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RESUMEN

Las mucormicosis son infecciones fungicas angioinvasivas, de rapida progresion con alta
morbilidad y mortalidad que se presentan en pacientes inmunocomprometidos como casos
aislados o como brotes intrahospitalarios. A pesar de los mejores esfuerzos de la
comunidad médica, la mortalidad asociada a ésta micosis invasiva sigue siendo elevada,
llegando a ser letal en el 95% de los casos. Estas micosis son causadas por hongos del
orden Mucorales, dentro de los que destacan los géneros Rhizopus, Mucory Lichtheimia,
siendo Rhizopus arrhizus (syn: Rhizopus. oryzae) el principal agente causal a nivel mundial.

Actualmente, la mucormicosis emerge como uno de los mayores problemas terapéuticos de
la Micologia médica moderna, ya que no existe un tratamiento totalmente efectivo. Esto se
debe por un lado, a que estos hongos son resistentes a la mayoria de los antifungicos
disponibles (equinocandinas y a varios de los antifingicos azolicos como fluconazol (FLC),
voriconazol (VRC) e itraconazol (ITC). A esto se suma la toxicidad del principal tratamiento
disponible, anfotericina B (AMB). La guia internacional para el tratamiento de la
mucormicosis sugiere el desbridamiento quirdrgico seguido del tratamiento con anfotericina
B (lipidica o complejo liposomal) junto con la reversion de las condiciones predisponentes.
Ademas, el posaconazol (PSC) se puede usar como un tratamiento de rescate y / o
desescalamiento, ya que es uno de los pocos antifungicos azolicos activos contra estos
hongos. Mas recientemente, el isavuconazol se incluyé en el arsenal antifungico para el
tratamiento de la mucormicosis invasiva (especialmente para pacientes intolerantes al
AMB).

Los antifungicos azdlicos actuan inhibiendo la sintesis de ergosterol mediante interaccion
con las enzimas 14-a esterol demetilasas, codificadas en hongos filamentosos por los
genes CYP51. Los mecanismos moleculares de resistencia de los Mucorales al voriconazol
no se conocen. Por el contrario, los mecanismos de resistencia a los azoles reportados en
otros hongos filamentosos patdégenos humanos, como Aspergillus spp., incluyen la
sobreexpresién del CYP51Ay / o mutaciones puntuales en el gen CYP51A.

Por estos motivos y como un intento de resolver esta problematica, nos planteamos en este
trabajo estudiar los mecanismos moleculares de resistencia de R. oryzae al voriconazol y
evaluar nuevas opciones terapéuticas. Para cumplir con estos objetivos generales nos

propusimos:
Estudiar las secuencias nucleotidicas de los genes CYP51 de R. oryzae (RoCYP51).
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Evaluar si la resistencia natural de R. oryzae a voriconazol esta asociada a la amplificacién

del numero de copias de los genes CYP51.

Probar que la resistencia intrinseca al voriconazol en R. oryzae se debe exclusivamente al
gen CYP51 obteniendo cepas de R. oryzae defectivas en dicho gen y reemplazando el gen
CYP51A de A. fumigatus (AfCYP51A) por su gen homdélogo de R. oryzae.

Evaluar combinaciones de drogas antifingicas y no convencionales frente a diferentes

cepas de Mucorales, in vitro e in vivo.

Se identificaron y caracterizaron dos genes CYP51 paralogos en el genoma de R. oryzae.
Se los clasific6 como CYP51A y CYP51B en base a la similitud de secuencias que
presentaron con otros genes CYP51 fungicos ya conocidos. Se decidié estudiar el gen
RoCYP51A como potencial causante de la resistencia intrinseca a VRC y FLC.

Se realiz6 la cuantificacion relativa de ambos genes RoCYP51 mediante gPCR utilizando el
gen actina (ACT1) de R. oryzae como gen de referencia. No se observaron variaciones en
la cuantificacion génica entre el gen RoCYP51Ay ACT1 ni tampoco entre el gen RoCYP51B
y ACT1. Se comprobé que los genes CYP51 se encuentran en igual cantidad que el gen de
referencia. Por lo tanto, la resistencia R. oryzae a voriconazol no estaria asociada a la

amplificacién del numero de copias de los genes CYP51.

No fue posible transformar R. oryzae por electroporacion pero se establecid un nuevo
método de seleccion de mutantes del CYP51 en hongos filamentosos, basado en el uso de
una cepa de A. fumigatus deficiente en los genes KU80 y CYP51A y fluconazol como
agente selector. Esta metodologia fue utilizada para obtener una cepa quimérica de A
fumigatus, con el gen CYP51A de R. oryzae funcional, expresado bajo la regulacion del
promotor y terminador del AfCYP51A wild type. Los mutantes resistentes a FLC fueron
seleccionados, luego de la transformacién, con un nuevo procedimiento aprovechando la
hipersensibilidad de la cepa de A. fumigatus receptora al FLC. Los patrones de sensibilidad
a azoles de los mutantes de A. fumigatus con el RoCYP51A imitaron exactamente los
mismos valores de sensibilidad a azoles que el mucoral. Esta informacion demostré que la
secuencia codificante del gen RoCYP51A es la Unica responsable de los patrones de
sensibilidad a azoles de R. oryzae.

Luego se procedidé con la busqueda de residuos aminoacidicos puntuales que puedan estar
implicados en el fenotipo de resistencia. Las comparaciones entre las secuencias de las
proteinas Cyp51Ap de R. oryzae y A. fumigatus mostraron diferencias en residuos de

aminoacidos que ya estaban asociados con la resistencia a voriconazol en A. fumigatus. Se
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decidié estudiar dichos aminodacidos, para lo cual se generaron mutantes de A. fumigatus
con el RoCYP51A albergando las diferentes sustituciones. Se demostré que la sustitucion
natural F129Y tiene implicancia en la resistencia a VRC y en la sensibilidad reducida a PSC.

En cuanto a la busqueda de alternativas terapéuticas para determinar si se podrian alcanzar
mejores resultados en el tratamiento de las mucormicosis, se evalud la actividad in vitro de
ocho drogas, solas y en combinacion con VRC, frente a 25 cepas de Mucorales. Las drogas
no convencionales como amiodarona, nifedipina, lansoprazol y disulfiram no presentaron
actividad antifungica frente a ninguna de las cepas ensayadas. Para los antifungicos
clasicos, AMB y PSC fueron las drogas mas activas cuando se evaluaron solas. Ademas, se
observaron diferencias especificas de especie. En cuanto a la interaccion de drogas, los
resultados obtenidos variaron segun la combinaciéon ensayada. Solo cinco cepas mostraron
sinergismo cuando se combiné VRC con PSC y tres cepas cuando se combind con AMB.
Sin embargo, para algunos aislamientos se observé al microscopio alteraciones en el
desarrollo de la hifa (AH) cuando se enfrentaron a las combinaciones VRC + PSC, VRC +
AMB y VRC + CSF. Para evaluar si las AH microscopica observadas tenian impacto in vivo,
se us6 un modelo de mucormicosis en G. mellonella. Se observé una mejor supervivencia
en los tratamientos combinados de voriconazol con anfotericina B y con caspofungina, en
comparacion con AMB sola para R. microsporus. Esa mayor supervivencia se obtuvo
utilizando una dosis de AMB 32 veces menor cuando se combind con VRC que cuando se
us6 sola. Estas dosis antifungicas mas bajas emulan las concentraciones antifungicas
donde se observaron las alteraciones microscépicas de las hifas. Con lo cual, se pudo

establecer una relacion de los resultados in vitro (AH) — in vivo.
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SUMMARY

Mucormycosis are angioinvasive, fast-progressing fungal infections with high morbidity and
mortality that occur in immunocompromised patients as isolated cases or as in-hospital
outbreaks. Despite the best efforts of the medical community, the mortality associated with
this invasive mycosis remains high, becoming lethal in 95% of cases. These mycoses are
caused by fungi of the order Mucorales, among which Rhizopus spp., Mucor spp. and
Lichtheimia spp. stand out, with Rhizopus arrhizus (Syn: Rhizopus oryzae) being the main

causal agent worldwide.

Currently, mucormycosis emerges as one of the major therapeutic problems of modern
medical mycology, since there is no fully effective treatment. This is due to the fact that
these fungi are resistant to most of the available antifungals (echinocandins and several of
the azolic antifungals such as fluconazole, voriconazole and itraconazole). Adding to these
treatment limitations, the toxicity of the main available treatment (amphotericin B) is another
important problem. International guide for the treatment of mucormycosis suggests surgical
debridement followed by treatment with amphotericin B (lipid or liposomal complex) together
with the reversal of predisposing conditions. In addition, posaconazole can be used as a
rescue and/or descalation treatment, since it is one of the few active azole antifungals
against these fungi. More recently, isavuconazole was included in the antifungal arsenal for
the treatment of invasive mucormycosis (especially for patients intolerant to amphotericin B).

