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1. Los desafios en la investigacidn de las candidiasis

Las infecciones flingicas invasoras han aumentado tanto en frecuencia como en gravedad. Este
aumento es debido principalmente al incremento del nimero de personas que sufren
alteraciones inmunitarias bien por condiciones fisioldgicas, como las edades extremas de la vida,
o patolégicas como determinadas enfermedades hematoldgicas, metabdlicas (diabetes),
inmunodeficiencias, neoplasias, sida, grandes quemados o con intervenciones quirurgicas
mayores. También se produce una alteracion de los sistemas defensivos por tratamientos
prolongados o intensos con antibidticos, corticoides, quimioterapia, radioterapia o trasplante de
organos, o con el uso de sondas, catéteres para nutricién o tratamiento parenteral, protesis, etc.
Ademas se ha producido una variacién en el tipo de hongos patdgenos que se aislan en estos
pacientes. En el caso de las candidiasis invasoras, esto se ha traducido en la creciente aparicién
de especies de Candida distintas de Candida albicans, de las que es necesario conocer su
patogenicidad y su perfil de resistencia in vivo a los farmacos antifungicos porque su aparicién
se ha visto favorecida por una selecciéon de especies resistentes debido en gran parte a la
utilizacién de tratamientos profilacticos.

En las ultimas décadas han aparecido nuevos tratamientos para las infecciones fungicas
invasoras que han mejorado la supervivencia de los pacientes. Aunque se realizan evaluaciones
in vitro de forma habitual, es fundamental la valoraciéon de estos tratamientos también en
modelos in vivo. La investigacidon utilizando mamiferos acarrea dilemas éticos y costes
econdmicos importantes. Una solucién potencial, sencillay econémica a estos problemas son los
modelos en animales invertebrados, pero antes de plantear su utilizacion para estudiar los
diversos aspectos de la candidiasis, es necesario conocer las especies de Candida que tienen la
capacidad de causar una infeccion y el grado de invasion en los distintos modelos. Por otra parte,
las distintas formulaciones de farmacos también pueden afectar la fisiologia del modelo, por lo
gue es necesario conocer si los tratamientos antifingicos se ajustan adecuadamente a cada
modelo animal.

Los avances en la utilizacién de algunos modelos en animales invertebrados de facil cultivo y alto
rendimiento (es decir, que permiten la realizacion de varias tareas de manera automatizada,
reduciendo la carga de trabajo y mejorando la fiabilidad), han hecho posible la busqueda masiva
de sustancias con actividad antifungica. El nematodo Caenorhabditis elegans es uno de los
modelos mds utilizados en el que se han realizado estudios con diversos microorganismos, entre
ellos Candida. Sin embargo, la variedad de especies de Candida que se han estudiado es escasa.
La valoracién de la utilidad del modelo continda con la evaluacidn de la capacidad de distintos
tratamientos antifungicos para aumentar la supervivencia en los nematodos infectados,
basandose en estudios estadisticos. Esto permite la comparacién tanto de cada tratamiento
respecto a los individuos no tratados, como de los distintos tratamientos entre si. En estos
modelos ademas se evaluan los posibles efectos téxicos de los farmacos antifiingicos en los



animales que no han sido infectados. En las investigaciones publicadas sobre el modelo en
Caenorhabditis elegans no se ha comentado la influencia directa del solvente del farmaco
antifungico sobre el animal. El dimetil sulféxido (DMSO) es el solvente mas utilizado para la
mayoria de los fdrmacos y tiene la capacidad de atravesar rapidamente las membranas celulares
por lo que es fundamental conocer su influencia sobre la fisiologia de Caenorhabditis elegans.

2. Candida en el reino Fungi

Los hongos son organismos eucariotas que forman parte del Reino Fungi o Mycetae. Su
metabolismo es quimioheterétrofo, se basa en la digestion de materia organica insoluble por
medio de la secrecién de enzimas y la posterior absorcidon de los nutrientes solubilizados. De
acuerdo a su morfologia, los integrantes del Reino Fungi pueden clasificarse en hongos
filamentosos, levaduras y hongos dimorfos o polimorfos. Los hongos filamentosos son
organismos multicelulares que al microscopio presentan estructuras tubulares llamadas hifas y
en los medios de cultivo crecen como colonias algodonosas. Las levaduras son unicelulares con
una morfologia ovoide o esférica que se reproducen por gemacién y miden entre 3y 5 um. En el
medio de cultivo crecen formando colonias de aspecto cremoso, himedo y opaco. Este grupo de
hongos comprende géneros de gran importancia clinica como son Candida y Cryptococcus,
ademas de otros con interés en la industria alimentaria, como Saccharomyces cerevisiae. Los
hongos dimorfos o polimorfos son aquellos que expresan fenotipicamente dos o mas
morfologias distintas en funcién de las caracteristicas del medio o del ambiente en el que crecen,
como la temperatura, la concentracién de CO; y el pH. Algunos hongos patégenos muestran un
dimorfismo térmico: a 25 °C son hongos filamentosos y a 37 °C, cuando infectan a una persona,
adquieren la forma de levadura [Rippon 1988; Sil y Andrianopoulos 2014].

Candida es una levadura con una gran capacidad de adaptacion al medio, lo que le ha permitido
colonizar con gran éxito la piel y las superficies mucosas y formar parte de las microbiotas de la
cavidad oral, tracto gastrointestinal y vagina de los seres humanos y de otros animales. Estas
levaduras poseen una pared celular de gran plasticidad que contribuye a dar forma a la célula,
ademads de controlar su permeabilidad, protegerla de los cambios osméticos en el medio
circundante y regular la interaccién entre el huésped y la célula fungica. Al ser el primer lugar de
interaccion, la pared celular desempefia un importante papel tanto en el inicio como en el
desarrollo de la accidn patdgena (Figura 1). Estd compuesta por proteinas y polisacaridos como
glucano (50-60% del peso seco de la pared), quitina (1-2%) y manano (30-40%). De todos los
polisacaridos mencionados, el glucano, sintetizado por la 1,3-B-D-glucano sintetasa, es el mas
importante para mantener la estructura celular [Pontdn 2008].

La membrana citoplasmatica consta de una doble capa lipidica relativamente impermeable para
las moléculas hidrdfilas, compuesta principalmente por ergosterol y otros esteroles, grandes
cantidades de proteinas con una escasa proporcion de carbohidratos. Es una estructura que
reviste gran importancia porque las proteinas que la forman estan especializadas en diversas



funciones vitales para la célula fungica tales como el transporte, la recepcién y el envio de sefiales,
la comunicacion con el ambiente exterior, la captacidon selectiva y/o la secrecion de solutos, los
procesos de endocitosis/exocitosis, la generacién de potencial de membrana y la sintesis y
mantenimiento de la pared celular [Cabezén et al. 2009; Ghosh et al. 2010; te Welscher et al.
2012].
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Figura 1. Membrana y pared celular de los hongos.

De las aproximadamente 150 especies de Candida, la mds frecuentemente aislada es
Candida albicans. La candidiasis vaginal materna es un factor de riesgo para la colonizacién
primaria neonatal durante el parto [Mahieu et al. 2010; Pammi et al. 2013]. A pesar de su
ubicuidad y de ser un género con una gran cantidad de especies descritas, solamente 15 de ellas
causan infecciéon con relativa frecuencia: Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida
glabrata, Candida tropicalis, Candida orthopsilosis, Candida krusei, Candida lusitaniae, Candida
guilliermondii, Candida famata, Candida dubliniensis, Candida metapsilosis, Candida kefyr,
Candida inconspicua, Candida norvegensis y Candida rugosa [Papon et al. 2013]. Aunque las
frecuencias de aislamiento pueden variar, en el 95% de las infecciones los patdgenos
involucrados son Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis y
Candida tropicalis [Bassetti et al. 2013; Pemadn et al. 2011; Puig-Asensio et al. 2014].



3. Candidiasis y formas de estudio de las candidiasis
invasoras

Candida puede formar parte de la microbiota de la piel y las mucosas del ser humano y su
aislamiento no implica la existencia de una infeccidn. Sin embargo, un desequilibrio en la
microbiota del huésped puede ser el inicio o contribuir al desarrollo de una candidiasis con una
amplia variedad de cuadros clinicos, desde lesiones superficiales leves, principalmente en las
mucosas oral y vaginal, hasta infecciones diseminadas en pacientes con factores de riesgo
[Sdnchez Vargas et al. 2010].

Las infecciones diseminadas causadas por Candida se caracterizan por ser invasoras y propagarse
a distintos drganos y tejidos a través de los sistemas linfatico y circulatorio. La utilizacidn de
catéteres y sondas en pacientes con neutropenia es un factor importante en la incidencia de
candidiasis. Ademas del agente patégeno causante de la infeccién y su capacidad de resistencia
a los farmacos antiflngicos, los defectos inmunolégicos subyacentes son importantes en la
gravedad y la duracidén de la infeccién. En muchos casos, las infecciones fungicas son la causa
directa de la muerte de los pacientes que sufren un alto grado de inmunodeficiencia. Los
pacientes con leucemia aguda, los receptores de trasplante de precursores hematopoyéticos y
los receptores de 6rganos sélidos, representan los tres tipos mas comunes de pacientes en riesgo.
También hay factores extrinsecos importantes como la intensidad de un tratamiento de
radioterapia, las brechas en la piel y mucosas causadas por la cirugia, la intensidad de la
inmunosupresion debido al tipo, dosis de farmacos y duracion del tratamiento y la exposicién
ambiental comunitaria o intrahospitalaria [Lass-Florl et al. 2008; Low y Rotstein 2011].

La comprension de diversos aspectos de las candidiasis se ha visto facilitada tanto por el
desarrollo de técnicas genéticas, como por varios tipos de estudios: la protedmica de su
interaccion con el anfitridn, estudios acerca de la formacion de biopeliculas, de la resistencia a
los medicamentos, de los estados morfogenéticos, del cambio fenotipico, etc. Las técnicas que
se utilizan actualmente en estudios de genética molecular, incluyen la transformacién de ADN,
la interrupcion secuencial rapida de genes, el aislamiento y la secuenciacion de ARN, el marcado
de epitopos, el uso de genes indicadores reguladores y promotores, la inmunoprecipitacion de
la cromatina y las micromatrices o microarrays de ADN [Kabir et al. 2012].

3.1 Candidiasis invasora

La candidiasis invasora aguda se presenta de manera habitual en forma de candidemia. En casi
la mitad de los casos y principalmente en neonatos, los hemocultivos son negativos, por lo que
la incidencia de las candidiasis invasoras puede ser mayor que la descrita en los estudios
epidemioldgicos. La profilaxis con fluconazol ha disminuido las candidiasis invasoras por
Candida albicans 'y Candida tropicalis, con la consiguiente emergencia etiologica de



Candida glabrata, Candida parapsilosis y Candida krusei, aunque alrededor de la mitad de las
candidemias siguen siendo causadas por Candida albicans [Quindds 2010; Quindds 2014]. La
epidemiologia de las candidemias varia entre regiones y paises, observdndose tasas de incidencia
mas altas en América del Norte que en Europa y muy variable entre los distintos paises de
América del Sur [Nucci et al. 2013].

3.2 Factores de virulencia y mecanismos de patogenicidad

Candida presenta diversos factores de virulencia que contribuyen a explicar sus mecanismos
patdgenos, tales como la formacion de biopeliculas, la expresidon de adhesinas, la transicion
levaduras-hifas y la liberacidn de enzimas hidroliticas.

