sanguineas , €s por ello que se conoce n
como la principal levadura patogénica oportunista, siendo el género de hongos
mayormente aislado de muestras clinicas humanas. (Bruder -Nascimento, A. et al.
2010 ; Colombo, A. L. y Guimaraes, T., 2003 ; Vinsonneau, C. et al. , 2009 ), Las
infecciones causadas el género Candida son denominadas ca ndidiasis y como las
micosis causadas por estos hongos causan un amplio espectr o de manifestaciones
podemos encontra r desde superficiales, con compromiso cutdneo y mucoso hasta
infecciones profundas diseminadas de alta gravedad como es el caso de una

candidemia. Dentro  de estas U Itimas las formas de transmision pueden ser dos , una
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

via endégena en la cual los microorganismos pr ovienen de sitios anatomicos del
hospedero , que en condiciones de inmunosupresién actiGan como patdégenos
oportunistas , o por via exdégena en | a cual los microorganismos se encuentran en los
materiales medico hospitalarios como catéteres 0 s oluciones intravenosas que pudieran
estar contaminadas con estos microorganismos (Colombo, A. L. y Guimaraes, T.,
2003).

La primera documentacion que especifica al género Candida como patégeno es
atribuida a Langenbeck quien en 1839 observd y aislé de la cavidad oral de un
paciente con afta bucal un microorganismo , la levadura patégena , Candida albicans
(Giolo, M. P.y Svidzinski, T. I., 2010 ).

C. albicans , el patégeno flngico humano mas importante , corresponde a un
organismo polimorfico el cual puede ir variando su forma debido a cambios en el medio
ambiente pasando de | estado de levadura (b lastospora) a uno  mucho mas filamentoso
(pseudohifas o hifas ) actuando este Gltimo como una importante  forma de virulencia
por parte de | hongo . Por otro lado , bajo condiciones de laboratorio también es posible
generar un estado de clamidospora, junto con ello muchos experim entos han
demostrado que estos cambios morfologicos en el interior del huésped son necesarios
para que el organismo pueda adaptarse y sobrevivir y ademas desarrollar su efecto
patolégico (Kruppa, M., 2009 ). C. albicans ademds de generar infecciones en pacientes
inmunocomprometidos, es uno de las principales patdgenos presentes en las
infecciones asociadas a dispositivos médicos, como pré tesis ortopédicas, valvulas
cardiacasy catéteres vasculares (Kojic, E. M. y Darouiche, R. O., 2004 ). La candidiasis
es la tercera causa mas comun de infeccion en los hospitales de los paises
desarrollados. Las candidiasis son infecciones flungicas, causadas por levaduras
pertenecientes al género Candida, destacandose: C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilo sis, C. glabrata, C. krusei, C. kefyr, C. lusitaniae, C. rugosa, C. guilliermondii
y C. dubliniensis (Brude r-Nascimento, A. etal. , 2010 ; Colombo, A. L.y Guimaraes, T.,
2003 ). Durante mucho tiempo se pensd que solamente algun tipo de debilidad
organica por parte del hospedero (inmunosupresion) generaba el proceso infeccioso,
actuando por tanto la levadura sélo de manera pasiva. Sin embargo hoy en dia ya se
ha descrito que en el desarrollo de una infeccién por Candida sp., la levadura participa
expresando una serie de factores de virulencia, lo que termina por favorecer la
patogénesis del hongo.

Entre estos factores destacan la produccion de
1. Enzimas extracelulares , fosfolipasas o proteinasas que degradan el tejido del

hospedero .Las fosfolipasas son un grupo de enzimas reguladas por el gen PLB1 y cuya
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

expresion esta afectada por factores nutric ionales y ambientales, como el pH y la
temperatura y actdan a nivel de los fosfolipidos de la membrana celular de seres
humanos y otros organismos animales. Por su parte las proteasas, las cuales son
regulad as por una serie de genes SAP, actian sobre disti ntas proteinas y por lo tanto
tienen la capacidad de degradar entre otros colagenos , queratina y otros péptidos
ubicados a nivel de mucosas. Conjuntamente con ello estas enzimas son capaces de

unirse a proteinas del sistema inmunolégico como inmunoglobulinas,  proteinas del
complemento y  citocinas, generando de esta forma una disminucién de la respuesta
inmune. (Giolo, M. P.y Svidzinski, T. I., 2010 )

2. Sintesis de Hemolisinas , las necesidades de hierro, por parte de Candida sp.,
serian fundamentales para su metabolismo . A partir de ello, en un proceso infeccioso,

la captacion de este elemento seria a partir de la hemoglobina, esto implicaria que el

hongo se una a eritrocitos a través de receptores del sistema del com plemento los
cuales se genearian a partir de los genes de union a hemoglobina RBT5, RBT51,
WAP1/CSA1, CSA2 y PGA7, para posteriormente la levadura produzca un factor que

induce a la lisis de los hematies. Este factor, lo mas probable, corresponderia a una
manoproteina la cual estaria unida a la superficie celular del hongo (mananos de la
pared del hongo) . Sin embargo, el mecanismo y base molecular de la hemdlisis
causada po r C. albicans permanecen desconocid os (Almeida, R. S. et al. , 2009 ;

Watanabe, T. etal. , 1999 )

3. Desarrollo de | Tdbulo Germinativo y Polimorfismo . En levaduras el
polimorfismo  corresponde a la capacidad de t  ransformacién rev ersible de un a fase
plancténica auna de micelio . Este proceso se inicia en algunas especies de Candida sp.
cuando una blastosporo produce un corto filamento, llamado tdabulo germinal  que mas
tarde puede converti rse en gran formacion de hifas verdaderas . A medida que la
levadura pueda generar estructuras  miceliares se genera un aumento de la capacidad
de adherencia del mic roorganismo a los tejidos del huésped debido al aumento en la
superficie de contacto , lo que consecuentemente se traduce en un aumento en la
diseminacion de las levaduras hacia los 6rganos internos del huésped, siendo por ende
esta capacidad de alteracion fenotipica del microorganismo uno de los principales
mecanismos de patogénesis. El tubulo germinal es de gran valor para el diagnéstico

de laboratorio de  C. albicans y C. dubliniensis (Cassone, A. etal. , 1973 ; Guirao -Abad,

J.P. etal. ,2015 ; Rusu, E. etal. ,2014 ; Silva, S. etal. ,2012)
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4. C apacidad de Adhesion , esta es un prerrequisito para que el microorganisno
pueda colonizar e iniciar el proceso infeccioso, en este caso la presencia de proteinas

adhesi nas colabora en la formacion de interacciones moleculares especificas como
formacién de puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der Walls . Esto hace que el
microorganismo aumente su capacidad de adhesion a superficies inanimadas,
conjuntamente ello colabora a la formacion de una comunidad de microorganismos en

la que hay dependencia metabdlica de una serie de constituyentes, caracterizando asi

el desarrollo de otro de los principales mecanismos de patogénesis .(Cuellar -Cruz, M. et
al. ,2012)
5. Biofilm , el cual es constituido por un conjunto de microorganismo s distintos que

conviven . De ellos se puede observar que practicamente sélo en los tejidos del
hospedero pudiéramos encontrar al microorganismo en estado planct onico mientras
que estos mismos se agrupan en comunidades multicelulares en algunas superficies

como catéter es, prétesis entre otros . Una biopelicula , es una estructura de crecimiento
producida entre otros por algunos micr oorganismo bacterianos como por ejemplo
Klebsiella sp ., es generado a demd&s por organismos fungicos como el género Candida
sp. Este se forma a través de una serie de pasos: (i) inicialmente células de levadura

se adhieren de modo irreversible a un sustrato, y las células sésiles que los componen
muestran caracteristicas fenotipicas diferentes a sus correspondientes células de vida

libre o plancténicas  (Quindos, G. et al. , 2009 ). (ii) la levadura comienza a generar
tubulos germinales y las células de hifas forman una red conjuntamente con células de
maduracion, la cual consiste en intercalar levadura de crecimiento e hifas dentro de

una matriz extracelular, y finalmente (iii) leva duras que se encuentra recién en
formacién al interior de la biopelicula se libera n, lo que permite una mayor difusion del
organismo. Junto con ello se ha especulado que el denominado Quorum sensing , que
corresponden a sefales internas celulares y que perm iten el paso de levadura a hifa o
pseudohifa o que ademas puede generar la inhibicion de este traspaso, juega un papel
importante en el desarrollo y la maduracion d e la biopelicula , y potencialmente
también, en la mayor difusion de la infeccién (Kruppa, M., 2009 ). Por otra parte  Se ha
visto que el crecimiento de la biopelicula es muy estructurado y organizado durante las
primeras fases del desarrollo reconociéndose facilmente estas etapas y demarcando

una fase intermedia y otra de maduracion mas tardia (Chandra, J. etal. ,200la ). El
primer evento es el proceso de adhesion de las levaduras, y posteriormente le sigue un
proceso de maduracion. En una biopelicula madur a coexisten muchas microcolonias

constituidas por distintas especies de levaduras, las cuales estan envueltas en una
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matriz extracelular en donde so6lo hay paso de agua y nutrientes. La s biopeliculas

madur as con un crecimiento de 24 a 48 horas consisten en una red densa de células
levaduriformes, hifas y pseudohifas. Entre los beneficios que esto tiene para el
desarrollo del microorganismo esta la mayor pro teccién contra las defensas inmunes

del hospedero o contra los antifingicos lo que acaba por favorecer el establecimiento

del proceso patogénico  (Douglas, J. L., 2004 ). Mdltiples manifestaciones de candidiasis
estan asociadas a la formacion de biopeliculas tanto en los tejidos del hu  ésped como
en los dispositivos médicos (Douglas, L. J., 2003 ; Ramage, G. etal. , 2009 ), dentro de
las cuales principalmente se encuentran leucocistosis, anemia, disminucién de la

ferremia, fiebre (Giolo, M. P. y Svidzinski, T. I., 2010 ). La formacion de  Biofilm
conlleva implicaciones clinicas ya que las células que forman esta estructura  se
encuentran protegidas en relacién a la respuesta inmune del huésped y a las acciones

de los antifiingicos. Como en la mayoria de | as biopeliculas microbianos las células

sésiles son mucho menos susceptibles a agentes antimicrobianos que las células

planténicas (Kuhn, D. M. y Ghannoum, M. A., 2004 ; Lewis, K., 2001 ).

Por su parte la presencia de biopeliculas en Candida genera una gran resistencia
a los antifingicos mas utilizados anfotericina B, fluconazol, etc. (Figura 1) lo cual ha
sido estudiado por mdltiples investigadores (Chandra, J. etal. ,200la ; Chandra, J. et
al. ,2001b ; Hawser, S. P.y Douglas, L. J., 1995 ; Kuhn, D. M. etal. ,2002).

o
NH. O Amphotericin B
o Fluconazole
r B =4 >N
Terbinafine Voriconazole '”Sj_ll chinocandin B
Figura 1 . Estructura de antifingicos de uso comudn a nivel intrahospitalario. (Ghannoum, M. A. y
Rice, L. B., 1999 )
Por otro lado los mecanismos por los cuales Candida sp. pudiera estar

generando esta multiresistencia a los farmacos también han sido muy estudiados

(Ghannoum, M. A. y Rice, L. B., 1999 ; Sanglard, D. et al. , 1995 ), sin embargo la

mayoria de estos trabajos ponen en evidencia las caracteristicas por las cuales las

levaduras generan resistencia, pero el mecanismo por el cual la biopelicula esta
6
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desarrollando esta multiresistencia ain no ha sido completamente dilucidado.
Microscépicamente se han determinado las caracteristicas que presenta un a
biopelicula y a partir de ello se ha observado que tiene una gran concentracion de
polisacaridos entre los cuales se encuentran principalmente manosa y residuos de
glucosa, todo esto basado en la tincién con colorantes que se unen especificamente a
estos hidratos de carbono. Por otra parte, | as biopeliculas madur as de C. albicans
tienen una gran heterogeneidad en la arquitectura en términos de distribucion de las
células del hongo y el material extracelular, ademas en comparacion con | as
biopeliculas crecid as en superficies irregulares de polimetilmetacrilato, los que han
crecido en superficies hidréfobas planas tales como elastémeros de silicona, tiene una
estructura bifasica distintiv a, compuest a por una cap a de blasto conidios adherente s
cubierta s por una gran cantidad de pseudohifas incrustadas en un a capa profunda de
material extracelular . La formacién de esta estructura bifasica pudiera ser en respuesta
a distintas modificaciones ambientales como por ejemp  lo alteraciones a nivel de  pH y
del potenci al redox (Chandra,J. etal. ,2001b ).
De las t res clases de agentes antifungicos usados de manera recurrente en la
clinica, solamente los polienos, ejemplo anfotericina B (AMB) ylas  equinocandinas , por
ejemplo Caspofungina (CAS) tienen una consistente accion in vitro sobre los Biofilms
de C. albicans (Kuhn, D. M. et al. , 2002 ). Los polienos, ademas generalmente
provocan efectos nefrotéxicos en los pacientes, por su parte las equinocandinas

presentarian principalmente efectos a nivel hepatico, ademas que pudieran generar

fiebre y cefalea (Diomedi, A., 2004 ). Otras moléculas como los azoles provocan otros
conflictos asociados mayormente al hecho de ser fungis taticos ya que su uso
prolongado induce resistencia en algunas cepas tales como C. albicans, C . glabrata, C .

krusei y algunas especies de hongos filamentosos (Cohen, B. E., 1998 ; Colombo, A. L.
et al. , 2006 ; Sanglard, D. et al. , 2003 ). Muchos estudi os estan relacionados
principalmente con los mecanismo de accién por parte de las diferentes especies de

Candida para poder generar resistencia a farmacos azolicos como fluconazol, estos
mecanismos estan directamente relacionados con la generacion de bombas de eflujo
con el objetivo de disminuir la concentracion intracelular del antifingico, produccion de

enzimas que degradan las proteinas diana del farmaco, alteracion en la sintesis de

ergosterol, entre otros (  Ghannoum, M. A. y Rice, L. B., 1999 ; Cuellar -Cruz, M. et al.,
2012 ; Mukherjee, P. K. y Chandra, J., 2004 ; Tobudic, S. etal. , 2012 ). Aln con estos
agentes, las infecciones relacionadas con la presencia de biopeliculas de Candida son

extremadamente dificiles, sino imposibles, de erradicar y los dispositivos médicos que

estan infectados generalmente deben ser removidos (Pappas, P. G. etal. ,2009). La

7
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eliminacion de dispositivos infectados, tales como valvulas cardia cas mecanicas,
catéteres vasculares o protesis articulares, requiere que los pacientes soporten
multiples operaciones y los riesgos concomitantes asociados a estas.

