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RESUMEN

Las especies de Candida spp., son responsables de la mayoria de las
infecciones micéticas oportunistas, siendo Candida albicans cominmente la mas
aislada. El fluconazol es el tratamiento de primera eleccién para sus diferentes
manifestaciones clinicas. Sin embargo, se ha demostrado que su uso indiscriminado
a corto o largo plazo genera resistencia a este antifingico. Esto hace necesario el
descubrimiento de nuevos agentes con propiedades antifingicas. En la naturaleza,
existen diversos compuestos que pueden tener accion antifiUngica al afectar el
funcionamiento de la cadena de transporte de electrones (CTE) de la mitocondria,
la cual contribuye a la virulencia de este hongo. Una fuente potencial de dichos
compuestos podrian ser los aceites esenciales de menta, clavo y canela, los cuales
han mostrado potencial antimicrobiano, pero poco se ha elucidado acerca de su
mecanismo de accion. Con base en lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto de los aceites esenciales de menta, clavo y canela en el
crecimiento celular, el funcionamiento de la CTE y la produccion de especies
reactivas del oxigeno (ERO) de S. cerevisiae, un hongo que posee un estrecho
parentesco con C. albicans. Ademas, se estudi6 el posible efecto sinérgico entre
dichos aceites esenciales y el fluconazol. Se incubaron células de S. cerevisiae a
0.005%, 0.16%, 0.31%, 0.63%, y 1.25% (V/V), de aceites esenciales, en medio
liquido YPD, durante 24 h. Se aislaron mitocondrias para medir los complejos
respiratorios y las ERO. Se observé una inhibicion del crecimiento de entre el 70 al
90% a concentraciones a partir del 0.16%. Por lo anterior, los efectos a nivel
mitocondrial se estudiaron solo con 0.005% de los aceites para obtener una
adecuada cantidad de mitocondrias. Los resultados mostraron que la actividad del
complejo Il se ve disminuido en presencia de los aceites de clavo y canela, mientras
que el aceite de menta no causo un efecto significativo en este complejo. No se
observé ningun efecto sobre las actividades de los complejos Il y IV. La inhibicién
del complejo Il correlacion6 con una disminucion en la produccién de ERO
observada con el tratamiento con los aceites. Este fendmeno puede ser debido a
una menor oxidacion del succinato o que alguno de los componentes antioxidantes

del aceite este disminuyendo la produccion de ERO a nivel mitocondrial. Por lo
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anterior, se concluyé que a 0.005% de los aceites, el efecto toxico no esta
relacionado con dafio oxidativo en las células debido a una mayor produccién de
ERO, por lo que una perspectiva es estudiar el efecto de los aceites en la funcion
mitocondrial y el estrés oxidativo a concentraciones mayores de 0.16%. Finalmente,
no se observé una mejora de los efectos del fluconazol con la combinacion con los

aceites a concentraciones de 0.005% y 0.16%.

Palabras clave: Micosis, fluconazol, funcion mitocondrial, aceites esenciales
(AE), Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)
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ABSTRACT

Candida spp., species are responsible for the majority of opportunistic fungal
infections, with Candida albicans being the most commonly isolated. The
fluconazole is the treatment of first choice for its different clinical manifestations.
However, its indiscriminate use in the short or long term has been shown to generate
resistance to this antifungal agent. This calls for the discovery of new agents with
antifungal properties. In nature, there are several compounds that can have
antifungal action by affecting the functioning of the electron transport chain (ETC) of
the mitochondria, which contributes to the virulence of this fungus. A potential source
of these compounds could be the essential oils of peppermint, clove and cinnamon,
which have shown antimicrobial potential, but very little has been elucidated about
their mechanism of action. Based on the above, the aim of the present work was to
evaluate the effect of peppermint, clove and cinnamon essential oils on cell growth,
the CTE function and the reactive oxygen species (ROS) production of S. cerevisiae,
a fungus closely related to C. albicans. In addition, the possible synergistic effect
between these essential oils and fluconazole was studied. S. cerevisiae cells were
incubated at 0.005%, 0.16%, 0.31%, 0.63%, and 1.25% (V/V), of essential oils, in
liquid YPD medium, for 24 h. Mitochondria were isolated to measure respiratory
complexes and ROS. 70-90% growth inhibition was observed at concentrations
starting at 0.16%. Therefore, the effects at the mitochondrial level were studied with
only 0.005% of the oils to obtain an adequate amount of mitochondria. The results
showed that the activity of complex Il is decreased in the presence of clove and
cinnamon oils, while peppermint oil did not cause a significant effect on this complex.
No effect on the activity of complexes Il and IV was observed. Inhibition of complex
Il correlated with a decrease in ROS production observed with treatment with the
oils. This phenomenon may be due to a lower oxidation of succinate or that some of
the antioxidant components of the oil are decreasing ROS production at the
mitochondrial level. Therefore, it was concluded that at 0.005% of the oils, the toxic
effect is not related to oxidative damage in the cells due to a greater production of
ROS, so one perspective is to study the effect of the oils on mitochondrial function

and oxidative stress at concentrations higher than 0.16%. Finally, no improvement
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of the effects of fluconazole was observed with the combination with oils at

concentrations of 0.005% and 0.16%.
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1. INTRODUCCION
1.1 Infecciones fungicas

Los hongos son organismos eucariotas que poseen nucleos organizados,
cuya membrana nuclear esta bien definida. En su citoplasma encontramos
mitocondrias, vacuolas, vesiculas, reticulo endoplasmatico, microtibulos,
ribosomas y complejo de Golgi. Pueden ser unicelulares o pluricelulares; aerobios,
heterotrofos y en general no motiles. La pared celular es rigida y generalmente esta
formada por quitina (N-acetilglucosamina), glucano y mano-proteinas; ademas, la
membrana plasmatica contiene esteroles, principalmente ergosterol, que constituye
el blanco de accion de algunos farmacos antimicoéticos. Se reproducen sexualmente
(hongos perfectos o teleomorfos) y asexualmente (hongos imperfectos o
anamorfos). El producto final de su produccion se conoce como esporas, también
llamadas conidios (Bonifaz Truijillo, 2012; Ruiz-Pérez et al., 2013). Los hongos, o las
enfermedades que producen, se conocen desde la mas remota antigiedad; los
griegos y los romanos describieron algunas de las manifestaciones clinicas de las
dermatofitosis, como el querion y la mentagra (Arenas Guzman, 2014). Las
infecciones micoéticas se dividen en superficiales y profundas, dentro de las
superficiales se encuentran las infecciones de piel, ufias y de las mucosas
orofaringea y vaginal, mientras que las profundas comprometen 6rganos, mucosa

gastrointestinal y el torrente sanguineo (Lazo et al., 2018).

Durante los ultimos 30 afios, la incidencia de infecciones micéticas
oportunistas ha aumentado de manera significativa y constante en todo el mundo.
Estas micosis son causadas por hongos filamentosos y levaduras, principalmente
de los géneros Aspergillus spp. y Candida spp., respectivamente. Sin embargo,
Candida spp. es la principal causa de micosis en el mundo, especialmente en
pacientes neutropénicos, con neoplasias tratadas con inmunosupresores, pacientes
sometidos a cirugia o trasplante de 6rganos, lactantes prematuros y pacientes con
VIH / SIDA. De las diferentes formas clinicas de candidiasis, la variedad invasiva es
un problema persistente de salud publica. Las tasas de incidencia y mortalidad
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asociadas con esta enfermedad infecciosa se han mantenido sin cambios durante
mas de una década a pesar de los importantes avances en el campo de la terapia
antifangica. El género Candida spp. pertenece a la familia de las Cryptococcaceae
(Figueras et al., 2011) e incluye mas de 200 especies, de las cuales Candida
albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis y Candida
krusei se reconocen como patégenos humanos con mayor frecuencia. Se ha
considerado que C. albicans es la especie predominante en las infecciones del
torrente sanguineo; sin embargo, en las ultimas dos décadas, ha habido una
tendencia creciente de infecciones causadas por otras especies del género (Reyes-
Montes et al., 2017).
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1.2 Fluconazol

El nombre IUPAC del fluconazol es el 2-(2,4-Difluorofenil) -1,3 di (1H-1, 2, 4-
triazol-1-il) propan-2-ol (Figura 1). Su peso molecular es de 306.3 g/mol. Es un polvo
blanco cristalino, altamente soluble en metanol, soluble en acetona y alcohal,
moderadamente soluble en cloroformo e isopropanol, ligeramente soluble en agua,
y muy poco soluble en tolueno (Argentina & Comisibn Permanente de la
Farmacopea Argentina, 2003). Se caracteriza estructuralmente por tener dos anillos
de 5 miembros con 3 atomos de nitrogeno (Valdés & Susana, 2005). Los grupos
triazol y la insercion de 2 atomos de flior aumentan la polaridad y la hidrosolubilidad
del farmaco, lo que permite su uso en forma parenteral (Debruyne & Ryckelynck,
1993).

JV“':’N
\l J N=—/

Figura 1. Estructura del fluconazol. Tomado de (National Center for Biotechnology
Information, 2021).
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Los antifungicos son compuestos de origen natural o sintético, que pueden
producir modificaciones en estructuras basicas de la célula fungica inhibiendo su
desarrollo y alterando su viabilidad. Actualmente, existen varias familias de
antifangicos disponibles en el mercado siendo uno de los mas comunes los azoles
(Fuentes et al., 2014). El fluconazol es un antimicético del grupo de los azoles,
especificamente un triazol, fue desarrollado por Pfizer, aprobado para su uso a
principios de 1990, y cubre muchas de las deficiencias de los imidazoles. A
diferencia del ketoconazol, el fluconazol es mas soluble en agua y puede
administrarse por via intravenosa a pacientes gravemente enfermos (Maertens,
2004). Es activo contra Cryptococcus neoformans, especies de Candida spp.,
Histoplasma spp., Blastomyces spp., y Coccidioides spp., pero carece de actividad
contra los mohos (Campoy & Adrio, 2017). Es el tratamiento de primera linea de la
candidemia y de la candidiasis diseminada en enfermos sin neutropenia. No
obstante, el tratamiento inicial de las infecciones por Candida spp., debe basarse
en la epidemiologia de cada hospital. En centros donde la resistencia a fluconazol
sea escasa a (<10-15%), puede emplearse este farmaco en enfermos estables
(Estrella, 2010).