La adhesién a las superficies constituye un prerrequisito para la colonizaciéon del huésped y
contribuye a la persistencia de los microorganismos en objetos inanimados tales como catéteres
intravasculares, proétesis, valvulas cardiacas artificiales, etc. Candida es capaz de formar
biopeliculas sobre dichas superficies en un modo de crecimiento que conlleva ventajas
ecolégicas, como la proteccion y cooperacion metabdlica entre los microorganismos que la
forman. Este complejo entramado se relaciona con mas del 65% de las infecciones asociadas a la
asistencia sanitaria, con elevadas tasas de morbilidad y mortalidad [Ramage et al. 2006; Sdnchez
Vargas et al. 2010]. Entre las proteinas asociadas a la formacion de biopeliculas destacan diversas
adhesinas de la familia ALS (Agglutinin-Like Sequence). Las adhesinas participan en interacciones
con glicoproteinas especificas de superficies celulares, ayudando a la formacion de biopeliculas
monomicrobianas o mixtas por coagregacion de varias especies fungicas o de Candida con
bacterias. Hay diferentes moléculas en la superficie celular de Candida albicans y Streptococcus
orales que intervienen en la adhesidn y coagregaciéon de bacterias y hongos para formar
biopeliculas de especies mixtas [Morales y Hogan 2010]. Als3p es una adhesina que juega un
papel clave en la interaccidn de Candida albicans con bacterias en la formacidn de biopeliculas
mixtas [Peters et al. 2012], ademas de tener otras importantes funciones tales como la capacidad
de unirse a receptores celulares epiteliales y receptores endoteliales como las cadherinas,
induciendo la endocitosis de Candida albicans, o a la ferritina para utilizarla como fuente de
hierro (Fe3*). Por otra parte, Alslp participa en la unién a las células endoteliales de los vasos
sanguineos. Otra adhesina que se expresa en la pared celular de las hifas de Candida albicans,
Candida dubliniensis, Candida tropicalis y Candida parapsilosis es |la proteina Hwp1 (hyphal-wall
protein 1). Esta adhesina favorece el mantenimiento de Candida como parte de la microbiota
oral mediante la formacidon de enlaces covalentes con las células epiteliales bucales [Staab et al.
2013].

La transicién de levaduras a hifas es otro factor de virulencia que se asocia a un mayor grado de
infecciéon en las candidiasis invasoras, principalmente en Candida albicans. Cuando Candida
crece en forma de levadura y es fagocitada, puede producirse una transformacion en hifas que
crecen de manera multidireccional y tras sucesivas divisiones pueden llegar a medir 100 um, lo



que representa un tamano mds que suficiente para escapar de un fagocito, adherirse a células o
penetrar en el endotelio e invadir los érganos solidos [Brand 2012]. La proteina Hyr1p (hyphally
regulated 1 protein) que se expresa durante el desarrollo de las hifas esta implicada en la
resistencia a la destruccién intrafagocitica y se asocia a una mayor concentracion fungica en los
tejidos [Luo et al. 2010].

Durante el crecimiento de las hifas, pueden expresarse enzimas como las aspartil proteasas,
fosfolipasas, lipasas, fosfomonoesterasas y hexosaminidasas que favorecen la invasién y
destruccidn de los tejidos. En Candida albicans se han descrito diez tipos diferentes de aspartil
proteasas (sapl a sapl0), mientras que en otras especies de Candida, los genes SAP se
encuentran en cantidades variables [Dimopoulos et al. 2013]. Solamente sapl a sap6 parecen
jugar un papel significativo en la infeccidn. Sin embargo, sap7 a un pH éptimo de 6,5 y sap8 a pH
2,5 presentan actividad [Aoki et al. 2011]. La funcién de sap9 y sapl0 estd asociada al
mantenimiento de la integridad de la pared celular y la interaccién con las células epiteliales y
neutrdéfilos [Schild et al. 2011]. Las fosfolipasas se clasifican segiin su modo de accidn y sus dianas
en fosfolipasas A, B, C y D, lisofosfolipasa y lisofosfolipasa transacilasa. Se ha demostrado
actividad fosfolipasa en muchos patdgenos fungicos, junto con su implicacién en la patogenia de
la candidiasis, donde tienen por funcién hidrolizar una o mas uniones éster de los
glicerofosfolipidos [Parneix y Rogues 2013].

Una vez que Candida alcanza un entorno mas favorable, la liberacién de farnesol bloquea la
transicién de la levadura a hifa para volver a un crecimiento levaduriforme que facilite su difusidn
a través del torrente sanguineo [Ghosh et al. 2010]. Ademas, en el proceso de morfogénesis,
Candida expone patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) que alertan al sistema
inmune. Estas moléculas son proteinas y polisacaridos de superficie (B-glucanos, quitina y
mananos), las enzimas secretadas y sus productos de degradacion y el ATP liberado durante la
lisis de la célula del huésped [Brand 2012]. Los fagocitos captan estas sefiales a través de la
dectina-1 y otros receptores e inducen la liberaciéon de IL-1B y otras citoquinas, que reclutan
células Ty neutréfilos [Cheng et al. 2011; Ghosh et al. 2010]. Las personas con un sistema inmune
inalterado son capaces de limitar tanto la extensién de la infecciéon, como la colonizacién por
Candida, mientras que en aquellos pacientes con inmunodeficiencia a menudo la colonizacién
conduce al desarrollo de una candidiasis mucosa o a una candidiasis invasora. Candida dispone
de sistemas de evasidn de la respuesta inmune con un conjunto de procesos que se activan
coordinadamente. Uno de ellos es el ocultamiento del B-glucano, que es cubierto por las
proteinas de la pared impidiendo asi su reconocimiento por la dectina-1. Por otra parte, las sap
actuan inhibiendo la activacion del sistema del complemento mediante la degradacion del factor
C3b, a la vez que la formacion de hifas inhibe el desarrollo del fagolisosoma haciendo ineficaz la
fagocitosis. Ademas, la liberacién de catalasa y superdxido dismutasas por Candida bloquea el
sistema oxidativo de radicales libres del macréfago. Por otra parte, Candida albicans secreta una
glicoproteina o factor soluble que inhibe la produccién de interleucina 12 (IL-12) y de interferdn
gamma (IFN-y), alterando asi la respuesta inmune celular. La respuesta de los linfocitos T



cooperadores 17 (Th17) se ve alterada por la inhibicién del metabolismo del triptéfano vy el
aumento de los metabolitos de 5-hidroxitriptéfano que ademas disminuye la produccion de IL-
17 [Gilbert et al. 2014; Jiménez-Lopez y Lorenz 2013; Luo et al. 2013].

Se ha observado que Candida presenta glicoproteinas de la pared celular que podrian ejercer un
efecto téxico similar al que producen las micotoxinas producidas por los hongos filamentosos y
gue podrian estar asociadas a enfermedades de etiologia incierta o desconocida como la
enfermedad de Kawasaki [Ishibashi et al. 2014; Nakamura et al. 2014; Yoshikane et al. 2015].

3.3 Epidemiologia

Segun los ultimos datos publicados en 2014, en el Estudio de Prevalencia de las Infecciones
Nosocomiales en Espaia (EPINE) [Sociedad Espafiola de Medicina Preventiva, Salud Publica e
Higiene 2014], mas de un 7% de los pacientes hospitalizados en Espafia desarrolla una infeccién
intrahospitalaria y de éstas, entre el 5 y el 15% tienen como etiologia a Candida, clasificAndose
como uno de los agentes mds frecuentes entre las infecciones hematoldgicas asociadas a la
asistencia sanitaria en diferentes paises y siendo la causante del 80% de las fungemias [Ott et al.
2013; Simonetti et al. 2013].

El prondstico de la candidiasis invasora es sombrio, ya que la tasa de mortalidad atribuible a estas
infecciones en la atencidn sanitaria se sitla en torno al 45% [MacCallum 2010]. No obstante, este
prondstico depende de multiples factores, entre los cuales se encuentran la especie involucrada,
el tiempo transcurrido desde el inicio de la infeccidn, factores intrinsecos y extrinsecos del
paciente, el tratamiento elegido y la dosis de farmaco administrada. Sin embargo, Arendrup
plantea que la situacién clinica inicial de los pacientes ingresados en unidades de cuidados
intensivos (UCI) es un factor predictivo determinante de la mortalidad de estas infecciones
[Arendrup 2013].

A pesar de las posibles variaciones epidemioldgicas, la enfermedad fungica invasora mas
frecuente en todas las latitudes geograficas es la infeccion sistémica por Candida, con o sin
candidemia asociada. Sin embargo, la incidencia, la tasa de mortalidad y la distribucién de las
especies causantes de las candidiasis varian tanto entre las diferentes regiones de un mismo pais,
como entre diferentes centros hospitalarios. Cada vez mas cobran importancia las especies
distintas de Candida albicans, asi como la variacion en la sensibilidad de los aislamientos clinicos
de Candida estudiados frente a los distintos farmacos antiflingicos [Carrillo-Mufioz et al. 2006;
Peman y Salavert 2012]. En Espaia la incidencia global ha aumentado en la Ultima década de 4,3
casos por cada 100.000 habitantes [Almirante et al. 2005] a 8,14 casos por cada 100.000, con
una mayor incidencia en nifios menores de 1 afio (96,4 por cada 100 000 habitantes) [Puig-
Asensio et al. 2014]. Estas cifras son mas altas que las encontradas en varios lugares del norte de
Europa (entre 2,4 y 5,7 casos por cada 100.000 habitantes), pero menor que en EEUU (10 casos
por cada 100.000 habitantes) [Quindds 2014]. Las tasas de mortalidad por candidiasis invasora



se han reducido en un 50% en las uUltimas décadas, alcanzando 0,62 muertes por cada 100.000
habitantes. También se ha producido una disminucidn en las tasas de muerte por candidiasis
invasora asociada a la infeccién por el VIH, llegando a 0,04 por cada 100.000 habitantes [Quindds
2014]. En Latinoamérica la incidencia global de candidiasis invasora es de 1,18 casos por cada
1.000 ingresos y 0,23 casos por 1.000 pacientes/dia, con importantes diferencias entre los paises.
La mayor incidencia se observé en Argentina (1,95 casos por cada 1.000 ingresos y 0,24 casos
por 1.000 pacientes/dia) y la menor en Chile (0,33 por 1.000 admisiones y 0,09 por cada 1.000
pacientes/dia). Cabe sefialar que las tasas de incidencia fueron mas bajas en los hospitales
privados, hecho que manifiesta la importancia de diferentes factores, como las caracteristicas de
los hospitales, las diferentes poblaciones, las normas de profilaxis y el tratamiento empirico de
pacientes, en la variabilidad observada de la incidencia de la candidiasis invasora tanto entre
paises, como entre centros hospitalarios dentro de un mismo pais [Nucci et al. 2013].

Los datos epidemioldgicos locales tienen gran importancia en la orientaciéon de la terapia
antifungica empirica en pacientes con una alta probabilidad de desarrollar candidemia. En el
estudio poblacional realizado en Espafia entre 2010 y 2011 (CandiPop), se analizaron 752
aislamientos de candidemias. Candida albicans fue la especie predominante (45,4%), seguida por
Candida parapsilosis  (24,9%), Candida glabrata (13,4%), Candida tropicalis (7,7%) vy
Candida krusei (2%). Sin embargo, la variabilidad geografica en la distribucidén de las especies
causantes de candidemia es ampliamente reconocida [Peman et al. 2012; Puig-Asensio et al.
2014]. Se ha demostrado que la resistencia o sensibilidad disminuida a los farmacos antifungicos
es mas frecuente en las especies emergentes en comparacién con Candida albicans, lo que
aumenta la gravedad de las micosis invasoras y hace mas necesario un diagndstico temprano que
permita la rapida instauracion del tratamiento antifingico adecuado. Aislamientos clinicos de
algunas especies de Candida entre las que destacan Candida guilliermondii, Candida krusei y
Candida glabrata han mostrado ser resistentes a la anfotericina B. Asi mismo, a la resistencia
intrinseca y la sensibilidad dependiente de dosis que respectivamente presentan Candida krusei
y Candida glabrata al fluconazol, se agrega la existencia de cepas orofaringeas de
Candida albicans y Candida dubliniensis provenientes de pacientes infectados por VIH, que
presentan resistencia al fluconazol. También se ha demostrado la resistencia in vitro en otras
especies que presentan menos incidencia, como Candida norvegensis, Candida inconspicua y
Candida ciferri. La capacidad de Candida glabrata para desarrollar resistencia a los azoles,
también se manifiesta como una escasa sensibilidad al itraconazol, cuya actividad también es
pobre contra Candida krusei si se compara con la eficacia del posaconazol o del voriconazol
[Golas et al. 2014].