Actualmente las infecciones flingicas invasivas producidas por especies del
género Candida presentan una mortalidad elevada (40 -50%), lo que demuestra la
gravedad de estos cuadros clinicos y la importancia de su tratamiento con drogas
antifingicas adecuadas  (Carneiro, H. A. etal. ,2011 ; Colombo, A.L. etal. ,2006; Liu,
J.Y. etal. , 2011 ; Nucci, M.y Anaissie, E., 2007 ; Van der Linden, J. W. etal. ,2011).
Por otra parte, el mayor problema que hay en la actualidad es que existen muy pocos
compuestos sintéticos con actividad antifingica que puedan utilizarse y aplicarse en el
tratamiento de enfermedades sistémicas contra las especies del género Candida ,
especialmente C. glabrata y C. krusei, ya que como se mencionaba anteri ormente los
farmacos de uso actual presentan diferentes problemas (toxicidad, resistencia, etc.),
por esto , la necesidad de buscar nuevas alternativas de tratamiento toma un gran
realce (Da Matta, D. A. etal. , 2007 ; Godoy, P. etal. , 2003 ; Lewis, R. E. etal |,
2005).

En este contexto, | o0s extractos vegetales y los metabolitos secundarios
naturales que poseen una actividad antifangica relevante , adquieren mayor
importancia y son objeto de estudio. (Alves, T. M. etal. ,2000 ; Hoareau, L.y DaSilva,
E. J., 1999 ; Montanari, C. A. y S., V. d., 2001 ; Saito, M. L., 1990 ; Silver, L. L. y
Bostian, K. A,, 1993 ; Yunes, R. A. etal. , 2001 ; Zhang, X., 2002 ). La necesidad de
utilizar compuestos naturales como tratamiento para las distintas patologias es
indiscutible . Segunla OMS, en el 90% de los paises en vias de desarrollo, coexisten las
terapias occidentales con la medicina natural (Vandebroek, I. et al. , 2004 ). De
acuerdo a esta perspectiva, el estudio de la quimica de compuestos naturales
obte nidos de las plantas , sigue siendo un tema de interés, principalmente porque el
reino vegetal es una fuente inagotable de nuevos compuestos y potenciales farmacos.

Una gran gamma de metabolitos secundarios pueden ser aislados de distintas
especies vegetales entre ellos destacan los terpenos los cuales son una de las clases
méas grandes y mas diversas. Apr oximada mente unos 55.000 miembro s han sido
obtenidos a la fecha, entre los cuales encontramos drimanos, la bdanos, abietanos, etc.
En la naturaleza , las enzimas ciclasa terpenos convierten fosfatos de hidrocarburos
simples y lineales en una amplia variedad de esqueletos carbociclicos quiral es.
Ademés , la oxidacion y de reordenamiento dan como resultados un ndmero casi
infinito de estructuras concebible s. La enorme diversidad de estas estructuras

mostradas por esta clase de productos naturales garantiza una amplia gama de
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propiedades biolégicas  que van desde presentar una actividad elevada contra tumores
y evitar el desarrollo de la malaria hasta la acti vacién de uniones a través de canales
i6nicos . (Maimone, T. J. y Baran, P. S., 2007 ). Dentro de las especies con las
propiedades ya mencionadas, se encuentra el  Drimys winteri  Forst (Canelo). Este arbol
posee drimanos; que son sesquiterpenos con esqueleto del tipo biciclo farnesano.
Estos drimanos sesquiterpénicos presentan diversas bioactividades entre ellas,
actividad antimicrobiana (antibacteri ana y antifingica) (Anke, H. y Sterner, O., 1991 ;
Derita, M. et al. , 2013 ) , citotox ica (Anke, H. y Sterner, O., 1991 ; D6 Acunt o, M. ,
2001); larvicida (Montenegro,l. etal. , 2013 ), entre otras.
De lo anterior y para efectos de este estudio, se destaca la actividad antifingica
que las moléculas drimanicas ejercen sobre los hongos filamentosos y levaduriformes
Estudios previos sobre la composicion quimica y actividad biolégica del canelo ( D.
winteri ) indican que a partir de su corteza y hojas se han aislado y caracterizado
numer osos fAdr i mapolgslia (d)o drimenol (2) entre otros (Figura 2) , han
demostrado tener actividad antifngica contra Candida albicans y Sacharomyces
cereviceae (Lee, S. H. et al , 1999 ; Lunde, C. S. y Kubo, I., 2000 ). Ademds, se
destaca | a presencia de aceictuebse besipn o latpipeiddyr i cos en
limoneno que poseen actividad antifangica (Barrero, A. F. etal. , 2000 ; Jansen, B. J.y
de Groot, A., 2004 ).

1 2

Figura 2.Drimanos aislados de D. winteri con actividad antifingica. 1, poligodial; 2, drimenol.

De la misma forma  Anke y colaboradores evaluaron la actividad antimicrobiana,
fungicida, citotoxica y mutagénica de 20 sesquiterpenos drim anicos, dentro de los

cuales, p oligodial result6 ser el antifungico mas activo de los compuestos ensayados, y

no evidencio actividad mutagénica . Al evaluar la actividad citotoxica  sobre distintas
especies de hongos , se o bservd que este metabolito fue 10 veces mayor en
comparacién con los otros compuestos (Anke, H. y Sterner, O., 1991 ). Junto con ello
son varios los estudios en los cuales se ha observado que poligodial posee actividad

antifingica en  Saccharomyces cerevisiae  (De Almeida Alves, T. M. et al. , 2001 ; Lee,

9
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S.H. etal. ,1999 ; McCallion, R.F. etal. ,1982 ; Taniguchi, M. etal. ,1984 ). De forma

similar reciente mente Derita y colaboradores han mostrado la actividad anti flngica de
varios compuestos drimanicos sobre diferentes especies de Candida . Resultados
previos en el grupo indican que compuestos como  nordrimenona u 11 -nordrimenona

(3) , e isonordrimenona también denominado 11  -nordrimen -7-ona (4) (Figura 3) , los

cuales fueron obtenidos de manera sintética a partir de un metabolito natural
sesquiterpeno derivado de la corteza del arbol Canelo ( Drimys winteri ) denominado
drimenol , presenta ron actividad moderada sobre levaduras ( Candida albicans |,

Cryptococcus  neoformans y Saccharomyces cerevisiae ), asi como en hongos

filamentosos ( Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton rubrum y Microsporum
gypseum ). (Derita, M. etal. , 2013 ). Por otra parte, se observd que estos compuestos

presentaban una pequefia actividad inmunomoduladora y citotoxica principalmente

sobre células cancerigenas, ademéas de larvicida s obre Epilachna paenulata y

Spodoptera frugiperda  (Montenegro, I. etal. , 2013 ; Montenegro,l. etal. ,2014 )

o]

3 4

Figura 3 . Com puestos sintéticos  derivados de drimenol con actividad antifngica. 3. nordrimenona;

4. isonordrimenona.

Junto con ello se ha visto que todos los compuestos sesquiterpénicos aislados
de Drimys winteri Forst , presentan caracteristicas estructurales similares . Lo anterior,
les permite tener una gran actividad antifngic a y antimicrobian a, que también se han
observado en otros compuestos drimanicos presentes en otros vegetales, destacando
los patrones asociados  a moléculas dialdehidicas  (Anke, H. y Sterner, O., 1991 ; Derita,
M. etal. ,2013).

Estos antecedentes indican el interés de estos compuestos naturales y sus derivados

como antifiingicos y nos llevan a plantear la siguiente hipotesis.

10
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

fiCompuestos drimananicos como p oligodial,
isonordrime nona, presentan actividad antifingica sobre
diferentes especies patégenas del género  Candida sp.

2.2 Objetivos

2.2 .1 Objetivo General

1 Determinar la accion de poligodial, nordrimenona e

Drimys winteri  Forst (Canelo) sobre la formacion de

nordrimenona e
biopeliculas de

0

isonordrimenona aislados de

biopeliculas en cultivos de

C. albicans vy otras especies de  Candida (C. dubliniensis, C. parapsilosis, C.

glabrata y C. krusei ).

2.2.2 Obijetivos Especificos

1 Realizar los cultivos de las especies de Candida mencionadas anteriormente de

forma que estas desarrollen biopeliculas .

1 Determinar la  Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

en la cual poligodial ,

nordrimenona e isonordrimenona aislados de D. winteri inhiben las biopeliculas

ya formad as por las distintas especies de Candida estudiadas .

1 Comparar la actividad antifingica de poligodial, nordrimenona e

isonordrimenona , drimanos aislados d e D. winteri ,

con los antifingicos de uso

habitual en clinicacomo son anfotericina By fluconazo
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3.0 MATERIALES Y METODO

3.1 MATERIALES

3.1.1 QUIMICOS

Reactivos: Todos los productos quimicos como bioldgicos fueron obtenidos desde

Merck y/o Sigma -Aldrich.

Obtencién de compuestos naturales
El metabolito natural poligodial, fue aislado del extracto de diclorometano de la
corteza de D. winteri Forst (Winteraceae). En el caso de los compuesto nordrimenona e

isonordrimenona fueron obtenidos de forma sintética a partir de drimenol el cual es

otro compuesto natural aislado de D. winteri  Forst. Los tres compuestos fueron
obtenidos por el Dr. Ivdn Montenegro segun como se describe en su tesis doctoral
(Montenegro, I., 2013) . Posteriormente  fueron mantenidos a -20° C en el Laboratorio

de Biologia Celular del Cancer del Edificio de Ciencias Biomédicas de la Universidad de
Valparaiso. Edificio Bruno Gin  ther, Hontaneda N° 2664, Valparaiso . Seguidode ellol os
compuestos poligodial, nordrimenona e isonordrimenona se solubilizaron en a Icohol
Tween 20 al 2 % mediante sonicacion y con la ayuda de un vortex para ser llevados a

una concentracion final de 50 mg/mL y finalmente almacenados a -20°C para su

posterior uso en los ensa  yos antifingicos correspondientes.

3.1. 2 OTROS MATERIALES
- Botellas de vidrio con tapa Duran Schott®. 250 mL y 500 mL
-Micropipeta multicanal de 200 7L BiopettekE.

Micropipetas Bi opette®, modelos p2, p10, p20, p200 y p1000.
Pipeta graduada HGB® de 10 mL.

Placas de micropocillos para cultivo celular de 6, 12, 24 y 96 pocillos Orange

Scientific®.

Placas petri plasticas para cultivo celular de 60 y 100 mm Orange Scientific®.

Portaobjetos y cubreobijetos.

Probeta de 100 mL Duran®.

Propipeta Fastpette®.

-Puntas para micropipetas desechables de 10, 200

Tubos para centrifuga de 15 y 50 mL Orange Scientific®.

14
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Tubos para microcentrifuga de 1,5 mL Eppendorf

3.1. 3 EQUIPOS.

Balanza analitica modelo TE 214 S Sartorius®.
Bafio termorregulado Memmert®.

Camara de flujo laminar clase Il ESCO®.
Camara Digital modelo DP 71 Olympus®.
Centrifuga modelo 5415 R Eppendorf®.
Centrifuga modelo TJ -6 Beck man®.
Congelador Beste®.

Incubadora Memmert®.

®.

Microscopio éptico invertido Japan Optical Corporation®.

Refrigerador modelo Altus 700 Mademsa®.
Vortex V1 plus Boeco®.

3.1. 4 REACTIVOS USADOS EN BIOLOGIA CELULAR

Acido Acético Winkler LTDA®.

Acido morfolinpropanosulfonico (MOPS) Winkler LTDA ®.

Acido Tricloroacético (TCA en inglés) Winkler LTDA®.
Kit MTT (3-(4,5 -dimetiltiasol -2-il) -2,5 -difenil
Proliferacion Celular. C ayman Chemical Company
Dimetil Sulfoxido (DMSO) Sigma -Aldrich ®.
Tween® 20 Sigma - Aldrich para Biologia Molecular
Anfotericina B (Fungizona

Fluconazol Sigma -Aldrich®

Tampén Fosfato Salino (PBS en inglés) pH 7,4 Gibco®.

Cristal Violeta Merck®.

RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.).
Etanol 99% para analisis.

Hidroximetil -aminometano (TRIS) Merck®.

Tripsina -EDTA (0,25 %) Gibco®.
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3.1. 5 Medios de cultivo

Agar Sabouraud cloranfenicol

Digeri do pancreético de caseina 509
Digerido péptico de tejido animal 509
Dextrosa 40,0 g
Agar 15,09
Cloranfenicol 0,059
Agua 1000 ml

pH 5,6+ - 0,2

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 MICROORGANISMOS Y CULTIVOS

Para la evaluacion antifungica se utilizaron cepas de  C. albicans, C . parapsilosis, C.
kusrei, C. glabrata C . dubliniensis y C. tropicalis productoras de biopeliculas , de los
ceparios propios del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Universidad de
Valparaiso , las cuales fueron obt enidas de aislados clinicos . Las cepas se cultivaron en
placas de agar de Sabouraud -cloranfenicol durante 48 h a 30 °C, y fueron sub-
cultivadas cada 15 dias para evitar transformaciones pleomoérficas. Los indculos de
células o suspensiones de esporas se obt uvieron de acuerdo con procedimientos
publicados en el protocolo M27 - A3 para técnica de microdilucion en placa y se
ajustaron aun 0,5 M cFarland (70% de tramitancia a 530nm, equivalente a 1 T 5x1068
UFC/m L) (CLSI, 2008 ).

3.2.2 EFECTO DE POLIGODIAL SOBRE C. ALBICANS EN ESTADO
PLANCTONICO

Para observar el efecto que tuvo poligodial como agente antifiingico lo primero qu e
se realiz6 fue comprobar la suceptibilidad que presenta la levadura en estado
planctonico frente a este metabolito para el lo se solubilizé poligodial en alcohol tween
20 al 2% y se realizaron diluciones a partir

segun la siguiente tabla 1.

16
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Tabla 1.  Diluciones seriadas para preparar MIC so frente a Candida albicans en estado
planténico.
A un tubo con
Tubo Concentracion Transferir (mlde alcohol Concentracion Tubo
(ng/mL ) tween 20 al final( T g/ mL
2%)

2 1600 0,50 0,50 800 3

2 1600 0,25 0,75 400 4

2 1600 0,25 1,75 200 5

5 200 0,50 0,50 100 6

5 200 0,25 0,75 50 7

5 200 0,25 1,75 25 8

8 25 0,50 0,50 12,5 9

8 25 0,25 0,75 6,25 10

8 25 0,25 1,75 3,12 11

A partir de |l as diluciones preparadas se tomaron 10
RPMI, posteriormente de estas Ul timas soluciones se tomo un volu men de 100 1L y se
agregaron a una placa de 96 pocillos, donde la columna 1 correspondia al control de
esterilidad por |l o cual se agreg- 200 TL de RPMI y e
de crecimiento agreg8ndos e alcbilotwaeeh 20chle2 RP Rbr otre o n
lado se prepararon los inéculos con Candida a partir de soluciones obtenidas al 0,5 Mc
Farl and a una diluci-n 1:1000, de esta Y tima se toma
placas de 96 pocillos (excepto tubo 1 que corresponde al control de es terilidad). Al

cabo de 24 h se midié la absorbancia a 530 nm segun lo ex

presado por las directrices

de CLSI/NCCLS (CLSI, 2008 ; NCCLS, 2002 ) Los puntos finales se definieron como la

menor concentracion de los compuestos

que resulta en la inhibicién total (MIC

crecimiento visual en comparacién con el crecimiento en los pocillos control que no

contienen ningdn antimicotico. MIC

compuesto que inhibe el 50% del crecimiento

s0 se define como la menor concentracién de un

del medio control.