El fluconazol actta perturbando la permeabilidad de la membrana fungica al
inhibir la sintesis del ergosterol por inhibicién de la esterol 14 a-desmetilasa. Esta
enzima contiene una molécula de protoporfirina en su sitio activo. Los azoles se
unen al hierro de la porfirina y causan el bloqueo de la via de biosintesis del
ergosterol fangico, lo que resulta en la acumulacion de 14 a-metil esteroles,
alterandose asi la permeabilidad de la membrana de las células fangicas y
afectando ciertos sistemas enzimaticos de membrana, que resultan en la inhibicién
del crecimiento micético. El ergosterol es el componente principal de la membrana
celular de los hongos y contribuye a una variedad de funciones celulares como la
fluidez e integridad de la membrana y la funcién adecuada de las enzimas unidas a

la membrana (Campoy & Adrio, 2017).
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1.2.1 Resistencia fungica al fluconazol

En los ultimos afios, el nimero de casos de micosis con falla terapéutica se
ha incrementado en el mundo, lo cual es atribuible a una deficiencia en la funcion
inmunoldgica, baja biodisponibilidad de los antimicéticos, alteraciones en el
metabolismo de los antifingicos, interacciones medicamentosas y resistencia
antifangica primaria o secundaria. Durante muchos afios, los compuestos
antimicéticos fueron escasos y poco efectivos. Para el tratamiento de las micosis
superficiales se contaba Unicamente con griseofulvina y nistatina. A partir de
mediados del siglo pasado, la comercializacion de anfotericina B, aunque toxica,
ayuddé de manera importante en el tratamiento de micosis sistémicas. Con el
advenimiento de los azoles tdpicos como el miconazol y clotrinazol, y
posteriormente los azoles sistémicos como ketoconazol, itraconazol, fluconazol y
voriconazol, el tratamiento de las micosis superficiales y sistémicas se simplifico,
mejorando las expectativas de curacién en estas infecciones. Sin embargo, con la
pandemia del SIDA, asi como por el uso indiscriminado de drogas esteroides,
cirugias y trasplantes, muchos investigadores notaron la aparicion de casos de fallas
en la terapéutica antimicotica a diversos compuestos como ketoconazol, fluconazol
e incluso anfotericina B. Aungue no se han cuantificado los casos de resistencia en
hospitales de atencion general y de especialidades en México, se ha observado un
incremento importante en el nimero de pacientes con micosis que no responden a
los tratamientos; en algunos casos ha sido posible demostrar deficiencias
inmunoldgicas. En otros, el comportamiento clinico hace sospechar resistencia
primaria o secundaria a los antifingicos, principalmente en quienes reciben estos
medicamentos como profilaxis o tratamientos repetidos por micosis recidivantes

(Manzano-Gayosso et al., 2008).
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La resistencia a los antifungicos es un proceso evolutivo basado en la
seleccion natural de organismos que mejoran su capacidad para sobrevivir y crecer
en presencia de farmacos. La evolucion de la resistencia a los agentes
antimicrobianos es de naturaleza ubicua y los microbios desarrollan diversas
estrategias para combatir la accion de los farmacos (Campoy & Adrio, 2017). Las
infecciones debidas a la presencia de biopeliculas fungicas son una preocupacion
clinica importante, ya que estas estructuras se caracterizan por una mayor
resistencia a la terapia antifingica (Ibrahim et al., 2015; Ortega-Pefia & Hernandez-
Zamora, 2019).

Candida albicans es un hongo patdégeno oportunista de los seres humanos y
la principal causa de candidiasis orofaringea (COF) en pacientes con SIDA. El
fluconazol se usa ampliamente para tratar la COF. Sin embargo, ha habido
numerosos informes de fracasos del tratamiento en pacientes que reciben terapia
prolongada con fluconazol, y se ha demostrado que estos fracasos se deben a la

aparicion de cepas de C. albicans resistentes al fluconazol (Franz et al., 1998).
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1.2.2 Mecanismos de resistencia al fluconazol

Para contrarrestar los efectos fungicidas o fungistaticos de todas las clases
de antifingicos, los microorganismos desarrollan tres mecanismos principales de
resistencia. El primero se basa en la disminucion de la concentracion efectiva del
farmaco, el segundo en las alteraciones de la diana del farmaco y el tercero se debe
a modificaciones del metabolismo para disminuir los efectos toxicos que ejercen
algunos agentes antifungicos. Un mecanismo para disminuir la concentracion
intracelular del farmaco es aumentar la salida del farmaco. La resistencia a los
farmacos antifingicos estd mediada por la actividad de sistemas de transporte como
la clase de resistencia pleiotropica a farmacos (PDR), de transportadores de casete
de union a ATP (ABC), y transportadores de la superfamilia de facilitadores
principales (MFS) (Campoy & Adrio, 2017).

La superfamilia ABC constituye la mayor familia de transportadores de
membrana. El término ABC deriva del inglés “ATP binding- cassette” el cual hace
referencia a los dominios cataliticos, altamente conservados, de la proteina que une
ATP durante el transporte; también se pueden encontrar como caja de union a ATP.
En el genoma humano existen 49 genes conocidos para las proteinas de la familia
ABC. En animales inferiores, plantas y microorganismos, también existen genes que

codifican para este tipo de transportadores (Morales-Pérez & Garcia-Milian, 2017).

La MFS es una superfamilia de transportadores antigua y ubicua que consta
de méas de 15.000 miembros secuenciados, y este namero estd creciendo
rapidamente con la aparicion continua de secuencias del genoma. Los miembros de
la MFS tienen un espectro de sustratos extraordinariamente amplio, que incluye
iones, nucledsidos, aminoacidos, péptidos cortos y lipidos organicos e
inorganicos. Los miembros de la MFS incluyen facilitadores, simportadores y
antiportadores, que mueven los sustratos a través de las membranas a través de la

difusion, el co-transporte o el intercambio facilitado, respectivamente (Yan, 2015).
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La expresion de los genes ERG11, MDR y CDR presentes en las especies
de Candida spp., y en muchos otros hongos, estan implicados en la resistencia a
los azoles. Varios mecanismos conducen a una resistencia adquirida a azoles,
siendo el mas comun la induccién de bombas de eflujo, codificadas por los genes
MDR y CDR, y la adquisicion de mutaciones puntuales en el gen ERG11 que
codifica para la enzima blanco (14 a-desmetilasa) de estos farmacos (Martinez
et al., 2002).
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1.3 Cadena de transporte de electrones

La cadena de transporte de electrones (CTE) mitocondrial, es una serie de
transportadores electronicos, la mayoria proteinas integrales de membrana, que
transfiere los electrones que proceden de las coenzimas reducidas hasta el oxigeno.
La mayoria de los componentes estan organizados en cuatro complejos, cada uno
de los cuales consta de varias proteinas y grupos prostéticos (McKee et al., 2005).
A esos complejos se les asignan los nameros | al IV. Los cuatro complejos
enzimaticos contienen una gran variedad de centros de 6xido-reduccion que pueden
ser cofactores, como flavin mononucleétido (FMN) o ubiquinona (Q). Otros
complejos contienen centros hierro - azufre (Fe-S), grupos hemo en los citocromos,

y proteinas con cobre (Horton, 2006).

El primer modelo que se propuso para explicar la organizacion de la CTE fue
el modelo de difusién al azar, que propone que los grandes complejos se mueven
aleatoriamente dentro de la membrana mitocondrial interna y que los electrones
fluyen entre ellos conectados por los portadores méviles de electrones como la

ubiquinona y el citocromo ¢ (Lenaz & Genova, 2007).

La Q es una quinona isoprenoide que fue aislada por primera vez por Crane
(Crane et al., 1957), determinandose su estructura poco después como 2,3-
dimetoxi-5-metil-6-decaprenil-1,4-benzoquinona (Wolf et al., 1958). Esta puede
aceptar un electron transformandose en el radical ubisemiquinona ("QH) o dos
electrones formando ubiquinol (QH2), donde la reduccién completa requiere dos
electrones y dos protones y se produce en dos pasos a través del radical "QH
intermedio (Nelson et al., 2019). EI QH: ademas desempefia una funcién
antioxidante en diferentes tejidos, protegiendo las membranas celulares de la

peroxidacion lipidica (Bentinger et al., 2007).
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Las flavoproteinas son componentes de importancia de los complejos | y Il
(Harper et al., 2013). Las coenzimas flavin adenin dinucleétido (FAD) y flavin
mononucleotido (FMN) se derivan de la riboflavina o vitamina B2. El nucleétido de
flavina oxidado puede aceptar un electron (dando la forma de semiquinona) o dos
(produciendo FADH2 o FMNHy). La transferencia electronica se da gracias a que la
flavoproteina tiene un potencial de reduccion estandar superior al del compuesto
oxidado (Nelson et al., 2019).

Las proteinas con centros Fe-S (proteinas con hierro no hémico) se
encuentran en los complejos I, 11 y 1ll, los cuales pueden contener uno, dos o cuatro
atomos de Fe enlazados a &tomos de azufre inorganico. Los centros Fe-S participan
en reacciones de transferencia de un solo electrén en las cuales un atomo de Fe
pasay cambia su estado de oxidacion de férrico (Fe*3) a ferroso (Fe*?) (Harper et al.,
2013).

La transferencia de electrones en la CTE ocurre de la siguiente manera: la
nicotinamida adenina dinucleétido reducido (NADH + H) producido durante el
catabolismo es oxidado por el complejo | (NADH:Q oxidorreductasa), el cual
transfiere los electrones a la Q para convertirse en QHz. Por otro lado, el succinato
formado en el ciclo de Krebs se oxida en el complejo Il (succinato:Q
oxidorreductasa) y sus electrones son transferidos a la Q para la formaciéon de QHza.
Posteriormente, el complejo Il (QH2:citocromo ¢ oxidorreductasa) oxida al QHz y
reduce al citocromo c, el cual es oxidado por el complejo IV (citocromo c oxidasa),
lugar en el que se completa la transferencia de electrones al Oz para formar H20
(Wallace, 1999).

Este proceso, en el que se utiliza al oxigeno para generar energia a partir de
las moléculas de alimento, suele denominarse respiracion aerobia. La energia que
se libera durante la transferencia electronica estd acoplada a varios procesos
endergonicos, de los que el mas importante es la sintesis de ATP. Las coenzimas
reducidas como el NADH + H y el FADH2, que proceden principalmente de la
glucdlisis, descarboxilacion del piruvato, ciclo de Krebs y oxidacion de los acidos

grasos, son las principales fuentes de electrones (McKee et al., 2005).
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La CTE constituye la principal fuente intracelular de especies reactivas de
oxigeno (ERO) en la mayoria de los tejidos. Los complejos | y 1l son los principales
generadores de radicales (Esper et al., 2016). La concentracion en estado
estacionario de estos oxidantes se mantiene a niveles no toéxicos mediante una
variedad de defensas antioxidantes de naturaleza enzimatica y no enzimatica. El
delicado equilibrio entre las defensas antioxidantes y la produccién de ERO puede
verse alterado por defensas antioxidantes deficientes, inhibicion del flujo de
electrones 0 exposicibn a xenobidticos. Este desequilibrio aparece como
denominador comun en diversos procesos patoldgicos en los que la agresion
oxidativa resultante provoca dafio tisular y, finalmente, muerte celular (Turrens,
2003).