3.4 Diagnéstico

El diagnéstico directo de las micosis invasoras se basa principalmente en la visualizacién del
hongo al microscopio en los tejidos afectados, ademas de su aislamiento en el cultivo en
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muestras clinicas significativas como sangre, liquido cefalorraquideo (LCR) o biopsias. Sin
embargo, estas técnicas de diagndstico pueden ser lentas, poco concluyentes o confirmarse en
estadios tardios de la infeccion; ademas, la obtenciéon de muestras clinicas utiles muchas veces
requiere procedimientos invasores o volumenes dificiles de obtener en neonatos. Un diagndstico
presuntivo temprano de algunas micosis invasoras como aspergilosis, candidiasis, fusariosis,
mucormicosis o neumocistosis se puede obtener por observacidén en algunos tipos de muestras
clinicas como las cutaneas, respiratorias o las obtenidas por aspiracion de diferentes lesiones.
Estas muestras son tratadas con KOH o tefiidas con coloraciones microbioldgicas, como azul de
metileno, azul de toluidina, Gram, metenamina de plata de Gomori-Grocott, blanco de calcofltor
o con anticuerpos marcados con fluoresceina [Ayats et al. 2011; Lass-Florl 2009; Oz y Kiraz 2011].
Existen técnicas que mediante amplificacién de ADN, permiten identificar especies cripticas
como Candida africana y Candida dubliniensis, Candida bracarensis y Candida nivariensis o
Candida metapsilosis y Candida orthopsilosis dentro de los complejos-especies Candida albicans,
Candida glabrata o Candida parapsilosis, respectivamente [Alcoba-Florez et al. 2005; Alonso-
Vargas et al. 2008; Bishop et al. 2008; Tavanti et al. 2005]. Otros métodos basados en hibridacidon
in situ con sondas fluorescentes PNA-FISH permiten la identificacidn de varias especies de
Candida a partir de los medios de cultivo o detectan su presencia en los frascos de hemocultivos
o los tejidos de biopsias [Rickerts et al. 2011; Trnovsky et al. 2008; Wang 2011].

Para evitar los inconvenientes de las técnicas convencionales, se han buscado métodos que no
dependan del cultivo, sino de la detecciéon de componentes especificos del microorganismo,
como antigenos, acidos nucleicos o metabolitos [Arendrup et al. 2009; Quindés et al. 2011],
ademds de métodos anatomopatolégicos moleculares rapidos y especificos. Las técnicas
moleculares se realizan directamente en muestras de sangre, suero, lavado broncoalveolar o LCR
y permiten obtener un diagndstico en menos tiempo que el cultivo y la posterior identificacion
del agente infeccioso. Estas técnicas estdn basadas en el uso de anticuerpos monoclonales,
sondas de hibridacién o amplificacion de secuencias génicas especificas que detectan
componentes flungicos como el 1-3-B-D-glucano, manano, galactomanano o glucuroxilomanano,
proteinas o acidos nucleicos que podrian ser eficaces en la deteccién de la candidemia [Lamoth
et al. 2010; Lucignano et al. 2011]. Sin embargo, estas dos uUltimas aun requieren una correcta
estandarizacién de la metodologia, al igual que ocurre con los métodos inmunohistoquimicos,
hibridacién in situ o amplificaciéon de acido nucleicos en muestras de tejidos, ya que estos
biomarcadores no ofrecen un grado importante de seguridad diagndstica y se debe valorar su
utilidad ya sea en solitario o combinados [Cuenca-Estrella 2012; Quindds et al. 2011]. Por otra
parte, la amplificacién y secuenciacion de acidos nucleicos fungicos o la identificacién por
espectrometria de masas Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time-Of-Flight (MALDI-
TOF) esta siendo cada vez mas utilizada y tiene la capacidad de identificar agentes patdgenos en
hemocultivos en forma rapida y precisa. Avni y colaboradores concluyeron en un metaanalisis
que la PCR a partir de muestras directas de sangre puede tener una mayor sensibilidad para el
diagndstico de candidiasis invasora que los hemocultivos convencionales, con una especificidad
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del 90% [Avni et al. 2011]. En la actualidad existen pruebas comerciales como LightCycler
SeptiFast Test MGRADE (Roche Molecular Diagnostics), sistema basado en PCR a tiempo real
capaz de detectar secuencias de ADN de bacterias y hongos en hemocultivos [Dark et al. 2015].

4. Tratamiento antiflingico

Para un tratamiento antifungico adecuado es necesario considerar criterios microbioldgicos
(etiologia de la infeccidn, la sensibilidad del patégeno y la forma de diseminacidn), criterios
clinicos (estado inmunitario del paciente) y farmacolégicos (forma de administracidn,
metabolismo, eliminacion, toxicidad e interacciones con otros farmacos). El tratamiento
antifingico esta dirigido principalmente contra la pared y la membrana de la célula fungica,
inhibiendo las moléculas esenciales para estas.

4.1 Anfotericina B

La anfotericina B sigue siendo el patrén de referencia (gold standard) de los distintos agentes
antifungicos, a pesar de sus indeseables efectos secundarios. Es un farmaco fungicida, cuyo
espectro de accion incluye a la mayoria de las especies de hongos de importancia clinica, aunque
se ha observado resistencia en algunas cepas de Candida distintas de Candida albicans [Kalantar
et al. 2014]. Su actividad antifungica se basa en interacciones directas con el ergosterol de la

membrana, formando canales de iones que causan un desequilibrio de los gradientes
electroquimicos, pérdida del contenido citoplasmatico y la consecuente muerte celular (Figura
2). Como todos los polienos, la anfotericina B interactia con el colesterol, lo que causa efectos
hepatotoxicos y nefrotédxicos [Carrillo-Mufioz et al. 2006]. Existen dos formulaciones lipidicas de
anfotericina B, anfotericina B liposémica y anfotericina B en complejo lipidico, menos téxicas que
se asocian a menor nefrotoxicidad que la formulacion convencional [Hamill 2013].

, r 4 Ps & —— Anfotericina B

Membrana
celular

ca++
Na* 4 K+

Union con el
ergosterol

Fuga de cationes intracelulares

Figura 2. Mecanismo de accion de la anfotericina B.
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4.2 Azoles

Los azoles forman una familia heterogénea de farmacos antifliingicos de amplio espectro y gran
potencia. Quimicamente tienen en comun la presencia de un anillo azélico central, lo que
condiciona que compartan su mecanismo de accion por inhibicion de la enzima 14-a-desmetilasa,
gue transforma lanosterol en ergosterol y que esta acoplada al citocromo P-450 (Figura 3). La
inhibicion de esta enzima causa diversos efectos tales como la alteraciéon de la fluidez y
permeabilidad de la membrana, la limitacién del crecimiento y reproduccion celular, asi como la
acumulacidn tanto de perdxido de hidrogeno como de sustancias intermedias que son sustratos
de la sintesis del ergosterol y que aumentan el efecto téxico sobre las células fungicas, que en el
caso del peréxido de hidrégeno, favorece la destruccién de los orgdnulos intracitoplasmaticos.
De acuerdo a las diferencias en su estructura quimica, los azoles se pueden clasificar en
imidazoles (ketoconazol y miconazol) y triazoles (fluconazol, itraconazol, posaconazol vy
voriconazol). Ambos grupos presentan importantes variaciones respecto a su actividad, perfil
farmacocinético y toxicidad. Los triazoles pueden sufrir interaccidn con otros medicamentos, ya
gue se metabolizan en citocromos hepaticos como el CYP3A4 y es conveniente evaluar la
administracién concomitante de farmacos y de otras sustancias con reconocido potencial
hepatotodxico [Raschi et al. 2014].

El fluconazol es el referente con el que son comparados el resto de los azoles. Se absorbe bien
por via oral, tiene amplia biodisponibilidad y la mayor parte del fdrmaco se excreta sin cambios
por via renal. El fluconazol es activo contra levaduras y hongos patdgenos primarios, pero
inactivo frente a muchos hongos filamentosos y algunas levaduras intrinsecamente resistentes,
como Candida krusei. Por su excelente perfil farmacocinético y su escasa toxicidad, se ha
utilizado tanto en la profilaxis como en el tratamiento, lo que ha llevado a un aumento de la
frecuencia de especies mas resistentes, como Candida glabrata [Cuenca-Estrella 2010]. Los
tratamientos prolongados pueden inducir resistencias secundarias en Candida albicans,
Candida dubliniensis, Candida metapsilosis, Candida parapsilosis o Candida tropicalis [Miranda-
Zapico et al. 2011; Peman et al. 2012; Pinjon et al. 2005].
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Figura 3. Mecanismo de accion de los azoles.

El posaconazol posee el espectro mas amplio entre los azoles, incluyendo Candida krusei y los
mucorales. Se utiliza en la profilaxis y el tratamiento de rescate de infecciones fungicas invasoras
y es una de las opciones terapéuticas de las mucormicosis [Heeres et al. 2010]. Es un farmaco
liposoluble con baja biodisponibilidad por su escasa solubilidad en medios acuosos. Su absorciéon
oral esta limitada por la dosis y es dependiente de la ingesta de comida rica en grasas [Aperis y
Mylonakis 2006]. Se metaboliza en el higado, donde se somete a glucuronizacidon y se convierte
en metabolitos biolégicamente inactivos, excretandose un 14% por via renal y un 77% por via
digestiva [Heeres et al. 2010].

El voriconazol presenta una actividad muy potente contra Candida albicans, Candida parapsilosis
y Candida tropicalis, mientras que frente a Candida krusei y Candida glabrata su actividad es
ligeramente menor [Heeres et al. 2010]. Su espectro de actividad es amplio e incluye levaduras
y hongos filamentosos, como Aspergillus o Fusarium. Su absorcién oral es buena, con una
biodisponibilidad mayor al 90% que se ve disminuida con la presencia de alimentos grasos [Aperis
y Mylonakis 2006]. Se metaboliza en el citocromo P-450 por lo que interacciona con otros
farmacos aumentando la concentracion plasmatica de estos por inhibicion de su metabolismo
[Hoffman et al. 2000]. La administracién intravenosa de voriconazol puede provocar alteracién
de la funcidn renal debido a la presencia de ciclodextrina, excipiente de la presentacion
inyectable, que es eliminada por el rifién.
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4.3 Equinocandinas

Las equinocandinas son un grupo de lipopéptidos semisintéticos cuyo mecanismo de accion se
basa en el bloqueo de la subunidad catalitica de la enzima 1,3-B-D-glucano sintetasa, que causa
la inhibicidon no competitiva de la polimerizacién de las unidades de glucosa difosfato de uridina
en fibras de D-glucano (Figura 4). Como consecuencia, se produce la entrada masiva de agua a la
célula, lo que causa edema y posteriormente lisis celular. La molécula de D-glucano no se
encuentra en las células de los mamiferos, por lo que los efectos secundarios son minimos
[Chandrasekar 2011]. Las equinocandinas son fungicidas contra Candida, pero no son activas
contra Cryptococcus, Fusarium o los mucorales [Cortés Ly Russi N 2011; Quindés y Eraso 2008].

} Manoproteinas

1,6-B-glucano
1,3-B-glucano

Quitina
Bicapa fosfolipidica
de la membrana celular

1,3-B-D-glucano sintetasa

Reduccion de los 1,3-B- glucanos
en la pared celular

Inhibicién de la
1,3-B-D- glucano sintetasa

Figura 4. Mecanismo de accion de las equinocandinas.