Azole antifungals act by inhibiting the synthesis of ergosterol by interacting with the 14-a
sterol demethylases, encoded in filamentous fungi by the CYP51 genes. The molecular
mechanisms of resistance of Mucorales to voriconazole are not known. In contrast, the
mechanisms of azole resistance reported in other human pathogenic filamentous fungi, such
as Aspergillus spp., Include the overexpression of CYP51A and/or point mutations in the
CYP51A gene.

For these reasons and as an attempt to solve this problem, we propose to study the
molecular mechanisms of resistance of R. oryzae to voriconazole and evaluate new

therapeutic options. To meet these general objectives we set out to:
Study the nucleotide sequences of the CYP51 genes of R. oryzae (RoCYP51).
Assess whether the natural resistance of R. oryzae to voriconazole is associated with the

amplification of the copy number of the CYP51 genes.
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Prove that intrinsic resistance to voriconazole in R. oryzae is exclusively due to the CYP51
gene by obtaining defective strains of R. oryzae in the named gene and replacing the
CYP51A gene of A. fumigatus (AfCYP51A) with its homologous R. oryzae gene.

Evaluate combinations of antifungal and unconventional drugs against different strains of

Mucorales, in vitro and in vivo.

Two paralogous CYP51 genes were identified and characterized in the R. oryzae genome.
They were classified as CYP51A and CYP51B based on the similarity of sequences they
presented with other known fungal CYP51 genes. We also studied the RoCYP51A gene as

a potential cause of intrinsic resistance to voriconazole and fluconazole.

The relative quantification of both RoCYP51 genes was performed by gPCR using the actin
gene (ACTT) of R. oryzae as the reference gene. No variation in gene quantification was
observed between the RoCYP51A and ACTT1 gene nor between the RoCYP51B and ACT1
gene. Therefore, R. oryzae resistance to voriconazole would not be associated with
amplification of the copy number of CYP51 genes.

It was not possible to transform R. oryzae by electroporation but a novel method of mutant
selection in CYP51 was established in filamentous fungi based on the use of a strain of A.
fumigatus deficient in the KU80 and CYP51A genes and fluconazole as a selector agent.
This methodology was used to obtain a chimeric A. fumigatus strain, with a functional R.
oryzae CYP51A gene, expressed under the regulation of the promoter and terminator of wild
AfCYP51A. Fluconazole resistant mutants were selected, after transformation, with a new
procedure taking advantage of the hypersensitivity of the fluconazole receptor A. fumigatus
strain. The azole sensitivity patterns of A. fumigatus mutants with RoCYP51A exactly
mimicked the same azole sensitivity values as the Mucoral under study. This information
demonstrated that the coding sequence of the RoCYP51A gene is solely responsible for the
azole sensitivity patterns of R. oryzae.

Then we proceeded with the search for specific amino acid residues that may be involved in
the resistance phenotype. Comparisons between the sequences of the Cyp51Ap proteins of
R. oryzae and A. fumigatus showed differences in amino acid residues that were already
associated with voriconazole resistance in A. fumigatus. It was decided to study these amino
acids, for which A. fumigatus mutants were generated with RoCYP51A harboring the
different substitutions. The natural substitution F129Y was shown to have an implication in

resistance to voriconazole and in reduced sensitivity to posaconazole.
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Regarding the search for therapeutic alternatives to determine if better results could be
achieved in the treatment of mucormycosis, the in vitro activity of eight drugs, alone and in
combination with voriconazole, was evaluated against 25 Mucoral strains. Unconventional
drugs such as amiodarone, nifedipine, lansoprazole and disulfiram had no antifungal activity
against any of the strains tested. For classic antifungals, amphotericin B and posaconazole
were the most active drugs when evaluated alone. In addition, species-specific differences
were observed. Regarding drug interaction, the results obtained varied according to the
combination tested. Few strains showed synergism when faced with combinations of
voriconazole with posaconazole and / or amphotericin B. However, microscopic alterations in
the development of hypha were observed for some isolates when these Mucorales faced the
combinations of voriconazole with posaconazole, amphoteric B and caspofungin. To assess
whether microscopic alterations of hyphae had an impact in vivo, a G. mellanolla
mucormycosis model was used. A better survival was observed in the combined treatments
of voriconazole with amphotericin B and with caspofungin, compared to amphotericin B
alone for R. microsporus. This greater survival was obtained using a 32 times lower dose of
amphotericin B when combined with voriconazole than when used alone. These lower
antifungal doses emulate the antifungal concentrations where microscopic alterations of
hyphae were observed. Thus, a relationship of the results could be established in vitro
(microscopic alterations of hyphae) - in vivo.
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1.- INTRODUCCION

1.1. Mucormicosis
1.1.1. Concepto

Las mucormicosis son un grupo de micosis oportunistas causadas por hongos del orden
Mucorales. Estas infecciones fungicas son de rapida progresion, con alta morbilidad y
mortalidad y se presentan en pacientes inmunocomprometidos como casos aislados o como
brotes intrahospitalarios. Las formas clinicas son variadas pero en todos los casos son
graves. Los pacientes con mayor riesgo de sufrir mucormicosis son en general, diabéticos
mal controlados, traumatizados, dializados con tratamientos quelantes del hierro,
inmunocomprometidos (pacientes trasplantados, oncohematoldgicos, quemados, tratados
con corticoides, etc.) aunque existen casos en los que no existe un factor predisponente
claro [1], [2], [3].

1.1.2. Etiologia y Epidemiologia: hongos del orden Mucorales y Rhizopus oryzae.

Los Mucorales son hongos termotolerantes, cosmopolitas y ubicuos en la naturaleza. En
general, son considerados saprofitos del suelo, las plantas, la materia organica en
descomposicion y el medio ambiente [4].

El nimero de géneros de Mucorales patégenos humanos va aumentando afno a afo a
medida que se mejoran los métodos de diagnésticos y de taxonomia. En la actualidad, once
géneros y mas de 27 especies de Mucorales se han asociados con infecciones humanas.
Dentro de los agentes etioldgicos de mucormicosis destacan por su prevalencia Rhizopus
spp., Mucor spp. y Lichtheimia spp. (Absidia spp.), seguidos por Rhizomucor spp.,
Cunninghamella spp. (Cunninghamella bertholletiae), Syncephalastrum spp. y Saksanaea

spp. (Saksanaea vasiformis).

Los hongos del género Rhizopus se caracterizan por un rapido crecimiento y germinacion.
En el laboratorio se desarrollan con facilidad en medios de cultivo comunes, como Agar
Papa Dextrosa (APD). Forman colonias vellosas, de color blanco al principio y con el
envejecimiento se tornan de color gris oscuro, debido a la aparicion de las endosporas.
Presentan un micelio ramificado formado por tres tipos de hifas anchas y no tabicadas:
estolones, esporangioféros y rizoides. En el punto donde se conecta el esporangioforo y el
estolén se forma el rizoide. Las endosporas 0 esporangiosporas se encuentran dentro del
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esporangio, una estructura membranosa y globulosa. EI mismo estd sostenido por el
esporangioforo, hifa larga y no ramificada, que presenta una prolongacion dentro de la
cavidad del esporangio denominada columela [5] (Figura 1).

Figura 1.- Caracteristicas morfolégicas de R. oryzae. A) Aspecto macroscdpico
de una colonia de R. oryzae en APD. B) Esporangiosporas. C) Esporangio con
esporangiosporas. D) Columela. E) Rizoides. (Figura modificada de Kwon vy
cols., 2010).