FADH
a ) (-315mV)
AE"=360mV AE°=190mV AE"=580mV
NADH - Complejol . q - Complejoll - Cit C—+ complejo 0,
(-315mV) (+45mV) (+235 mV) (+815 mV)
b ) Succinato
FAD-3 (Fe-5),
cit L ) Complejo i
Malato 560
Complejo | | Complejo Il Complejo v
‘ ! " Cita Cit a
NADH * FMN-8 [Fe-5) < = qQ * » Citbsgy, bsge-(Fe-5)-CitC; - -citc. Cu ICu 2
Glutamato 0, 0;7,H0; 0, 0,7, H:0,
ROTENOMA ANTIMICINA A f.l’lr_, H3 -, CO

Figura 2. La cadena de transporte de electrones mitocondrial. En a) se muestran
los potenciales estandar de reduccion (E°) de sus componentes mas moviles y el
AE° de tres complejos donde se recolecta suficiente energia libre para sintetizar
ATP. En b) se muestran los sitios de produccién de ERO Yy los sitios de accion de
los inhibidores respiratorios de uso comun. Tomado y modificado de (Liu et al.,
2002).
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1.3.1. Complejo | (NADH:ubiquinona oxidorreductasa)

Es una proteina en forma de L, con un dominio de membrana y un dominio
periférico, cuya estructura ha sido revelada por microscopia electronica (Lenaz
et al., 2006). Es el mas grande de los complejos al estar formado por 45
subunidades de las cuales, 14 estan involucradas en su catalisis, mientras que el
resto, son consideradas subunidades estructurales. Contiene un FMN, el cual oxida
el NADH + H, y 8 centros Fe-S (2 binucleares y 6 tetranucleares) los cuales
transfieren los electrones hasta el sitio de unibn a Q (Hirst, 2009).
La composicién de subunidades del complejo | de mitocondrias humanas, bovinas

y fingicas tiene variaciones significativas (Lenaz et al., 2006).

Durante el ciclo catalitico del complejo I, el primer paso es la transferencia de
un ion hidruro al FMN para formar FMNHz, el cual transfiere los electrones a una
secuencia de ocho centros Fe-S. Los centros Fe-S proporcionan un canal donde los
electrones se transfieren desde un ambiente hidrosoluble hacia el ambiente
hidrofébico de la membrana, donde la Q acepta dos electrones para reducirse a QHz
(Horton, 2008). La transferencia secuencial de los 2 electrones al primer centro Fe-
S libera en ultima instancia 4 protones al espacio intermembrana (McKee et al.,
2005).

Qﬂzj ! '
0 FE I 0 B 0 8 B0 BF I TR T A (’@,’—-\ [ foefefofapobopifodagopofadodafodibapigad
‘ ‘ Q== (\"U \ | | |
Médulo phon AH® INTERIOR
conector 2 H® @ eCD
FMNH» Mdodulo NADH
) 2.2 deshidrogenasa
2 H® FMN
NADH + H® NAD®

Figura 3. Estructura y flujo de electrones del complejo | de la CTE. Tomado de
(Horton, 2008).
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1.3.1.1 NADH deshidrogenasas alternas en levaduras

Saccharomyces cerevisiae carece de un complejo | canénico sensible a
rotenona, un inhibidor clasico del complejo | (Figura 2); en su lugar, contiene tres
deshidrogenasas alternas insensibles a rotenona, que estdn asociadas a la
membrana interna, una expuesta hacia la matriz mitocondrial (Ndil) y las dos
restantes expuestas hacia el espacio intermembrana (Ndel y Nde2). Cabe
mencionar que ninguna de estas deshidrogenasas bombea protones al espacio
intermembrana, por lo cual no contribuyen a la generacion del gradiente

electroquimico en la mitocondria (Bakker et al., 2001).

NADH NAD+ NADH NAD+ ESPACIO INTERMEMBRAN A

\/J

| Ndei = Nde2 R . c

Q T v

Nmm-b %0, H,0

MATRIZ MITOCONDRIAL

Figura 4. Composicion de la cadena transportadora de electrones de S. cerevisiae,
con la flecha (=) se indica el flujo de electrones a través de los complejos. Ndil,
Ndel y Nde2 (deshidrogenasas alternas); Q (ubiquinona); complejos II, lll y IV; C

(citocromo c). Tomado y modificado de (Macedo-Marquez, 2012).
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En contraste con el complejo I, que se compone de 45 subunidades, Ndilp
consta de una sola subunidad y carece de centros Fe-S. Esta enzima, denominada
"NADH deshidrogenasa interna”, cataliza la transferencia de dos electrones del
NADH intramitocondrial a la ubiquinona. Las dos deshidrogenasas externas (Ndel
y Nde?2) oxidan el NADH + H citosolico, el cual es transportado desde el citosol hacia
el espacio intermembrana por el canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC)
(Bakker et al., 2001).
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1.3.2 Complejo Il (succinato deshidrogenasa)

Es el componente del ciclo del acido citrico unido a membrana interna
mitocondrial, que también funciona como un componente de la cadena respiratoria.
Este complejo no atraviesa la membrana interna mitocondrial y tampoco transloca
protones al espacio intermembrana. Sin embargo, cataliza la oxidacién del
succinato a fumarato, transfiriendo los electrones del FADH:2 hacia la Q. La
succinato deshidrogenasa esta regulada alostéricamente por la union del

oxalacetato y es activada por ATP en un proceso que no implica fosforilacion.

Se compone clasicamente de cuatro subunidades (Figura 5): una
flavoproteina (SDH1) que contiene un grupo prostético FAD unido, una proteina Fe-
S (SDH2) que contiene tres centros Fe-S y dos pequefias proteinas integrales de
membrana (SDH3 y SDH4) que se unen a un grupo hemo que forma un citocromo
b. Los electrones se transfieren desde el succinato al FADH:2 y posteriormente hacia
los tres centros Fe-S y a la Q. El grupo hemo b no participa en la transferencia de
los electrones, pero protege de la formacion de ERO al impedir la fuga de electrones
durante su ciclo catalitico (Huang & Millar, 2013; Lehninger et al., 2006).
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Figura 5. Estructura y flujo de electrones en el complejo Il de la CTE. Tomado y

modificado de (lglesias, 2018).
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1.3.3 Complejo Il (ubiquinona - citocromo ¢ oxidorreductasa)

El complejo Il fue purificado por primera vez por Rieske (Rieske et al., 1964)
a partir de mitocondrias de corazén de vaca (Bos taurus). Este complejo es un
dimero cuyos mondmeros contienen once subunidades idénticas en mamiferos y
nueve en la levadura. Sus subunidades cataliticas son el citocromo c1, el citocromo
b, el cual contiene un hemo de bajo potencial redox (bL) y otro de alto potencial (bw),
y la proteina de Rieske, la cual contiene un centro 2Fe-2S. Estas cadenas
polipeptidicas que contienen los componentes redox del complejo se conectan con
dos sitios de union a ubiquinona, uno ubicado hacia el espacio intermembrana (sitio
Qo 0 Qp) y otro localizado hacia la matriz (sitio Q; 0 Q). También es el sitio inhibicién
de dos farmacos, la antimicina A y el mixotiazol, que bloquean el flujo de electrones
en el sitio Qi y Qo, respectivamente. El citocromo c, el aceptor mavil de electrones
del complejo, se une a la porcion del complejo que esta orientada hacia el lado

externo de la membrana (Horton, 2008; Lehninger et al., 2006; Xia et al., 1997).

Figura 6. Estructura molecular del complejo Ill de la CTE. Tomado de (lglesias,
2018).
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El mecanismo que acopla la transferencia de electrones desde la Q hacia el
citocromo c con la traslocacion de protones a través de la membrana se denomina
ciclo Q. Dos moléculas de QHz se unen de forma consecutiva al complejo y se
oxidan por la subunidad de Rieske, donde cada una cede dos electrones y dos H*.
Estos protones se liberan en el espacio intermembrana. Los dos electrones se
transfieren de forma bifurcada, uno hacia el citocromo ci1, el cual a su vez lo
transfiere a una molécula de citocromo c oxidado convirtiéndolo en su forma
reducida, y que se oxida en el complejo IV. El segundo electron reduce al citocromo
b, el cual reduce en el sitio Qi a una molécula de Q a radical Q. Tras otra vuelta del
ciclo Q se oxida otra molécula de QHz, se reduce otra molécula de citocromo c1, y
se reduce el radical Q* a QHz, con la incorporacién de dos protones del lado de la
matriz. La captura de estos dos protones de la matriz contribuye a la formacion del
gradiente de protones. En resumen, cuatro protones se liberan en el lado
citoplasmatico, y dos protones se capturan de la matriz mitocondrial (Berg et al.,
2011).
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1.3.4 Complejo IV (citocromo c oxidasa).

El complejo IV es una enzima dimérica muy grande, donde cada mondmero
tiene 13 subunidades. Las bacterias contienen una forma mucho mas sencilla con
solo 3 o0 4 subunidades por mondémero. La comparacion de los complejos
mitocondrial y bacteriano sugiere que 3 subunidades se han conservado durante la
evolucion; en organismos multicelulares, las otras 10 subunidades pueden contribuir
a la formacion o estabilidad del complejo. La subunidad | contiene dos grupos hemo,
designados ay as y un ion cobre Cug. El hemo asz y el Cug forman un segundo centro
binuclear (as - Cug), lugar donde se efectua la reduccion del oxigeno molecular. La
subunidad Il que sobresale desde el lado electropositivo (P) de la membrana interna
contiene un centro redox de cobre Cua formado por dos atomos de cobre, enlazados
a dos grupos tioles de dos cisteinas (que semejan un centro Fe-S): Esto forma el
sitio de union al citocromo ¢ (Nelson et al., 2019). En la subunidad Ill no hay centros
redox, y puede removerse artificialmente sin que la enzima pierda actividad
catalitica. Su papel in vivo es estabilizar las subunidades | y Il, y proteger a los
centros de redox contra reacciones de oxido-reduccion colaterales al ciclo catalitico

de la enzima (Horton, 2006).

Figura 7. Estructura molecular del complejo IV de la CTE. Tomado de (Iglesias,
2018).
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Los electrones se transfieren uno tras otro del sitio Cua al grupo hemo a en
la subunidad I. De alli se transfieren al centro binuclear hemo as - Cug. LoS
electrones se pueden acumular en el centro binuclear cuando el hierro del hemo

alterna entre los estados Fet*, Fe*3, Fe*?, y el &tomo de cobre pasa de Cu*? a Cu*.