La anidulafungina posee un amplio espectro de accién con excelente eficacia in vitro contra
aislamientos clinicos de Candida resistentes a la anfotericina B, diferentes azoles y otras
equinocandinas, lo que la convierte en una excelente herramienta terapéutica contra las
candidiasis invasoras. En condiciones fisioldgicas, la degradacion de la anidulafungina se realiza
lentamente mediante peptidasas plasmaticas en lugar de las enzimas del citocromo P-450,
obteniendo productos de degradacién que carecen de actividad antifiingica y que son eliminados
por via biliar [Damle et al. 2009].
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La caspofungina es una neumocandina eficaz como terapia primaria de las candidiasis invasoras,
como terapia de rescate para la aspergilosis invasora y como tratamiento empirico de los
pacientes con neutropenia febril [Kohno et al. 2013]. La caspofungina es la que presenta mas
interacciones con otros farmacos debido a que se metaboliza a nivel del citocromo P-450
mediante hidrolisis peptidica lenta, N-acetilacion y degradacidn, generando metabolitos sin
actividad antifungica [Chen et al. 2011; Cortés y Russi 2011]. Estd indicada para el tratamiento
de las candidiasis invasoras y de las candidiasis orofaringeas y esofagicas refractarias a otros
tratamientos. También estd indicada en los casos de aspergilosis invasora en pacientes que no
toleran o no responden al tratamiento con otros farmacos antiflingicos. Se puede utilizar como
tratamiento combinado, con anfotericina B, itraconazol, posaconazol o voriconazol, de las
mucormicosis y otras infecciones por hongos multirresistentes.

La micafungina estd indicada como tratamiento de primera linea en candidemias y candidiasis
invasoras en adultos y nifos (incluidos los neonatos) y en la esofagitis candididsica. También se
ha aprobado su uso en la profilaxis de pacientes con trasplante de células hematopoyéticas o
con neutropenia prolongada [Yamada et al. 2011].

4.4 Otros farmacos antifungicos de uso sistémico

El uso de otros farmacos antifungicos, como la 5-fluorocitosina, griseofulvina o terbinafina, esta
limitado al tratamiento de las micosis superficiales. Ocasionalmente se emplean en combinacion
con otros farmacos antiflingicos en el tratamiento de micosis invasoras refractarias a los
tratamientos de primera eleccién. La 5-fluorocitosina o flucitosina es una pirimidina fluorada que
se ha empleado en combinaciéon con anfotericina B o fluconazol en el tratamiento de las
candidiasis y de las criptococosis graves. Inhibe la sintesis de ADN, ARN y proteinas de la célula
fungica. Es hidrosoluble y alcanza altas concentraciones en plasma, LCR y otros liquidos
corporales y se elimina sin metabolizar por la orina [Carrillo-Mufioz et al. 2006]. La griseofulvina
se emplea de forma infrecuente en el tratamiento de las dermatofitosis. Se postula que puede
actuar mediante la inhibicién de la mitosis celular de los hongos y la sintesis de acido nucleico,
inhibiendo la funcién de los microtubulos del hongo. Se administra por via oral y se metaboliza
en el higado, con interacciones con otros farmacos [Adimi et al. 2013; Develoux 2001]. La
terbinafina y la naftifina son alilaminas que inhiben la biosintesis del ergosterol mediante el
bloqueo de la enzima escualeno epoxidasa. La terbinafina es un farmaco lipéfilo que se absorbe
por via oral y alcanza concentraciones altas en la piel, el pelo, las uiias y los tejidos adiposos.
Presenta un amplio espectro de actividad antifingica contra dermatofitos. Es util en combinacién
con otros farmacos antifiingicos, como anfotericina B, caspofungina, fluconazol o voriconazol,
para el tratamiento de las aspergilosis y las candidiasis invasoras [Adimi et al. 2013; Carrillo-
Mufioz et al. 2006]. La miltefosina, utilizada para el tratamiento contra leishmaniasis, presenta
un amplio espectro de actividad antiflingica in vitro y se ha observado que en combinacién con
posaconazol o voriconazol presenta un efecto sinérgico contra Fusarium y mucorales. Se han
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realizado estudios para desarrollar analogos de miltefosina que muestren mayor potencia como
agentes antifungicos [Biswas et al. 2014; Ravu et al. 2013].

4.5 Perspectivas futuras

La calcineurina [Blankenship et al. 2003] o algunos fdrmacos anticancerigenos [Cowen et al.
2009] mejoran la actividad del fluconazol, lo que ha aumentado el interés por utilizarlos en
combinacion con farmacos antifungicos [Butts y Krysan 2012]. Otros farmacos, como la
enoxacina ha sido efectiva en un modelo murino de candidiasis diseminada [Breger et al. 2007].
Sin embargo, las dianas celulares sobre las que los farmacos antifingicos pueden actuar con
menores efectos secundarios, son escasas y muchos de los compuestos sintéticos son téxicos
para las células de los mamiferos. Existe un creciente interés en encontrar nuevos mecanismos
de accion, por ejemplo, modulando la respuesta inmune del huésped. EI Efungumab, un
anticuerpo monoclonal que inhibe a la proteina hsp 90, mejoraba los resultados de los
tratamientos antifungicos, mostrando sinergismo cuando se combinaba con fluconazol,
caspofungina y anfotericina B [Karwa y Wargo 2009; Krenova et al. 2010]. Sin embargo, la
Agencia Europea de Medicamentos no ha autorizado su comercializacién porque el rendimiento
clinico no es uniforme y los efectos adversos son significativos [European Medicines Agency
2007]. La inmunoterapia con adyuvantes como el IFN-y puede restaurar la funciéon inmune en
pacientes con micosis invasoras [Delsing et al. 2014]. Aunque muchos de los estudios presentan
resultados prometedores, es pronto para incorporarlos a los esquemas de terapia antifingica y
serdn necesarios nuevos estudios sobre los compuestos que muestran resultados novedosos y
esperanzadores; en ellos, los modelos de micosis invasoras en animales son de gran ayuda para
evaluar un gran nimero de farmacos, estimar su actividad antifungica y su toxicidad. Se han
encontrado algunas que actuan mediante inhibicidn de la formacién de biopeliculas, impidiendo
la transicién levadura-hifa, tales como tetrahidrina, magnolol, honokiol, OSIP 108 y acido
gymnémico [Delattin et al. 2014; Sun et al. 2015a; Vediyappan et al. 2013; Zhao et al. 2013].
Otras moléculas como la piridoxatina, que inactiva la sintesis del ergosterol [Chang et al. 2015],
metabolitos secundarios como la glioxina [Coleman et al. 2011] o moléculas con actividad
sinérgica combinada con antifingicos como la tirocidina o el propio magnolol son prometedores
avances en la terapia antifungica [Sun et al. 2015b; Troskie et al. 2014].

5. Modelos en animales invertebrados para el estudio de
las candidiasis

El modelo de candidiasis invasora en el raton (Mus musculus) es el mas utilizado. A pesar de que
la colonizacién y la infeccion por Candida no ocurre de manera natural en el ratoén.
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata y Candida krusei no forman parte de la
microbiota del ratdn ni son patédgenos naturales del mismo pero las semejanzas anatdmicas e
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inmunoldgicas con los seres humanos han hecho que sea el modelo experimental de eleccién.
Sin embargo, existen diferencias que podrian afectar a la interaccién entre el hongo y huésped.

La utilizacion de mamiferos en la experimentacidén hoy en dia es éticamente cuestionable, no
considerandose aceptable si el resultado se puede obtener con métodos alternativos. La Unidn
Europea y entidades como Canadian Council of Animal Care (CCAC), International Council for
Laboratory Animal Science (ICLAS) y Federation of European Laboratory Animal Science (FELASA)
han publicado normas y recomendaciones generales para los experimentos con animales [Office
of Laboratory Animal Welfare National Institutes of Health 2002; Olfert et al. 1993]. Estas
regulaciones se basan en la regla de las “3R”: Reemplazar, Reducir, Retirar. Un modelo
alternativo es todo aquel que reemplaza el uso de animales de laboratorio, reduce el nimero
requerido en los experimentos o retira procedimientos o protocolos preexistentes para
minimizar el nivel de sufrimiento o angustia que ellos puedan experimentar, segun el Office of
Technologies Assessment de EEUU [Russell y Burch 1959]. Las principales referencias normativas
que regulan el uso y las buenas practicas sobre las condiciones de vida de los animales utilizados
en investigacién y docencia son el Convenio Europeo sobre proteccién de los animales
vertebrados utilizados con fines de experimentacién y otros fines, la Directiva Europea
2010/63/UE y Recomendacién Europea 2007/526/CE y el documento RD 1201/2005 sobre
proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos [CEID,
Comisién de Etica UPV/EHU 2014]. En Espafia, el Real Decreto 53/2013, del 1 de febrero,
establece las normas basicas para la proteccion de los animales utilizados en experimentacién y
otros fines cientificos y de animales vagabundos y asilvestrados, fauna silvestre, las especies
amenazadas y los animales de compaifiia, con requisitos especialmente estrictos en el caso de los
primates no humanos [BOE num. 34 2013]. En el Pais Vasco, la Orden de 25 de junio de 1991,
sobre proteccién de los animales utilizados para la experimentacién y otros fines cientificos,
delimita y regula los procedimientos en los que se manipulan y utilizan animales con fines
experimentales [BOPV 1991136 2005]. En la Universidad del Pais Vasco / Euskal Herriko
Unibertsitatea, el Comité Etico de Experimentacién Animal (CEEA) es un érgano colegiado
encargado de evaluar los aspectos éticos, metodoldgicos y juridicos que se plantean en los
proyectos de investigacion cientifica o actividades de docencia que se lleven a cabo en la
institucion y que impliquen la utilizacidon de animales. Todas esas leyes y reglamentos intentan
limitar la utilizacién de mamiferos si existe la posibilidad de obtener resultados de manera
factible, fiable y razonable utilizando modelos alternativos: modelos matematicos o
computacionales, cultivos celulares, modelos vegetales o un sistema bioldgico in vitro, modelos
en animales de sangre fria o en animales invertebrados.

Los modelos en animales invertebrados presentan varias ventajas. Su pequefio tamafio permite
un mantenimiento facil y econdmico, mientras que su periodo de vida relativamente corto,
podria facilitar la obtencién rdpida de resultados. Estos modelos se han aplicado en diversos
campos de la biomedicina para estudios relacionados con el cancer, la diabetes, la obesidad, las
enfermedades neurodegenerativas, etc. Su utilizacidon en micologia comenzdé con el
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descubrimiento de las vias de sefializacién Toll, indispensables para la defensa contra las micosis,
utilizando Drosophila melanogaster [Lemaitre et al. 1996]. Desde entonces, se han ido
incorporando nuevos modelos a estudios de patogenia de las micosis, eficacia de compuestos
antifingicos e inmunidad innata. Se han desarrollado modelos experimentales en amebas
(Acanthamoeba castellanii y Dictyostelium discoideum), nematodos (Caenorhabditis elegans),
artrépodos (cucaracha Blattella germanica, gusano de seda Bombyx mori, mosquito
Culex quinquefasciatus, mosca del vinagre o de la fruta Drosophila melanogastery la polilla de la
cera Galleria mellonella) [Lionakis y Kontoyiannis 2005; Means 2010].

5.1 Modelos en amebas

La utilizacion de amebas como modelos alternativos para estudios de infeccidén experimental es
muy prometedora, dado el alto grado de conservacion de los mecanismos de inmunidad innata
y la facilidad para su manipulacién bioquimica y cultivo.

Acanthameobae castellanii es una ameba de suelo y aguas, con un metabolismo oxidativo
asociado a la fagocitosis de bacterias y hongos. Su mantenimiento en el laboratorio es sencillo y
econdmico [Axelsson-Olsson et al. 2009]. Ha sido utilizada en estudios de fagocitosis y
citotoxicidad con algunas bacterias [Lee et al. 2012; Tamang et al. 2011], movimiento celular y
propiedades de la regulacion de genes [Clarke et al. 2013]. En este modelo se han encontrado
resultados que ayudan a comprender el mecanismo que utiliza Cryptococcus neoformans para
adaptarse al huésped mamifero [Derengowski et al. 2013] y Aspergillus fumigatus para escapar
de las vacuolas alimentarias y germinar dentro de la célula [Van Waeyenberghe et al. 2013]. Se
ha descrito un método de alto rendimiento para el cribado de farmacos antituberculosos que
actuan dentro de las células infectadas, con una excelente sensibilidad y buena especificidad
[Kicka et al. 2014].