Tesis Magister de Guillermo Sebastian Trivifio Soto UV 2015

100) de

17



CAPITULO 3: MATERIALES Y METODO

3.2.3 FORMACION DE LAS BIOPELICULAS

Se agreg6 1mL de Medio RPMI 1640 tamponado con 165 mM &cido
morfolinpropanosulfonico a pH 7.0 a 37 °C, previamente filtrado, a cada pocillo de una
placa de 96, tras lo cual se agregé 100 pyL  de la solucién al 0,5 McFarland de las
diferentes especies de  Candida sp, exceptuando la columna N° 12 de la placa de 96
pocillos , en la cual no se agregaron levaduras para ser utilizado como Control negativo
(Control de Esterilidad) y se dejé incubando e | cultivo por 24 h a 37 °C en condiciones
aerdbicas . La formacién de la biopelicula, fue evaluada al observar tanto a ojo desnudo
como por medio de un microscopio invertido, la presencia de un botén denso unido al
fondo de cada pocillo de la placa. Posteriormente, se utilizé una pipeta multicanal  para
poder a spirar el medio de cultivo, teniendo el debido cuidado de no tocar y destruir las
biopeliculas ya formadas. Finalmente cada pocillo fue lavado muy cuidadosamente con
con 100 pL de agua destilada, ayudados por la pipeta multicanal, por dos veces, con el

objetivo de no dej  ar residuos de medio de cultivo (Pierce, C. G. etal. ,2010).

3.2.4 ENSAYOS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIFUNGICA

La concentracion minima inhibitoria (MIC) de cada compuesto se determiné
mediante el uso de técnicas de microdilucién en caldo, de acuerdo con las directrices
para las levaduras (M27 -A3) Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2008.
Valores de MIC se determinaron en el medio RPMI -1640 (Sigma, St. Louis, MO,
EE.UU.) tamponado a pH 7,0 con MOPS. Placas de microvaloracion se incubaron a
37° Cpor48h.

A partir de soluciones madre (50 mg/m L) se preparar on soluciones de trabajo
en medio RPMI 1640 de  cada compuesto a ser probado (1600, 800, 400, 200, 100, 50,
25 10 pg/ mL) de las cuales se agregaron 150 pUL a los correspondientes pocillos de la
columna de cada placa de microtitulacion que contiene las biopeliculas fungicas, desde
la columna 1 a la 8 respectivamente de esta manera se fueron creado una serie de
diluciones del antifingico de interés desde la mas concentrada en los pocillos de la
columna 1 a la menos concentrada en los pocillos de la columna 8 . Los pocillos
correspondientes a las columnas 9 y 10 corresponden a | 0s controles positivos de
antifd ngicos de uso comun siendo el primero de los casos anfotericina By el segundo
fluconazol , los cuales se utilizaron a la mayor concentracion probada es decir 1600
pg/ mL. Las biopeliculas de la ¢ olumna 11 fueron utilizada s como controles positivos y

los pocillos de la columna 12 como controles negativos (Figura 4). Posteriormente los

18
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placas fueron cubiertas e incubadas durante 48 horas a 37 °C. Después del periodo de
incubacion a las placas se le extrajo el medio y fueron lavadas suavemente con agua.

Los puntos finales se definen como la menor concentracion del farmaco que resulta en

la inhibicién total (MIC  100) de crecimiento visual en comparacién con el crecimiento en

los pocillos control que no contienen ningdn antimicético. MIC so se define como la
menor concentracion de un compuesto que inhibe el 50% del crecimiento del medio

control, respectivamente (medio de cultivo con el microorganismo pero sin la adicién

de ningln compuesto) y se dete rmind espectrofotométricamente (Pierce, C. G. etal. ,
2010 ; Zhao, L. X. etal. ,2013).

1600 800 400 200 100 50 25 10 1600 | 1600

1600 800 400 200 100 50 25 10 1600 | 1600

1600 800 400 200 100 50 25 10 1600 | 1600

1600 800 400 200 100 50 25 10 1600 | 1600

1600 800 400 200 100 50 25 10 1600 | 1600

1600 800 400 200 100 50 25 10 1600 | 1600

1600 800 400 200 100 50 25 10 1600 | 1600

o] O] O] ©o] ©|] ©o|] ©o|] ©
o] O] O] O] ©|] ©o|] o] ©

1600 | 800 400 200 100 50 25 10 1600 | 1600

Figura 4 . Distribucion de los compuestos en la placa de 96 pocillos por columnas.
Concentracién en  pg/ mL. 1) 1600 ; 2) 800; 3) 400; 4) 200; 5) 100; 6) 50; 7) 25; 8)
10; 9) anfotericina B a 1600; 10) Fluconazol a 1600; 11) Positivo sin Compuesto; 12)

Negativo sin comp uesto

3.2.5 VIABILIDAD CON CRISTAL VIOLETA

Para cuantificar la citot oxicidad de los compuestos frente a las distintas cepas
fungicas se desarrollaron ensayos colorimétricos con cristal violeta basado en la
capacidad de este Ultimo, al ser un colorante catiénico, de unirse a los extremos
aminos de las proteinas de la pared de los hongos. Por lo cual, aquellos organismos
gue hayan sido destruidos por accion del metabolito, no podrian ser t efiidos,
visualizandose la disminucion del color respecto a la de los controles. Para llevar esto a
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cabo, lo primero que se hizo fue remover el sobrenadante (correspondiente al medio

de cultivo) desde la placa con la utilizacion de una pipeta multicanal, te niendo la
precauciéon de no remover los restos de las biopeliculas si aln quedaba. Seguido de
ello se agregaron 100  pL de Cristal Violeta 0,1 % p/v en cada uno de los 96 pocillos y

se incub6 a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente el exceso d e tincién
fue removid o realizando dos lavados con agua destilada, agregando 200 UL en cada
pocillo por vez y siempre teniend 0 la precaucién de no soltar la biopelicula que se
encontraba en el fondo. A continuacion se agregaron 100 puL de acido acético 33% v /v
por 20 minutos, aprovechando su capacidad de diluyente , con el objetivo de remover

la biopelicula que no fue afectado por los metabolitos y que por lo tanto fue tefiido con

cristal violeta. Finalmente fue leida la absorbancia a 620 nm en un lector de pl acasy
se restd a cada resultado los valores de absorbancia obtenidos en los pocillos de la

columna 12 correspondientes a los controles de esterilidad. Los datos obtenidos fueron

analizados y expresados en porcentaje de crecimiento respecto del control positivo que
fue considerado como el 100% de viabilidad. (O'Toole, G. A, 2011 ; Raut,J. S. etal ,
2013)

3.2.6 VIABILIDAD CELULAR POR EL ENSAYO MTT

Este método se basa en la reduccion de la sal de tetrazolio MTT (3 -(4,5 -
dimetiltiasol -2-il)-2,5 -difenil bromuro de tetrasodio ) de color amarillo y soluble en
agua, en cristales de formazan azul oscuro inso lubles en agua. Esta reaccion s6 lo
ocurre en células viables y es catalizada por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa.

El formazan insoluble en agua debe ser solubiliz ado y la densidad Optica del material
resultante se mide espectrofotométricamente y la absorbancia es proporcional a la
concentracion de la tincion lo que se correlaciona con el numero de células
metabdlicamente viables en el cultivo. (Riss, T.L. etal. ,2004 )

El ensayo se basa en lo descrito por Tim Mosmann el afio 1983 pero con
modificaciones, utilizando el Kit MTT Ensayo de Prloliferacion Celular de Cayman
Chemical Company (Montenegr o, |., 2013) . Una vez obtenidas las biopeliculas y luego
de la incubacioén con el antifingico se agrego una solucidn del reactivo MTT (1 mg/mL)
disuelto en medio completo en un volumen igual al de la suspension celular para lograr
una concentracion de 0,5 m  g/mL por pocillo. Los pocillos se incubaron por 1 hora a
37 °Cy posteriormente  se lavaron una vez con medio sin suplementar, el precipitado

de color violaceo en el interior de las células a menudo visible a simple vista fue
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resuspendi do c¢ onmeilGfoxidd (DMSE) pori
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4.0 RESULTADOS

4.1 EFECTO DE POLIGODIAL SOBRE BIOPELICULAS DE DIFERENTES
ESPECIES DE L GENERO CANDIDA.

Poligodial sesquiterpeno del tipo dialdehido se observé su activid ad antifingica
frente a biopeliculas de distintas especies del género Candida y los resultados
obtenidos fueron los siguientes:

4.1.1 Candida albicans

Al cabo de 24 h de tratamiento de C. albicans con poligodial , en estado planctonico , se

obtuvieron los siguientes resultados que se presentan en la Figura 5.

Efecto de Poligodial sobre Candida albicans en estado plancténico a las
24 horas de Incubacién
120,0 -
100,0
5100,0 - *
€ * * *
2 80,0 A
= 10 62,8 65 2 63
§ 60,0 -
o
v 40,0 |
° 22,5
=
20,0 1
0,0 0,0
0,0 .
C.E 16 0,25 0125 {}0625 00312 C.C
COHL(—JHLF&LIOH ( pe/mL)
Figura5 . Viabilidad de Candida albicans en estado planténico frente a la accién de poligodial al cabo de 24
h de incubacion. N de Experimentos = 2. Réplicas por experimento = 8 . *= p<0,05
En ella es posible observar que la MICso se encontré entre las concentracion es de
metabolito de 2 pg/mLy 4 pg/mL , llegando a presentarse la MIC100 aun valor final de
16 pg/mL .

Por su parte, m ediante latécnica de difusion en a gar (Figura 6 a) se analiz 6 la
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inhibicion del crecimiento de C. albicans a distintos volimenes (15, 25, 50, 75 y 100
pL) de una concentracidon determinada de 50 mg/mL de poligodial . Posterior al
tratamiento con el compuesto se pudo observar que con un volumen de 25 uL de la
concentracion  establecida se genera inhibici 6n completa del crecimiento  microbiano
De la misma forma  a través del desarrollo de la técnica de inclusién en agar se evalud
la inhibicion del crecimiento de C. albicans al enfrentar este microorganismos a
diferentes concentraciones del metab olito (Figura 6b.). A partir de ello se obtuvo que

con 25 ug/mL de poligodial se obtiene una inhibicion parcial del crecimiento del hongo ,

observandose una inhibicién total ala concentracion de 50 pug/mL

Figura 6 . A. Efecto del tratamiento con poligodial (50 mg/mL) sobre el crecimiento de  C. albicans segin la
técnica de difusién en agar. C) Control Positivo de Crecimiento 1) 15 pL;2) 25 pL; 3)50 pL;4)75 pL;5)
100 pL. B. Efecto del tratamiento con p oligodial sobre el crecimiento de C. albicans segln la t écnica de

inclusion en agar C) Control Positivo de Crecimiento; 25 pg/mL , 50 pg/mL , 100 pg/mL , 150 pg/mL , 200

pg/mL

Posteriormente se realizaron las correspondientes pruebas de susceptibilidad
contra biopeliculas de C. albicans al cabo de una incubacion de 48 h con poligodial . La
Figura 7 muestra una imagen cualitativa al microscopio del efecto que tiene este

metabolito sobre la biopelicula de C. albicans . Ademas los datos presentados en la
Figura 8 a, efecto de poligodial cuantificado con MTT , muestran que se obtiene una
MICso entre las concentracion es de 25 pg/mL y 50 pg/mL, sin embargo al realizar la
misma mediciéon con  cristal violeta (Figura 8 b), es posible observar que  esta MIC 5 se

obtiene a la concentraciébn de 25 pg/mL. Por otro lado, los mismos datos nos

demuestran que a pesar que el metabolito fue incapaz de generar la eliminacién
completa de la biopelicula ya formada (MIC 100), al cuantificar con ¢ ristal violeta , se
24
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obtiene una MIC s entre las concentraciones 50 pg/mL y 100 pg/mL , para
posteriormente, llegar incluso, a un porcenta je de inhibicibn cercano a un 86%
(porcentaje de crecimiento igual a 14% a una concentracién de 200 ug/mL), a la vez

es posible observar que se genera una curva donde a concentraciones medias (100 -
400 pg/mL ) el efecto de poligodial es mucho  mayor pero a medida que nos vamos
hacia los extremos , concentraci 6n de 2 5 pg/mL y de 1600 pg/mL, se observa una
disminucion de la actividad del metabolito llegando incluso a la mayor concentracion a

presentar un porcentaje de inhibicién cercano a un 60% (porcentaje de crecimiento
igual a un 40,1%) . Junto con lo anterio rmen te nombrado, toma  realce el hecho que a
todas las concentraciones podemos observar una actividad, significa tiva mente, mucho
mayor a la presentada por los antif ungicos de uso comun , los cuales se encue ntran a
la concentracién mayor de 1600 upg/mL. La accion de anfotericina B se ve
practicamente  inhibida en su totalidad ya que al cuantificar su acciéon con cristal
violeta, la biopelicula presenta un crecimiento igual al 102,4% lo que claramente es
superior al 100 % mostrado por el control de crecimiento. Esto se contrapone con la
sensibilidad mostrada por la biopelicula de C.albicans frente a poligodial, ya que a la
misma concentraciéon de 1600 pg/mL, como se dijo anteriormente, la levadura

presenta un crecimiento s6lo de un 40,1%. Por otro lado cuando se somete la
biopelicula de C.albicans a la accién de Fluconazol, vemos que este co mpuesto, a la
concentracién estudiada genera una inhibicion  del crecimiento de la levadura de un
74,8 % ( porc entaje de crecimiento de 26,2%), sin embargo p oligodial presenta esta

misma actividad a concentraciones mucho menores, entre los 400 ug/mL y los 80 0

pg/mL.