La especie de mayor interés médico dentro del género Rhizopus es Rhizopus arrhizus (Syn:
R. oryzae), ya que es el organismo mas comunmente aislado de pacientes con
mucormicosis y es responsable del 70% de los casos mundiales [6], [7], [8], [9]. Por su
parte, Rhizopus microsporus es el principal agente causal de mucormicosis en Argentina
[10], [11], [12]. Actualmente el nombre de R. oryzae esta en discusion por parte de
taxénomos. Rhizopus arrhizus fue descripta tres anos antes que R. oryzae. Esta
descripcion, a diferencia de la de R. oryzae, fue breve, sin figuras, y no se menciond ningun
tipo nomenclatural, por lo cual muchos los autores prefirieron usar el nombre R. oryzae. Mas
tarde, se designdé una cepa ex-neotipo para R. arrhizus, legitimando asi el nombre R.
arrhizus y teniendo prioridad. Debido a que la cepa ex-tipo de R. oryzae se agrupa en el
mismo cluster que la cepa ex-neotipo de R. arrhizus, R. oryzae debe tratarse como
sinébnimo de R. arrhizus [13]. Durante esta tesis, decidimos utilizar el nombre R. oryzae ya
que es el de mayor uso a nivel clinico. A partir de este punto, utilizaremos solamente el
nombre R. oryzae. En la Figura 2 se muestras especies de Mucorales en varios trabajos

alrededor del mundo.
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Bala et 2l. (India) [141]

Corzc-Leon et al (Mexico) [69]

Dolatabadi et al. (Iran) [21] M Rhizopus spccics e
M Cunninghamella species
Jeong et al. (Global) [4] unmng a.me épeme
Lichtheimia species
Kennedy et al. (Australia) [85] M Apuphysomyces specics
) M Saksenaea species
Lastermier et al (France) [70] Mucorales not speciated
Pagano et al. (Italy) [71] W Mucor species
M Rhizomucor species
W Syncephalastrum species
W Cokeromycss species
m Thamnostylum lucknowense

Actinomuccr elegans

Petrikkos et al (Greece) [72]

Prakash et al. (India) [5]

Roden et al. (Global) [3]

Ruping et al. (Central Europe and Asia) [75]

Skiada et al (Europe) [11]
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0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 2.- Agentes causales de mucormicosis. (Figura modificada de Prakash y cols., 2019)

Ademas, en la bibliografia se ha reportado la existencia de diferencias epidemiolégicas
entre paises desarrollados y en desarrollo, tanto en los factores predisponentes como en la
frecuencia [14] (Figura 3). También se vio que las variaciones estacionales afectan la

incidencia de mucormicosis, y la mayoria de las infecciones ocurren durante el otofio [15].

M Diabetes Mellitus
Chakrabart. et al. (Indiz) [10,16,17] M Diabetic Ketoacidosis
Dclatabadi et al. (Iran) [21] | Haematolog&cal Malignancy

M Solid Organ Malignancy
M Sold Organ Transpantation

Jeong et al. (Global) [4]

Kennedy et al. (Avstralia) [85] .
Bone Marrow Transplantation

Komur et al. (Terkcey) [80] M Immunocompetent Host
Kontcyiannis et al. (USA) [14] M Trauma
Autoimmune Disease

W HIV Infection

Lanternier et al. (France) [70]

Pagzano et al. (Ttaly) [71]
History of Surgery
Petrkkos et al. (Graece) [72]

Corticosteroid Therapy
Prakash et al. (India) (5] .NmOPm
Roden et al. (Global) [3] Haemodialysis (renal failure)
Ropieg ot al. (Central Evrope and Asia) [75] M Deferoxamme therapy

M Chronic Kidney Disease
Skiada et al. (Evrope) [11]

Zaki et ol (Ceypt) [66]

0.00% 50 00% 100.00% 150.00% 200.00% 250.00% 300.00%

Figura 3.- Enfermedad subyacente / factores de riesgo asociados con mucormicosis. (Figura
modificada Prakash y cols., 2019)
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En varios estudios epidemiolégicos de la década de 1980 sobre la frecuencia de las
mucormicosis, se lleg6 a la conclusion de que estas micosis representaban solo el 5-12%
del total de las infecciones fungicas invasoras (aproximadamente 0,5 casos por millon de
habitantes/afio en EEUU) [16], [17]. En la década de 1990, y debido al aumento del nimero
de pacientes inmunocomprometidos, la incidencia de esta micosis en paises desarrollados
llegd a ser de 1,2 y 1,7 casos por millon de habitantes/ano [18], [19], [20]. Actualmente, se
considera que esta proporcién es mayor debido sobre todo al aumento del uso de
voriconazol (VRC) como terapia antifungica profilactica (antifingico activo contra la mayoria
de los Ascomicetes e inactivo frente a Mucorales) [21], [22], [23], [24], [25], [26], [27]. En
Argentina, existen pocos datos epidemiol6gicos sobre la prevalencia/incidencia de las
mucormicosis. En 2007 el Instituto Malbran publicé una encuesta nacional donde se
observé una muy baja frecuencia de estas micosis (0,78% del total de las micosis
profundas). Este trabajo, y tal como lo sugieren los propios autores, no se refleja la
incidencia real de esta patologia debido al bajo nUmero de muestras estudiadas [23].
Posteriormente, Tiraboschi y cols. demostraron que la frecuencia de estas infecciones
aumentd 11 veces cuando se compararon los periodos 1980-2004 y 2005-2010 [28]. En los
ultimos afos, se han publicado varios trabajos de casos clinicos de mucormicosis humanas
en Argentina [11], [12], incluyendo casos aislados [29], [30], [31], brotes [10], [29], [32] , y la
descripcion de una especie de Mucorales nunca antes considerada patégena [33].

1.1.3. Patogenia

Los Mucorales se consideran patdégenos oportunistas, es decir, requieren una deficiencia en
el sistema inmunitario del huésped para causar la infeccion. En la figura 3 se puede ver las
enfermedades subyacentes y factores de riesgo asociados con mucormicosis.

Los Mucorales forman esporas pequenas (3—11 um) que se aerosolizan facilmente vy
pueden ingresar al organismo humano por inhalacion, inoculacién local (por ej., lesion
cutanea) o ingestion a través del tracto gastrointestinal. Las esporas de Mucorales
inhaladas o inoculadas provocan una respuesta inflamatoria robusta en huéspedes sanos.
Para establecer la infeccidn se requieren ciertos pasos criticos, incluidos:

e Inoculacion de esporas en el tejido del huésped (ej., piel o alvéolos, segun el sitio de
entrada). Evasion de la fagocitosis por macréfagos y neutréfilos.
e Germinacion de los esporos transformandose en hifas (la forma angioinvasiva del

hongo).

26



e Aumento de su crecimiento y virulencia aprovechando las condiciones individuales
del huésped (por ejemplo, hiperglucemia, cetoacidosis, sobrecarga de hierro,
neutropenia funcional o cuantitativa).

¢ Adhesién al endotelio a través de receptores especificos, induciendo posteriormente
endocitosis y causando la enfermedad clinicamente aparente a través del dano
endotelial, hemorragia, trombosis y necrosis tisular; y finalmente ingresando a la
circulacién y diseminandose de manera hematdgena, lo que lleva a una enfermedad

sistematica con compromiso multiorganico (Figura 4) [34].

Esporasinhalados y depositadosen
los cornetes nasales o pulmones

Diseminacion

r V \ il A#’e,.

Fe*

- —_— o e ——=
Esporas alcanzan el espacio J \ =
alveolar distal y comienzan a 2 ) w
germinar e

Macréfagos y neutréfilos Los neutrdfilos atacan las Crecimiento angioinvasivo en
fagocitan esporas hifas, la adquisicion de hierro los tejidos con hemorragia,
libre favorece la proliferacién trombosis y necrosis
de hifas

:

Detenido por glucocorticoides,
neutropenia, hiperglucemiay
sobrecargade hierro

Esporas se inoculan en el tejido Inhibido por glucocorticoides
con traumatismo penetrante y neutropenia
con desechos contaminados

Figura 4.- Patogénesis de la mucormicosis. (Figura modificada de Lewis y cols., 2013)

1.1.4. Clasificacion clinica de las mucormicosis

La principal caracteristica clinica de la mucormicosis invasiva es la necrosis tisular
resultante de la angioinvasion y la posterior trombosis. En el 95% de los casos, la infeccion
progresa rapidamente y produce la muerte a menos que se corrijan los factores de riesgo
subyacentes, se instituya un tratamiento agresivo con agentes antifungicos y se extirpe
quirdrgicamente la mayor cantidad de tejido afectado. Segun su presentacion clinica y el
sitio anatémico afectado, las mucormicosis invasivas se clasifica como una de las siguientes

6 formas clinicas principales [2], [5], [7], [14], [35] :

1. Rinocerebral.
2. Pulmonar.

3. Cutanea.
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Gastrointestinal.
Diseminada.
Formas raras poco frecuentes, como endocarditis, osteomielitis, peritonitis e

infeccién renal.

Cualquiera de las especies de los Mucorales puede causar infeccion en estos sitios. En la

Tabla 1 se detalla la relacién entre factor predisponente, via de entrada y sitio de infeccion.

Tabla 1. Principales factores de predisposicion y via de entrada de las distintas formas clinicas de la

mucormicosis.

Forma clinica Factores de predisposicion Via de entrada

Cetoacidosis diabética
Rinocerebral Inhalacion
Corticosteroides

Neutropenia
Pulmonar Inhalacion
Corticosteroides

Traumatismos, catéteres,
Cutanea Inoculacién local
sitios de inyeccion, piel macerada.