El mecanismo de la reduccidén de oxigeno molecular en el centro binuclear
consiste en la descomposicion rapida del oxigeno molecular. Un atomo de oxigeno
se une al &omo de hierro del hemo a; y el otro se une al atomo de cobre. La
protonacion que sigue, y la transferencia del electron, da como resultado la
liberacién de una molécula de agua del sitio del cobre, seguida por la liberacion de
una segunda molécula de agua del ligando de hierro. La reaccién total requiere la

toma de cuatro protones de la superficie interna de la membrana (Horton, 2006).
0, +4e” +4 H" int > 2H,0

De este modo, por cada par de electrones que pasa por la cadena desde el NADH
0 el FADH, el complejo IV bombea 2H* a través de la membrana. El O, permanece
estrechamente unido al complejo IV hasta que se reduce por completo, y esto
minimiza la liberacién de intermediarios en potencia perjudiciales, como el anién
superoéxido, o el peréxido de hidrégeno, que se forman cuando el O, acepta uno o

dos electrones, respectivamente (Harper et al., 2013).
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1.3.5 Fosforilacion oxidativa

Las mitocondrias acumulan la energia en forma de ATP por el proceso de
fosforilacion oxidativa. Las proteinas involucradas estan ubicadas dentro de la
membrana interna mitocondrial e incluyen la CTE, la FiFo - ATP sintasa y el
translocador de nucleétidos de adenina (ANT). Los electrones se transportan a
través de la CTE, y la energia liberada por la transferencia de electrones se utiliza
para bombear protones a través de la membrana interna mitocondrial para crear un
gradiente electroquimico que es positivo y acido en el espacio intermembrana y
negativo y alcalino dentro de la matriz mitocondrial (Wallace, 1999). Por cada par
de electrones transferidos al oxigeno molecular, cuatro protones son bombeados
por el complejo I, cuatro por el complejo Il y dos por el complejo IV, desde la matriz
mitocondrial al espacio intermembrana (Lehninger et al., 2006). Esto crea un circuito
de protones que puede ser despolarizado con el retorno de los protones a la matriz
a través de un canal en la subunidad Fo de la ATP sintasa. El flujo de protones
impulsa la condensacion del difosfato de adenosina (ADP) y el fosfato inorganico
(Pi) para producir ATP, que luego se exporta al citosol por el ANT en intercambio
con una molécula de ADP. De esta forma, el consumo de oxigeno por la CTE se
acopla a la fosforilacion de ADP por la ATP sintasa a través del gradiente
electroquimico (Wallace,1999). La teoria quimiosmotica explica facilmente la
dependencia de la transferencia electrénica de la sintesis de ATP en la mitocondria
(Nelson et al., 2019).

El dominio F1 de la FiFo - ATP sintasa estad compuesto por subunidades
solubles y es el dominio catalitico de la enzima, mientras que Fo es el dominio
membranal. Ambos dominios estan unidos por un tallo central y por un tallo
periférico (Weber & Senior, 2003). El dominio Fi1 consta de cinco proteinas
denominadas a, B, y, 8, € con tres subunidades a y tres subunidades B que
interactdan alternadamente entre si formando un hetero hexamero. El complejo F,,
contiene al menos tres subunidades proteicas a, b, y ¢ con una estequiometria

ab,c;,. Las subunidades b2 hacen de puente entre Fo y F1 (Mathews et al., 2002).
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El motor Fo usa la potencia del gradiente de protones para forzar al motor F1
a generar ATP. La fraccion Fi también hidroliza el ATP haciendo girar el eje en la
direccion opuesta. Los protones atraviesan la membrana por un conducto formado
en el dominio F, (entre las subunidades a y c) y provocan el giro de un anillo de
proteolipidos formado por la subunidad c. Esta rotacion hace girar al tallo central
(subunidades y y ¢€) en movimientos de 120°, provocando cambios
conformacionales consecutivos en las subunidades cataliticas (subunidades a y B)
e induciendo la unién de sustratos (ADP + Pi), la sintesis de ATP y su liberacién
(Itoh et al., 2004; Weber & Senior, 2003).

b, - alp

Figura 8. Estructura molecular de la FiFo ATP sintasa. Obtenido y modificado de
(Weber & Senior, 2003).
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1.4 La CTE en la virulencia de los hongos patdgenos.

Las mitocondrias representan un blanco atractivo para el desarrollo de
nuevas estrategias antifungicas. Dado el papel central de este organulo en los
procesos esenciales para el crecimiento, el mantenimiento y la adaptabilidad, unido
a la presencia de caracteristicas especificas de los hongos, puede ser posible
desarrollar terapias basadas en la inhibicion mitocondrial (Duvenage et al., 2019).
Los microorganismos experimentan el estrés oxidativo en muchos entornos,
incluyendo el organismo hospedador en el proceso de infeccion. La tolerancia al
estrés oxidativo es un aspecto importante en la patogénesis ya que el sistema
inmunoloégico humano somete a este tipo de estrés a los microorganismos durante
la fagocitosis. Las enzimas de defensa antioxidantes como la catalasa, superoxido
dismutasa, peroxidasas y reductasas dependientes de tiorredoxina y glutation
protegen contra el estrés oxidativo y, por lo tanto, se consideran factores de
virulencia (Gessler et al., 2007; Roetzer et al., 2010). Las ERO pueden alterar la
estructura, la funcidn de proteinas, lipidos y acidos nucleicos e iniciar las reacciones
de peroxidacion. S. cerevisiae posee diferentes enzimas detoxificantes como son
las catalasas (Cttl y Ctal), las superoxido dismutasas (Sodl y Sod2) y las
peroxidasas (Gpx1, Gpx2, Gpx3, Tsal, Tsa2, Ahpl, Prx1y Dot5) que mantienen las
ERO en niveles no téxicos (Folch-Mallol et al., 2004; Iraqui et al., 2009). En cambio,
C. albicans parece haber evolucionado hacia la expansion del nimero de enzimas
antioxidantes de la familia de las superdxido dismutasas (SOD). Los tres sistemas
principales de detoxificacion que contiene son: la catalasa (Catl), el sistema
antioxidante glutation y el sistema tiorredoxina. C. albicans induce catalasa cuando
esta envuelto en neutrdéfilos o macréfagos (Lorenz et al., 2004; Roetzer et al., 2010;
Rubin-Bejerano et al., 2003). Ademas, el peroxido de hidrégeno promueve la
transicion morfolégica de células de C. albicans al inducir el crecimiento de hifas,
una forma que invade el tejido del huésped. Mientras que C. albicans desprovisto
de catalasa se elimina de manera mas eficiente en un modelo de infeccién de ratén
(Nakagawa et al., 2003; Nasution et al.,, 2008). En C. albicans, el factor de
transcripcion Capl es el mayor regulador de respuesta transcripcional y de
proteinas producida tras un estrés oxidativo (Kusch et al., 2007; Wang et al., 2006).

La proteina Capl al igual que ocurre con su homologa Yapl en S. cerevisiae, se
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acumula en el ndcleo tras la oxidacion producida por peroxido de hidrogeno, donde
se fosforila provocando la induccién de genes antioxidantes (da Silva Dantas et al.,
2010; Dantas et al., 2015; Zhang et al., 2002). Es interesante destacar que C.
albicans es considerablemente mas resistente al estrés de tipo oxidativo que el
modelo de levadura S. cerevisiae (Jamieson et al., 1996).

La capacidad de fermentar azucares en etanol, incluso en presencia de
oxigeno es un rasgo metabdlico clave de las levaduras. Este fenomeno se conoce
como “efecto Crabtree” y consiste en la represion de una fuente de energia
(respiracion) por otra fuente de energia (fermentacion), cuando la concentracion de
glucosa sobrepasa cierto umbral, como es el caso de S. cerevisiae. Mientras que
C. albicans es una levadura con efecto Crabtree negativo y se basa principalmente
en la fosforilacién oxidativa para la produccién de ATP durante el crecimiento y la
morfogénesis. Posee una CTE clésica que consta de los complejos | a IV, asi como
una oxidasa alterna insensible al cianuro, que permite la respiracion cuando se
inhibe el complejo IV. Se ha demostrado que un sistema de transporte de electrones
funcional es importante para los aspectos de la biologia de C. albicans que estan
relacionados con la virulencia. Por ejemplo, la inhibicién de la respiracion en C.
albicans y otros hongos patégenos conduce a una disminucién de la tasa de
crecimiento. La pared celular es fundamental para la viabilidad de los patdégenos
fungicos y es un determinante importante de la virulencia. Varios estudios han
sugerido que la funciéon mitocondrial puede estar relacionada con el mantenimiento
de la pared celular de C. albicans (De Deken, 1966; Diezmann et al., 2004;

Duvenage et al., 2019; Herrero et al., 2008).
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1.5 Aceites esenciales de origen vegetal en el tratamiento de infecciones fungicas

Los aceites esenciales (AE) son compuestos naturales complejos, volatiles,
sintetizados por las plantas aromaticas. Estos liquidos aromaticos se obtienen de
diferentes 6rganos de la planta: flores, raices, hojas, tallos, frutos, semillas, etc.
Pueden ser obtenidos por presion, fermentacion, o extraccion, pero el método més
comun para la produccion comercial es el de destilacion por vapor. Se conocen
alrededor de unos 3000 aceites esenciales, de los cuales unos 300 son los mas
importantes comercialmente, destinados para el mercado de condimentos y
fragancias (Burt, 2004).

Se caracterizan por un olor fuerte y son sintetizados por las plantas
aromaticas como metabolitos secundarios. Contienen propiedades antibacterianas,
antifingicas, antivirales, insecticidas y antioxidantes. Son muy utilizados en
medicina y en la industria alimentaria para estos fines. En la naturaleza juegan un
papel importante en la proteccion de las plantas (Bakkali et al., 2008; Bassolé &
Juliani, 2012).

Los aceites esenciales son mezclas naturales muy complejas que puede
contener alrededor de 20 a 60 componentes en concentraciones bastante
diferentes. Se caracterizan por dos o0 tres componentes principales en
concentraciones bastantes altas (20-70%) en comparacion con otros componentes
presentes en cantidades traza. Generalmente, estos componentes principales
determinan las propiedades biolégicas de los aceites. ElI grupo principal esta
compuesto de terpenos y terpenoides y el otro grupo de compuestos aromaticos y
constituyentes alifaticos, todos caracterizados por bajo peso molecular (Bakkali
et al., 2008).
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Figura 9. Estructura quimica de los principales componentes antimicrobianos
(terpenos, terpenoides y fenoles) en los aceites esenciales. Tomado y modificado
de (Rao et al., 2019).