Figura 7 . A) Efecto de poligodial sobre biopeliculas de C. albicans . B) Desarrollo de la biopelicula de

C.albicans sin tratamiento
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A.
Efecto de Poligodial sobre Biofilms de Candida albicans Cuantificado con
MTT
164,0
e
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]
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=
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B.
Efecto de Poligodial sobre Biofilms de Candida albicans cuantificado con
Cristal Violeta
120,0
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Figura 8 . Efecto de poligodial sobre biopeliculas de C. albicans. A. Cuantificaciéon con ensayo de MTT. N de
Experimentos = 2. Réplicas por experimento = 8. *= P<0,05 B. Cuantificacion por medio de tinciéon con
Cristal Violeta N de Experimentos = 3. Réplicas por experimento = 8. *= p<0,05

4.1.2 Candida parapsilosis

A partir de los resultados obtenidos , que se muestran en la Figura 9, podemos

observar que p oligodial presenta una actividad significativa sobre la biopelicula de
26
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C. parapsilosis entre las concentraciones que van desde 25 pg/mL hasta 200 pg/mL.
En ellas se ob tuvo inhibicion de la biopelicula de hasta un 64 % (porcentaje de
crecimiento de 36 % a una concentracion de 100 pug/mL) en relacion al valor 100% del

control de crecimiento . Podemos observar ademas que la MIC s0 Se presenta a
concentraciones menores a 25 ug/m L. Por otra parte los datos muestran que una vez

aumentada la concentracion del metabolito por sobre los 200 pg/mL comienza un
proceso de inhibicion de la accién d e éste , provocando que la biopelicula , en el caso de

la concentracién mayor de 1600 pg/mL, sufra inhibicion en sélo un porcentaje igual al

21% (porcentaje de crecimiento igual a un 79% ). Junto con ello los datos obtenidos
una vez mas nos muestra que al igual que lo descrito frente a C. albicans, que los
antifingicos de uso comun presentan actividad mucho menor a la observada cuando la

biopelicula de C. parapsilosis es tratado con p oligodial. Con la concentracion de 1600
pg/mL el porcenta je de inhibicién en el caso de a nfote ricina B es igual aun 1 9,7 %
(porcentaje de crecim iento 80, 3% ) y en el caso de f luconazol a la misma
concentracién de 1600 pg/mL la inhibicién de la biopelicula alcanza sélo a un 21, 7%
(porcentaje de crecimiento igual a 79,3 %) todo ello en contraposicion el porcentaje de

inh ibicion de un 64% (porcentaje de crecimiento de 36%) que se puede obtener frente

a la concentracion de 100 pg/mL de p oligodial. Por lo tanto se presenta mayor

actividad a menor concentracion

Efecto de Poligodial sobre Biofilm de
Candida parapsilosis

12“,” 100,0
100,0

79,0 ; 80,3 79,3
80,0
60,0 36 381 38 3
40,0
0,0
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Figura 9 . Efecto de poligodial sobre biopeliculas de C. parapsilosis. N de Experimentos = 3. Réplicas por

experimento =8.  *= p<0,05
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4.1.3 Candida glabrata

La Figura 10 muestra el efecto que presenta  poligodial sobre la biopelicula de
C. glabrata. En ella podemos observar que nuevamente la mayor actividad de |
metabolito se encuentra entre las concentraciones menores a 400 ug/mL. Por los
valores obtenidos podemos inferir que la MIC so0 es probable que se presente bajo los 25
pg/mL  ya que a esta concentracién el porcentaje de inhibicion es de un 70, 1 %

(porcentaj e de crecimiento igual a 29,9%). Por otro lado, a medida que vamos

aumentando la concentracion del metabolito, también se presenta un aumento de la
actividad de éste, encontrdndose la MICso entre las concentraciones de 25 pg/mL y 50
ng/mL, para finalmente llegar a obtener a la concentracién de 100 pg/mL la mayor

actividad de poligodial , generando la destruccién de la biopelicula en practicamente un
98,6% (porcentaje de crecimiento 1,4%) con respecto al control de crecimiento
Ademas de ello, es posible observar que, al igual que lo obtenido en las anteriores
especies de Candida a medida que seguimos aumentado las concentraciones de
poligodial se produce una reduccién del efecto del metabolito , generando inhibicién de
la biopelicul a con valores que llegan sélo a 49,3 % a 800 pg/mL (porcentaje de
crecimiento igual a  50,7% ) y de un 13, 7 % a la concentracion de 1600 pg/mL
(porcentaje de crecimiento igual 86,3 %) respecto del 100 % del control de
crecimiento. Junto con lo anteriormente descrito, también es importante hacer notar la
significativa diferencia presente entre la actividad de poligodial sobre biopelicula de
C. glabrata a diferencia de los resultados mostrados por los antifingic os de uso
comin. En el caso de a nfotericina B vemos que a la concentracion de 1600 pug/mL el
porcentaje de inhibicién de la biopelicula es de un 30,1% (porcentaje de crecimiento
igual a 69,1%), mientras que en el caso de fluconazol a la misma concentracion el
porcenta je de inh ibicién es de un 52% (  porcentaje de crecimiento igual a 48%), lo cual

se contrapone con la actividad mostrada por poligodial el cual como se expuso
anteriormente a mucho menor concentracién presenta una actividad mucho mayor,

con una inhibicion de un 98,6% de la biopelicula a la concentracion de 100 pg/mL

(porcentaje de crecimiento de 1,4%).
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Efecto de Poligodial sobre Biofilm de
Candida glabrata
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Figura 10 . Efecto de p oligodial sobre biopelicula de C. glabrata . N de Experimentos = 3. Réplicas por

experimento = 8. *= p<0,05

4.1.4 Candida krusei

Una vez que la biopelicula de C. krusei fue tratado con poligodial se obtuvieron
los resultados que se presentan en la Figura 11, en ella podemos observar que en
relacion a lo obtenido en las demas especies de Candida aqui exi sten algunas
variaciones ya que si bien la mayor actividad  sobre la biopelicula formada se encuentra
entre las concentraciones de 25 pg/mL y 100 pg/mL , practicamente la accion es casi
nula ya que no fue posible generar un 50 % de inhibicién de la biopelicula a partir de
las distin tas concentraciones utilizadas como t ratamiento. La mayor sensibilidad se
presenta a los 50 pg/mL donde la biopelicula es inhibid a en un 32,1 % (porcentaje de
crecimiento igual a 67, 9%). Por otro lado podemos ver que si bien hay diferencias
estadisticamen te significativas en relacibn al 100 % de crecimiento con las
concentraciones entre los 200 pg/mL y 1600 pg/mL, estas mas que gen erar inhibicién
sobre la biopelicula  presentan un efecto estimulador del crecimiento llegando casi
incluso a duplicar el valor del control positivo (porcentaje de crecimiento igual a un
187% a la concentracién de 200 pg/mL) . Este fenbmeno se repi te ademdas con los
controles de antifungicos de uso comun ya que al someter a tratamiento la biopelicula
de C. krusei con fluconazol se observa un porcentaje de crecimiento igual a 203,2% a
la concentracién de 1600 pg/mL y al realizar el procedimiento con anfotericina B el
porcentaje de crecimiento es igual a un 123,3 % a la misma concentracién de 1600

29
Tesis Magister de Guillermo Sebastian Trivifio Soto UV 2015



CAPITULO 4.0: RESULTADOS

pg/mL, aun asi es posible mostrar una diferencia de actividad si estos resultados los
contraponemos a la concentracion de mayor actividad de p oligodial que vendria siendo
los 50 pg/mL.

Efecto de Poligodial sobre Biofilm de
Candida krusei
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Figura 11 . Efecto de poligodial sobre biopelicula de C. krusei. N de Experimentos = 3. Réplicas por

experimento =8.  *= p<0,05

4.1.5 Candida dubliniensis

Los resultado s que se muestran en la Figura 12 nos expresan el efecto que
genera p oligodial sobre la biopelicula de C. dubliniesis, en ella es posible observar que
ya entre las concentraciones de 50 pg/mL y 100 pg/mL se logra generar la Inhibicio n
del 50 % del crecimiento de la biopelicula (MIC s0) y conjuntamente con ello a la misma
concentracién de 100 pg/mL se presenta la mayor actividad de este. Sin embargo al
igual que lo exhibido frente a la biopelicula de  C. krusei a medida que seguimos
aumentando las concentraciones de p oligodial por sobre los 200 pg/mL hasta los 1600

pg/mL, se genera una reduccion de la actividad del metabolito y podemos observar

que a cada aume nto de la concentracion , la capacidad de inhibicién disminuye , con el
consiguiente aumento en el porcentaje de crecimiento de la biopelicula llegando a
generar sélo una inhibicién de un 1,8 % a la concentracion de 1600 ug/mL (porcentaje

de crecimiento ig ual a 98,2%) . Por otro lado al realizar una comparacién con los

antifingicos de uso coman observamos que en este caso ta | como ya se ha planteado
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antes, f luconazol presenta una muy baja actividad a la concentracion de 1600 pug/mL

generando una inhibicion s6 lo de un 8,8 %  (porcentaje de crecimiento igual a 91,2%)

lo que se contrapone ¢ on la actividad presentada por p oligodial a mucho menos
concentracion como ya fue expuesto anteriormente . Por su parte en el caso de
anfotericina B, este antifiingico presenta un a actividad mu cho mayor que la observada
por p oligodial ya que a la concentracién de 1600 ug/mL genera una inhibiciéon de un

66,2% (porcentaje de crecimiento igual a 33,8%), diferencia signi ficativa frente a la
accion de p oligodial cuando presenta su mejo r actividad a la concentracién de 100

pg/ mL y mucho mayor adn si usamos p oligodial a la concentracion de 1600 pg/mL.

Efecto de Poligodial sobre Biofilm de
Candida dubliniensis
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Figura 12 . Efecto de p oligodial sobre biopelicula de C. dubliniensis N de Experimentos = 3. Réplicas por

experimento =8.  *= p<0,05
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42 EFECTO DE NORDRIMENONA SOBRE BIOPELICULA D E DISTINTAS
ESPECIES DE L GENERO Candida .

Los resultados obtenidos por nordrimenona u 11 -nordrimenona  frente a

diferentes especies del género Candida son los siguientes:

4.2.1 Candida albicans

Como podemos observar en la Figu ra 13 la biopelicula d e la especie de Candida
con mayor presencia en infecciones intrahospitalarias , presenta una leve
susceptibilidad a nordrimenona, ya que el mayor porcentaje de inhibiciéon fue de un
30,8 % a la concentracion de 800 pg/mL  (porcentaje de crecimiento de la biopelicula
de un 69,2%), esto determina que no se pudiera obtener una MIC s0 dentro del rango
de concentraciones estudiado , aun siendo este valor significativamente estadistico en
relacién al 100 % del control de crec imiento. Por otro lado, f rente a las demas
concentraciones de nordrimen ona utilizadas, la biopelicula de C. albicans sufre una
inhibicibn que van desde un porcentaje de 25,9% a la concentracién de 400 pg/mL
(porcentajes de crecimiento entre un 74,1 %) ala de 14,3 % a una concentracion de
25 pg/mL (porcentaje de crecimiento igual a 85,7% ).

Al realizar la comparacién correspondiente de la actividad de nordrimenona

frente a la biopelicula de C. albicans con la accién que presentan los antifungicos de

uso comun anfotericina B y fluconazol sobre la misma, nos damos cuenta que no
existe una diferencia significativa (p<0,05) ya que el porcentaje de inhibicion generado
por estos antifungicos es practicamente el mismo que nordrimenona a la mayor
concentracion estudiada (1600 pug/mL ) e incluso a la concentracion de mayor actividad

de nuestro compuesto (800 pug/mL) entre un 30% y un 35%
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Efecto de Nordrimenona sobre Biofilms de Candida albicans
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Figura 13. Efecto de nordrimenona sobre biopelicula C. albicans N de Experimentos = 2 . Réplicas por

experimento = 8. *= p<0,05

422 Candida parapsilosis

La Figura 14 nos m uestra que al someter la biopelicula de C. parapsilosi s al
tratamiento con n ordrimenona se observa una gran resistencia  esto debido a que la
mayor sensibilidad se presenta a la concentracién de 25 pg/mL en la cual se genera
una inhibicién del desarrollo microbiano de un 39,4% (porcentaje de crecimiento igual
a 60,6%) , lo cual nuevamente determina que a pesar de ser una di ferencia
estadisticamente significativa respecto de 100% de crecimiento del control no es
posible determinar una MIC s0o con el rango de concentraciones utilizadas en este
estudio. Por otro lado el resto de las concentraciones de nordrimenona estudiadas

presentaron una actividad mucho menor con porcentajes de inhibicion que fueron

desde un 17,1% a la concentracion de 400 pg/mL (porcentaje de crecimiento igual a
82,9%) hasta incluso no generar inhibicion y permitir el crecimiento de la biopelicula
hasta un 113,5 % a la concentracion del compuesto de 1600 pg/mL. Al comparar el

efecto de n ordrime nona sobre la biopeliculad e C. parapsilosis respecto de la accion de

los antifingicos de uso comudn , vemos que en el caso de a  nfotericina B la actividad que
este pres enta a la concentracion de 1600 pg/mL es un poco mayor a la presentada por
nordrime nona, a la misma concentracién produciendo un porcentaje de inhibicion de
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16,9% ( porcentaje de crecimiento igual a 83,1%), pero a la vez es pos ible observar
que el efecto d e anfotericina B es mucho menor si la comparamos con la conce ntracion
de mayor actividad de n  ordrime nona. Por su parte en el caso de f luconazol la actividad
que este antifingico presenta a la concentracion de 1600 pug/mL es muy similar la

mostrada por nuest ro metabolito en estudio a la misma concentracién, no pro duciendo
inhibicién de la biopelicula y generando un crecimiento que alcanza hasta un 108,4%
respecto del 100% del control positivo. Sin embargo al igual que lo que ocurre con
anfotericina B, es posi ble observar que la actividad mostrada por fluconazol a la
concentracion estudiada (1600 pg/mL), es significativamen te menor a la presentada

por nordrimenona a la concentracién de mayor actividad ( 25 pg/mL).

Efecto de Nordrimenona sobre Biofilm de
Candida parapsilosis
1200 1135 108,4
100,0
100,0
8 8)_ 9 782 . 831
k5 80,0
S 60,0
=]
g 40,0
T 200
0,0 0,0
0,0
1600 AB FLUC POS NOR  NEG
Concentracion ( LLg;‘mL}
Figura 1 4. Efecto de n ordrimenona sobre biopelicula de C. parapsilosis. N de Experimentos = 2 . Réplicas
por experimento = 8. *= p<0,05

4.2.3 Candida glabrata

Al someter la biopelicula de C. glabrata al tratamiento con nordreminona
podemos observar que al igual que la especie anterior , este  microorganismo presenta

resistencia a la accibon de  nordrime nona, esto debido a que segun los datos entregados

en la Figura 1 5 la mayor actividad de nuestro compuesto , a partir de las

concentraciones estudiadas, se presenta a 200 ug/mL, la cual pr oduce una inhibicién

de la biopelicula de un 13% (porcentaje de crecimiento igual a 87%) , ademas producto
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de ello se puede determinar que no fue posible obtener MIC s0 con este rango de
concentraciones. El resto de las concentraciones en estudio permitid sélo inhibir la
biopelicula en porcentajes que fueron desde un 10,6% (porcentaje de crecimiento igual

a 89,4%) a la concentracién de 100 pg/mL hasta no generar inhibicion y permitir el

crecimiento de la biopelicula hasta a un 108,4 % a la concentracion de 400 pg/mL de

nordrimenona. Por su parte al realizar una comparacion con los antifingicos de uso

comin vemos que anfotericina B presenta , a la concentracion de 1600 pg/mL , una
actividad significativamente mayor a la mostrada por nordrime nona a la misma
concentracion y respecto del 100% del control positivo , pero muy similar a la

presentada por nuestro compuesto cuando este Ultimo tiene su mayor actividad. Por el

contrario  fluconazol presenta una actividad muy similar a nordrimeno na a la
concentracién de 1600 pg/mL no ge nerando inhibicién y permite el crecimiento de la
biopelicula hasta un 102,6% y a la vez no presenta una diferencia significativa

respecto de la mayor actividad del compuesto en estudio .