Gastrointestinal Malnutricién Ingesta

Deferoxamina
Diseminada Neutropenia Hematdgena

Corticosteroides

1.1.4.1. Mucormicosis Rinocerebral

Es la forma clinica mas comun de la mucormicosis. Tras la germinacién, el hongo puede
invadir el paladar, el seno esfenoidal, el seno cavernoso involucrando las érbitas oculares o
atravesar el hueso del craneo para invadir el cerebro. Ocasionalmente, la invasién vascular
cerebral puede conducir a la diseminacién hematégena de la infeccién con o sin desarrollo
de aneurismas micéticos que generan una escara necrética negra (sello distintivo de la
mucormicosis). Sin embargo, la ausencia de este hallazgo no debe excluir la posibilidad de
mucormicosis. Los estudios de imagenes pueden ayudar a delinear el alcance de la
invasiébn de tejidos. La tomografia computada y la resonancia magnética nuclear de
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pacientes con mucormicosis del seno paranasal demuestran engrosamiento de la mucosa,
erosion 6sea, sinusitis con lesiones hipo a hiperintensas y destruccion de huesos en los

tabiques nasales, Orbita ocular, maxilar y mandibula.

1.1.4.2. Mucormicosis Pulmonar

El tipo pulmonar es el segundo en prevalencia. El hongo invade las paredes bronquiales y
tejido peribronquial, provocando trombosis e infarto pulmonar. En general, el padecimiento
se presenta como bronquitis 0 neumonia inespecifica o atipica. La sintomatologia mas
comun es fiebre moderada, tos con expectoracién, hemoptisis, disnea y dolor toracico. A
partir del foco pulmonar en raras ocasiones es posible que se disemine por via hematégena
a cerebro, intestino y piel. Los signos de mucormicosis pulmonar en las imagenes toracicas
son inespecificos e indistinguibles de los de la aspergilosis pulmonar. Los hallazgos mas
frecuentes incluyen infiltracion, consolidacion, nédulos, cavitaciones, derrame pleural y

neumotérax.

1.1.4.3. Mucormicosis Cutanea

Dependiendo de la extension de la infeccion, la mucormicosis cutanea se clasifica como
localizadas cuando afectan solo la piel o el tejido subcutdneo; profundas cuando se invade
musculos, tendones o huesos; y diseminada cuando involucra otros 6rganos no contiguos al
sitio inicial de la infeccidn. La presentacion tipica de la mucormicosis cutanea es una escara

necrética acompanada de eritema circundante e induracion.

1.1.4.4. Mucormicosis Gastrointestinal

La mucormicosis gastrointestinal es poco frecuente y rara vez se diagnostica en pacientes
vivos. Solo el 25% de los casos de mucormicosis gastrointestinal se diagnostican
antemortem. Esta forma clinica puede ocurrir en cualquier parte del sistema alimentario,
pero el estbmago se ve afectado con mayor frecuencia, seguido por el colon y el ileon. Los
pacientes suelen presentar dolor abdominal, sangrado gastrointestinal, distension
abdominal y diarrea.

1.1.4.5. Mucormicosis Diseminada

El 6rgano mas comunmente asociado con la diseminacion es el pulmén. La diseminacién
también ocurre desde el tracto alimentario, quemaduras y lesiones cutaneas extensas.
Aunque el cerebro es un sitio comun de diseminacioén, también se pueden encontrar
lesiones metastasicas en el higado, el bazo, el corazén y otros 6rganos. Sin el tratamiento

adecuado, la mucormicosis diseminada siempre es mortal.
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1.1.4.6. Otras presentaciones

Otras formas menos comunes o inusuales de mucormicosis incluyen endocarditis,
osteomielitis, peritonitis y pielonefritis. Especificamente, la mucormicosis es una causa rara
de endocarditis protésica o valvular nativa. El uso intravenoso de drogas es el factor de
riesgo tipico. Aunque es raro, se debe sospechar mucormicosis renal en cualquier paciente
inmunocomprometido que se presente con hematuria, dolor en el costado e insuficiencia

renal anurica inexplicada por otra causa.
1.1.5. Diagnéstico

El diagnéstico temprano de la mucormicosis invasiva es de crucial importancia para realizar
una intervencion terapéutica a tiempo, mejorar la supervivencia y reducir la morbilidad. Esto
va a depender de la disponibilidad de técnicas de imagen, personal capacitado y estudios
micolégicos e histologicos.

El diagnostico de esta micosis comienza con un alto indice de sospecha, basado en el
reconocimiento de los factores del huésped, la evaluacion cuidadosa de las manifestaciones
clinicas y el uso temprano de las técnicas de imagen (tomografia computada y resonancia
magnética nuclear). Sin embargo, los sintomas, signos y manifestaciones radiogréaficas de
la mucormicosis son inespecificos, y el diagnostico definitivo requiere la identificacion
directa de las hifas caracteristicas de los Mucorales (por microscopia directa y/o
histopatoldgica) y la recuperacion del hongo en cultivos a partir de muestras obtenidas del
sitio de infeccion (lavado broncoalveolar (BAL), fluidos corporales estériles, biopsia del
organo afectado) [36].

Por otro lado, la identificacién exacta del Mucoral a nivel de género y especie es importante
no solo desde el punto de vista epidemioldgico, sino también terapéutico, ya que los
Mucorales presentan distintos perfiles de sensibilidad antifingica. Esta identificacién se
basa en el cultivo, evaluando la morfologia de la colonia, la morfologia microscépica y la

temperatura de crecimiento [9], [37].

Con respecto a las herramientas moleculares para la detecciéon e identificacion de
Mucorales, las técnicas utilizadas incluyen la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
andlisis de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP), amplificacion
aleatoria de ADN polimérfico (RAPD), secuenciacion de regiones especificas de ADN (ITS),
espectrometria de masas (MALDI-TOF MS), entre otras[9], [37], [38], [39].
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1.2. Sensibilidad in vitro de R. oryzae a los antifungicos

Los métodos de referencia (CLSI y EUCAST) actualmente implementados para las pruebas
de sensibilidad in vitro de hongos filamentosos a los antifungicos [40], [41] han sido
validados y se recomiendan para evaluar los aislamientos de Mucorales [42]. En ambos
documentos de referencia se describen los métodos de determinacion in vitro de las
concentraciones inhibitorias minimas (CIMs) de los antifungicos que se emplean en el
tratamiento de las infecciones por hongos filamentosos. Estos documentos definen el medio
de cultivo, las concentraciones y el solvente a utilizar para cada tipo de antifungico, la forma
de preparar el inéculo, la temperatura y el tiempo de incubacién, asi como criterios de
lectura y de interpretacion de resultados. Métodos comerciales como el E-test® (AB-Biodisk)
utilizados para otros hongos filamentosos, como Aspergillus, no estan recomendados para
usarse en Mucorales [43].

Los resultados obtenidos en distintos trabajos mostraron que R. oryzae es resistente a la
mayoria de los antifungicos. Por un lado, el grupo de antifingicos pertenecientes a las
equinocandinas no presentan actividad in vitro frente a los Mucorales en general. Por otro
lado, entre los antifungicos triazolicos, R. oryzae presenta resistencia intrinseca a fluconazol
(FLC) y VRC. Por su parte, itraconazol (ITC) tienen poca o ninguna actividad contra los R.
oryzae. Los triazoles mas nuevos, posaconazol (PSC) e isavuconazol (ISAV), tienen una
mejor actividad in vitro contra este Mucoral. El antifangico poliénico Anfotericina B (AMB) es
la droga més activa contra R. oryzae y el tratamiento de eleccidn para estas micosis. [44],
[45], [46], [47], [48], [49] [50].

Cabe aclarar que los datos de sensibilidad in vitro ayudan a elegir el tratamiento antifungico
adecuado, aunque el éxito o el fracaso terapéutico dependen de otros factores.

1.3. Tratamiento

El tratamiento de las mucormicosis representa un reto clinico debido a la escasez de
opciones terapéuticas, a la limitada efectividad de los farmacos antifungicos y a la toxicidad
de algunos antifungicos que limita su dosificacion [6], [14], [51], [52]. En una guia global
publicada recientemente [53], se han establecido pautas para el tratamiento de la
mucormicosis. En la misma se describe que el manejo exitoso de la mucormicosis se basa
en un enfoque multimodal, que incluye diagnéstico temprano, clinico y de laboratorio, inicio
oportuno de una terapia antifungica efectiva (monoterapia o terapia combinada) junto con

un desbridamiento quirlirgico agresivo de lesiones necroéticas; reversion de la
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inmunosupresién (interrupcion de la quimioterapia y aumento de neutréfilos), y cuando sea

factible, control de la afeccién médica subyacente.