Las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales se han informado
en varios estudios. En muchos casos, la actividad resulta de la interaccion compleja
entre las diferentes clases de compuestos como fenoles, aldehidos, cetonas,
alcoholes, ésteres, éteres o hidrocarburos que se encuentran en los AE. Una serie
de estudios han indicado que la actividad antimicrobiana de un aceite esencial esta
estrechamente relacionada con sus principales constituyentes, asi como sus
interacciones con algunos de los constituyentes menores. Diversos estudios han
encontrado que varios de sus compuestos exhiben propiedades antimicrobianas
significativas cuando se prueban por separado. Esto sugiere que los componentes
menores en aceites esenciales pueden ser criticos para la actividad antimicrobiana

debido a un efecto sinérgico (Bassolé & Juliani, 2012).
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En general, se ha demostrado que los aceites esenciales y sus componentes
quimicos tienen actividades antimicrobianas de amplio espectro contra muchos
patégenos transmitidos por los alimentos, incluidos microorganismos gram positivo
y gram negativo. El uso de combinaciones de diferentes aceites esenciales o
componentes quimicos fraccionados de aceites esenciales pueden producir efectos
antimicrobianos sinérgicos o antagénicos. La presencia de estos efectos depende
del tipo de aceite esencial y las cepas microbianas probadas. En un estudio donde
se combinaron aceites de canela y clavo se observo un efecto antagonico en el
crecimiento de E. coli, y un efecto sinérgico en la inhibicion del crecimiento de L.
monocytogenes, B. cereus y Y. enterocolitica. Actualmente, es muy dificil predecir

la eficacia antimicrobiana de las mezclas de aceites esenciales.

Los diferentes constituyentes de los aceites esenciales pueden operar por
diferentes mecanismos y pueden atacar diferentes tipos de microbios, tales como
bacterias gram positivas, bacterias gram negativas, levaduras o mohos, porque
difieren en estructura y composicion. La actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales podria estar regulada por mas de un mecanismo de accién porque los
diferentes constituyentes de los aceites esenciales pueden tener diferentes blancos
celulares (Rao et al., 2019).

Muchas investigaciones han atribuido su poder microbicida de los aceites
esenciales a su capacidad para penetrar a través de la pared celular de las células
bacterianas y de las membranas citoplasmicas hacia el interior de la célula, por lo
gue tienen la capacidad de desintegrar las estructuras celulares, lo que las hace
méas permeables a los aceites esenciales circundantes. Ademas, ciertos
constituyentes quimicos de los aceites esenciales, especialmente los fenoles,
pueden tener mecanismos de accién Unicos al actuar como acarreadores de
protones, es decir, la molécula de fenol se difunde a través de la membrana
citoplasmatica y se disocia liberando un proton en el citoplasma, por lo que
disminuye el gradiente de pH a travées de la membrana citoplasmica, especialmente
cuando se promueve su penetracion por otros constituyentes. El colapso resultante
del potencial de membrana y el agotamiento del ATP eventualmente conduce a la

muerte celular. En consecuencia, se observa liberacion de hierro y pérdida de
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constituyentes intracelulares. Los mecanismos de accion antimicrobianos de aceites
esenciales pueden involucrar diferentes eventos en la membrana externa celular y
dentro del citoplasma cuando las bacterias estan expuestas a diferentes aceites
esenciales. Las células microbianas pueden sobrevivir cuando estan expuestas a
concentraciones bajas o subletales de aceites esenciales. En tales condiciones, la
membrana celular aun puede mantener su fluidez a través de sistemas de defensa
que implican alterar el grado de saturacién de los acidos grasos, la longitud de las
cadenas hidrocarbonadas, la posicion de ramificacion, la isomerizacion cis-trans y
la conversion de acidos grasos insaturados en ciclopropanos en las membranas
celulares. Por ejemplo, algunos estudios han demostrado que E. coli, S. aureus,
Salmonella enterica, Pseudomonas fluorescens y Brochothrix termosphacta pueden
sobrevivir al tratamiento con 0.2 M de timol, carvacrol, limoneno, eugenol o
cinnamaldehido, lo cual fue atribuido parcialmente a un cambio en el perfil de acidos
grasos de las membranas celulares. Algunas investigaciones han examinado el
impacto de la estructura molecular de los constituyentes de los aceites esenciales
en sus mecanismos de accion. EI mecanismo de accion de los terpenos ocurre a
nivel de la membrana celular, donde su actividad antimicrobiana se ha atribuido a
su capacidad para inhibir la respiracion y otros procesos dependientes de energia
(Rao et al., 2019; Ultee et al., 2002).

Los aceites esenciales contienen de forma natural antioxidantes los cuales
pueden donar atomos de hidrogeno a radicales libres y convertirlos en productos no
radicales mas estables. Los principales antioxidantes donantes de hidrégeno son
compuestos fendlicos (Choe & Min, 2006). Ahora bien, varios resultados también
demuestran que la actividad antimicrobiana del fenol esta asociada con su grupo
hidroxilo, que se ve reforzado por la presencia del anillo de benceno (Rao et al.,
2019)

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA



s
V. [
[ ’“,‘“v'\}f'f
s ‘\ l.\’*,-‘*._),%
AE anclados en bi Ia)ars)
2 anclados en bicapa PRSI,
AEennandemisiones lipidica de liposomas //;’,AZ::/
AE a granel \ AE reteni‘do en pelicula
\de bicpolimero
............... RS e - R—
o \
> . O Q
“0
- Hy T) 0%
® > o
.. 3 e (] ° = 3 c
o - ° L4 /" €) Abatimiento del potencial de
5 J 4
*0 é‘{\\ membrana
°Fuga de metabolitos ¥ B-'
iones

o Alteracion de los ac. grasos de la
membrana externa

Q Membrana citoplasmatica danina

Figura 10. (a) Mecanismos de accidbn comunes propuestos y sitios objetivo de los
aceites esenciales (AE) o sistemas de administracion de AE en células bacterianas:
(1) alteracion de los acidos grasos de la membrana externa; (2) membrana
citoplasmatica dafiina; (3) abatimiento del potencial de membrana; y (4) fuga de
metabolitos y iones. (b) Diferentes tipos de sistemas de suministro de AE, incluidos

nanoemulsién, liposomas, y peliculas de biopolimero. Obtenido y modificado de
(Roa et al., 2019).
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1.5.1 Aceite esencial de menta

La Mentha piperita pertenece a la familia Lamiaceae, es un hibrido de menta
acuatica (Mentha aquatica) y hierbabuena (Menta spicata). Nativa de Europa y
naturalizada en el norte de Estados Unidos y Canada que se cultiva en muchas
partes del mundo. La lista de supuestos beneficios y usos de la menta como remedio
popular incluye: Trastornos biliares, dispepsia, enteritis, flatulencia, gastritis, célicos
intestinales y espasmos del conducto biliar, vesicula biliar y tracto gastrointestinal.
In vitro, la menta tiene importantes actividades antimicrobianas y antivirales,
fuertes acciones antioxidantes y antitumorales y cierto potencial antialérgico.
Los principales componentes volatiles del aceite esencial son el mentol vy la

mentona (de Sousa Barros et al., 2015; McKay & Blumberg, 2006).

Se puede usar en numerosas formas que van desde su aceite, las hojas, su
extracto de hojas y agua de hojas. Por sus propiedades aromatizantes se utiliza en
productos de higiene personal, alimentos y productos farmacéuticos (Herro & Jacob,
2010).
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Compuesto (%)

a-Pineno 1.8
B-Pineno 0.14
Sabineno 0.25
Mirceno 1.3
Limoneno 8
1,8-cineol 2.8
3-octanona 0.45
3-octanol 0.53
Oxido de limoneno 0.59
a-Terpineol 0.37
Linalool 2.64
Iso-mentona 33.0
Acetato de metilo 0.68
Iso-pulegol 2.4
Isomentol 0.28
Neo-iso-mentol 0.45
Mentol 33.59
Pulegona 1.6
Acetato de nerilo 0.8
Piperitona 3.2
Mirtenol 0.55
Carveol 0.31
Cariofileno 1.95
Oxido de cariofileno 0.11
Germacreno D 0.11
A -Cadineno 0.11

Hidrocarburos monoterpenos (%) 16.23

Monoterpenos oxigenados (%) 79.5

Hidrocarburos sesquiterpenos (%) 2.44
Total (%) 98.17

Tabla 1. Composicién quimica (%) del aceite esencial de hojas de Mentha piperita
segun lo identificado por analisis GC / MS. Obtenido y modificado de (Hsouna et al.,
2019).
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1.5.2 Aceite esencial de clavo

Eugenia caryophyllata, pertenece a la familia Myrtaceae, comunmente
conocida como clavo, es un arbol aromatico, originario de Indonesia, utilizado como
especia en la cocina de muchas partes del mundo. Los principales constituyentes
del aceite esencial son fenilpropanoides como carvacrol, timol, eugenol y
cinamaldehido, donde el eugenol es el componente principal, responsable en mayor
medida de sus propiedades medicinales. El clavo se ha utilizado tradicionalmente
desde la antigiiedad en el tratamiento de lombrices intestinales y tenias, asma, dolor
de muelas, dolor de garganta, dispepsia, gastritis y diarrea. Posee variados efectos
dentro de las que destacan el antiséptico, analgésico, antibacteriano, antifingico,
anestésico y antimutagénico, ademas de contener propiedades antioxidantes
(Chaieb et al., 2007; J. Singh et al.,, 2012). El eugenol tienen una actividad
antifingica considerable contra hongos clinicamente relevantes, incluidas las cepas

resistentes al fluconazol (Pinto et al., 2009).
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Compuesto?’ Indice de Kovats® (%)

(HP-20M)

2-Heptanona 1172 0.93232
Hexanoato de etilo 1232 0.66098
2-Heptanol 1304 Tr
Octanoato de mentilo 1384 Tr
2-Nonanona 1392 Tr
Octanoato de etilo 1429 Tr
a-Cubebene 1459 Tr
Copaeno 1491 Tr
2-Nonanol 1499 Tr
Linalool 1548 Tr
2-Undecanona 1588 Tr
B-Cariofileno 1595 1.3883
Benzoato de mentilo 1619 Tr
Benzoato de etilo 1647 Tr
a-Humulene 1668 0.19985
Mentil chavicol 1669 Tr
a-Amorfeno 1675 Tr
Acetato de a-Terpinilo 1695 Tr
a-Muuroleno 1711 Tr
Acetato de bencilo 1714 Tr
Carvona 1731 Tr
y-Cadineno 1756 Tr
2-Acetato de feniletilo 1826 Tr
(E)-Anetol 1827 Tr
Calamenene 1828 0.10538
Alcohol de benzilo 1861 Tr
Calacorene 1918 0.11437
Oxido de cariofileno 1976 Tr
Mentil eugenol 1985 Tr
Oxido de humuleno 1986 Tr
Cinamaldehido 2018 Tr
Cinamato de etilo 2072 Tr
Tiglato de bencilo 2103 Tr
Eugenol 2151 88.58535
Acetato de eugenilo 2263 5.62086
Humulenol 2265 0.27527
Total 98.2769 98.2769

Tabla 2. Composicion y porcentaje de aceite esencial de clavo (Eugenia
caryophyllata) obtenido con analisis GS-MS. a Orden de elucién en capilar HP-
20M; p Identificado mediante la comparacion de los datos del indice de Kovats y del
espectro de masas; ¢ indices de Kovats en la columna HP-20M, tr: traza (<0,1%).
Obtenido y modificado de (Chaieb et al., 2007).
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1.5.3. Aceite esencial de canela

El Cinnamomum zeylanicum, a veces conocido como C. verum, pertenece a
la familia Lauraceae, es originaria de Sri Lanka. Deriva de un arbol perenne tropical
gue alcanza una altura de 10 a 15 m de largo, que tiene una corteza, hojas y flores
muy aromaticas. Los principales compuestos volatiles presentes en la corteza son
el cinamaldehido y el eugenol. Se utiliza para tratar el asma, la bronquitis, la
diarrea, el dolor de cabeza, la inflamacion y los trastornos cardiacos (Singh et al.,
2021). La canela es un componente natural que presenta una amplia gama de
funciones farmacoldgicas, incluidas las actividades antioxidantes, antimicrobianas y
anticancerigenas (Sadeghi et al.,, 2019). Se ha investigado la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de canela para evaluar su eficacia contra 21
bacterias y 4 especies de Candida spp., utilizando métodos de difusion por disco y
concentracion minima inhibitoria, donde el aceite esencial mostr6 una fuerte
actividad antimicrobiana contra todos los microorganismos probados (Unlu et al.,
2010). ElI mecanismo de los antimicrobianos se ha revelado parcialmente en un
estudio sobre células de Saccharomyces cerevisiae donde el efecto inhibidor del
trans-cinamaldehido se debi6 a su capacidad para inhibir a las enzimas
sintetizadoras de la pared celular, la B- (1,3) -glucano sintasa y la quitina sintasa
(Bang et al., 2000).