Efecto de Nordrimenona sobre Biofilm de
Candida glabrata
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Figura 15 . Efecto de nordrimenona sobre biopelicula de C. glabrata . N de Experimentos =2 . Réplicas por

experimento =8.  *= p<0,05
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4.2.4 Candida krusei

Los resultados que se presentan en la Figura 16 nos muestran que al poner la
biopelicula de C. krusei bajo tratamiento con nordrime nona se observa una gran
sensibildad . Es posible observar que se obtiene un porcentaje de inhibicion de esta
especie de un 50% (MIC s0) entre las concentraciones de 100 pg/mL y 200 pg/mL,
rango en el cual ademas, es posible obtener un porcentaje de inhibicién de un 80% del
desarrollo de la biopelicula (MIC s0), diferencia que es estadisticamente significativa
respecto del control positivo . Junto con ello p odemos observar que la mayor actividad
de este compuesto se presenta a la concentracién de 400 upg/mL el cual genera un
porcentaje de in hibicion de la biopelicula de un 83,8% (porcentaje de crecimiento
igual a 16,2%). Sin embargo podemos darnos cuenta también, que al seguir
aum entando las concentraciones de n ordrimenona  se produce disminucion de la
actividad de este compuesto y ya a 8 00 pg/mL se genera inhibicién de la biopelicula
sélo en un 55% (porcentaje de crecimiento igual a un 45%), diferencia que aun sigue
siendo estadisticamente significativa respecto del 100% del Control positivo. Sin
embargo a la concentracion de 1600 pg/mL, la a ctividad de este compuesto disminuye
aln mas notoriamente generando inhibicién solamente en un 9% (porcentaje de
crecimiento igual a 91%) con lo cual ya no se aprecia diferencia significativa respecto
del control. Por otra parte al comparar con el efecto p resentado por los antifingicos de
uso comun vemos que la actividad que m uestra a nfotericina B a la concentracién de
1600 pg/mL  es similar a la presentada por n ordrime nona a la misma concentracion
generando una inhibicién sélo de un 5% (porcentaje de crecim iento igual a un 95%)
pero claramente es significativamente menor a la mostrada por el compuesto en
estudio a la concentracion de mayor actividad (400 pg/mL) incluso a la concentracién
que le sigue en actividad (200 pg/mL). Por su parte es posible observar gue f luconazol
presenta una elevada actividad a la concentracion de 1600 pg/mL respecto de
nordrime nona a la misma concentracion generando una inhibicién de un 69,8%
(porcentaje de crecimiento igual a 30,2%) , pero sigue siendo  significativamente m  enor
a la presentada por nuestro compuesto cuando este Ultimo tiene su mayor actividad

(400 pg/mL)
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Efecto de Nordrimenona sobre Biofilm de
Candida krusei
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Figura 16 . Efecto de n ordrimenona sobre biopelicula de C. krusei. N de Experimentos = 2 . Réplicas por

experimento = 8. *= p<0,05

4.2.5 Candida dubliniensis

Finalmente , como se muestra en la Figura 17, nordrime nona presenta una
elevada actividad sobre la biopelicula de C.dubliniensis . Aqui e s posible observar que el
compuesto genera inhibiciéon de un 50 % del crecimiento microbiano y conjuntamente

con ello se o btiene la MICso ya entre las concentraciones que van desde 25 pg/mL
hasta los 50 pg/mL presentando en este Ultimo caso un porcentaje de inhibicién de un

60,6% (porcentaje de crecimiento igual a 39,4%). Por su parte a medida que
seguimos aumentando la conce ntracién de nordrime nona cada vez la actividad va
siendo mayor logrando entre las concentraciones de 100 pg/mL y 200 pg/mL inhibir la
biopelicula en un 80% (MIC g0), presentando ademas en este Ultimo caso la
concentracién de mayor actividad con un porcentaj e de inhibicién igual a 95,2%
(porcentaje de crecimiento igual a 4,8%) a 200 pg/mL  diferencia que en todos estos
casos es estadisticamente significativa respecto del control positivo . Sin embargo si
continuamos con el aumento de las concentraciones, podemo s observar, que
nuevamente se presenta una reduccion de la accion del compuesto generando ya a la
concentracién de 400 pg/mL una inhibicién de  74,1% (porcentaje de crecimiento igual

a 25,9%) para finalmente a 1600 pg/mL  presentar una inhibicién sélo de un 18,3%
(porcentaje  de crecimiento igual a 81,7%). Al comparar estos resultados con la
actividad mostrada por los antifungicos de u so comun podemos ver que tanto

anfotericina B como  fluconazol presentan una elevada activid ad sobre la biopeliculad e
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C. dubliniensis a la concentraciéon de 1600 pg/mL generando en el primero de los
casos una inhibicion de un 89% (porcentaje de crecimiento igual a 11%) y en el

segundo una inhibicion de un 48% (porcentaje de crecimiento igual a 52%) valores
que son estadisticamente significativos en relacion a lo mostrado por nordrime nona a

la misma concentracion. Sin embargo como ya fue descrito previamente la actividad de

nuestro compuesto a la concentracién de 200 pg/mL es significativamente m ucho
mayor a la presentada por los dos antiflingicos disponibles comercialmente . Por lo
tanto podemos ver mayor actividad con menor concentracién de compuesto.

Efecto de Nordrimenona sobre Biofilm de
Candida dubliniensis
120,0
100,0
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Figura 17 . Efecto de nordrimen ona sobre biopelicula de C. dubliniensis. N de Experimentos = 2. Réplicas
por experimento = 8. *= P<0,05
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43 EFECTO DE ISONORDR |IMENONA SOBRE BIOFILM DE DISTINTAS
ESPECIES DE CANDIDA

Los efectos que presenta isornodreminona sobre biopelicula d e diferentes

especies de | género Candida se detallana continuacién.

4.3.1 Candida albicans

La Figura 1 8 nos muestra que i sonordrimenona presenta una actividad
moderada sobre la biopelicula de C. albicans . Es posible observar en ella que a
concentraciones muy bajas entre 25 pg/mL y 50 pg/mL. E | compuesto no  genera
inhibicion del microorganismo y permite el desarrollo de la biopelicula incluso por sobre
el 100 % del crecimiento del control positivo. En el primero de los casos la levadura se
desarrolla hasta un 115,2%, mientras que a la con centraci 6n siguiente el crecimiento
de la biopelicula alcanza hasta un 126,7 %, sin embargo a partir de ahi en adelante a
medida que continuamos aumentando la concentracion de i sonordrimenona, ésta
empieza a generar inhibicion del desarrollo de la biopelicula mostrando a la
concentracién de 100 pg/mL un porcentaje de inhibicion de un 12,5% ( porcentaje de
crecimiento igual a 87,5%) hasta llegar entre las concentraciones de 400 pg/mL a 800
pg/mL a obtenerse la MIC 50 y conjuntamente con ello presentar la mayor actividad del
compu esto generando inhibicion de un 65,7% a la concentracion de 800 upg/mL
(porcentaje de crecimiento igual a 34,3%) , valores que son estadisticamente
significativos respecto del control posi tivo (p<0,005). Por su parte a la concentracion
de 1600 pg/mL se manti ene un efecto de inhibicibn  aunque algo me nor al observado a
800 pg/mL , generando inhibicion en 55,9% de la biopelicula  (porcentaje de
crecimiento igual a 44,1%) . Al contraponer con los  antifingicos de uso ¢ omdn vemos
que la actividad de i sonordreminona tanto a 1600 pg/mL como a 800 pg/mL
(concentracion de mayor act ividad) es significativamente superior a la presentada por
anfotericina B a 1600 pg/mL, la cual genera un inhibicion sélo de un 17,5%
(porcentaje de crecimien  to igual a 82,5%) asi como por f luconazol quien a la misma
concentracién de 1600 pg/mL muestra una inhib icion de la biopelicula de un 39%

(porcentaje de crecimiento igual a 61%)
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Efecto de Isonordrimenona sobre Biofilm de Candida albicans
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Figural 8. Efecto dei sonordrimenona sobre biopelicula de C. albicans. N de Experimentos =2 . Réplicas por

experimento =8.  *= p<0,05

4.3.2 Candida parapsilosis

En el caso de la biopelicula de C. parapsilosis , taly como se muestra en la Figura

19, este presenta un a sensibilidad reducid a a la accion de isonordreminona,

determin ando se de esta forma una baja actividad por parte del compuesto. Cuando se
observan las  concentraciones bajas, entre 25 pg/mL y 50 pg/mL, la inhibicion es de
un 3,9% (porcentaje de crecimiento igual a 96,1%) en el primero de los casos y de un

8,4%(porcen taje de crecimientoigual a 91,6 %) en el segundo de ellos. A partir de ahi

y a medida qu e vamos aumentando la concentracion del compuesto desde los 100

pg/mL en adelante cada vez la actividad del compuesto es mayor llegando a la
concentracién de 1600 pg/mL a gene rar una inhibicion de  la biopelicula de un 40,6%
(porcentaje de crecimiento igual a 59,4%), valor que a pesar de ser estadisticamente
significativo con respecto al control positivo no permite dar a conocer la MIC so dentro
del rango de concentraciones utili zadas en este estudio. Por otro lado si comparamos

con los antifiingicos de uso comun, la actividad que presenta isonordrimenona a la
concentracién de 1600 pg/mL es significativamente mayor a la mostrada tanto por
anfotericina B quien a la misma concentraci On genera una inhibiciéon de la biopelicula
de s6lo un 8,1% (porcentaje de crecimiento ig ual a 91,9%), asi como a la de
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fluconazol quién a la concentracion de 1600 pg/mL no presenta inhibicion de la
biopelicula de C. parapsilosis y por el contrario permite el crecimiento de la levadura
hasta un 121,2%.

Efecto de Isonordrimenona sobre Biofilm de

Candida parapsilosis
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Figural 9. Efecto de i sonordrimenona sobre biopelicula de C. parapsilosis. N de Experimentos =2 . Réplicas

por experimento = 8. *= P<0,05

4.3.3 Candida glabrata

Finalmente en el caso de la biopelicula de C.glab rata este presenta una elevada
resistencia a la acci 6n de isonordrimenona, como se puede apreciar en la Figura 20.
Entre las ¢ oncentraciones que van desde los 25 pg/mL hasta los 200 pg/mL  no se
observa actividad por parte del compuesto presentandose crecimiento de la biopelicula
incluso hasta 127,9% respecto del control positivo en el caso de la concentracién de
100 pg/mL. Una vez aumentamos la concentra ciones por sobre los 400 pg/mL,
isonordreminona  comienza a mostrar cierto grado de actividad gener ando i nhibicién

del desarrollo de Ila biopelicula hasta un 22,1% a la concentracion de 800 pg/mL

(porcentaje de crecimiento igual a 77,9%), presentado aqui isonordreminona su mayor
accion. S in embargo a la concentracién mayor u tilizada, 1600 pg/mL , sélo se obtiene
un porcentaje de inhibicién igual a un 16,9%  (porcentaje de crecimiento igual a un
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83,1%). Es por ello que al igual que en el caso de C. parapsilosis en este caso no es
posible obtener una MIC s0 con las concentraciones utilizadas. Por otro lado es
importante destacar una vez mas que a pesar de presentar una actividad
relativamente baja sobre la biopelicula de C. glabrata , el efecto que muestra
isonordreminona es mucho mayor a los presentados por los antif(in gicos de uso comun
donde t anto a nfotericin a B como f luconazol no presentan actividad sobre este
micro organismo a la concentracién de 1600 pg/m L permitiendo el crecimiento de la

biopelicula de hasta un 131% en el primero de los casos y de un 177% en el segundo

de ellos.
Efecto de Isonordrimenona sobre Biofilm de Candida glabrata
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Figura2 0. Efecto de isonordrimenona sobre biopelicula de C. glabrata. N de Experimentos =2 . Réplicas por

experimento =8.  *= P<0,05
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5.0 DISCUSION

De acuerdo con los resultados obtenidos y si analizamos cada uno de los compuestos

utilizados podemos observar lo siguiente:

51 POLIGODIAL

Al analizar e | efecto de poligodial sobre la biopelicula de las distintas especies
del género Candida, podemos ver que al exponer esta s especies al metabolito  existe
una clara inhibicién del desarrollo de la levadura. En C. albicans, ya en estado
placténico, poligodial presenta una elevada actividad generando inhibicién completa a
una concentracién de 16 pg/mL lo que ¢ laramente se correlaciona con lo expuesto por

otros autores previamente (Derita, M. G. etal. ,2009 ; Lee, S.H. etal. ,1999 ).

A partir de lo descrito anteriormente, y en conjunto con los resultados obtenidos
nos damos cuenta que la actividad de  poligodial sobre la biopelicula de C. albicans es
relativamente alta, con una concentracion incluso menor a 25 pg/mL , cuantificado con
tincion de cristal v ioleta , se obtiene una inhibicion del crecimiento microbiano en un
50% ( MICs0), Yy con concentraciones que va  n entre 50 pg/mL y 100 pug/mL  es posible
generar inhibicion de un 80 % de la biopelicula (MIC &0). Sin embargo , a medida que
vamos aumentando las concentraciones del compuesto , SOlo es posible generar una
inhibicion  de la biop elicula hasta de un 85%, ocurriendo esto a una concentracion del
metabolito de 100 pug/mL . Esta gran actividad por parte de p oligodial pudiera  deberse
a los sitios de unién en los cuales actla. Se ha descrito previamente que este
compuesto realiza su accion sobre las membranas plasmaticas actuando
principalmente  como s urfactante en la interfase proteina -lipido y en las proteinas
integrales, genera ndo desnaturacion de éstas (Kubo, I. etal. , 2001 ). Por otra parte,
se ha visto que poligodial presenta efecto sobre la bomba ATPasa m itocondrial
disminuyendo la produccion de ATP, generando un aumento de la permeabilidad de
membrana, un aumento del consumo de ATP y una disminucion del pH interno
mitocondrial (Lunde, C. S. y Kubo, I., 2000 ) y junto con ello la inhibicion de la cadena
tra nsportadora de electrones desde el succinato al oxigeno (Castelli, M. V. et al. ,
2005 ) todo lo anterior,  con la consiguiente destruccion del microorganismo

Por su parte , frente a la biopelicula de C. parapsilosis, poligodial exhibe
nuevamente una actividad elevada generando inhibicion del 50% del desarrollo de la

levadura a concentraciones menores a los 25 pg/mL (MIC s0). Resultados previos
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publicados por otros autores , sobre el efecto del compuesto en el estado planctonico
de la levadura, reafirman esta gran actividad de poligodial. En ellos se establece que la
MICsgo correspo nderia a 0,0312 pg/mL (Montenegro Venegas, I. J., 2013 ).

Por otro lado , en ambos casos toma realce la signif icativa actividad que presenta
poligodial en relacion a  fluconazol , donde ya previamente se ha descrito resistencia a
este compuesto por parte de C. albicans y C. parapsilosis por mecanismos asociados a
modificacién de los blancos, ademas de la generacion de bombas de eflujo (Cuellar -
Cruz, M. etal. ,2012 ; Mukherjee, P. K.y Chandra, J., 2004 ; Tobudic, S. etal. , 2012 ).