Con respecto a la terapia antifungica, AMB se considera el farmaco de eleccion para el
tratamiento primario de la mucormicosis. La eficacia de AMB se ha demostrado tanto en
laboratorio (in vitro e in vivo) como en estudios clinicos. Las formulaciones lipidicas de
anfotericina B (AMB liposomal, LAMB; y complejo lipidico de AMB, ABLC) tienen un mejor
indice terapéutico que la AMB desoxicolato. En varios casos, el uso de AMB liposomal traté
con éxito la mucormicosis con diversos patrones de afectacion de érganos, utilizando dosis
diarias que variaron entre 1 mg/kg por dia a 10 mg/kg por dia. Con respecto a la AMB
desoxicolato, si bien ha sido el farmaco de eleccién por décadas y es efectivo, su uso esta
limitado por su toxicidad sustancial, especificamente en las dosis y duraciones de
tratamiento necesarias para tratar las mucormicosis. Por lo cual, el uso de AMB
desoxicolato deberia restringirse a entornos en los que no hay otra terapia antimicética
disponible [52], [53]. Los nuevos triazoles, PSC e ISAV, se utilizan como terapia de
desescalamiento (step-down) posterior al tratamiento con AMB o como terapia de salvataje
[9], [54], [55], [56]. A pesar de estos avances, la mortalidad sigue siendo inaceptable vy,

claramente, se necesitan nuevos enfoques [57].
Combinaciones de antifungicos

Como se ha descrito anteriormente, la mucormicosis sigue siendo una infeccién oportunista
de mal prondstico y con escasas alternativas terapéuticas. Esto ha estimulado el interés en
el estudio de nuevas combinaciones de agentes antifungicos, para determinar si se podrian
alcanzar mejores resultados. Spellberg y cols. describieron las razones para estudiar una
terapia de combinacién particular para la mucormicosis [58]. Dentro de estas razones se
incluye que: los agentes ya estén aprobados para su uso en humanos, esté comprobada la
mejoria de la supervivencia en modelos animales y sean efectivos y seguros. Siguiendo
estas premisas, se publicaron varios trabajos con resultados variables. La mayoria de ellos,
describiendo la efectividad de diferentes combinaciones evaluadas empiricamente
(probadas in vivo, sin una evaluacion previa in vitro) utilizando modelos murinos de
infeccion. Estos estudios incluyeron combinaciones de AMB con diferentes equinocandinas
y / 0 quelantes de hierro y la combinacion de un azol (activo in vitro contra Mucorales como
ISAV y PSC), con equinocandinas y con inhibidores de la via de la calcineurina [59], [60],
[61], [62], [63], [64], [65].

En general, el uso de una combinacién de drogas antimicrobianas comienza con pruebas in
vitro que muestran interacciones positivas en cuanto a la inhibicion del crecimiento de los

microorganismos en estudio. Existen muchos modelos de disefios experimentales para
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medir tales efectos de combinacién. Una de las formas méas conocidas y simples de estas
pruebas es el experimento Chequerboard o tablero de ajedrez [66], en el cual la naturaleza
e intensidad de la interaccién se mide mediante el calculo de una concentracion inhibitoria
fraccional (indice FIC). El indice FIC se interpreta como: “efecto sinérgico” (FIC < 0.5), “no
interaccion” (FIC > 0.5 pero < 4) y “efecto antagénico” (FIC > 4). En la practica, la sinergia o
antagonismo calculado de esta manera es equivalente a una reduccién o un aumento,
respectivamente, de al menos 2 escalones de dilucién en la CIM de la combinacion en

comparacion con las CIMs de las drogas solas [66].

A pesar de todo lo expuesto anteriormente, se considera que una de las falencias de la
Micologia clinica actual es la inexistencia de un tratamiento totalmente efectivo para la

mucormicosis.

1.4. Principal diana de las drogas antifungicas disponibles: Via de sintesis del
ergosterol

El ergosterol es el esterol de membrana mas abundante en la mayoria de las especies
fungicas. Su funcién es regular la fluidez y asimetria de la membrana y por tanto, la
integridad de la misma [67].

El ergosterol, también participa en la regulacion hormonal del ciclo celular [68]. Es la diana
de la mayoria de los antifungicos, ya sea directamente o disminuyendo su sintesis. Asi, las
alilaminas inhiben la escualeno epoxidasa, los azoles inhiben la 14-alfa esterol demetilasa,
las morfolinas que inhiben la C-14 esterol reductasa y los polienos que actuan uniéndose a
la molécula del ergosterol [67], [69], [70] (Figura 5).
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Figura 5.- Formula quimica del ergosterol donde se observan las posiciones
de los anillos de carbdn, enumerados siguiendo la nomenclatura IUPAG
(International Union of Pure and Applied Chemistry).

La via de sintesis del ergosterol, esta relativamente bien estudiada en Saccharomyces
cerevisiae, y ha sido tomada como modelo para el estudio de las vias metabdlicas de los

hongos y eucariotas en general.

La biosintesis del ergosterol puede dividirse en dos bloques fundamentales. Una primera
parte, hasta la sintesis del escualeno y una segunda parte hasta la sintesis de ergosterol.
La sintesis de escualeno se produce por la sucesion de pasos enzimaticos, que comienzan
con acetil-coA y que es comun para los reinos animal, vegetal y Fungi [71]. A partir de esta
molécula y con la accién catalitica de la escualeno epoxidasa (Erg1p en S. cerevisiae) y la
oxido escualeno ciclasa o lanosterol sintasa (Erg7p), se produce la primera molécula ciclica

de la via, el lanosterol (Nombre IUPAC: 5a-lanosta-o, 24-en-3p-ol) (Figura 6).
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Figura 6.- Via de sintesis del ergosterol (pasos intermedios desde escualeno a
lanosterol).

Desde lanosterol a ergosterol se producen, al menos, nueve reacciones enzimaticas en S.
cerevisiae [72]. De estas reacciones, tres son demetilaciones esenciales para la produccion
del esterol de membrana correspondiente, colesterol en mamiferos, sitosterol en plantas o
ergosterol en hongos.

La primera de estas reacciones se produce directamente sobre el lanosterol con la
eliminacion del grupo metilo de la posicion C-14. La demetilacion del lanosterol se produce
con ayuda de la 14-a esterol demetilasa (Erg11p/Cyp51p), producto del gen ERG11 en
levaduras o sus ortélogos en hongos filamentosos llamados CYP51. Este paso se describira
en profundidad mas adelante.

El resultado de esta reaccion es la generacion de 4,4 dimetil colesta—8,14,24 trienol, que
tiene como caracteristica determinante la presencia de un doble enlace en la posicion C-14,
que impide las demetilaciones en posicion C-4. Por lo tanto, como paso previo a las
siguientes demetilaciones, se produce una reduccién del C-14 que permite la actividad de la

primera demetilasa. Este enzima, la C-14 esterol reductasa, esta codificada por el gen
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erg24 en S. cerevisiae, es la diana de las morfolinas, y paso esencial para la supervivencia
de la levadura en presencia de oxigeno [73], [74], [75] (Figura 7).

Las demetilaciones restantes se producen en forma secuencial y dan como resultado, la
formacion de zimosterol (nombre IUPAC: colesta-8,24-dien-3p-ol) que se produce por la
pérdida de los dos grupos metilos de la posicién C-4 [76]. Estos pasos de demetilaciones
sucesivas son los que peor se conocen en la via de sintesis del ergosterol en hongos
(Figura 7). Aun asi, se ha podido saber, que la demetilacion es especifica para cada grupo
metilo y que se produce por una oxidacién secuencial que requiere NADH, oxigeno vy
citocromo B como donador de electrones. En esta reaccion participarian una C-4 esterol
metiloxidasa (Erg25p), una C-4 esterol decarboxilasa (Erg26p) y una 3—keto reductasa
(Erg27p) [76], [77], [78], [79],[80], [81], [82].

Una vez que la parte ciclica de la molécula ha sido completamente demetilada, el paso
siguiente es la metilacion en el carbono C-24 de la cadena lateral, para obtener fecosterol
(nombre IUPAC: ergosta-8,24(28)-dien-3p-ol), un esterol de 28 carbonos (numero de
carbonos caracteristicos del ergosterol y que diferencia los precursores del ergosterol de los
del colesterol) (Figura 8). En C. albicans y S. cerevisiae, la enzima que realiza esta
demetilacion es la C-24 esterol metiltransferasa, codificada por el gen erg6 [83], [84].
Ademas, se ha demostrado que en S. cerevisiae el producto de este gen es esencial para el

funcionamiento normal de la membrana plasmatica [85].