Dictyostelium discoideum se ha utilizado para estudiar la virulencia de Legionella pneumophila,
Pseudomonas aeruginosa y Mpycobacterium tuberculosis [Hagedorn et al. 2009] y en
investigaciones de movilidad celular, quimiotaxis, fagocitosis y procesos tales como la citocinesis,
respuestas al estrés, muerte celular no apoptédtica, sefializacién intercelular, transduccién de
sefiales y efectos secundarios de farmacos empleados en el tratamiento del cancer o la depresion
[Williams 2010; Williams et al. 2006].

5.2 Modelos en insectos

Blattella germanica ha sido utilizada para estudiar la infeccidén natural por Aspergillus flavus, con
invasién de diversos érganos y respuestas de fagocitosis y encapsulacién [Kulshrestha y Pathak
1997; Pathak y Kulshrestha 1998]. Sin embargo, las levaduras son digeridas o inactivadas en el
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tracto digestivo de este insecto perdiendo su capacidad infectiva, lo que impide su utilizacidn
mientras no existan cepas mutantes con inmunosupresién [Zheltikova et al. 2011].

El gusano de seda Bombyx mori se ha utilizado con éxito como modelo de aspergilosis invasora
por Aspergillus flavus [Kumar et al. 2004], candidiasis [Matsumoto et al. 2013], y en infecciones
por Pseudomonas aeruginosa, Vibrio cholerae y Staphylococcus aureus [Kaito et al. 2002].

El mosquito hematdfago Culex quinquefasciatus ha sido utilizado para estudiar los mecanismos
de respuesta inmune celular contra Candida albicans, observandose un aumento del recuento
total de hemocitos, fagocitosis y melanizaciéon de las levaduras, limitando asi la infeccién [Da
Silva et al. 2000]. Otra utilidad que se le ha dado es como «jeringa bioldgica» para extraer sangre
de pequefios vertebrados en estudios del Virus del Nilo Occidental y con Highlands J virus [Kading
et al. 2014].

Drosophila melanogaster es un modelo de estudios de biologia del desarrollo y genética [Artal-
Sanz et al. 2006; Giacomotto y Segalat 2010]. Entre sus ventajas estan su pequefio tamafio (= 3
mm), un ciclo de vida corto y un genoma secuenciado con una homologia del 75% con los genes
humanos [Bier 2005]. Aunque Drosophila melanogaster no se puede conservar congelado,
existen miles de cepas que estan disponibles en el Stock Center Bloomington [Matthews et al.
2005]. Las cepas salvajes son resistentes a los hongos debido a la participacion de las vias de
sefializacién Toll, activando genes de péptidos antifungicos como drosomicina y metchnikowina
[Lionakis 2011]. Aun asi, este modelo se ha utilizado con cepas mutantes para identificar nuevas
dianas para el diagndstico y tratamiento de infecciones por Candida albicans [Chamilos et al.
2009].

La larva de Galleria mellonella es un organismo que esta siendo cada vez mas utilizado como
modelo in vivo de patogenia y tratamientos antimicrobianos, debido a la escasa dificultad de
manipulacién y los bajos costes de mantenimiento. Ademds, posee un alto grado de homologia
estructural y funcional con el sistema inmune innato de los vertebrados y presenta, al igual que
en otros insectos, ambos tipos de respuesta, humoral (procesos de melanizacién, coagulacion de
la hemolinfa y produccion de potentes péptidos antimicrobianos) y celular (fagocitosis,
formacion de nédulos y encapsulacidn a gran escala) [Krautz et al. 2014; Lionakis 2011]. Por otra
parte, su capacidad para vivir a 37 °C satisface una condicién importante en el estudio de los
patégenos que pueden experimentar cambios significativos a temperaturas por encima o por
debajo de la temperatura humana [Cook y McArthur 2013]. Las larvas de Galleria mellonella se
pueden almacenar a temperatura ambiente y su tamafio es suficientemente grande (1,5-2,5 cm)
como para que se pueda inocular la dosis precisa de agente patégenoy de farmaco [Rowan et al.
2009], ademas de facilitar la recogida de tejido y hemolinfa para el analisis histolégico. Este
modelo se ha utilizado para estudiar la infeccidn por Fusarium oxysporum, Aspergillus fumigatus,
varias especies de Candida, y bacterias, como Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris,
Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes y Enterococcus faecalis.
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Sin embargo, aun falta mucho por avanzar en la estandarizacién y el conocimiento del modelo
en Galleria mellonella, como establecer condiciones experimentales entre los distintos
laboratorios o introducir cepas de referencia y cepas mutantes. Se han propuesto algunos
criterios acerca de las dosis infectivas, asi como precauciones en el manejo de los fdrmacos
antifungicos insolubles en agua para la utilizacion de este modelo [Li et al. 2013]. La
secuenciacién de transcriptomas de las diferentes etapas de desarrollo larval implicados en la
respuesta inmune, ha aportado una valiosa informacién para dilucidar los mecanismos
moleculares implicados en la defensa contra los patdgenos humanos y su coevolucion con los
entomopatoégenos [Vogel et al. 2011]. Ademas, se ha comprobado que las larvas en estado de
inanicion durante siete dias antes de la infeccidn son mas susceptibles a la infeccidén por
Candida albicans, demostrando la reduccién en la expresidn de varios péptidos antimicrobianos
y proteinas inmunitarias [Banville et al. 2012].

6. Modelo en Caenorhabditis elegans

El nematodo Caenorhabditis elegans se ha utilizado para el estudio de muchos mecanismos
moleculares como la muerte celular, el envejecimiento, el desarrollo y la funcién neuronal.
También se ha empleado como modelo experimental en la investigacion basica sobre agentes
neurotéxicos, enfermedades neurodegenerativas, cdncer, asi como para el estudio de las
interacciones huésped-patdgeno. Presenta la ventaja de que su genoma esta completamente
secuenciado y comparte el 60-80% de los genes humanos. Este hecho facilita la identificacion de
vias reguladoras, fendmenos de interaccién huésped-patégeno, identificacién de genes
expresados diferencialmente durante un proceso, etc. por lo que su utilizacién experimental
facilita la extrapolacidn de los resultados obtenidos al ser humano [Artal-Sanz et al. 2006].

En estado adulto Caenorhabditis elegans mide aproximadamente 1 mm de largo y 80 um de
didmetro, con un cuerpo cilindrico no segmentado. Se cultiva en agar o en medio liquido, con una
cepa no patdgena de Escherichia coli como fuente de alimentacion. El nematodo es hermafrodita
y en condiciones adecuadas se autofertiliza dando lugar a una progenie de hasta 300 larvas por
cada individuo [Altun y Hall 2012]. Estas larvas pasan por cuatro estadios en un ciclo de 3 a 5 dias
(Figura 5), llegando a vivir unos 10-15 dias.

Su cuerpo transparente permite seguir los cambios funcionales y morfoldgicos in vivo,
caracteristica importante en la observacion del desarrollo de hifas y la colonizacién durante la
infeccidon por Candida. La falta de comida, el exceso de temperatura o la presencia de una
feromona indicadora de exceso de poblacién causan que Caenorhabditis elegans adopte un
estadio facultativo de diapausa llamado dauer (duracion, en aleman) que le permite prolongar
cuatro a ocho veces su periodo de supervivencia. El periodo critico en que estas sefales pueden
ser recibidas comienza hacia la mitad del primer estadio larvario (L1), momento en el cual puede
mudar hacia un estadio L2 o hacia un estadio L2d (dauer). Durante el estado dauer el nematodo
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deja de alimentarse indefinidamente y su movilidad se reduce notablemente. Este estadio
termina cuando existen de nuevo condiciones favorables: una hora en un ambiente con
alimentos es suficiente para que el nematodo salga del estadio dauer, después de dos a tres
horas ya comienza a alimentarse y después de unas diez horas se produce la muda directamente
al estadio L4 [Artal-Sanz et al. 2006].

Otras ventajas practicas del modelo con Caenorhabditis elegans son que puede ser almacenado
indefinidamente por crioconservacion [Stiernagle 2006] y que existen miles de cepas
genéticamente modificadas que pueden adecuarse a los diferentes tipos de ensayos, como la
cepa doble mutante AU37 glp-4(bn2) |; sek-1(km4) X. Los mutantes glp-4 pierden la capacidad
de reproducirse debido a una morfogénesis gonadal incompleta cuando son incubados a 25 °C,
con 100 veces menos células germinales que el tipo salvaje [Beanan y Strome 1992]. Esta
caracteristica permite mantener constante el nimero de individuos que participan en el estudio,
evitando tanto las mezclas con su progenie como las muertes por eclosién matricida. La segunda
mutacion consta de la delecién del gen sek-1, que impide la expresién de la proteina quinasa
activada por mitédgenos SEK-1, importante en la via de la proteina quinasa quinasa activada por
mitégeno (MAPKK), una de las que actua con mayor especificidad frente a infecciones por
levaduras, haciendo a esta cepa mas susceptible a la infeccidn [Scorzoni et al. 2013].

-Entre las desventajas de este modelo se encuentran la inviabilidad del nematodo a temperaturas
mayores de 30 °C, que dificulta la comparacion directa de la actividad in vitro e in vivo de los
farmacos antifungicos, su simplicidad anatdmica y su escasa tolerancia a los solventes polares.
Otro inconveniente es que los nematodos no pueden ser infectados con una concentracion
conocida del agente infeccioso y la infeccidn se limita a la cantidad del microorganismo que el
nematodo pueda ingerir.

Caenorhabditis elegans ha sido evaluado como un modelo de candidiasis para el estudio de la
virulencia de una coleccion de cepas de Candida albicans mutantes permitiendo la identificacion
de los genes del factor de transcripcién mutado que participan en la formacién de hifas. Como
se indica en la tabla 1, Caenorhabditis elegans es uno de los modelos animales con un mayor
rendimiento en el cribado masivo de cepas y moléculas antifingicas porque los experimentos se
pueden llevar a cabo en placas de pocillos multiples y la infeccion del nematodo se provoca
reemplazando la comida de los nematodos por las levaduras de Candida que se van a estudiar
[Pukkila-Worley et al. 2009a].
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Figura 5. Ciclo de vida de Caenorhabditis elegans. Los tiempos indicados en letras azules se
corresponden con la cepa salvaje N2 incubada a 22 °C, similares a los de la cepa doble mutante AU37
a 15 °C. Se indica el tamafio de los nematodos en los distintos estadios larvarios y las condiciones para

entrar en el estado dauer [Altun y Hall 2012].
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Tabla 1. Resumen de las caracteristicas de los modelos animales mas utilizados en los estudios de
candidiasis [Giacomotto y Segalat 2010; Lionakis 2011]

- Caenorhabditis Galleria Drosophila Mus

Caracteristicas
elegans mellonella melanogaster musculus

Ciclo (dias) 3-5 3-5 10-14 21-28
Tamafio (mm) 1 15-25 3 60
Medio de crecimiento solido o liquido solido sélido jaula
Ensayos a 37 °C no Si no Si
Base de datos WormBase ND Flybase ND
Centro oficial CGC ND BDSC ND
Ndmero de genes 19.000 ND 13.000 25.000
(aproximado)
Homologia con el ser > 60 ND > 60 > 90

humano (%)
Rendimiento medio - alto bajo bajo - medio muy bajo

WormBase: http://www.wormbase.org/; Flybase: http://flybase.org/; CGC: Caenorhabditis Genetics Center;
BDSC: Bloomington Drosophila Stock Center; ND: No Disponible.

6.1 Inmunidad en Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans es un nematodo de vida libre, con un sistema inmune innato protector
contra las infecciones. Existen dos barreras anatomicas, la cuticula y la faringe. La cuticula
recubre completamente al nematodo y actia como un exoesqueleto flexible que lo protege del
medio ambiente, mantiene la forma y permite la movilidad. La faringe estd formada por dos
bulbos: el bulbo proximal actia como filtro y el distal como un triturador de los microorganismos
de los que se alimenta antes de que entren al intestino. Ademas, existe un tercer sistema de
defensa constituido por los movimientos peristalticos intestinales que ayudan a eliminar a los
microorganismos, dificultando la colonizacién.