Frente a la biopelicula de C. glabrata , polig odial presenta un mayor efecto. Previo
a la mini ma concentracion utilizada en el estudio , ya se genera inhibicién del 50% de
crecimiento (MIC so) y entre las concentraciones de 25 pg/mLy 50 pg/mL esta inhibic i6n
llega hasta un  80% (MIC so0), para finalmente con 100 pg/mL practicamente inhibir la
totalidad del desarroll o microbiano, prese ntando una de strucciébn de un 9 8,6 % de la
biopelicula . Este dato es de suma relevancia ya que se ha visto un gran aumento de
infecciones por C. glabrata asociado a la res istencia que esta especie presenta
principalmente a f luconazol (Colombo, A. L. etal. , 2013 ; Denardi, L. B. etal. , 2015 ;
Onyewu, C. et al. , 2003 ). En nuestro caso fluconazol sélo generd inhibicion de la
biopel icula en un 54% a una concentracién de 1600 pg/mL , por lo cual poligodial
demostré tener  mayor actividad ¢ on mucho men os concentracion del compuesto.

En el caso de la accion de poligodial sobre la biopelicula d e C. krusei se observa
una ac tividad relativamente baja por parte del compuesto , ya que sélo es capaz de
generar una inhibicion del desarrollo microbiano hasta un 32,1% sin llegar a presentar,
por tanto, una disminucion del crecimiento de un 50% (MIC s0) con las concentraciones
utilizadas en este estudio. Esto contrasta en cierta forma con resultados obtenid os por
otros autores en los cuales la actividad de poligodial es mucho mayor generando una
inhibicibn completa con una concentracion de 6,25 pg/mL (Lee, S.H. etal. ,1999 ), sin
embargo como hemos planteado antes , en el estudio desarrollado por Lee et al., se
analiz6 el crecimiento de la levadura en estado planténico y no sé sil, como es el caso
de la biopelicula , lo que hace que lalevadura sea mas sensibley esté mas expuesta a
la accion del metabolito. De  sde este punto de vista lo interesante en este caso es que
se presenta de todas forma s cierta s usceptibilidad por parte del microorganismo a
poligodial . Esto Ultimo toma mucha relevancia tomando en cuenta la elevada
resistenc ia que exhibe la  biopelicula de C. krusei a los antifingicos de uso comun como

son anfotericina B y fluconazol, efecto que incluso se muestran en nuestros datos

donde estos compuestos no presentaron actividad a la mayor concentracién utili zada
en el estudio (1600 pg/mL) permitiendo que la levadura creciera hasta enun 123 ,3%
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en el primero de los casos y de un 203,2% en el segundo respecto de del control
positivo .

Finalmente en el caso de la biopelicula de C. dubliniensis , poligodial nuevam ente
presenta una actividad leve a moderada generando inhibicién del desarrollo fingico de
hasta un 50% (MIC s0) entre las concentraciones de 50 pg/mL y 100 pg/mL. Estos
datos se afladen a los obtenidos en otros estudios que indican que la accion de
poligod ial sobre esta especie de levadura en estado plan cténico, es muy elevada
necesitando soélo 0,032 pg/mL  para generar inhibic i6n total del crecimiento
(Montenegro Venegas, I. J., 2013 ).

De esta forma es posible determinar con certeza que p oligodial es un potente
antifingico frente a distintas especies del Género Candida tanto albicans como no
albicans. Junto con ello hemos podido determinar qu e en todos los casos la actividad
que poligodial presenta es siempre mayor a lo mostrado por los antifingicos de uso
comun a nivel intrahospitalario y que fueron utilizados en este estudio como son
anfotericina B y fluconazol.

Finalmente es importante hac er notar que a medida que aumentamos la

concentracién de p oligodial por sobre los 200 pg/mL se produce una reduccién del

efecto inhibitorio  que este compuesto genera en las biopelicula s de todas las especies
de Candida utilizadas en este estudio . Probablemente lo que esté ocurriendo es una
inhibicién por saturacion del metabolito impidiendo que p oligodial atraviese libremente

por el Biofilm. Esto se condice por lo expresado previamente por otros autores quienes
observaron que en el caso de fluconazo | entre las concentraciones de 256 pg/mL y
1024 pg/mL, solamente 56 pg/mL ingresan al interior de la biopelicula (Chandra, J. et
al., 2003)

5.2 NORDRIMENONA

Traba jos asociados a nordrimenona y su accion como antifingico existen muy
pocos solo los desarrollados por el Dr. lvan Montenegro en su tesis doctoral . En ella se
especifica el efecto de este compuesto sobre el estado plancténico de levaduras del
género Candida . En la publicacion se deja de manifiesto que nordrimenona presenta
elevada actividad sobre C. albicans (2 pg/mL ), C. glabrata (8 pg/mL ), C. dubliniensis
(0,0312 pg/mL ) y baja actividad frente a C. parapsilosis (>16 pg/mL ) y sin datos
sobre su efecto en  C. krusei (Montenegro Venegas, I. J., 2013 ). Tomando en cuenta
estos datos y los obtenidos por nosotros , podemos observar que al enfrentar este
compuesto a la biopelicula de C. albicans la actividad que se presenta es bajisima

practicamente a todas las concentraciones no sobrepasa un 25% de inhibicion de la
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biopelicula fungica . El mayor efecto se logra a una concentracién de 800 pg/mL  con
una actividad que genera destruccion de un 30 ,8% de la biopelicula previamente
formad a. Es posible por tanto establecer una elevada resistencia po r parte de la
levadura contra nordrimenona en contraposici 6n a lo determinado por Montenegro et
al., 2013 en el estado plantdnico. Esta diferencia pudiera deberse principalmente al
hecho intrinseco de generaciébn de multirresistencia asociado a la formacién de
biopeliculas flngicas , principalmente en aquellas cepas que son provenientes de
infecciones intrahospitalar ias, las cuales  estaria n generando proteccién frente a la
accion de los antifingicos de uso clinico (Donlan, R. M. y Costerton, J. W., 2002 ).

Por otra parte , en cuanto a la accion  de nordrimenona sobre la biopelicula de

C. parapsilosis se observa una actividad antifingica  disminuida . Como se presentd en

los resultados , la mayor actividad se logra a la concentracion de 25 pg/mL , sin

embargo a esta concentracion el porcentaje de inhibiciébn de la biopelicula no logra

sobrepasar un 39,4% , por lo tanto es imposible determinar MICso con las

concentraciones del compuesto estudiadas. | mportant e es hacer not ar el
reboted que se genera al e n Cr panapsies is | aala dedién dee | 2 cul a d ¢

nordrimenona. A medida que vamos aumentando las concentraciones del compuesto ,
la actividad de este es cada vez menor , hasta lograr que a la concentracién mayor
utilizada (1600 pg/mL) no exista actividad o esta se vea inhibida permitiendo de esta
forma que la biopelicula se siga desarrollando hasta alcanzar valores por sobre el
100% del control positivo de crecimiento . La posible causa de | aumento de resistencia
de la biopelicula de C. parapsilosis pudiera deberse al incremento  de la capacidad de
adhesién en medio s con alto contenido de glucosa como es el caso del RPMI
caracteristica propia de esta especie (Nosek, J. etal. ,2009 ).

Por su parte, si analizamos la acciéon de nordrimenona sobre la biopelicula de
C. glabrata nuevamente se observa una a  ctividad reducida por parte del compuesto,
lo que claramente no se condice con lo expuesto por Montenegro , I. etal. (2013). En
su trabajo el Dr. Montenegro establece que a una concentracion de 8 pg/mL se genera
la inhibicion co mpleta de la levadura en estado planctonico ( MIC 100). En contraposicién
a ello, nuestros resultados nos muestras que tomando en cuenta todas las

concentraciones estudiadas el porcentaje de inhibicion de la biopelicula no sobrepasa

un 10% . Dentro de las razones probables  de este resultado pudiera ser , la formacién
en multicapas sumado al elevado conten ido de proteinas y carbohidratos gue contiene
esta especie en la matriz formando la biopelicula , €n comparacion con otras especies

del género Candid a (Silva, S. etal. , 2009 ).

Por otro lado cuando observamos la accién de nordrimenona sobre la biopelicula
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de C. krusei nos danos cuenta de la  elevada actividad que presenta este compuesto.
Entre las concentraciones que van desde los 100 pg/mL hasta los 200 ug/mL  se genera
inhibicion del 50% del crecimiento fungico (MIC s0), mientras que entre las
concentraciones de 200 pg/mL y 400 pg/mL es posible obtener una inhibicién del
crecimiento de la biopelicula de hasta un 80% (MIC s0). Estos datos revisten releva ncia
ya que practicamente no existen resultados previos sobre el efecto de nordrimenona
sobre la biopelicula y sobre el estado plancténico de C. krusei. Junto con ello, la
presente investigacion es un aporte al conocimiento sobre la biopelicula de esta
especie, que hasta la fecha es precario. Al realizar la comparaci6 n de nuestro
compuesto con los antifingicos de uso comdn vemos que nordrimenona presenta una
actividad mucho mayor a lo que se observa tanto con fluconazol como con anfotericina
B. En el primero de los casos vemos que fluconazol, Al-Fattani y col. publicaron un
efecto que generaba una sobrevida de un 47,8% (Al-Fattani, M. A. y Douglas, L. J.,
2004 ) , porcentaje similar al obtenido por nosotros para el mismo antifingico . Por
otro lado nosotros obtuvimos un por centaje de cre cimiento frente aa nfotericinaB , ala
concentraci 6n mayor de 1600 pg/mL , del 95,3% lo que se contradice con lo obtenido
por otros autores previamente  con un MIC 100 igual @ 16,12 pg/mL (Brilhante, R. S. et
al., 2015 ) y de 18 pg/mL (Del Pozo, J. et al ., 2008) diferencias que pudieran estar
dadas por la cepa fangica utilizada por nosotros, las cuales fueron aislados clinicos y
que por lo tanto estas presentan mayor resistencia

Al observar el efecto de nordrimenona sobr e la biopel icula de C. dubliniensis ,
vemos que este compuesto presenta una actividad muy elevada. E ntre las
concentraciones de 25 ug/mLy de 50 pg/mL es posible generar inhibicion de un 50%

del crecimiento microbiano (MIC s0). Esta capacidad de eliminacién de la biopelicula , a

medida que aumentamos las concentraciones es cada vez mayor , hasta obtener en tre
las concentraciones 100 pg/mL y 200 pg/mL inhibicion del crecimiento de la

biopelicula flngica por sobre un 80% (MIC go) presentandose ademds a 200 pg/mL la
mayor actividad por parte de nordrimenona frente a la biopelicula de C.

dublinienis. De esta manera queda muy claro que a pesar que  C. dub liniensis presenta
caracteristicas muy  similares C. albicans en cuanto a la composicion quimica de su
me mbrana y masa de la biopelicula (Alnuaimi, A. D. etal. , 2013 ), la sensibilidad de
cada un a es distinta ya que como podemos ver frente a nordrimenona , la biopelicula
de C. albicans es muy resistente, en cambio la biopelicula de C. dubliniensis es muy
sensible. Toma mucha relevancia entonces, la significativa actividad que presenta
nordrimenona s obre la biopelicula de C. dubliniensis respecto de los antifungicos de

uso comun anfotericina B y fluconazol, en ellos se observa a la concentraciones de
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1600 pg/mL solo logran generar una inhibicion de hasta un 89% en el primero de los
casos y de un 48% en el segundo, valores muy por debajo de los porcentajes
exhibidos por nordrimenona a mucho menos concentracion ( porcentaje de inhibicién

de 95,2% a 200 ug/mL).

5.3 [ISONORDRIMENONA

Trabajos sobre este metabolito no existen previ amente, solo los realizados por

Montenegro et al. el aflo 2013 sobre cepas de Candida sp. en estado plancténico. En

cuanto a los resultad os obtenidos por este compuesto, podemos establecer lo

siguiente :

Al observar el efecto de isonordrimenona sobre la biopelicula de C. albicans , el
compuesto presenta una mediana actividad generando inhibicibn de un 50% del
crecimiento microbiano (MIC  so) entre las concentraciones de 400 pg/mL y 800 pg/mL ,

fendmeno que se suma a la elevada actividad que presenta sobre el microorganismo

en estado pl anténico , con un MIC s de 2 pg/mL (Montenegro Venegas, I. J., 2013 ).
Esto nuevamente destaca por sobre los antifingicos de uso comudn anfotericina B y
fluconazol quienes mostraron una actividad practicamente nula. En el caso de
anfotericina B se ha reportado un concentracion minima de erradicacién de la
biopeliculaa 2900 pg/mL (Del Pozo, J. L. etal. ,2011 ) lo que concuerda con nuestr os
resultados donde a la concentracion maxima  utlizada, 1600 pg/mL, existe s6lo una
inhibicibn de un 17,5% . Por su parte en el caso del fluconazol a la misma
concentraciéon de 1600 pg/mL , se reduce un 39% el desarrollo de la biopelicula
(viabilidad de un 61%) , algo similar a lo reportado por otros autores que han obtenido
una viabilidad de un 80% (Al-Fattani, M. A. y Douglas, L. J., 2004 ). Esto adquiere

mucha relevancia ya que al comparar estos resultados con i sornor drimen ona vemos
que a la misma concentracién, es decir 1600 pHg/mL , nuestro compuesto genera una
inhibicibon de un 55 ,1% y a la concentracién de mayor actividad (800 pg/mL) el

porcentaje de inh ibicion es de un 65,7% . Es decir frente a esta especie
isonordrimenona presenta mayor actividad a menor concentracion.

En el caso de C. parapsilosis la actividad de Isornodr ime nona es bajisima, s 06lo
podemos observar algo del efecto del metabolito a los 160 0 pg/mL donde se obtiene
una inhibicién de la biopelicula ya formad o de un 40,6% (  viabilidad de un 59,4%), aun
asi el hecho de presentar algo de actividad es importantisimo mas aun cuando
podemos ver, a partir de los resultado obtenidos para los antifingicos de uso comin

que el efecto de e stos es mucho menor en las mismas condiciones . En el caso de
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fluconazol tenemos qu e la viabilidad de la biopelicula es superior al 100 % de control lo
que se confirma con valores obtenidos por otros autores , que también observan que a
la concentracion mayor no es posible generar algun tipo de efecto sobre el desarrollo

de la biopelicula de C. parapsilosis (Kuhn, D. M. etal., 2002 ). De la misma form a

podemos ver que el efecto de a nfotericina B también es practicamente nulo,
concordando con otros autores quienes reportaron la cantidad de 6670 pg/mL  para
generar inhibic i6n completa de la biopelicula por parte de este antifungico (Del Pozo, J.

L. etal. ,2011).

Finalmente, isonordrimenona, frente a la biopelicula formad a por C. glabrata,
tiene una actividad muy baja a la concentracio n mayor utilizada de 1600 pug/mL
generando destruccion de la biopelicula en aproximadamente un 17% . Sin emb argo,
este resultado aun asi es mucho mas que lo obtenido por los antifingicos de uso
comin ya que para fluconazol como para a nfotericina B, a la misma concentracion, el
porcentaje de viabilidad fue superior respecto del 100 % correspondiente al control
positivo, mostrando de esta forma gue a esa concentrac i6n hay nula actividad sobre la
biopelicula de C. glabrata. Estos datos son concordante s con lo publicado
previamente por otros a  utores donde para anfoter icina B, Del Pozo et al . reportaron
valores por sobre los 4000 pg/mL  para generar inhibicion de la biopelicula (Del Pozo, J.
L. etal. , 2011 ) y para fluconazol c omo es sabido también se han descrito resistencia
intrinseca a este antifungico por parte de C. glabrata debido a la generacién de
bombas eflujo , liberacién de enzimas que degradan al metabolito o inhibicién de genes
que estimulan la produccién de ergostero I, que es el sitio e unién del Fluconazol (Inigo,
M. etal. , 2012 ; Silva, S. etal. ,2012 ).