36



Lanosteral I

C-14 esterol demetilasa (Erg11/Cypa1)

ﬁk’a /\/ﬁ,—f”

i'/-\\x
S 4 4 dimetil colesta — 8, 14,24 trienol I

§

C-14 esterol reductasa (Erg24)

*, S

4 4 dirnetil Zirmosteral |

W,

C-4 esterol metiloxidasa (Erg25)

C-4 esterol decarhoxilasa (Erg26)

3 —esterol keto reductasa (Era2 7

Actividad
secuencial y
repetida
para cada
metilo

&

v s /\/ﬁ/”

T

Sy Zimosterol I

Figura 7.- Via de sintesis del ergosterol (continuacion).

37



I Zimosteral I Fecnsternll

T

C24-esterol
metiltransferasa (Ergb)

Figura 8.- Via de sintesis del ergosterol (continuacién). Conversion de Zimosterol en
Fecosterol.

Los dos pasos siguientes en la biosintesis del ergosterol tienen la funcion de desaturar el
ciclo B (Figura 5), en el C-8 y C-5. Los enzimas encargados de estos pasos son la C-8
esterol isomerasa (Erg2p) [86], [87] y la C-5 esterol desaturasa (Erg3p). La primera cambia
el doble enlace entre los carbonos 8 y 9 por uno entre los carbonos 7 y 8, mientras que la
segunda genera un doble enlace nuevo entre los carbonos 5y 6. La C-5 esterol desaturasa
ha sido caracterizada en varias especies de Candida y en S. cereviceae, ademas se ha
sugerido la posible relacién con la resistencia a la AMB y/o a diversos antifungicos azélicos
[70], [88], [89], [90], [91], [92].

Los ultimos pasos hasta el ergosterol son modificaciones de la cadena lateral del ergosta
5,7—dienol. Estas transformaciones incluyen una desaturacién en el C-22 catalizada por el
enzima C-22 esterol desaturasa (Erg5p) y una reduccion en el C-24 realizada por la C-24
esterol reductasa (Erg4p) [83], [93], [94] (Figura 9).
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Figura 9.- Via de sintesis del ergosterol (continuacion).

1.4.1. Demetilacion de esteroles en el C-14

Las 14-a esterol demetilasas (Erg11p/Cyp51p) son enzimas clave en la biosintesis del
ergosterol. EI Cyp51 es un citocromo P450, perteneciente a la superfamilia de las

monoxigenasas, que presenta un sitio activo con el grupo hemo [95].

En los hongos, las 14-a. esterol demetilasas son codificadas por los genes ERG11/CYP51,

segun se trate de levaduras o hongos filamentosos, respectivamente [96].
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Durante el ciclo catalitico, el lanosterol sufre tres reacciones de monoxigenacion sucesivas,
que dan como resultado la formacién de los derivados 14 hidroximetil, 14 carboxaldehido y
14 formil, seguidos de la eliminacion de acido férmico, con la introduccion de un doble
enlace entre los carbonos 14 y 15. Durante estas reacciones se consume oxigeno y NADPH
[97], [98] (Figura 10).

I Lanosterol I

| 4 4 dimetil colesta 8,14 24-trienal I

Figura 10.- Demetilacion del lanosterol catalizada por la 14a esterol demetilasa.

1.5. Genes que codifican las 14-a esterol demetilasas (CYP51/ERG11)

Los genes ERG11/CYP51 de muchas especies fungicas (levaduras y filamentosas)
patdbgenas humanas y de plantas han sido clonados y caracterizados [99], [100], [101],
[102], [103], [104]. Estas proteinas son los blancos moleculares de los antifungicos azolicos
[67].
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En levaduras, estas enzimas son codificadas por un unico gen (ERG11) y cuyo sustrato es
el lanosterol [105]. En cambio, en Aspergillus spp. se han identificado dos genes (CYP51Ay
CYP51B) que codifican distintas enzimas 14 alfa esterol demetilasas que utilizan como
sustrato al lanosterol (Cyp51Ap) y al lanosterol y eburicol (Cyp51Bp) [99]. Se planteé que
AfCYP51B se expresa constitutivamente y participa en la tasa de crecimiento y el
mantenimiento de la célula fungica [106], mientras que la expresién de AfCYP51A es
inducida por la presencia de azoles. Diferentes estudios clinicos han sugerido que
AfCYP51B es un gen redundante cuya expresion se vuelve importante cuando AfCYP51A
esté ausente [107], [108].

En Mucorales se conoce poco sobre estas enzimas y la via de sintesis en la que participan.
Recientemente se secuencié una cepa clinica de R. oryzae [109]. Este hongo tendria un
importante numero de familias génicas repetidas. Esta duplicacion genémica podria
alcanzar a la via de sintesis del ergosterol, donde varios de sus genes (incluyendo el
CYP51) estarian presente en copias multiples [109].

1.6. 14-a esterol demetilasa (Cyp51p): la diana de los antiflingicos azédlicos.
1.6.1. Homologia de los Erg11p/Cyp51p de levaduras y hongos filamentosos

La homologia entre las secuencias de los Cyp51ps de especies de Ascomycetes,
Basidiomycetes y de Mucormycetes (Mucorales) ronda el 50% (tal es el caso de los Cyp51p
de Cunninghamella elegans 'y R. oryzae con el Cyp51Ap y Cyp51Bp de A. fumigatus) [99].

1.6.2. Cyp51s: Estructura primaria, secundaria y tridimensional.

Las 14-a esterol demetilasas (Cyp51ps) son enzimas que desempefian funciones
metabdlicas trascendentales para los seres vivos. La homologia entre estos enzimas
demuestra el origen comun de las mismas y la necesidad de conservar una estructura
bésica para realizar sus funciones. Sin embargo, esta homologia tiene una implicacién
terapéutica negativa, ya que cuando se disefan inhibidores de las enzimas fungicas, estos
compuestos suelen inhibir también los enzimas humanas, animales y vegetales, causando
efectos secundarios graves. Con el fin de conseguir farmacos selectivos de las enzimas

fungicas, se han realizado estudios con la intencién de conocer su estructura.
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Los Cyp51p de los Mucorales presentan todos los dominios, plegamientos, regiones vy
hélices putativos propios de una 14 a esterol demetilasa, siguiendo la nomenclatura
propuesta por Podust et al. para el Cyp51p de Mycobacterium tuberculosis (MtCyp51p), y
por van Nistelrooy et al. para Penicillium italicum. Acorde a estas nomenclaturas se pueden
distinguir 4 regiones y 5 clusters conservados (Figuras 11y 12) [103], [110].
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Figura 11.- Representacion esquematica de las estructuras conservadas de los Cyp51p (Figura
modificada de Garcia-Effron, 2015). MAR: Region de anclaje a la membrana (del inglés Membrane
anchor region), HBR: Region de unién al grupo Hemo (del inglés Heme binding region), SBR: Regidn
de unién al sustrato (del inglés Substrate binding region), CR: Regidén conservada (del inglés
Conserved region), HR: Rehiones hipotéticas (del inglés Hypothetical regions)
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Figura 12- Alineamiento por clustal de la region putativa de unién al grupo hemo (HBR) de la zona
C-terminal de los enzimas Cyp51p/Erg11p. Recuadro: region HBR y subrayados Cyp51ps de A.
fumigatus 'y C. elegans.

Por otro lado, analizando la estructura tridimensional de los Cyp51p cristalizados y la
estructura tridimensional teérica del Cyp51Ap de A. fumigatus se puede concluir, que
existen dos canales posibles de entrada para el sustrato y los antifungicos [111], [112],
[113], [114], [115], [116]. Estos canales son capaces acomodar las largas cadenas laterales
de algunos azoles como el ITC y el PSC.
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El canal 1 es paralelo al plano del grupo hemo, y esta formado por una curvatura de la
hélice |, las hélices B y G y el bucle entre ambas denominado BC. Esta conformacién se
encuentra en el Cyp51p de M. tuberculosis [110]. El canal 2 es perpendicular al plano del
grupo hemo y su superficie estaria formada por el bucle FG, la hélice A" y las cadenas que
unen los plegamientos p4-1 y p4-2. Este ultimo canal es el lugar donde los azoles

interactian con las Cyp51p (Figura 13).
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Figura 13.- Estructuras tridimensionales de la proteina Cyp51p de M. tuberculosis (con
fondo negro) y de la proteina Cyp51Ap de A. fumigatus (con fondo blanco). (Figura
modificada de Podust y cols., 2001 y Xiao y cols., 2004)

1.7. Inhibidores de la 14-a esterol demetilasas: los antifungicos azolicos

Durante muchos anos, la AMB vy la fluorocitosina fueron los Unicos antifungicos disponibles
para tratar micosis sistémicas. A finales de la década de los 80 y principio de los 90, se
aprobaron para el tratamiento de las micosis los imidazoles y triazoles, pertenecientes a la
familia de los azoles. Los primeros antifungicos azolicos denominados imidazoles
(clotrimazol y miconazol y posteriormente ketoconazol) comenzaron a ser utilizados al final
de la década de 1960 [117]. Luego, se desarrollaron la nueva generacion de antifungicos
azolicos, los triazoles (FLC e ITC) que presentan grandes ventajas respecto a los mas
antiguos como menor toxicidad y mayor espectro. Esto convirtié a los triazoles en los

antifangicos de eleccion para el tratamiento de un gran numero de infecciones fungicas.