El nematodo puede presentar mecanismos especificos de reconocimiento que pueden
relacionarse evolutivamente con wuna respuesta inmune primitiva contra algunos
microorganismos, mediante la deteccion directa de PAMP. Estos mecanismos estan regulados
por tres componentes principales, que se basan en el receptor de insulina (ILR), la proteina tipo
G vy la sefializacién neuronal de la serotonina. Una de las toxinas de Bacillus thuringiensis activa
la transcripcion de un conjunto muy especifico de genes de ILR cuya respuesta no esta dirigida al
estrés general causado por las sustancias toxicas, si no al dafio y/o estrés causado por las toxinas.
Otro tipo de respuesta estda mediada por los quimiorreceptores presentes en los nematodos, que
estan acoplados a una proteina G y que son capaces de detectar y evitar especificamente la
serrawetina W2, un lipopeptido tensioactivo producido por Serratia marcescens que dafia la
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cuticula del nematodo. También se ha observado respuesta a las serrawetinas W1y W3, que son
bioquimicamente distintas e inducen conductas de evasidon que parecen depender de otros
genes. Con la sefalizacidn neuronal de la serotonina, Caenorhabditis elegans asocia una
molécula de comunicacién intercelular, la homoserina lactona acilada, con una cepa patégena
de Pseudomonas aeruginosa. Por lo tanto, estas moléculas son percibidas por
Caenorhabditis elegans como una sefial especifica para la activacidn de las respuestas de defensa
[Melo y Ruvkun 2012; Pradel et al. 2007; Schulenburg et al. 2008]. Asimismo,
Caenorhabditis elegans posee vias de inmunidad innata similares a las del sistema inmune de los
mamiferos, que parecen basarse en distintos fendmenos de reconocimiento y cascadas de
sefializacién que finalmente conducen a la produccidén y liberacién de moléculas de defensa.
Estas cascadas son la proteina quinasa activada por el mitégeno p38 (MAPK), el ILR, el factor de
crecimiento transformante B, la muerte celular programada, la sefial extracelular regulada por
quinasa, la quinasa N-terminal c-Jun y las vias del receptor de tipo Toll (TLR). En
Caenorhabditis elegans sélo se ha encontrado el gen tol-1, que contribuye en la resistencia a
Salmonella enterica y en la conducta de evasién de Serratia marcescens. El TLR contiene un
dominio intracitoplasmético llamado dominio TIR (Toll/IL-1 Receptor) que parece actuar
independientemente de TOL-1 como parte de la via de p38 MAPK. También se activan
reguladores adicionales, como son el factor de choque térmico HSF-1 y el factor de transcripcion
GATA ELT-2 [Schulenburg et al. 2008]. La proteina SEK-1 tiene actividad en la via MAPKK, por lo
gue los mutantes que carecen del gen sek-1 son nematodos con una inmunodeficiencia relativa.
La via de p38 MAPK desempeiia un papel critico en la integracidn de varias de estas cascadas de
sefalizacién y en la expresion de genes inducidos por la infeccién que llevan a la sintesis
proteinas y péptidos antimicrobianos [Couillault et al. 2004; O'Rourke et al. 2006; Schulenburg
et al. 2008; Troemel et al. 2006].

El genoma de Caenorhabditis elegans codifica proteinas y péptidos antimicrobianos, algunos
similares a los encontrados en otras especies, pero otros no tienen equivalentes en otros
nematodos [Ewbank y Zugasti 2011]. Los caendforos son una familia de proteinas que se
expresan en el intestino delgado y que comparten caracteristicas estructurales y funcionales con
las proteinas citotoxicas granulisina y NK-lisina de vertebrados, que forman poros en los
microorganismos [Roeder et al. 2010]. Las lisozimas se expresan en el intestino inducidas por
algunos patégenos y actdan directamente sobre ellos. Se ha demostrado que algunas son
importantes tanto contra bacterias Gram positivas como Gram negativas [Ewbank y Zugasti
2011].

Las lectinas estan reguladas por un complejo patrén genético en respuesta al reconocimiento de
carbohidratos de superficie de los patdgenos [O'Rourke et al. 2006; Troemel et al. 2006]. Podrian
tener funciones de opsonizacion de microorganismos y enmascarar epitopos del nematodo que
son las dianas de los efectores microbianos especificos [Schulenburg et al. 2008]. Los factores
antibacterianos son péptidos similares a las defensinas de los vertebrados, que acttan
directamente sobre la membrana de diversos grupos de patégenos (Figura 6). Se piensa que
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incluso en ausencia de estimulos inmunoldgicos forman parte de la faringe y el intestino [Ewbank
y Zugasti 2011]. Los neuropéptidos y la familia de péptidos estrechamente relacionados a las
caenacinas, responden a estimulos provenientes de la cuticula del nematodo.

La transcripcion de los efectores inmunes antibacterianos en Caenorhabditis elegans son
reprimidos selectivamente en respuesta a patdgenos fungicos, es decir, los nematodos
despliegan selectivamente sus defensas antifingicas especificas a expensas de la respuesta
antibacteriana (Pukkila-Worley, Ausubel & Mylonakis 2011).
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Figura 6. Sistema defensivo de Caenorhabditis elegans. (A) Anatomia basica del nematodo. Se
compone esencialmente de dos tubos concéntricos, la epidermis (cuticula y musculos) y el intestino,
ambos separados por una cavidad liquida llamada pseudoceloma. Las barreras fisicas del nematodo
incluyen la cuticula que lo envuelve y la faringe o mortero que rompe mecanicamente los
microorganismos que forman la dieta normal. (B) Péptidos antimicrobianos y proteinas de
Caenorhabditis elegans. Los microorganismos que penetran al interior causan dafio celular. Algunos
pueden ser detectados a través de receptores especificos. Estos dos eventos desencadenan vias
especificas de sefializacion con la produccion y liberacién de varias proteinas y péptidos
antimicrobianos especificos (rectdngulos amarillos). Estos péptidos son: los neuropéptidos (NLP), las
caenacinas (CNC), los factores antibacterianos (ABF) y caenoforos como las proteinas tipo saposinas
(SPP). Estos efectores antimicrobianos se expresan especificamente en un tejido particular, tal como la
faringe, el intestino o la epidermis, segun el patégeno [Ewbank y Zugasti 2011].
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HIPOTESIS Y JUSTIFICACION






En las Ultimas décadas se han conseguido importantes avances en la terapia de las infecciones
fungicas invasivas con la incorporacion de nuevos fdrmacos antifingicos y la subsiguiente mejora
tanto en la morbimortalidad asociada, como en la supervivencia global de los pacientes. Sin
embargo, no se han obtenido progresos sustanciales en el diagndstico micoldgico que sigue
siendo relativamente lento y dificil, lo que causa una excesiva utilizacién de tratamientos
empiricos en la practica clinica. El uso de triazoles en pacientes de alto riesgo ha dado lugar a
una presién selectiva con un incremento de la frecuencia de las especies resistentes de Candida.
Ademas, la variabilidad en la biodisponibilidad de los farmacos antifungicos en pacientes con
inmunodeficiencias, la escasez de formulaciones orales o intravenosas, la toxicidad y las
interacciones con otros medicamentos, limitan la utilidad de los farmacos antifungicos
disponibles y hacen necesaria la busqueda de nuevos compuestos. Es importante conocer las
diferencias en la virulenciay en el perfil de sensibilidad a los farmacos antifungicos que presentan
las diferentes especies emergentes de Candida. Los modelos in vivo son una prometedora
herramienta para realizar este tipo de investigacidon. Sin embargo, las infecciones flngicas
experimentales con mamiferos presentan diversas limitaciones éticas y econdmicas que hacen
necesaria la busqueda de nuevos modelos con otros seres vivos. Pese a que algunos de los
huéspedes propuestos, como Caenorhabditis elegans vy  Galleria mellonela, son
filogenéticamente muy distantes de los mamiferos, los resultados obtenidos en este tipo de
modelos de micosis invasiva son prometedores.

El uso del nematodo Caenorhabditis elegans en el estudio de la historia natural de las candidiasis
y como modelo experimental util para el cribado de nuevos compuestos, podria resolver algunos
de los principales obstaculos en el descubrimiento de nuevos productos antifliingicos y predecir
la eficacia de los tratamientos. Por tanto, es importante realizar la validacidon externa de estos
modelos experimentales para ponerlos al servicio del estudio de compuestos con actividad
antifungica.

Existen dos premisas que apoyan la validez externa de los resultados obtenidos en el modelo de
infeccidn fungica invasiva (IFl) en Caenorhabditis elegans y por tanto justifican su uso en la
investigacion de factores de virulencia y el cribado de compuestos con actividad fungicida. Por
una parte, es que es muy probable que la expresidn y la regulacién de los mecanismos de
virulencia de ciertos microorganismos patégenos haya evolucionado debido a las interacciones
con sus huéspedes naturales en el medio ambiente, como es el caso de Caenorhabditis elegans.
Por otra, muchos microorganismos patégenos estudiados en modelos experimentales en
huéspedes invertebrados, como este nematodo, causan una infeccidn persistente y letal con los
mismos o similares factores de virulencia utilizados para causar la infeccién en mamiferos. Estos
dos antecedentes sugieren que los modelos de micosis en Caenorhabditis elegans pueden tener
una elevada validez externay las conclusiones obtenidas ser extrapolables en gran medida a los
efectos que se pudieran observar en otros animales superiores en la escala evolutiva [Pukkila-
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Worley et al. 2009a].Todo esto abre la posibilidad de desarrollar nuevas terapias que estén
dirigidas especificamente contra los mecanismos de virulencia [Ewbank y Zugasti 2011].

Para lograr estudiar posibles terapias frente a Candida albicans y a las especies emergentes de
este género es fundamental conocer la patogenicidad que presentan, lo que aun no ha sido
convenientemente investigado en este modelo. Hasta ahora, sélo se han publicado estudios
realizados con cepas de las especies Candida albicans, Candida krusei y Candida parapsilosis
[Breger et al. 2007; Okoli et al. 2009; Pukkila-Worley et al. 2009a; Scorzoni et al. 2013;
Tampakakis et al. 2008]. En ninguna de estas investigaciones se ha estudiado la influencia sobre
el nematodo del dimetilsulféxido (DMSO), uno de los solventes utilizados con mas frecuencia en
los ensayos de sensibilidad in vitro de los farmacos antifungicos mas empleados, limitandose
Unicamente a mencionar que no tiene efectos toxicos [Breger et al. 2007]. Ademas otros estudios
similares realizados en otros campos de la biologia son contradictorios. Mientras algunas
publicaciones sefialan que un 1% de DMSO se considera una concentracidn segura para
Caenorhabditis elegans, otros indican que ésta fue la concentracién mas baja con un efecto
significativo sobre su crecimiento y desarrollo. Se ha descrito que al exponer nematodos en la
etapa L4 a DMSO se produce una reduccidon de aproximadamente el 30% en la progenie
[McLaggan et al. 2012]. Dada la amplia utilizacién de este solvente, es importante estudiar con
detalle los efectos que puede tener sobre la integridad del nematodo.

Pese a las evidentes diferencias evolutivas, fisioldgicas, anatédmicas, asi como su inviabilidad a
temperaturas mayores de 30 °C, se considera que los modelos de infeccion in vivo utilizando a
este animal invertebrado son una excelente herramienta para la deteccién de la actividad
antimicrobiana, consoliddndose como un buen sistema tanto para el cribado de compuestos,
como para la evaluacién de la capacidad infectiva de microorganismos de importancia clinica
[Anastassopoulou et al. 2011; Artal-Sanz et al. 2006; Breger et al. 2007; Chamilos et al. 2007;
Ewbank y Zugasti 2011; Giacomotto y Segalat 2010; Moy et al. 2009; Pukkila-Worley et al. 2009a].

Los estudios de la patogenia de las enfermedades infecciosas en los mamiferos a menudo son
complicados debido a sus ciclos reproductivos largos, pequefios tamanos de cria y complejidad
genética. Ademas, se ha de tener en cuenta que los experimentos en mamiferos pueden ser muy
costosos y a menudo presentan dilemas éticos.