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA



Compuesto Concentracion (%) en  Concentracién (%) en

aceite de hoja de aceite de corteza de
canela canela

Oxido de cariofileno 0,5 0,35
1,8-cineol 0,6 1.02
Benzoato de bencilo 3,0 0.01-0.37
Alcohol de bencilo 0,2 0,14
Eugenol 74,9 0,39-2,37
Benzaldehido 0,1 0,23-0,31
Canfeno 0,3 0,08-0,12
Cinamaldehido 1.1 62.09-89.31
Acetato de cinamilo 1.8 1,48-2,44
Linalol 2.5 1.6-4.08
a-Pineno 1.2 0,37-0,50
B-felandreno 0,2 0,23-0,25
a-cubebene 0,9 0,12-0,21
a-Humuleno 0,6 0.01-0.28
Mirceno 0,1 0.05-0.40
Limoneno 0,5 0,19-0,33
Cymene 0,8 0.02-1.31
B-pineno 0,3 0,07-0,15
Delta-3-Carene 0,6 0,37
B-cariofileno 4.1 0,89-2,05
Alcohol feniletilico 0,1 0,15
a-terpineno 0,1 0,03
a-felandreno 0,9 0,01
a-terpineol 0,3 0,01
a-Thujene 0,2 -
Safrole 1.3 -
Estireno 0,1 -
Elemene - 0.08-0.33
Borneol - 0,01-0,12
Cumarina - 0,41-0,47
Bencenopropanal - 0,41
Hinesol - 0,36
T-cadinol - 2,47
a-muuroleno - 4.32
a-amorfeno - 1,98

Tabla 3. La concentracién de algunos de los componentes identificados en el aceite
de canela (hojas y corteza). Recuperado y modificado de (Abd El-Hack et al., 2020).
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1.6 Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudio de la fisiologia de hongos

patégenos

En 1996, el genoma de Saccharomyces cerevisiae fue secuenciado
completamente (Goffeau et al., 1996). Esta levadura se convirtié en una referencia
atil contra la cual secuencias génicas de humanos, plantas o animales y una
inmensa variedad de organismos unicelulares, podian ser comparadas (Karathia
et al., 2011). El estrecho parentesco de S. cerevisiae con C. albicans (Diezmann
et al.,, 2004) y sus ventajas como sistema de modelo genético hacen de esta
levadura la mejor opcion para estudiar la respuesta al estrés oxidativo en patdgenos
fungicos (McCusker, 2006).

S. cerevisiae ha permitido identificar biomarcadores moleculares,
mecanismos desconocidos de accion y nuevos blancos terapéuticos potenciales.
Entre sus ventajas como modelo de estudio biologico, se pueden enumerar las

siguientes:

l. Su falta de patogenicidad y la simplicidad relativa de ser unicelular.

Il. Su facilidad de manipulacion genética, acoplada con un crecimiento rapido
y casi econdmico en condiciones de laboratorio bien controladas.

II. La posibilidad de ser almacenada una vez liofilizada

V. Su resistencia a una amplia gama de valores de pH y fuerza idnica,
condiciones que se encuentran comunmente en muestras ambientales.

V. Informacién funcional disponible casi para cada gen.

VI. Un alto grado de conservacion funcional con eucariotas mas complejos,
incluidos los humanos.

VII. La disponibilidad de una amplia gama de herramientas experimentales
dedicadas, protocolos, software y bases de datos.

vill.  La posibilidad de reducir las pruebas en animales, ya que la levadura se ha
propuesto como un buen organismo modelo para evaluar la toxicidad de los

contaminantes ambientales (Braconi et al., 2016).
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JUSTIFICACION

Las micosis més frecuentes a nivel mundial son las causadas por Candida
spp.

El funcionamiento de la CTE de Candida spp., €s un elemento clave de su
virulencia.

Actualmente existen cepas de interés clinico que presentan mecanismos de
resistencia a los antimicéticos de primera eleccion como el fluconazol.

S. cerevisiae muestra un estrecho parentesco filogenético con C albicans, lo
que hace al primero un modelo de estudio de la fisiologia de C. albicans.
Los aceites de menta, clavo y canela presentan propiedad antimicrobiana,
sin embargo, no se conoce si en el caso de los hongos, la disfuncion de la

CTE forma parte de su mecanismo de accion.
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3. HIPOTESIS

Los aceites esenciales de menta, clavo y canela disminuyen el crecimiento de
Saccharomyces cerevisiae al inhibir el funcionamiento de la CTE y alterar la
produccion de ERO.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto antifingico de los aceites esenciales de menta, clavo y canela en
Saccharomyces cerevisiae y si este efecto esta relacionado con una disminucion

del funcionamiento de la CTE y alteracion en la produccion de ERO.

4.2 Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto antifingico de los aceites esenciales de menta, clavo y
canela sobre el crecimiento celular de S. cerevisiae.

e Evaluar el efecto del aceite de menta, clavo y canela sobre la actividad de los
complejos de la CTE de mitocondrias de S. cerevisiae.

e Determinar el efecto de los aceites de menta, clavo y canela sobre la
formacion de ERO en mitocondrias de S. cerevisiae.

e Evaluar el efecto sinérgico in vitro del fluconazol y los aceites esenciales de

menta, clavo y canela en el crecimiento de S. cerevisiae.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Crecimiento de la levadura

Se utilizd la cepa haploide BY4741 de S. cerevisiae (MATa; his3A1;
leu2A0; met15A0; ura3A0;, WT). Las células fueron sembradas en medio YPD
liguido (extracto de levadura 1%, peptona de caseina 2%, dextrosa 2%). Se
realizaron pre-cultivos de la levadura en 50 mL de YPD durante 24 h con
agitacion constante a 30°C. Posteriormente, se hicieron cultivos de la levadura
partiendo de los pre-cultivos, ajustando a una densidad Optica inicial a 600 nm
(DOs00) de 0.03. Los cultivos se dejaron crecer por 24 h con agitacion constante
de100 rpm a 30°C.

5.2 Disefio experimental

Las células fueron tratadas con concentraciones crecientes de aceites
esenciales de menta, clavo o canela a 0.005%, 0.16%, 0.31%, 0.63%, y 1.25%
(V/V), durante 24 h. Los aceites se afiadieron en el momento de la inoculacion
de los medios de cultivo con S. cerevisiae. Los aceites fueron adquiridos de
doTERRA (Pleasant Grove, UT, USA). Para agregar los aceites, se prepararon
soluciones stock con aceite esencial, Ilgepal CA-630 (Sigma — Aldrich, St. Louis
MO, USA) y agua desionizada. Las células control fueron crecidas en ausencia
de cualquier aceite. El aceite esencial de menta utilizado contiene 10-30%
mentona, 20-60% mentol y 1-10% 1,8-cineol (eucaliptol); el aceite de clavo 63—
95% eugenol, 0.6-20% betacariofileno; y el aceite de canela 45-80%
cinamaldehido, 2-15% acetato de cinamilo y 1-10% eugenol (The doTerra oll
chemistry wheel, 3rd edition, 2021).

Las soluciones de stock con aceite esencial se prepararon a partir de un
stock de 50% del detergente Igepal CA-630 al 5% (con agua desionizada como
solvente). Para agregar los aceites se realiz6 un calculo de acuerdo con la

concentracion y volumen final requeridos.
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Para un volumen final de 10 ml: Para un volumen final de 250 ml:

0.005% - 1 pL 0.005% - 25 pL
0.16% - 32 pL 0.16% - 800 pL
0.31% - 62 pL 0.31%-1,550 pL
0.63%-126 pL 0.63%-3,150 pL
1.25%-250 pL 1.25%-6,250 pL

Para analizar si los aceites esenciales pueden sinergizar los efectos del
fluconazol, los cultivos se inocularon con combinaciones de 0.005% o0 0.16% de
aceites esenciales de menta, clavo y canela con 512 pg/mL de fluconazol
(Diflucan, Pfizer, New York, NY, USA).

5.3 Evaluacioén de la inhibicién del crecimiento

Al término del periodo de incubacion, las células obtenidas se lavaron tres
veces a 5000 rpm a 25°C por 10 min. Las células obtenidas se pesaron en una
balanza analitica. La inhibicion del crecimiento se expres6 como el porcentaje

de crecimiento con respecto al crecimiento de los cultivos control.
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5.4 Aislamiento de mitocondrias

Las mitocondrias de levadura se aislaron mediante centrifugacion
diferencial. Para obtener las mitocondrias, las levaduras se lavaron tres veces
con agua desionizada a 5000 rpm por 5 min a 4°C. Las células obtenidas se
pesaron y se les agregé medio de ruptura con 0.6 M de Manitol, 5 mM de MES
(pH 6.8 con trietanolamina) a una proporcion de 1 mL de medio por cada g de
células. Se agregaron perlas de vidrio para romper de manera mecanica la pared
celular con agitacion vigorosa en un vortex con ciclos de 1 min de agitaciény 1
min de descanso en hielo, hasta alcanzar 10 ciclos de agitacion. Se retiraron las
perlas de vidrio y se sonicé a 30W por 3 ciclos durante 30 s con 1 min de
descanso en hielo entre cada ciclo. Después, se centrifugd dos veces a 3000
rpm a 4°C por 10 min, el sobrenadante de la primera centrifugacion se guardo
para su posterior uso. La pastilla obtenida y el sobrenadante guardado
anteriormente se centrifugaron dos veces a 12000 rpm a 4°C por 20 min. Las
mitocondrias se re-suspendieron con medio de ruptura. La concentracion de

proteina mitocondrial fue determinada mediante el método de Biuret.