Con todos los datos expuestos anteriormente sumado a los resultados publicados
previamente por Montenegro |. et al. (2013) podemos establecer como poligodial
conjuntamente con nordrimenona e isonordrimenona presentan variados y muy
interesantes efectos sobre la biopelpicula de C. albicans, C. parapsilosis, C . glabrata,
C. krusei y C. dublinie nsis, todo lo cual nos hace pensa r en estos compuestos como
una excelente alternativa en el tratamiento principalmente de infecciones

intrahospitalarias asociadas a la presencia de estos organismos flingicos.
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6.0 CONCLUSIONES

Frente atodo lo  expuesto previamente podemos concluir lo siguiente:

Se desarrollaron cultivos de C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C.

dubiniensis y C. krusei de modo que estos desarollaran biopeliculas fungicas

Poligodial es un potente antifingic 0 sobre las biopeliculas de C. albicans , C.
parapsilosis y C. glabrata y presenta una baja actividad sobre las

biopeliculas de C. kruseiy C. dubliniensis

Nordreminona es un compuesto con baja actividad antifingica sobre las
biopeliculas de C. albicans, C . parapsilosis y C. glabrata y presenta un
potente  efecto sobre las biopeliculas formadas por C. krusei y

C. dubliniensis

Isornodreminona es un potente antifingico con una eleva da accion sobre la
biopelicula de C. albicans, pero presenta una accién reducida sobre

biopeliculas de C. parapsilosis y C. glabrata

Poligodial, nordrimenona e isnordrimenona presentan una mayor actividad
que los antifungicos usados comunmente en infecciones intrahospitalarias

anfotericina By flucon azol
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ANEXOS

TABLA 2.

ANEXO N°1 TABLAS

Efecto de poligodial sobre

horas de tratamiento

TABLA 3.

mediante ensayo de MTT

C. albicans en estado plancténico al cabo de 24

0,470 ] 0,483 | 0,567 | 0,518 | 0,566 | 0,731 | 0,667 | 0,622 | 0,734 | 0,613 | 0,773 0,800
0,457 | 0,453 | 0,545 | 0,625 | 0,645 | 0,680 | 0,701 | 0,664 | 0,662 | 0,701 | 0,665 0,790
0,452 | 0,466 | 0,553 | 0,601 | 0,675 | 0,681 | 0,667 | 0,663 | 0,678 | 0,673 | 0,670 0,837
0,465 | 0,466 | 0,573 | 0,682 | 0,576 | 0,662 | 0,684 | 0,680 | 0,664 | 0,671 | 0,653 0,774
0,457 | 0,463 | 0,533 | 0,680 | 0,644 | 0,654 | 0,650 | 0,664 | 0,651 | 0,670 | 0,649 0,785
0493 | 0435 | 0,510 | 0,681 | 0,642 | 0,711 | 0,745 | 0,672 | 0,659 | 0,734 | 0,679 0,821
0472 | 0,461 | 0,563 | 0,602 | 0,628 | 0,773 | 0,735 | 0,728 | 0,715 | 0,768 | 0,682 0,857
0,458 | 0,453 | 0,504 | 0,562 | 0,640 | 0,760 | 0,634 | 0,720 | 0,700 | 0,701 | 0,710 0,830
0,466 | 0,460 | 0,544 | 0,619 | 0,627 | 0,707 | 0,685 | 0,677 | 0,683 | 0,691 | 0,685 0,812
0,013 | 0,014 | 0,037 | 0,026 | 0,061 | 0,045 | 0,039 | 0,034 | 0,030 | 0,047 | 0,040 0,029
0,000 | 0,000 | 0,078 | 0,153 | 0,162 | 0,241 | 0,220 | 0,211 | 0,217 | 0,226 | 0,220 0,346
0,028 | 0,030 | 0,068 | 0,042 | 0,097 | 0,063 | 0,057 | 0,050 | 0,044 | 0,067 | 0,059 0,036

0,0 0,0 22,5 44,3 46,6 69,6 63,5 61,0 62,8 65,2 63,4 100,0

Efecto De poligodial sobre biopeliculas de

C. albicans cuantificacion

0,650 | 0,770 | 0,763 | 0,747 | 0,831 | 0,725 | 0,854 | 1,319 0,874 0,840 | 0,969 0,210
0,660 | 0,635 | 0,631 | 0,720 | 0,630 | 0,599 | 0,711 | 1,309 0,836 0,672 | 0,959 0,241
0,577 | 0,559 | 0,588 | 0,611 | 0,523 | 0,539 | 0,644 | 1,348 1,008 0,646 | 0,809 0,263
0,617 | 0,586 | 0,589 | 0,606 | 0,548 | 0,491 | 0,550 | 1,774 0,945 0,728 | 0,901 0,279
0,580 | 0,600 | 0,560 | 0,540 | 0.545 | 0,535 | 0,560 | 1,000 0,446 0,406 | 0,950 0,115
0,341 | 0,388 | 0,390 | 0,352 | 0,373 | 0,322 | 0,350 | 1,036 0,529 0,504 | 0,693 0,108
0,320 | 0,337 | 0,311 | 0,312 | 0,319 | 0,320 | 0,389 | 0,930 0,526 0,496 | 0,588 0,102
0,333 | 0,333 | 0,315 | 0,319 | 0,304 | 0,269 | 0,319 | 0,900 0,435 0,398 | 0,537 0,069
0,510 | 0,526 | 0,518 | 0,526 | 0,504 | 0,475 | 0,547 | 1,202 0,700 0,586 | 0,801 0,173
0,151 | 0,157 | 0,163 | 0,177 | 0,190 | 0,158 | 0,188 | 0,295 0,238 0,160 | 0,174 0,083
0,336 | 0,353 | 0,345 | 0,353 | 0,331 | 0,302 | 0,374 | 1,029 0,527 0,413 | 0,627 0,000
0,296 | 0,299 | 0,314 | 0,337 | 0,377 | 0,334 | 0,343 | 0,245 0,341 0,272 | 0,217 0,481
53,6 56,2 55,0 56,2 52,7 48,1 59,6 164,0 83,9 65,8 100,0 0,0
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TABLA 4. Efecto de poligodial sobre biopeliculas de
tincién con Cristal Violeta.

C. albicans cuantificacion mediante

0,300 | 0,402 | 0,264 | 0,165 | 0,162 | 0,286 | 0,344 | 0,334 0,262 0,593 | 0,130 0,105
0,321 | 0,216 | 0,193 | 0,190 | 0,177 | 0,219 | 0,312 | 0,548 0,285 0,466 | 0,126 0,104
0,319 | 0,221 | 0,219 | 0,175 | 0,172 | 0,273 | 0,377 | 0,706 0,315 0,726 | 0,108 0,077
0,350 | 0,233 | 0,214 | 0,243 | 0,261 | 0,284 | 0,335 | 0,688 0,367 0,703 | 0,104 0,103
0,329 | 0,221 | 0,268 | 0,180 | 0,269 | 0,242 | 0,301 | 0,774 0,283 0,685 | 0,103 0,106
0,341 | 0,245 | 0,220 | 0,171 | 0,194 | 0,264 | 0,277 | 0,822 0,230 0,777 | 0,108 0,092
0,351 | 0,268 | 0,181 | 0,235 | 0,184 | 0,284 | 0,219 | 0,929 0,268 0,826 | 0,110 0,080
0,365 | 0,350 | 0,221 | 0,164 | 0,160 | 0,234 | 0,247 | 0,627 0,052 0,544 | 0,118 0,078
0,335 | 0,270 | 0,223 | 0,190 | 0,197 | 0,261 | 0,302 | 0,679 0,258 0,665 | 0,113 0,093
0,021 | 0,069 | 0,030 | 0,031 | 0,043 | 0,026 | 0,052 | 0,182 0,092 0,122 | 0,010 0,013
0,241 | 0,176 | 0,129 | 0,097 | 0,104 | 0,168 | 0,208 | 0,585 0,165 0,572 | 0,020 0,000
0,221 | 0,156 | 0,109 | 0,077 | 0,084 | 0,147 | 0,188 | 0,565 0,144 0,552 | 0,000 0,000
0,063 | 0,257 | 0,137 | 0,164 | 0,219 | 0,099 | 0,173 | 0,268 0,359 0,183 | 0,090 0,140
40,1 28,3 19,8 14,0 15,2 26,7 34,1 102,4 26,2 100,0 0,0 0,0

TABLA 5 . Efecto de poligodial sobre biopeliculas de

C. parapsilosis

0,344 | 0,314 | 0,308 | 0,245 | 0,204 | 0,223 | 0,237 | 0,372 0,412 0,634 | 0,111 0,092
0,316 | 0,279 | 0,299 | 0,220 | 0,200 | 0,193 | 0,187 | 0,277 0,261 0,299 | 0,101 0,090
0,295 | 0,267 | 0,290 | 0,253 | 0,193 | 0,195 | 0,190 | 0,282 0,296 0,303 | 0,090 0,091
0,309 | 0,260 | 0,304 | 0,264 | 0,189 | 0,206 | 0,193 | 0,331 0,285 0,358 | 0,094 0,097
0,282 | 0,269 | 0,285 | 0,233 | 0,214 | 0,219 | 0,189 | 0,320 0,242 0,247 | 0,095 0,096
0,300 | 0,298 | 0,279 | 0,241 | 0,200 | 0,200 | 0,208 | 0,307 0,330 0,290 | 0,109 0,100
0,330 | 0,307 | 0,292 | 0,242 | 0,196 | 0,199 | 0,207 | 0,312 0,317 0,285 | 0,103 0,095
0,280 | 0,303 | 0,269 | 0,229 | 0,168 | 0,173 | 0,201 | 0,282 0,319 0,475 | 0,116 0,092
0,307 | 0,287 | 0,291 | 0,241 | 0,196 | 0,201 | 0,202 | 0,310 0,308 0,361 | 0,102 0,094
0,022 | 0,021 | 0,013 | 0,014 | 0,013 | 0,016 | 0,016 | 0,032 0,052 0,130 | 0,009 0,003
0,213 | 0,193 | 0,197 | 0,147 | 0,101 | 0,107 | 0,107 | 0,216 0,214 | 0,267 | 0,008 0,000
0,205 | 0,185 | 0,188 | 0,139 | 0,093 | 0,099 | 0,099 | 0,208 0,205 0,259 | 0,000 0,000
0,073 | 0,072 | 0,045 | 0,057 | 0,069 | 0,078 | 0,082 | 0,102 0,168 0,360 | 0,089 0,037
79,0 71,3 72,7 53,5 36,0 38,1 38,3 80,3 79,3 100,0 0,0 0,0
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TABLA 6. Efecto de poligodial sobre biopeliculas de

C. glabrata

0,254 | 0,276 | 0,176 | 0,135 | 0,131 | 0,167 | 0,187 | 0,234 0,181 0,286 | 0,142 0,075
0,274 | 0,236 | 0,174 | 0,115 | 0,249 | 0,140 | 0,172 | 0,229 0,209 0,291 | 0,150 0,080
0,251 | 0,297 | 0,181 | 0,140 | 0,220 | 0,146 | 0,168 | 0,253 0,175 0,281 | 0,138 0,067
0,231 | 0,234 | 0,212 | 0,132 | 0,124 | 0,136 | 0,165 | 0,316 0,222 0,295 | 0,119 0,098
0,242 | 0,213 | 0,205 | 0,136 | 0,111 | 0,155 | 0,190 | 0,261 0,187 0,399 | 0,142 0,067
0,420 | 0,225 | 0,209 | 0,159 | 0,150 | 0,119 | 0,205 | 0,248 0,294 0,344 | 0,141 0,065
0,256 | 0,205 | 0,202 | 0,154 | 0,155| 0,134 | 0,233 | 0,292 0,262 0,358 | 0,113 0,090
0,411 | 0,220 | 0,186 | 0,149 | 0,130 | 0,149 | 0,175 | 0,260 0,236 0,289 | 0,104 0,094
0,292 | 0,226 | 0,193 | 0,140 | 0,134 | 0,143 | 0,187 | 0,262 0,221 0,318 | 0,131 0,080
0,077 | 0,024 | 0,016 | 0,014 | 0,016 | 0,015 | 0,023 | 0,029 0,042 0,044 | 0,017 0,013
0,213 | 0,146 | 0,114 | 0,061 | 0,054 | 0,064 | 0,107 | 0,182 0,141 0,238 | 0,052 0,000
0,161 | 0,095 | 0,062 | 0,009 | 0,003| 0,012 | 0,056 | 0,131 0,090 0,187 | 0,000 0,000
0,263 | 0,108 | 0,080 | 0,200 | 0,119 | 0,101 | 0,222 | 0,112 0,190 0,137 | 0,127 0,165
86,3 50,7 33,2 4,8 1,4 6,5 29,9 69,9 48,0 100,0 0,0 0,0
TABLA 7. Efecto de poligodial sobre biopeliculas de C. krusei

0,309 | 0,305 | 0,265 | 0,267 | 0,206 | 0,191 | 0,213 | 0,239 | 0,360 | 0,213 | 0,161 | 0,105
0,319 | 0,404 | 0,384 | 0,368 | 0,208 | 0,214 | 0,227 | 0,313 | 0,371 | 0,263 | 0,152 | 0,131
0,351 | 0,421 | 0,319 | 0,436 | 0,216 | 0,208 | 0,280 | 0,302 | 0,407 | 0,231 | 0,121 | 0,109
0,399 | 0,415 | 0,364 | 0,349 | 0,233 | 0,215 | 0,320 | 0,334 | 0,423 | 0,359 | 0,175 | 0,110
0,331 | 0,437 | 0,348 | 0,397 | 0,265 | 0,244 | 0,293 | 0,369 | 0,383 | 0,265 | 0,134 | 0,156
0,343 | 0,311 | 0,319 | 0,363 | 0,234 | 0,260 | 0,240 | 0,289 | 0,339 | 0,333 | 0,136 | 0,121
0,235 | 0,223 | 0,321 | 0,316 | 0,233 | 0,243 | 0,199 | 0,191 | 0,308 | 0,181 | 0,130 | 0,119
0,251 | 0,221 | 0,332 | 0,263 | 0,221 | 0,222 | 0,192 | 0,207 | 0,299 | 0,211 | 0,239 | 0,109
0,317 | 0,342 | 0,332 | 0,345 | 0,227 | 0,225 | 0,246 | 0,281 | 0,361 | 0,257 | 0,156 | 0,120
0,053 | 0,089 | 0,036 | 0,060 | 0,019 | 0,023 | 0,047 | 0,063 | 0,044 | 0,062 | 0,038 | 0,017
0,197 | 0,222 | 0,212 | 0,225 | 0,107 | 0,105 | 0,126 | 0,161 | 0,241 | 0,137 | 0,036 | 0,000
0,161 | 0,186 | 0,176 | 0,189 | 0,071 | 0,069 | 0,090 | 0,125 | 0,205 | 0,101 | 0,000 | 0,000
0,168 | 0,260 | 0,208 | 0,175 | 0,084 | 0,101 | 0,191 | 0,223 | 0,122 | 0,241 | 0,243 | 0,140
159,7 | 184,3 | 173,8 | 187,0 70,3 67,9 88,6 123,3 | 203,2 | 100,0 0,0 0,0
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TABLA 8. Efecto de poligodial sobre biopelicula de