En la presente Tesis Doctoral se van a estudiar las ventajas practicas potenciales que presenta
Caenorhabditis elegans en los estudios de infeccidn in vivo y en la evaluacidn de la actividad de
los farmacos antifuingicos. Entre estas ventajas destaca la capacidad de ser infectado con
levaduras del género Candida, el crecimiento a gran escala de su poblacidn, los bajos costes de
desarrollo y que no plantea problemas técnicos de importante magnitud [Mylonakis et al. 2003].
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Objetivos

1. Objetivos generales

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se propone como principal objetivo el desarrollo de un
modelo experimental de candidiasis invasiva en Caenorhabditis elegans con cepas de referencia
de las especies de Candida que muestran mayor relevancia clinica en el ser humano, y evaluar la
utilidad de este modelo animal tanto en el estudio de la patogenia de la candidiasis como en la
realizacion de diferentes aproximaciones terapéuticas con farmacos antifingicos de uso habitual
en la préctica clinica.

2. Objetivos especificos

Los objetivos especificos propuestos han sido los siguientes:

- Desarrollar un modelo de infeccidn in vivo, en el nematodo Caenorhabditis elegans para
el estudio de las interacciones huésped-patdgeno en las candidiasis invasivas.

- Estudiar la variabilidad de la virulencia fungica de las especies de Candida que se aislan
con mas frecuencia en las infecciones invasivas.

- Estudiar el efecto de distintos solventes, como el DMSO y el agua, en el desarrollo y
supervivencia de Caenorhabditis elegans.

- Evaluar la eficiencia de diferentes compuestos antifungicos, como anfotericina B, azoles
(fluconazol, voriconazol y posaconazol) y equinocandinas (anidulafungina, caspofungina vy
micafungina), aplicados en monoterapia, en la supervivencia de los nematodos infectados con
distintas especies de Candida.
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1. Cepas y condiciones previas a los ensayos

1.1 Caenorhabditis elegans

Se utilizé la cepa doble mutante glp-4; sek-1 (AU37) de Caenorhabditis elegans que se obtuvo
del Caenorhabditis Genetics Center (University of Minnesota, EEUU). La cepa fue mantenida a
15 °C en el medio de cultivo Nematode Growth Medium (NGM) previamente sembrado con la
cepa de Escherichia coli OP50. La bacteria se utilizd6 como fuente de alimentacion para los
nematodos y fue sembrada en caldo Luria Bertani (LB) e incubada durante 18 h a 30 °C,
manteniéndose Util hasta 4 meses a 4 °C.

1.1.1 Crecimiento de la poblacién de Caenorhabditis elegans en
agar NGM

La poblacién original de Caenorhabditis elegans desarrollada en una placa de agar NGM donde
la fuente de alimentacidn puede encontrarse practicamente agotada, necesita ser traspasada a
un nuevo ambiente mas propicio para crecer en numero. Existen varias técnicas de reproduccion
de la poblacidon. En esta Tesis se ha empleado la técnica de troceado, por la que una placa con
Caenorhabditis elegans es dividida en 16 partes. Grupos de cuatro trozos del agar NGM original
se colocaban en los bordes de nuevas placas de NGM preparadas con Escherichia coli OP50,
poniendo en contacto ambas superficies (Figura 7). Los nematodos pueden pasar desde la
porcién de agar original, hacia la nueva placa. Ambos agares se dejaron en contacto durante 5-
15 min, segun la poblaciéon de nematodos que se encuentre en las placas. Después, se retiraron
los trozos de agar y se incubaron las nuevas placas durante dos dias a 15 °C [Stiernagle 2006].

Figura 7. Esquema de la técnica de troceado. En la placa del medio las flechas negras indican el paso de nematodos
desde el trozo original hacia la nueva placa
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1.1.2 Lisis alcalina para coordinar y descontaminar poblaciones de
Caenorhabditis elegans

Para lograr el crecimiento sincronizado de Caenorhabditis elegans y para eliminar posibles
contaminaciones ambientales de los cultivos, se utilizé la técnica de lisis alcalina. El tratamiento
de los adultos hermafroditas gravidos con una solucién de hipoclorito alcalino (compuesto por 1
ml de Na(ClO) al 10% y 0,5 ml de NaOH 5N) durante 10 min, los desintegraba sin afectar a los
huevos. Los huevos se recolectaron mediante centrifugacion a 3500 rpm durante 30 segundos,
se depositaron sobre placas de agar NGM (o se dejaron en tampdn M9) sin proporcionarles
ninguna fuente de alimentacién y se incubaron 18 h a 15 °C. Durante ese tiempo, los huevos
eclosionaron, pero los nematodos permanecieron de forma estacionaria en la fase larvaria L1. Al
transferir estos nematodos a nuevas placas de NGM, esta vez con Escherichia coli OP50, se inicié
de manera coordinada su desarrollo hasta convertirse en adultos [Stiernagle 2006].

La incubacién se realizd a 15 °C para el mantenimiento de la poblacion de Caenorhabditis elegans
cepa AU37, mientras que para obtener nematodos sin capacidad reproductiva se incubaron a
25 °C durante 72 h.

1.2 Cepas de Candida

Para los ensayos de infeccidn, se utilizaron cepas de referencia de Candida procedentes de la
coleccion estadounidense American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville MD, EEUU) y de la
britanica National Collection of Pathogenic Fungi (NCPF) (Salisbury, Inglaterra), que se cultivaron
en agar glucosado de Sabouraud (AGS) (Becton, Dickinson, Madrid, Espafia) (Tabla 2).

Tabla 2. Cepas de referencia de Candida, origen y aislamiento clinico

Especie Referencia Origen Aislamiento clinico
Candida albicans NCPF 3153 Estados Unidos Desconocido
Candida dubliniensis NCPF 3949 Irlanda Oral (infectado por el VIH)
Candida glabrata ATCC 90030 Estados Unidos Sangre
Candida krusei ATCC 6258 Sri Lanka Esputo
Candida metapsilosis ~ ATCC 96143 Estados Unidos Humano
Candida orthopsilosis ~ ATCC 96139 Estados Unidos Catéter venoso central
Candida parapsilosis ATCC 22019 Puerto Rico Esprue Tropical
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1.3 Farmacos antifungicos

Los farmacos antifingicos fueron preparados siguiendo las recomendaciones del Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) en los documentos M27-A3 y su suplemento M27 S4. Se
prepararon soluciones madre de anfotericina B (Sigma-Aldrich Quimica SA, Madrid, Espaiia),
posaconazol (Merck Sharp & Dohme SLU Madrid, Espafia), voriconazol (Pfizer SLU, Madrid,
Espafia), anidulafungina (Pfizer SLU), caspofungina (Merck, Sharp & Dohme SLU) y micafungina
(Astellas Pharma SLU, Madrid, Espafia), a una concentracion de 5120 pg/ml. La soluciéon madre
de fluconazol (Sigma-Aldrich) fue preparada a una concentracién igual a 3200 ug/ml. Tanto
fluconazol, como caspofungina y micafungina fueron disueltos en agua, mientras que el resto de
los antifingicos fueron preparados empleando dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich) a una
concentracién final del 1%. Todas las soluciones madre fueron almacenadas a -80 °C hasta el
momento de su utilizacion.

1.4 Tampones y medios de cultivo

Se utilizaron los tampones M9 para la incubacidon de los huevos de los nematodos, MK (tampdn
M9 suplementado con kanamicina), para evitar la contaminacidn de los nematodos adultos con
bacterias) y el tampdn KPO4, que forma parte del medio NGM. En cuanto a los medios de cultivo,
se utilizaron los agares infusion cerebro corazon (BHI), NGM, LB y AGS, ademas del caldo L. Las
finalidades y composiciones de los tampones y medios de cultivo se detallan en las tablas 3 y 4.

Tabla 3. Tampones

Tampon Composicién Suplementos Utilizacion
M9 6g NaHPO, Incubacién de huevos.
3 g KH2PO4
59 NaCl

Iml MgSO:1M
H,Od hasta 11

M9K iU M9 1 ml kanamicina 45 mg/ml Lavado e incubacion de
nematodo adultos.
KPO, 356 g KyHPO4 Forma parte del medio
108,39 KH2PO4 NGM.

H,Od hasta 11
Los tampones fueron autoclavados a 121 °C durante 15 min y el suplemento fue agregado a temperatura
ambiente. El tampon KPO, fue ajustado a pH 6.
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Tabla 4. Medios de cultivo

Medio Composicién Suplementos Utilizacion
NGM 2,49 NaCl 800 ul CaCl; 1M Cultivo de
20g Peptona 800 I MgSOs 1M Claenorhabd't_'s
elegans, previa
13,69 Agar 800 pul  Colesterol* siembra de
780 mi H20d 20 ml Tampc')n KPOy4 Escherichia coli
OP50
Agar 10g Infusion de corazén 1,8 ml  Kanamicina25 Siembra de
BHI (desde solidos) mg/ml Candida para la
7,59 Infusién de cerebro infeccion de
(desde solidos) Caenorhabditis
10g Gelatina digerida por elegans
peptona
5g NaCl
2,59 NaHPO4
29 Glucosa
179 Agar
11 Hx0d
Agar LB 10g Triptona Recuperacion de
59 Extracto de levadura coloniasde
5 Nacl Escherichia coli
g na OP50
59 Agar
11 H0d
AGS 59 Digerido pancreatico de Cultivo de
caseina Candida
5g Digerido péptico de tejido
animal
40g Glucosa
159 Agar
11 Hx0d
Caldo L 10g Triptona Cultivoy
59 Extracto de levadura mantenimiento de
59 NaCl Escherichia coli
11 H0d

Todos los medios fueron autoclavados durante 15 min a 121 °C y los suplementos fueron agregados cuando la
temperatura del medio era de 65 °C. *Colesterol disuelto en etanol a una concentracion de 5 mg/ml. AGS: Se
utilizd AGS (Becton, Dickinson and Company, Madrid, Espafia). Agar BHI: Se prepard a partir de caldo BHI
Conda (Laboratorios Conda, Madrid, Espafia).
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2. Diseflo del estudio

El trabajo presente desarrolla un modelo experimental de candidiasis invasora en el nematodo
Caenorhabditis elegans para la evaluacién de la patogenia, virulencia y diferentes
aproximaciones terapéuticas contra las especies de Candida que se aislan con mas frecuencia en
los episodios de candidiasis invasora humana.

3. Sensibilidad in vitro de las cepas de Candida a los
farmacos antifungicos

Los estudios de sensibilidad antifungica in vitro se realizaron segun el método estandarizado
propuesto por el CLSI en el documento M27-A3 y su suplemento M27-S4. Para las diluciones
madre de caspofungina, fluconazol y micafungina se empled agua como solvente, mientras que
anfotericina B, anidulafungina, posaconazol y voriconazol se diluyeron en DMSO, quedando este
ultimo a una concentracion final del 1%. Las distintas concentraciones de los farmacos
antifingicos se alcanzaron mediante diluciones seriadas en base 2 utilizando medio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich), tamponado con acido morfolino propano sulfénico (MOPS) (Sigma-Aldrich) a
una concentracion final de 0,165 M a pH 7. El fluconazol se agregé en diluciones sucesivas que
fueron desde 0,06 a 64 pug/ml, mientras que el rango de concentraciones de los demas farmacos
antifungicos ensayados fue entre 0,03 y 16 pug/ml.

Para la preparacion del inéculo fungico, se cultivaron las cepas de Candida en AGS durante 24 h
a 37 °C; posteriormente las células fueron suspendidas en una solucién salina estéril hasta
obtener una concentracién de 0,5 McFarland. Esta suspension tiene una concentracion
aproximada de 1 x 10 a 5 x 108 células/ml, la cual es diluida 1:1000 con medio RPMI, quedando
a una concentracién aproximada de 1 x 10% a 5 x 103 células/ml. Se inocularon 100 pl de esta
suspension en cada pocillo de una microplaca previamente preparada con las distintas
concentraciones de fdrmacos antifungicos. Las microplacas se incubaron a 37 °C y se registro la
concentracion minima inhibitoria (CMI) como la concentraciéon mas baja a la que se observa una
inhibicion del 50% del crecimiento después de 24 y 48 h de incubacién. Para la anfotericina B se
considero la inhibicién del 100% del crecimiento.