43



El uso indiscriminado de estos triazoles provocé la seleccidbn de organismos resistentes,
por lo que en la década de 1990 se comenzaron a desarrollar los triazoles de segunda
generacién. Estos nuevos triazoles (VRC, ravuconazol y PSC) cuentan con gran potencia
antifingica, espectro mejorado y son activos frente a ciertos organismos resistentes [118].
[119].

En la Figura 14 se aprecia un resumen de la evolucion de las moléculas de los antifungicos
azolicos, desde miconazol, considerada la molécula inicial hasta el PSC.

Miconazol Ketoconazol
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Figura 14.- Evolucion de las moléculas de antifungicos azdélicos.

Recientemente, se desarrollé una nueva droga azélica llamada ISAV que es activa frente a
algunos hongos emergentes resistentes a PSC y VRC. El perfil de seguridad de este agente
y sus excelentes caracteristicas farmacocinéticas hacen del ISAV una opcién atractiva para

el tratamiento de infecciones fungicas invasivas [54].

1.8. Interaccion de los azoles con su diana

Como se mencion6 anteriormente, los antifungicos azolicos actuan inhibiendo las enzimas

14-o esterol demetilasas fungicas. Estas enzimas tienen un grupo hemo que conforma su
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centro catalitico. Los azoles interactuan irreversiblemente con este grupo inhibiendo la
reaccion de demetilacién. Esto provoca la acumulacién de esteroles precursores, la
deplecién de ergosterol en la membrana celular fungica y la inhibicién del crecimiento [103],
[110], [120].

Mas especificamente, los atomos de nitrogeno de los grupos imidazélicos y triazélicos son
los que interaccionan con el hierro del grupo hemo de los enzimas Cyp51p/Erg11p. Por otro
lado, los grupos hidréfobos que se unen al carbono asimétrico son los encargados de
anclarse al sitio de reconocimiento del sustrato de las 14-a esterol demetilasas fungicas.
Por lo tanto, las estructuras que rodean este carbono central son las que realmente tienen

alguna funcion en el momento de la union inhibidor-enzima.

El sitio hemo es accesible tanto por el sustrato como por los antifungicos a través del canal
2. Esta cavidad presenta en su superficie residuos hidréfobos que son indispensables, para
el reconocimiento del sustrato y de los inhibidores de los enzimas. En los azoles, el &tomo
halégeno es el que interacciona con estos residuos hidréfobos, por lo que todo radical que
se encuentre en las posiciones 2 6 6 del anillo bencénico, donde se asientan los atomos de
flor o cloro, disminuyen la afinidad y actividad del antifungico. Las cadenas laterales de los
antifangicos de moléculas largas como el ketoconazol, ITC y PSC son demasiado grandes
para entrar totalmente en el canal, pero juegan un papel importante en las propiedades
farmacodindmicas y farmacocinéticas de estos antibidticos. Cabe destacar que Xiao et al.
sugierieron que parte de la cadena nitrofuranica—triazolonica del PSC penetra por el canal 2
e interacciona con algunos residuos hidréfobos, aumentando la estabilidad de union
antifingico-enzima y la afinidad [111]. Por otro lado, se ha demostrado que cambios de
amionodcidos en este canal son responsables de la resistencia a los azoles de cadena larga
por lo que la entrada de las mismas en dicho canal se considera un hecho [121].

Los atomos N4 y N3 de los anillos triazolicos e imidazdlicos se unen al grupo hemo,
mientras que el grupo fenilo, se ubica en una cavidad hidrofoba del canal 2. El atomo N4 se
une covalentemente al grupo hemo, quedando a unos 2,3 A de distancia del hierro. Esta
interaccion se favorece si el carbono asimétrico tiene como sustituyente un hidroxilo o un
metilo en posicion C-3* [111], [112], [122].

Por lo tanto, la afinidad y selectividad de los distintos azoles por los enzimas dependen de la
geometria molecular y de ahi, la existencia de diferencias entre los distintos enantiémeros y

entre los distintos antifungicos azolicos [123], [124].
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1.9. Mecanismos de resistencia a los azoles

Como con otros microorganismos, la resistencia de los hongos filamentosos frente a los
antifungicos es un concepto amplio que se puede clasificar en resistencia clinica y

resistencia microbioldgica.

La resistencia clinica se puede definir como crecimiento o falta de inhibicion de un
microorganismo en el foco de infeccion, aunque en el mismo existan concentraciones
terapéuticas del farmaco en cuestion. Esta resistencia esta relacionada con distintos
factores dependientes del farmaco o del paciente, o de ambos, mas que con el

microorganismo que produce la infeccién.

En el caso de las micosis, la resistencia clinica a los antifungicos tiene relacion con los
factores que se muestran en la Figura 15 [69].

La resistencia microbiolégica depende de las caracteristicas particulares del
microorganismo. Los resultados obtenidos en las pruebas de sensibilidad in vitro a los
antifingicos dan una idea de esta resistencia. Por lo tanto esta resistencia en micologia
puede deberse a la CIM inicial, tipo de célula fungica, presencia de hifas, factores genéticos
del microorganismo, tamano de la poblacion inoculada y presencia de biopeliculas [125].

La resistencia microbiol6gica se puede subdividir en: (i) resistencia intrinseca que es aquella
que presentan todas las cepas de una misma especie de un hongo y no tiene relacién con
la exposicion al antifungico, como en R. oryzae y su resistencia al VRC; (ii) resistencia
primaria que es la que ocurre cuando en una especie normalmente sensible a un antifingico
aparecen espontaneamente cepas resistentes, sin haber estado en contacto previo con el
antifngico; vy (iii) resistencia secundaria o adquirida que es la que se desarrolla después de
la exposicion a los antifungicos y que puede ser debida a alteraciones fenotipicas o
genotipicas que se manifiestan de forma estable o transitoria. EI concepto de resistencia
primaria estéd en discusion ya que muchos autores sostienen que la “aparicién espontanea”
de cepas resistentes es en realidad un desconocimiento del origen de la misma y deberia

incluirse dentro de las resistencias secundarias (quizas llamadas con origen desconocido).
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Figura 15.- Factores implicados en la resistencia clinica a los antifingicos.

La resistencia adquirida es actualmente un problema preocupante en bacterias. En hongos
filamentosos la bibliografia evidencia un incremento en cepas clinicas resistentes a los
azoles y ademas, se ha visto que puede existir resistencia cruzada para otros azoles [126],
[127], [128], [129], [130], [131], [132], [133], [134].

El uso de antifungicos en forma masiva, tanto en tratamientos empiricos y en profilaxis de
infecciones humanas como en la agricultura, contribuye a que continien apareciendo cepas
resistentes [135], [136].

Ademas, se ha postulado que el uso del FLC, aunque ineficaz con los hongos filamentosos,
podria inducir una regulacién positiva en la expresion de algunos genes y esto implicaria
cambios en su patron de resistencia o tolerancia frente a otros antifingicos que son activos

en condiciones normales. Esta hipotesis ha sido demostrada in vitro con A. fumigatus [137].

En términos generales, los mecanismos por medio de los cuales los microorganismos son

resistentes o desarrollan resistencia a los antifungicos son los que se describen a
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continuacién. En primer lugar, la incapacidad del farmaco para alcanzar la diana dentro de
la célula, que puede ser debida a la existencia de barreras de permeabilidad o a sistemas
de bombeo activo que expulsan el compuesto. Los sistemas de bombeo suelen ser bombas
de flujo dependientes de protones o de ATP, que en el caso de cepas resistentes se activan

0 se sobre-expresan.