5.5 Actividad de los complejos de la CTE

Las actividades de los complejos mitocondriales fueron determinadas en
un espectrofotdmetro Shimadzu UV-2550 a temperatura ambiente utilizando

sustratos e inhibidores especificos para cada complejo.

5.5.1 Determinacion de la actividad del complejo Il

Se utilizaron 20 mg/mL de mitocondrias en un volumen de 2 mL de
buffer 50 mM de KH2PO4 (pH 7.6) y se incubaron tres minutos con 1 ug de
antimicina A. Al término de la incubacion se agregaron 80uM de 2,6-
diclorofenolindofenol (DCIP) y se comenz6 la lectura en el espectrofotbmetro
a una longitud de onda de 600 nm, transcurrido un minuto se agregé 10mM
de succinato y se continu6 el trazo durante cuatro minutos mas para medir la

reduccion del DCIP el cual actia como un aceptor artificial de electrones. La

FACULTAD DE QUIMICO FARMACOBIOLOGIA



tasa de reduccion de DCIP se calculo6 a partir de la pendiente del grafico de
absorbancia utilizando el coeficiente de extincién molar de 21 mM™ x cm™
para DCIP (Cortés-Rojo et al., 2009).

5.5.2 Determinacion de la actividad del complejo IlI

Se utilizaron 20 mg/mL de mitocondrias en un volumen de 2 mL de
buffer 50 mM de KH2PO4 (pH 7.6) y se incubaron durante 5 minutos con 1
mM de KCN. Al término de la incubacion, se agregaron 1.5 mg de citocromo
c oxidado y se comenzo la lectura en el espectrofotometro a una longitud de
onda de 550 nm, transcurrido un minuto se agregdé 10mM de succinato y se
continud el trazo durante dos minutos mas, durante los cuales se midio la
reduccion del citocromo c. La reaccion se detuvo al agregar 1 ug de
antimicina A el cual es un inhibidor del complejo Ill. La tasa de reduccion de
citocromo c¢ se calcul6 a partir de las pendientes de los graficos de
absorbancia utilizando un coeficiente de extincion molar de 19.1 mM™ x cm~
! para el citocromo c. La reduccién inespecifica del citocromo ¢ se eliminé
restando la actividad enzimética en presencia de antimicina A y succinato a

la actividad estimulada solo con succinato (Cortés-Rojo et al., 2009).
5.5.3 Determinacion de la actividad del complejo IV

Se utilizaron 20 mg/mL de mitocondrias en un volumen de 2 mL de
buffer 50 mM de KH2POu4 (pH 7.6) y se incubaron tres minutos con 1 pg de
antimicina A. Al término de la incubacion se agreg6 1.5 mg de citocromo ¢
reducido con unos granos de ditionita de sodio, y se midio su oxidacion en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 550 nm durante 20 s. La
reaccion se detuvo al agregar 1mM de KCN el cual es un inhibidor del
complejo IV. La tasa de reduccidon del citocromo ¢ se calculd a partir de las
pendientes de las graficas de absorbancia usando un coeficiente de extincion
molar de 19,1 mM-1 x cm? para el citocromo c. La oxidacién inespecifica del
citocromo c reducido se calcul6 restando la actividad enziméatica en presencia
de cianuro y citocromo ¢ a la actividad estimulada solo con citocromo ¢
(Cortés-Rojo et al., 2009).
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5.6 Determinacion de ERO

Esta determinacion se realiz6é evaluando la oxidacion por las ERO de
la sonda fluorescente 2" 7 -diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina (DCDHF-
DA), a una A de excitacion de 491 nm y una A de emision de 518 nm, en un
espectrofluorometro Shimadzu RF-5301. Se utiliz6 20 mg/mL de suspension
de mitocondrias aisladas y 5uL de DCDHF-DA (500 mM) para obtener un
volumen final de 2mL, aforando con medio con 10 mM HEPES,100 mM KCl,
3 mM MgCl 2 y 3 mM KH2PO4 (pH 7.4). Esta mezcla se agito durante 20 min
en un bafo de hielo. Posteriormente, esta mezcla se afadi6é en una cubeta
de cuarzo y se midio la fluorescencia basal por 1 min. Después, se afadi
una concentracion de 10 mM de succinato como sustrato respiratorio y se
midi6 el incremento en la fluorescencia durante 19 minutos. Los resultados
fueron expresados como unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF)/min x
mg de proteina (Ortiz-Avila et al., 2015).

5.7 Andlisis estadistico

Los resultados fueron expresados como la media + el error estandar
de al menos 3 experimentos independientes. La significancia estadistica de
las diferencias entre las medias (P<0.05) se determiné mediante la prueba
de ANOVA de una via, usando el test de Dunnett como prueba post hoc, con

el programa estadistico Sigma Plot version 11.
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6. RESULTADOS

6.1 Efectos de los aceites de menta, clavo y canela sobre la inhibicion de

crecimiento en Saccharomyces cerevisiae.

Se midié el porcentaje de inhibicion del crecimiento celular inducido por el
tratamiento con los aceites esenciales, por comparacion del peso de las células

obtenido después de su tratamiento con respecto al control.

En la Fig. 11 se observa la inhibicion maxima del crecimiento de aprox. 80%
con 0.16% de aceite esencial de canela, y no se observé un aumento significativo
de este efecto a concentraciones de 0.31%, 0.63%, y 1.25%. En cuanto al aceite
esencial de menta, se obtuvo una inhibicion similar a la obtenida con el aceite de
canela al 0.16% y 0.31%. Sin embargo, hubo una ligera disminucién del crecimiento
a 0.63% y 1.25%. Respecto al aceite esencial de clavo, el efecto inhibitorio al 0.16%
y 0.31%., fue aprox. un 10% menor al observado con las mismas concentraciones
de los otros dos aceites. Ademas, el efecto inhibitorio fue menor conforme aumenté

la concentracion de aceite, llegando a ser de aprox. un 60% con 1.25% de aceite.

En virtud del fuerte efecto inhibitorio de los aceites, se decidié disminuir la
concentracion de los aceites para obtener una suficiente cantidad de células para
determinar los efectos de los aceites a nivel mitocondrial. Esto se logro
disminuyendo hasta dos 6rdenes de magnitud la concentracién de los aceites a un
porcentaje de 0.005%, donde se observé alrededor de un 12% de inhibicién con
cualquier aceite (Fig. 12). Cabe hacerse mencién que no se pudo obtener un 50%
de inhibicion por los aceites, ya que cualquier aumento en la concentracion de estos

por arriba del 0.005% provocé una inhibicidén de casi el 80% (dato no mostrado).
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Figura 11. Inhibicién del crecimiento celular de Saccharomyces cerevisiae por los
aceites esenciales de menta, clavo y canela. Las células se incubaron con los
aceites en medio YPD durante 24 h. Los datos se presentan como la media * e.e.
de n=3 (ANOVA).
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Figura 12. Inhibicibn del crecimiento de Saccharomyces cerevisiae por el
tratamiento con 0.005% (V/V) de aceite esencial de menta, clavo o canela en medio
YPD durante 24 h. Los datos se presentan como la media + e.e. de n=3 (ANOVA Yy
test de Dunnett P<0.05).
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6.2 Efecto del tratamiento simultaneo con fluconazol y aceites esenciales en el

crecimiento de Saccharomyces cerevisiae.

Se estudio si la adicion de los aceites esenciales de manera individual puede
sinergizar los efectos del fluconazol. Se observé que 0.512ug/mL de fluconazol
inhibe en 20% el crecimiento de S. cerevisiae, lo cual fue mayor al porcentaje de
inhibicion obtenido individualmente con 0.005% de cada aceite. El efecto antifungico
del fluconazol no fue mejorado por el tratamiento conjunto con ninguno de los
aceites al 0.005% (Fig. 13). Por el contrario, la inhibicion del crecimiento fue mucho
mayor con 0.16% de aceites que con la concentracion usada de fluconazol. En este
caso, los efectos inhibitorios de los aceites no fueron mayores cuando se combiné
0.16% de cada aceite con 0.512 pug/mL de fluconazol. En conclusion, no se observo
sinergia efectos entre ninguno de los aceites y el fluconazol en su efecto antifangico

sobre S. cerevisiae.
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Figura 13. Inhibicibn del crecimiento de Saccharomyces cerevisiae por la
combinacion de aceites de menta, clavo o canela 'y 512 pug/ml de fluconazol en YPD
durante 24 h. Los datos se presentan como la media = e.e. de n=3 (ANOVA vy test
de Dunnett P<0.05).
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6.3 Efectos de los aceites de menta, clavo y canela sobre la actividad de los

complejos de la CTE en Saccharomyces cerevisiae.

Para determinar si la inhibicion del crecimiento ejercida por 0.005% de los
aceites esenciales (Figs. 11 y 12) puede estar relacionada con una disminucién de
la actividad de la CTE, se evaluaron las actividades de los complejos II, Il y IV de
la CTE de mitocondrias aisladas de células de S. cerevisiae que fueron tratadas

durante 24 h con los aceites.

En la Fig. 14 se muestra que la incubacion con 0.005% de los aceites
esenciales de menta, clavo y canela disminuyé en 22.6%, 31.8% y 30.7%,

respectivamente, la actividad del complejo Il.
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Figura 14. Actividad del complejo Il de mitocondrias aisladas de células de
Saccharomyces cerevisiae previamente incubadas con 0.005% (V/V) de aceites de
menta, clavo o canela en medio YPD durante 24 h. Los datos se presentan como la
media + e.e. de n=3 (ANOVA y test de Dunnett P<0.05).

En contraste, el tratamiento con los aceites esenciales no ejercié ningun
efecto estadisticamente significativo en las actividades de los complejos Il y IV. El
complejo Il (Fig. 15), tuvo una actividad respecto al control del 117.9%, 90.4% y
120.5% con los aceites esenciales de menta, clavo y canela, respectivamente. En
cambio, el complejo IV (Fig. 16) tuvo una actividad de 83.4%, 93.7% y 95.9%
respecto al control con los aceites esenciales de menta, clavo y canela. Sin

embargo, estas diferencias no fueron significativas para ningun tratamiento.
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Figura 15. Actividad del complejo Il de mitocondrias aisladas de células de
Saccharomyces cerevisiae previamente incubadas con 0.005% (V/V) de aceites de
menta, clavo o canela en medio YPD durante 24 h. Los datos se presentan como la
media + e.e. de n=3 (ANOVA y test de Dunnett P<0.05).
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Figura 16. Actividad del complejo IV de mitocondrias aisladas de células de
Saccharomyces cerevisiae previamente incubadas con 0.005% (V/V) de aceites de
menta, clavo o canela en medio YPD durante 24 h. Los datos se presentan como la
media + e.e. de n=3 (ANOVA y test de Dunnett P<0.05).
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6.4 Efecto de los aceites de menta, clavo y canela sobre la produccién de

especies reactivas de oxigeno en la mitocondria de Saccharomyces cerevisiae.