C. dubliniensis

0,597 | 0,592 | 0,522 0,46 0,317 | 0,398 0,44 0,284 | 0,567 0,523 0,167 | 0,103
0,522 | 0,488 | 0,446 0,38 0,305 | 0,312 | 0,325 | 0,258 | 0,457 0,543 0,134 | 0,108
0,516 | 0,468 | 0,502 | 0,401 | 0,266 | 0,339 | 0,407 | 0,285 | 0,543 0,526 0,131 | 0,144
0,602 | 0,553 | 0,485 | 0,423 | 0,333 | 0,403 | 0,418 | 0,311 | 0,577 0,529 0,126 | 0,11
0,565 | 0,474 | 0,419 0,37 0,329 0,38 0,455 | 0,261 | 0,437 0,54 0,13 | 0,152
0,555 | 0,436 | 0,442 | 0,402 | 0,341 | 0,404 | 0,494 | 0,295 | 0,493 0,547 0,13 0,13
0,458 0,42 0,468 | 0,354 | 0,411 | 0,365 | 0,304 | 0,235 | 0,444 0,515 0,141 | 0,099
0,407 | 0,396 | 0,321 | 0,348 | 0,316 | 0,337 | 0,409 | 0,315 | 0,489 0,554 0,248 | 0,103
0,528 | 0,478 | 0,451 | 0,392 | 0,327 | 0,367 | 0,407 | 0,281 | 0,501 0,535 0,151 | 0,119
0,068 | 0,066 | 0,062 | 0,037 | 0,041 | 0,035 | 0,064 | 0,028 | 0,055 0,013 0,041 | 0,021
0,409 | 0,360 | 0,332 | 0,274 | 0,209 | 0,249 | 0,288 | 0,162 | 0,382 0,416 0,032 | 0,000
0,377 | 0,328 | 0,300 | 0,241 | 0,176 | 0,216 | 0,256 | 0,130 | 0,350 0,384 0,000 | 0,000
0,128 | 0,138 | 0,138 | 0,095 | 0,125 | 0,095 | 0,157 | 0,098 | 0,110 0,025 0,274 | 0,173
982 | 853 | 781 | 629 | 46,0 | 564 | 666 | 338 | 91,2 | 1000 | 00 0,0
TABLA 9. Efecto de nordrimenona sobre biopelicula de C. albicans
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TABLA 10. Efecto de nordrimenona sobre biopelicula de C. parapsilosis

TABLA 11. Efecto de nordrimenona sobre biopelicula de Candida glabrata

0,320 | 0,297 | 0,311 | 0,428 | 0,368 | 0,420 | 0,438 | 0,325 | 0,478 | 0,536 | 0,092 | 0,093

0,487 | 0,381 | 0,375 | 0,284 | 0,351 | 0,357 | 0,394 | 0,307 | 0,322 | 0,383 | 0,091 | 0,095
0,484 | 0,380 | 0,401 | 0,344 | 0,350 | 0,394 | 0,416 | 0,369 | 0,413 | 0,403 | 0,092 | 0,091
0,544 | 0,387 | 0,469 | 0,302 | 0,367 | 0,312 | 0,371 | 0,402 | 0,460 | 0,364 | 0,098 | 0,103
0,524 | 0,466 | 0,416 | 0,337 | 0,327 | 0,379 | 0,421 | 0,306 | 0,481 | 0,388 | 0,091 | 0,093
0,271 | 0,410 | 0,565 | 0,461 | 0,421 | 0,454 | 0,493 | 0,320 | 0,541 | 0,477 | 0,097 | 0,094
0,341 | 0,450 | 0,531 | 0,401 | 0,468 | 0,403 | 0,292 | 0,323 | 0,370 | 0,416 | 0,102 | 0,107
0,405 | 0,446 | 0,401 | 0,378 | 0,344 | 0,361 | 0,354 | 0,322 | 0,259 | 0,293 | 0,105 | 0,115
0,422 | 0,402 | 0,434 | 0,367 | 0,375 | 0,385 | 0,397 | 0,334 | 0,416 | 0,408 | 0,096 | 0,099
0,102 | 0,054 | 0,084 | 0,061 | 0,047 | 0,043 | 0,060 | 0,034 | 0,094 | 0,073 | 0,005 | 0,009
0,323 | 0,303 | 0,335 | 0,268 | 0,276 | 0,286 | 0,299 | 0,235 | 0,317 | 0,309 | 0,003 | 0,000
0,326 | 0,306 | 0,338 | 0,271 | 0,279 | 0,289 | 0,301 | 0,238 | 0,320 | 0,312 | 0,000 | 0,000
0,243 | 0,135 | 0,193 | 0,167 | 0,125 | 0,112 | 0,152 | 0,101 | 0,225 | 0,179 | 0,056 | 0,087
104,7 98,3 108,4 | 87,0 89,4 92,8 96,7 76,5 102,6 | 100,0 0,0 0,0
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TABLA 12. Efecto de nordrimenona sobre biopelicula de

C. krusei

0,206 | 0,138 | 0,193 | 0,168 | 0,213 | 0,204 | 0,220 | 0,248 | 0,158 | 0,246 | 0,131 | 0,106
0,198 | 0,248 | 0,174 | 0,161 | 0,139 | 0,215 | 0,215 | 0,238 | 0,168 | 0,272 | 0,104 | 0,104
0237 | 0,136 | 0,154 | 0,169 | 0,237 | 0,218 | 0,244 | 0,238 | 0,177 | 0,249 | 0,114 | 0,111
0,248 | 0,137 | 0,175 | 0,167 | 0,231 | 0,231 | 0,250 | 0,241 | 0,189 | 0,256 | 0,139 | 0,111
0231 | 0,246 | 0,149 | 0,166 | 0,227 | 0,233 | 0,238 | 0,241 | 0,185 | 0,235 | 0,171 | 0,106
0,303 | 0,235 | 0,162 | 0,178 | 0,239 | 0,231 | 0,243 | 0,236 | 0,191 | 0,238 | 0,222 | 0,104
0,250 | 0,134 | 0,153 | 0,143 | 0,236 | 0,229 | 0,251 | 0,242 | 0,175 | 0,214 | 0,122 | 0,103
0,208 | 0,256 | 0,150 | 0,170 | 0,226 | 0,215 | 0,235 | 0,230 | 0,174 | 0,240 | 0,183 | 0,104
0235 | 0,191 | 0,164 | 0,165 | 0,219 | 0,222 | 0,237 | 0,239 | 0,177 | 0,244 | 0,148 | 0,106
0,034 | 0,059 | 0,016 | 0,010 | 0,033 | 0,010 | 0,013 | 0,005 | 0,011 | 0,017 | 0,040 | 0,003
0,129 | 0,085 | 0,058 | 0,059 | 0,112 | 0,116 | 0,131 | 0,133 | 0,071 | 0,138 | 0,042 | 0,000
0,087 | 0,043 | 0,016 | 0,017 | 0,070 | 0,074 | 0,089 | 0,091 | 0,029 | 0,096 | 0,000 | 0,000
0,144 | 0,309 | 0,095 | 0,062 | 0,152 | 0,047 | 0,056 | 0,022 | 0,063 | 0,069 | 0,272 | 0,030
91,0 | 450 | 16,2 | 178 | 736 | 772 | 929 | 950 | 302 | 1000 | 00 0,0

TABLA 13. Efecto de nordrimenona sobre biopelicula de

C. dubliniensis

0,563 | 0,25 0,271 0,271 | 0,305 | 0,279 | 0,371 | 0,338 | 0,333 | 0,266 | 0,24 | 0,117
0,255 | 0,348 0,267 0,273 | 0,333 | 0,354 | 0,353 | 0,247 | 0,251 | 0,413 | 0,285 | 0,131
0,395 | 0,341 0,391 0,279 | 0,335 | 0,373 | 0,377 | 0,294 | 0,342 | 0,41 | 0,278 | 0,109
0,574 | 0,405 0,333 0,292 | 0,296 | 0,339 | 0,302 | 0,273 | 0,375 | 0,413 | 0,248 | 0,109
0,332 | 0,254 0,306 0,255 | 0,284 | 0,316 | 0,368 | 0,268 | 0,35 | 0,396 | 0,160 | 0,111
0,292 | 0,277 0,291 0,258 | 0,316 | 0,297 | 0,324 | 0,255 | 0,327 | 0,452 | 0,308 | 0,108
0,291 | 0,360 0,277 0,255 | 0,270 | 0,294 | 0,334 | 0,258 | 0,315 | 0,386 | 0,289 | 0,106
0,298 | 0,489 0,229 0,243 | 0,316 | 0,267 | 0,357 | 0,263 | 0,369 | 0,472 | 0,263 | 0,119
0,375 | 0,341 0,296 0,266 | 0,307 | 0,315 | 0,348 | 0,275 | 0,333 | 0,401 | 0,259 | 0,114
0,126 | 0,081 0,049 0,016 | 0,023 | 0,037 | 0,026 | 0,029 | 0,039 | 0,062 | 0,046 | 0,008
0,261 | 0,227 0,182 0,152 | 0,193 | 0,201 | 0,235 | 0,161 | 0,219 | 0,287 | 0,145 | 0,000
0,116 | 0,082 0,037 0,007 | 0,048 | 0,056 | 0,089 | 0,016 | 0,074 | 0,142 | 0,000 | 0,000
0,337 | 0,239 0,166 0,060 | 0,074 | 0,119 | 0,075 | 0,107 | 0,116 | 0,153 | 0,177 | 0,073
81,7 57,4 25,9 4,8 33,8 39,4 62,9 11,0 52,0 | 100,0 0,0 0,0
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TABLA 14. Efecto de isonordrimenona sobre biopelicula de C. albicans

0,287 | 0,230 | 0,306 | 0,252 | 0,292 | 0,291 | 0,388 | 0,273 | 0,231 | 0,383 | 0,165 | 0,115
0,227 | 0,263 | 0,285 | 0,395 | 0,379 | 0,369 | 0,305 | 0,347 | 0,328 | 0,341 | 0,180 | 0,104
0,210 | 0,241 | 0,247 | 0,284 | 0,341 | 0,444 | 0,389 | 0,399 | 0,342 | 0,394 | 0,115 | 0,106
0,204 | 0,184 | 0,240 | 0,295 | 0,253 | 0,369 | 0,340 | 0,310 | 0,336 | 0,292 | 0,129 | 0,115
0,275 | 0,205 | 0,246 | 0,232 | 0,365 | 0,420 | 0,399 | 0,344 | 0,223 | 0,343 | 0,174 | 0,114
0,239 | 0,205 | 0,298 | 0,302 | 0,276 | 0,394 | 0,422 | 0,306 | 0,259 | 0,339 | 0,145 | 0,172
0,191 | 0,29 | 0,279 | 0,253 | 0,353 | 0,410 | 0,296 | 0,203 | 0,193 | 0,317 | 0,148 | 0,135
0,235 | 0,195 | 0,269 | 0,227 | 0,269 | 0,429 | 0,412 | 0,271 | 0,213 | 0,310 | 0,140 | 0,135
0,234 | 0,215 | 0,271 | 0,280 | 0,316 | 0,391 | 0,369 | 0,307 | 0,266 | 0,340 | 0,150 | 0,125
0,034 | 0,027 | 0,025 | 0,054 | 0,049 | 0,048 | 0,049 | 0,059 | 0,061 | 0,035 | 0,022 | 0,022
0,109 | 0,090 | 0,147 | 0,156 | 0,192 | 0,266 | 0,244 | 0,182 | 0,141 | 0,215 | 0,025 | 0,000
0,084 | 0,065 | 0,122 | 0,131 | 0,167 | 0,241 | 0,219 | 0,157 | 0,116 | 0,190 | 0,000 | 0,000
0,144 | 0,126 | 0,092 | 0,194 | 0,155 | 0,124 | 0,132 | 0,194 | 0,228 | 0,103 | 0,149 | 0,180
44,1 34,3 64,0 68,5 87,5 126,7 | 115,2 82,5 61,0 100,0 0,0 0,0

TABLA 15. Efecto de isonordrimenona sobre biopelicula de C. parapsilosis
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TABLA 16. Efecto de isonordrimenona sobre biopelicula de C. glabrata

0,353 | 0,289 | 0,327 | 0,288 | 0,308 | 0,439 | 0,503 | 0,299 | 0,487 | 0,447 | 0,114 | 0,097

0,298 | 0,292 | 0,363 | 0,325 | 0,338 | 0,362 | 0,417 | 0,312 | 0,387 | 0,359 | 0,090 | 0,097

0,267 | 0,279 | 0,318 | 0,315 | 0,397 | 0,315 | 0,322 | 0,316 | 0,438 | 0,292 | 0,103 | 0,143

0,272 | 0,273 | 0,352 | 0,338 | 0,344 | 0,376 | 0,324 | 0,369 | 0,427 | 0,277 | 0,097 | 0,106

0,266 | 0,272 | 0,264 | 0,306 | 0,301 | 0,317 | 0,318 | 0,357 | 0,379 | 0,290 | 0,090 | 0,229

0,256 | 0,294 | 0,245 | 0,304 | 0,358 | 0,343 | 0,283 | 0,380 | 0,486 | 0,289 | 0,094 | 0,129

0,250 | 0,239 | 0,236 | 0,346 | 0,350 | 0,298 | 0,267 | 0,443 | 0,461 | 0,220 | 0,214 | 0,171

0,253 | 0,245 | 0,256 | 0,335 | 0,448 | 0,314 | 0,292 | 0,409 | 0,438 | 0,301 | 0,135 | 0,181

0,277 | 0,273 | 0,295 | 0,320 | 0,356 | 0,346 | 0,341 | 0,361 | 0,438 | 0,309 | 0,117 | 0,144

0,034 | 0,021 | 0,051 | 0,020 | 0,048 | 0,046 | 0,080 | 0,050 | 0,040 | 0,067 | 0,042 | 0,047

0,133 | 0,129 | 0,151 | 0,176 | 0,211 | 0,201 | 0,197 | 0,217 | 0,294 | 0,165 | 0,000 | 0,000

0,133 | 0,129 | 0,151 | 0,176 | 0,211 | 0,201 | 0,197 | 0,217 | 0,294 | 0,165 | 0,000 | 0,000

0,124 | 0,076 | 0,171 | 0,062 | 0,134 | 0,134 | 0,234 | 0,140 | 0,092 | 0,217 | 0,358 | 0,326

80,3 77,9 91,4 106,2 | 127,9 | 121,9 | 119,0 | 131,0 | 177,8 | 100,0 0,0 0,0
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