Otro mecanismo de resistencia son los cambios en la interaccién farmaco-diana, por
aumento del numero de copias de la diana o modificaciones de la misma, debido a
mutaciones, por lo que el antimicrobiano no puede unirse a la diana. En ocasiones se
producen modificaciones en los enzimas de las vias metabdlicas, lo que crea una via
alternativa de biosintesis que compensa la pérdida de funcion de un enzima por su
inhibicion. En bacterias también se ha descrito la degradacion o alteracién de farmaco como
mecanismos de resistencia, pero este mecanismo aun no se han detectado en células

fungicas.

Por lo tanto, las cepas resistentes a los antifiUngicos azélicos tienen enzimas diana
modificadas en calidad o cantidad o son capaces de reducir la concentracion intracelular del
azol, o muestran alguna combinacion de estos mecanismos [96]. Asimismo, se ha
comprobado que la resistencia a los antifungicos azdlicos en fitopatégenos es un proceso
gradual y posiblemente, controlado por diferentes genes [138], [139].

1.9.1. Activacién y/o sobreexpresion de bombas de flujo

El mecanismo de resistencia mas frecuente en C. albicans esta relacionado con la
activacion o el aumento de expresion de los genes que codifican bombas de flujo, lo que
provoca una disminucion de las concentraciones intracelulares del farmaco. Los productos
de estos genes se agrupan en tres clases diferentes [96], [140], [141]. Los primeros son los
transportadores ABC (del inglés ATP binding cassette), que son proteinas de membrana,
pertenecientes a la familia de transportadores que consumen ATP y que son codificados por
los genes pdr5/CDR, MRP/CFTR y MDR. Los segundos son los transportadores MFS (del
inglés “Major Facilitators Superfamily”), codificados por el gen CaMDR1. Y los terceros, son
factores reguladores de la trascripcion de los genes antes descritos (PDR1, PDR3).

En levaduras se ha relacionado la resistencia secundaria a los azoles, con el aumento de
expresion de dos tipos de transportadores, los transportadores ABC (CDR71 y CDR2),
responsables de la resistencia cruzada a los azoles, y los transportadores denominados
MFS (MDRT1), que serian los responsables de la resistencia especifica a FLC [142], [143].
Los transportadores ABC han sido descritos en varias especies de levaduras, entre las que
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se cuentan C. albicans, C. glabrata, C. dubliniensis, C. krusei y C. neoformans [89], [140],
[144], [145], [146], [147], [148], [149], [150], [151], [152]. Adema&s, se ha comprobado que la
inactivacion de los mismos convierte a las levaduras en hipersensibles a estos antifungicos.
En algunos hongos filamentosos, se han descrito genes homologos a los de las levaduras.
Asi, en A. fumigatus se ha comunicado la existencia del gen AtrF1, equivalente al CDR1 de
C. albicans [153] y AfluMDR (MDR1 y MDR2) [129], en A. nidulans los genes atrA, atrB y
atrC y en Penicillium digitatum los genes pmri y pmr5 [154]. El aumento de su expresion se
relaciona con la resistencia a diversos compuestos con actividad antifungica, pero no

directamente con la resistencia a azoles de uso clinico [155].

1.9.2. Modificaciones de la diana

Las mutaciones del gen ERG11/CYP51 que afectan a la diana de los azoles constituyen el
segundo mecanismo en frecuencia, de la resistencia de levaduras a los azoles[70], [156].

En cambio, en Aspergillus spp. los mecanismos moleculares de resistencia clinica a los
azoles se limitan casi exclusivamente a mutaciones puntuales en el gen CYP51A (homélogo
del gen ERG11 de levaduras) [107], [126], [127], [129], [131], [132], [134], [157] [158], [159],

[160], [161], [162]. Las sustituciones en el CYP51B no contribuyen a la resistencia.

La resistencia intrinseca a FLC (o sensibilidad reducida) se encuentra con frecuencia en
varios hongos patégenos humanos (por ejemplo, C. krusei, C. glabrata, A. fumigatus y
Mucorales) [44], [163], [164], [165], [166] mientras que la resistencia intrinseca a VRC es
rara. La resistencia intrinseca a FLC en A. fumigatus se ha atribuido al residuo natural de
isoleucina 301 (I1301) en el CYP51A [158].

Por su parte, los mecanismos moleculares implicados en la resistencia de los Mucorales al
VRC no se conocen. Sin embargo, cuando se analizan los valores de CIMs de los
Mucorales a los azb6les y se los compara con estos valores en A. fumigatus, se puede

observar que:

e Las CIMpara ITC y PSC son entre 2 y 4 veces mayores que para A. fumigatus [130],
[167], [46].

e Los valores de CIM para VRC son entre 16 y 32 veces mayores que para A.
fumigatus, [130], [167], [46].

Las diferencias de CIM para los azéles observadas entre Mucorales y A. fumigatus podrian
deberse a la divergencia evolutiva de los genes duplicados (existencia de genes homdlogos
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similares a los observados en A. fumigatus) [99]. Por otro lado, los patrones de sensibilidad
in vitro de los Mucorales a los azéles se asemejan a los observados en aislamientos de A.
fumigatus con sustituciones de aminodacidos en la proteina Cyp51Ap [133], [160], [168],
[169], [170], [171], [172], [173], [174]. Asi, se vid que cepas clinicas de A. fumigatus que
presentaron un alto nivel de resistencia a VRC y elevada CIM a otros azoles albergaban la
sustitucién Y121F asociada con una segunda sustitucién de aminoacidos en la misma
proteina (T289A) y una repeticion de 46 nucledtidos en el promotor de CYP51A
(denominada TR46/Y121F/T289A) [173], [175], [176].

Con estos datos de sensibilidad y teniendo en cuenta que las enzimas Cyp51Ap de A.
fumigatus, C. elegans 'y R. oryzae tienen una homologia superior al 50%, se podria pensar
que la resistencia de los hongos del orden Mucorales al voriconazol esta relacionada con
los genes CYP51.

1.9.3. Sobreexpresion de la diana

El aumento del nimero de copias del CYP51/ERG11 o de su expresion puede originar
resistencia a los azoles. Kontoyanis y cols. [177], han utilizado mutantes de S. cerevisiae,
cuya 14-a esterol demetilasa esta regulada por un promotor GAL1, para demostrar que la
sobre-expresion de este gen estd relacionada con la resistencia de azoles [177]. En C.
albicans se ha demostrado un aumento de la transcripcion del gen ERG11 durante la
exposicion a los azoles, incluso en las células sensibles. Se piensa que este aumento es
debido a la respuesta de la célula a la disminucion de ergosterol 0 a la acumulacion de
esteroles toxicos [178].

En P. italicum se ha demostrado que el desarrollo progresivo de resistencia a los azoles
puede relacionarse con los cambios en los niveles de expresién de cyp51, en respuesta a
triflumizol, un azol utilizado en agricultura. En este trabajo se ha demostrado, ademas, la
existencia de un activador de la trascripcion en el promotor del cyp571, y que el nimero de
copias de esta secuencia repetida en tandem se correlaciona directamente con la CIM a
triflumizol [179].

En el caso de Aspergillus, se han realizado experimentos in vitro y utilizando ingenieria
genética, que han demostrado que la introduccién de un plasmido que contenga el gen
cyp51 de A. nidulans, confiere resistencia a ITC en A. fumigatus [180]. Otro estudio obtuvo
resultados similares al integrar el gen cyp51 de P. italicum en una cepa de A. Niger [180],
[181].
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Ademas, en A. fumigatus se describieron tres variaciones diferentes en el promotor del
CYP51A asociadas con la resistencia a los azoles [121]. Las repeticiones en tandem, de 34
y 46 pb, son las que ocurren con mayor frecuencia [157], [171]. El TR34 se ha encontrado
solo con la sustitucion L98H confiriendo alta resistencia a ITC, mientras que TR46 se ha
encontrado junto con las sustituciones Y121F/T289A en aislamientos altamente resistentes
a VRC. Ademés, se ha encontrado una repeticién de 53 pb en aislamientos que presentan
resistencia cruzada a VRC e ITC, sin alteraciones en Cyp51Ap [182], [183]. Estos cambios
en la region promotora deben interpretarse en el contexto de los niveles de expresion
génica [121]. Para el promotor con el TR34, se vio un aumento de 8 veces en el nivel de
expresion del gen CYP51A [157].

En Rhizopus spp., los altos valores de CIM para todos los azoéles podrian deberse a un
aumento en el nimero de copias de CYP51 (como se ha descrito en algunos aislamientos
de C. albicans resistentes) [184], [185]. En un trabajo publicado por Ma, y cols. [167] se
sugiri6 que R. oryzae tiene una duplicacion gendémica completa. Esto podria explicar la
menor sensibilidad de los Mucorales a todos los azbles.

En la figura 16 se muestran graficados los mecanismos de resistencia a azoles en células
de hongos filamentosos [121].
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