En la Fig. 17 se puede observar que el tratamiento de las células de la
levadura con 0.005% de los aceites de menta, clavo y canela disminuyen en
mitocondrias aisladas los niveles de ERO producidas con un sustrato del
complejo Il en un 67.8%, 70.3% y 80.3%, respectivamente. Estos efectos fueron

estadisticamente significativos solo con los aceites esenciales de menta y clavo.
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Figura 17. Produccién de especies reactivas de oxigeno (ERO) en mitocondrias
aisladas de células de Saccharomyces cerevisiae previamente incubadas con
0.005% (V/V) de aceites de menta, clavo o canela en medio YPD durante 24 h. Los
datos se presentan como la media + e.e. de n=3 (ANOVA y test de Dunnett P<0.05).
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7. DISCUSION

La frecuencia de infecciones micéticas oportunistas se debe en gran medida
a los mecanismos que las cepas de interés clinico han desarrollado a lo largo del
tiempo debido a la demanda y al uso indiscriminado de antimicéticos. Se ha
demostrado que el uso constante de antimicoticos ya sea a corto o largo plazo
desencadenan los mecanismos de resistencia de los microorganismos patdogenos
(Franz et al., 1998). El estudio de nuevos tratamientos que ayuden a erradicar las
infecciones micoéticas es de suma importancia para la poblacion en general. Los
aceites de menta, clavo y canela contienen principios activos como son mentona,
mentol, cinamaldehido y eugenol con propiedades antifingicas. Aunque también

presentan propiedad antioxidante, que previene el desarrollo del estrés oxidativo.

El presente trabajo plantea que los aceites de menta, clavo y canela
contribuyen a la inhibicion del desarrollo microbiano. Las mitocondrias tienen un
papel esencial en la patogenicidad y la resistencia a los farmacos antimicoticos. Por
tanto, las mitocondrias representan un objetivo atractivo para el desarrollo de
nuevas estrategias antifingicas. Al estar relacionada con el metabolismo
energético, el estrés oxidativo, la sefalizacion celular y la muerte celular, la
mitocondria controla hasta cierto punto la vida y la muerte en las células eucariotas.
Se ha propuesto la disfuncion mitocondrial como mecanismo de accién mediante el
cual dichos aceites esenciales actian sobre células de S. cerevisiae. De ser asi,
este modelo se puede aplicar en hongos patégenos dado que estudios anteriores
sugieren un vinculo entre la respiracion y la integridad de la pared celular (Duvenage
et al., 2019). Sin embargo, el modo de accion de estos aceites esenciales aun no

esta claro.

Se realizd una curva dosis — respuesta para determinar la dosis letal 50 de
los aceites. Se observd de manera sorprendente que el efecto maximo de los
aceites se obtuvo a concentraciones tan bajas como 0.16%, y que, en el caso de
los aceites de menta y clavo, el poder inhibitorio disminuy6 a concentraciones de
entre 0.31%, a 1.25% (Fig. 11). Una posible explicacion para ello es que el

incremento en la concentracion de aceites aumente de manera paralela el contenido
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de antioxidantes dentro de las células, ya que estos aceites se caracterizan por
contener antioxidantes de naturaleza lipofilica (Chaieb et al., 2007; de Sousa Barros
et al., 2015; Unlu et al., 2010), lo que podria contrarrestar el efecto negativo que
tienen los componentes de los aceites sobre enzimas de membrana (Rao et al.,

2019) tales como los complejos de la CTE.

En virtud de que concentraciones de entre 0.16% a 1.25% inhibieron en
alrededor de un 70 a un 90% el crecimiento de la levadura, se decidié bajar las
concentraciones de los aceites esenciales para alcanzar la dosis letal 50 y tener un
ndamero méas grande de células para poder aislar mitocondrias (Figs. 11 y 12). Sin
embargo, se encontrd que la ventana de efectos de los aceites es muy estrecha, ya
que diferentes concentraciones entre 0.005% y 0.16% provocaban una inhibicién
mayor del 50% por lo que se decidié estudiar los efectos a nivel mitocondrial en
células con 0.005% de los aceites, con la desventaja de que a esta concentracion
el porcentaje de inhibicion del crecimiento no fue muy alto. Por lo que se tiene como
perspectiva estudiar los efectos a nivel mitocondrial de los aceites a las
concentraciones de entre 0.16% a 1.25%, pero agregando los aceites esenciales

una vez que las células hayan alcanzado la fase estacionaria.

Es importante mencionar que estos resultados vienen apoyados de algunos
casos de aceites esenciales y su actividad antifiangica donde, por ejemplo, (Hammer
et al., 2004) demostraron las actividades antifingicas del aceite del arbol del té
contra C. albicans, C. glabrata y S. cerevisiae, con concentraciones minimas
inhibitorias (CIM) que oscilan entre el 0,5% y el 1% (v / v). Recientemente, (Powers
et al., 2018) seleccionaron un total de 60 aceites esenciales disponibles
comercialmente, tales como aceite esencial de corteza de canela, aceite esencial
de limén, aceite esencial de menta, entre otros, contra Aspergillus niger, C.
albicans y C. neoformans. En este caso, la CMI de los aceites esenciales oscild
entre el 0,02% vy el 1,250% (v / v). Por otro lado, (Hu et al., 2019) publicaron las
actividades antifungicas de la corteza de canela, menta, citronela, anis, pimienta y
aceite esencial de clavo contra A. niger, A. oryzae y A. ochraceus con MIC de 0,06%
a0,2% (v/v).
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En la medicién de la actividad de los complejos de la cadena de transporte
de electrones, los resultados demuestran que la actividad del complejo Il de las
mitocondrias de S. cerevisiae se ve disminuido mediante el tratamiento con aceite
de clavo y canela con respecto al grupo control, mientras que la menta no causo
ninguna diferencia en este complejo (Figura 14). No obstante, se debe tener en
cuenta la complejidad de la composicion de cada aceite esencial, por o que el
mecanismo de accién podria ser distinto en cada caso (Yang et al., 2021). Por otra
parte, en la actividad del complejo Il y IV (Figura 15 y 16) no se obtuvo diferencia
estadistica, por consiguiente, el Unico complejo que sufrié dafio fue el Il. Esto se
relaciona con un estudio el cual muestra que el aceite esencial de Salvia officinalis
inhibe la entrada de electrones a la CTE, a través del complejo I, en larvas de Aedes
aegypti y esto se atribuye a la permeabilidad de 1,8-cineol y a-tujona a las
membranas biolégicas, compuestos lipidicos y solubles en agua. Una posible
explicacion es que ocurra una modificacion en las vias metabdlicas que
proporcionan los sustratos necesarios para la entrada de electrones de este
complejo, o por una disminucion en el flujo de electrones a la ubiquinona (Q),

afectando la produccién de ATP (Castillo-Morales et al., 2019).

La disminucién de la actividad del complejo Il (Fig. 14) correlaciona con la
menor produccion de ERO observada con el tratamiento de los aceites (Fig. 17),
dado que este pardmetro se midié usando succinato, el sustrato de este complejo.
Por lo tanto, se puede proponer que al haber menor flujo de electrones en la cadena
debido a una menor oxidacion del succinato en el complejo II, podria haber menor
disponibilidad de electrones para que el complejo Ill, el sitio principal de produccion
de ERO en la CTE de S. cerevisiae, reduzca de manera no catalitica al oxigeno
para producir radical superéxido. La otra posible explicacion para este fenbmeno es
que alguno de los componentes antioxidantes del aceite este disminuyendo la
produccion de ERO a nivel mitocondrial. Esta idea parece factible por el hecho de
gue las ERO se producen en las inmediaciones de la membrana interna mitocondrial
y a que los compuestos lipofilicos del aceite podrian acumularse en estructuras
hidrofébicas como lo son las membranas biol6gicas. En un estudio con el aceite

esencial de las hojas de Vernonia brasiliana, un aceite rico en terpenos, se
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observaron cambios ultraestructurales en las mitocondrias, la disminucion del
potencial de membrana mitocondrial y el aumento de la produccién de ROS, que en
conjunto indujeron la muerte celular por apoptosis tardia (Mondégo-Oliveira et al.,
2021).

Muchos compuestos antioxidantes actdan por un Unico mecanismo, pero
otros como por ejemplo los compuestos fendlicos pueden tener acciones
combinadas. Los compuestos fendlicos estabilizan los radicales libres al ceder un
hidrogeno de sus grupos hidroxilos, formandose un puente de hidrogeno entre dos
grupos cercanos. El grado de actividad de los compuestos fendlicos y de otros
muchos antioxidantes, esta relacionado con el numero de grupos hidroxilo que
posee la molécula. Cabe destacar que también puede existir un sinergismo entre
las distintas moléculas antioxidantes in vitro e in vivo (Choe & Min, 2006; Rao et al.,
2019). Los resultados de este trabajo indican que el efecto toxico de los aceites no
esta relacionado con dafio oxidativo en las células debido a una mayor produccion
de ERO. Sin embargo, se ha encontrado que la disminucién de la actividad del
complejo Il puede tener un impacto profundo en todo el funcionamiento de la
mitocondria, llevando a una disminucién de la sintesis de ATP, pérdida de la

integridad mitocondrial e induccién de muerte celular (Harmuth et al., 2018).

Se realizé un experimento adicional en el que se estudié el comportamiento
gue se tuvo al adicionar 0.00512% de fluconazol con aceites de menta, clavo y
canela al 0.005% y 0.16%. (Fig. 13). Se demostré que el efecto del fluconazol no
fue mejorado por el tratamiento conjunto con ninguno de los aceites a dichas
concentraciones, esto podria ser debido a que la dosis de fluconazol utilizada no

fue lo suficientemente alta para causar un efecto sinérgico.

Es de resaltarse que concentraciones de los aceites tan bajas como 0.16%
provoguen un efecto inhibitorio del crecimiento de casi la totalidad de las células, lo
gue sugiere que estos aceites podrian utilizarse a muy bajas dosis, al menos en
infecciones fungicas topicas, donde se evitaria la ingesta del aceite y sus probables
efectos toxicos. Sin embargo, en funcién de lo anterior, parece factible estudiar los

efectos toxicos en mamiferos de estos aceites en toda la gama de concentraciones
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estudiadas, para ver la factibilidad de su administracién contra micosis profundas
por otras vias de administracion. Su uso como nueva terapia antifingica podria
sustituir a los medicamentos convencionales. Sin embargo, estas suposiciones
deben tomarse con precaucion dado que los efectos fungicidas fueron estudiados
en S. cerevisiae pero no en Candida spp., por lo que otra perspectiva es realizar el

presente estudio en este ultimo hongo.
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8. CONCLUSION

Los aceites de menta, clavo y canela inhiben a bajas concentraciones el crecimiento
de la levadura S. cerevisiae, lo cual podria estar relacionado con una disminucién
de la actividad del complejo II, lo que causa una disminucion en la produccién de
ERO.
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