Dado que Caenorhabditis elegans no sobrevive a temperaturas mayores de 30 °C, el mismo
ensayo descrito en los parrafos anteriores se realizd paralelamente incubando otra microplaca a
25°C.

4. Estudios de supervivencia de Caenorhabditis elegans

Con objeto de estudiar la virulencia de las distintas especies de Candida asi como la efectividad
de la terapia con distintos fdrmacos antifungicos, se determinaron las curvas de supervivencia
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de Caenorhabditis elegans para la infeccidn con cada una de las especies y en las distintas
condiciones experimentales planteadas en el modelo: con y sin tratamiento antifliingico asociado,
empleando DMSO o agua como solvente, etc. Se empled el modelo estadistico de Kaplan y Meier
por la sencillez de su manejo y el minimo condicionamiento inicial para su aplicacion, ya que es
un método no paramétrico. Todas las pruebas fueron hechas por triplicado.

Los objetivos del analisis descrito fueron la estimacion de los siguientes pardmetros:

a) Virulencia de las distintas especies de Candida en un medio acuoso

b) Virulencia de las distintas especies de Candida en un medio con DMSO 1%

c) Efectividad de distintos farmacos antifliingicos en monoterapia para el tratamiento de la
candidiasis invasora en el modelo in vivo propuesto

Se emplearon las siguientes curvas de supervivencia como control:

a) Curva de supervivencia obtenida a partir de nematodos que fueron expuestos a las
distintas especies de Candida estudiadas, previamente muertas por calor, para el
estudio los factores de virulencia.

b) Curva de supervivencia obtenida a partir de nematodos sin infectar a los cuales se les
administraron los tratamientos antifingicos a las mismas concentraciones que las
utilizadas posteriormente en el estudio experimental, para el estudio de la toxicidad
intrinseca de los farmacos antiflingicos ensayados frente al huésped.

c) Curva de supervivencia obtenida a partir de nematodos sin infectar en un medio que
contenia agua o el solvente DMSO a la concentracion final posteriormente empleada en
el estudio experimental, para evaluar el efecto del solvente empleado en la soluciéon
antifingica frente al huésped.

En todos los ensayos de supervivencia se utilizaron nematodos sin infectar y sin tratamiento
antifungico como control negativo de referencia para poder establecer las comparaciones
oportunas en cada caso.

4.1 Preparacion de las cepas

4.1.1 Caenorhabditis elegans

La reproduccién de los nematodos y la sincronizacién de su crecimiento se realizaron por los
métodos de troceado vy lisis alcalina descritos en los apartados 1.1.1 y 1.1.2 de la seccidon de
Material y métodos. En condiciones de esterilidad, se recolectaron los nematodos segun lo
descrito por Breger et al, con algunas modificaciones [Breger et al. 2007]. Se lavaron las placas
de NGM que los contenian en estado larvario L3-L4 y que debido a su incubacion durante 70 h a
25 °C, habian perdido su capacidad de reproduccion. Se agregaron 3,5 ml de tampdén M9
suplementado con kanamicina 45 pg/ml (M9K) y los nematodos fueron recolectados con pipetas
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Pasteur de vidrio, para posteriormente ser depositados en tubos de fondo cénico de 15 ml. La
solucién con nematodos se lavé utilizando el mismo tampon y se centrifugd a 1200 rpm durante
2 min. El sobrenadante fue eliminado y la suspensiéon concentrada de nematodos resultante se
utilizé posteriormente para el desarrollo del modelo de infeccién.

4.1.2 Candida

Las distintas cepas de Candida se cultivaron en AGS a 37 °C durante 24 h. Después se preparé un
inéculo ajustado a 2,0 McFarland utilizando un nefeldmetro (Biomerieux, Marcy L’Etoile, Francia).
Para la siembra en césped se utilizaron placas de Petri de 50 mm; se agregaron 25 pl de cada
indculo en distintas placas de agar BHI suplementado con 50 pg/ml de kanamicina y se incubaron
durante 48 h a 30 °C. Posteriormente el cultivo de Candida fue tratado segun el procedimiento
descrito por Pukkila-Worley y colaboradores, con algunas modificaciones. Brevemente, con una
torunda de algoddn y una pipeta Pasteur de vidrio moldeada con la forma de un asa de extensién,
se retird el exceso de cultivo para facilitar tanto el desplazamiento de los nematodos como los
lavados posteriores [Pukkila-Worley et al. 2012].

4.2 Estudios de supervivencia de Caenorhabditis elegans

4.2.1 Infeccion de los nematodos

Para la infeccidn de los nematodos se utilizdé el procedimiento descrito por Breger et al, con
algunas modificaciones [Breger et al. 2007]. Se depositaron aproximadamente 1000 nematodos,
con una pipeta Pasteur de vidrio, sobre placas previamente sembradas en césped con Candida.
Estas placas se incubaron durante 2 h a 25 °C para infectar a Caenorhabditis elegans mediante la
ingestidn de las levaduras. Posteriormente, se recolectaron los nematodos de la forma descrita
en el apartado 4.1.1 de material y métodos, dejando decantar durante 4-5 minutos y se eliminé
el exceso de Candida que se encontraba en el sobrenadante. Los nematodos sedimentados se
lavaron dos veces con 12 ml de tampdon M9K, se centrifugaron 1 min a 1200 rpm y luego fueron
depositados sobre una placa de agar BHI suplementado con 50 ug/ml de kanamicina donde se
permitio su desplazamiento para eliminar las levaduras pegadas a su cuticula. A partir de esta
placa se recolectaron los nematodos utilizando un asa de platino de punta planay se depositaron
20 de ellos en cada pocillo de una placa de microtitulacion para estudiar su supervivencia.

4.2.2 Estudio de la infeccidn por Candida en un medio acuoso

Se dispensd un volumen final de 1300 pl/pocillo de una solucidon compuesta por tampon M9K,
suplementado con 5 pg/ml de colesterol disuelto en etanol en microplacas de poliestireno de
fondo plano de 24 pocillos (Tissue Culture Plate, Sarstedt Inc., EEUU). Posteriormente se
depositaron en cada pocillo, aproximadamente 20 nematodos que previamente habian sido
infectados con una de las distintas especies de Candida.
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Se realizd una lectura inicial para determinar el nimero de nematodos en cada pocillo y se
incubaron las microplacas a 25 °C. Se realizaron lecturas sucesivas cada 24 h durante 120 h para
determinar la cantidad de nematodos vivos y muertos.

4.2.3 Estudio de la infeccién por Candida en DMSO

El procedimiento seguido fue igual al descrito en el apartado anterior 4.2.2, con la salvedad de
que el volumen final por pocillo contenia DMSO al 1%. El DMSO se afiadia después de haber
depositado los nematodos (Figura 8).
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Figura 8. Esquema del protocolo para infeccion por Candida. La diferencia entre la capacidad de
producir infeccion en medio acuoso y en un medio con DMSO se produce en el llenado de las
microplacas; en presencia de DMSO, ya que se agrega este compuesto al 1%.

4.3 Tratamiento antifungico de la candidiasis en Caenorhabditis
elegans

Para estudiar la actividad de los farmacos antifungicos en el desarrollo de la candidiasis invasiva
experimental, esta se llevd a cabo como esta descrito en el apartado 4.2.1. La Unica diferencia
en la metodologia radico en que después de la distribucién de los nematodos en los pocillos, se
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agregaron los fdrmacos antifungicos en los volumenes y concentraciones que se detallan en la
tabla 5. La distribucion de los farmacos antifungicos en las placas de microtitulacion se ilustra en
la figura 9.

Tabla 5. Concentraciones de los farmacos antiflngicos y solventes utilizados

Farmaco antifungico ~ Concentracion (ug/ml)  Solvente

Anfotericina B 1 DMSO
2
Fluconazol 32 agua
64
128
Voriconazol 1 DMSO
2
Posaconazol 1 DMSO
2
Anidulafungina 8 DMSO
Caspofungina 4 agua
8
Micafungina 4 agua
8

Como control de la infeccidn se estudié el efecto de las células de Candida inactivadas por calor
en la supervivencia de los nematodos. Se sembraron en césped las distintas especies de Candida
y fueron inactivadas exponiéndolas durante 90 min a 65 °C; la muerte de las levaduras fue
corroborada por ausencia de crecimiento tras la resiembra en AGS. Las placas con Candida
inactivada se dejaron enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente, para posteriormente
ponerlas en contacto con los nematodos. El procedimiento posterior es igual al descrito en el
punto 4.2.2 de la seccién material y métodos.

Los nematodos sin infectar fueron puestos en contacto con los diferentes farmacos antifungicos,
para estudiar el efecto toxico de éstos sobre el modelo animal.
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Placa 1 (farmacos antiflingicos disueltos en DMSO) Placa 2 (farmacos antifungicos disueltos en agua)

Figura 9. Disposicion de los farmacos antiflngicos en las microplacas. SI: nematodos sin infectar.
ST: nematodos infectados, pero que no recibieron tratamiento.

4.4 Estudio estadistico de las variables y modelos empleados

Se procedid a un estudio descriptivo de las diferentes variables. Para las variables cuantitativas
se emplearon medidas de tendencia central (media, moda y mediana) y medidas de dispersion
(varianza y/o desviacion estandar). Las variables cualitativas se han resumido mediante
porcentajes. La comparacion 2 a 2 de las medias de variables cuantitativas se realizd6 mediante
la prueba de la t de student para muestras independientes con un estudio previo de las
condiciones de normalidad de las variables estudiadas. La comparacién de multiples medias se
realizd con un modelo de ANOVA de uno o dos factores segun fue preciso. Los porcentajes
estimados en las variables cualitativas se compararon mediante la prueba de chi-cuadrado o la
prueba exacta de Fisher, si se produjeron situaciones en las que fue necesaria su aplicacion.

Se empled el modelo no paramétrico de Kaplan y Meier para la obtencién y estudio de las
distintas curvas de supervivencia. La comparacién de las distintas curvas de supervivencia
obtenidas en las distintas condiciones experimentales ensayadas se realiz6 calculando el
estadistico de Wilcoxon mediante la prueba de contraste de hipdtesis de rango logaritmo (test
de log-rank). Por defecto para todos los contrastes de hipdtesis empleados a lo largo de este
trabajo se escogio un valor de significacion estadistica (a) igual a 0,05 (5%).

En el apartado de Resultados se emplean los términos “virulencia” y “tasa de letalidad” [Jenicek
1996], en referencia a la capacidad de una cepa de Candida de causar una mortalidad efectiva
en la poblacién de Caenorhabditis elegans que desarrolla una candidiasis invasiva experimental.
No obstante, conviene remarcar que ambos conceptos pueden o no guardar relaciéon con los
factores de patogenicidad que cada microorganismo emplee en la infeccién. El concepto de
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«supervivencia» expresa la cantidad de nematodos, en términos numéricos absolutos o en
porcentaje relativo, que permanecen vivos en un intervalo de tiempo determinado respecto a la
poblacidn inicial de los mismos.

4.5 Implicaciones éticas

En el Real Decreto 53/2013, por el que se establecen las normas basicas aplicables para la
proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia [BOE num. 34 2013], no aparece Caenorhabditis elegans entre las especies con
limitaciones, por lo cual Caenorhabditis elegans no estd amparado por las leyes de ética y
bienestar animal.
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1. Efecto del solvente en la supervivencia de
Caenorhabditis elegans

Con objeto de estudiar el efecto del solvente empleado en los modelos de tratamiento de la
candidiasis experimental, un grupo de nematodos fueron incubados en un medio que contenia
Unicamente Escherichia coli OP50 y el solvente (agua o DMSO) sin ser infectados con Candida.

En el medio libre de DMSO no se observd descenso alguno en la poblacion inicial de nematodos
(supervivencia del 100%) tras un periodo de incubacién de 72 h. A partir de las 96 h se produjo
un leve descenso de la supervivencia (98%), que permaneci6 invariable hasta la finalizacion del
experimento a las 120 h.

Cuando los nematodos fueron mantenidos en el medio que contenia DMSO al 1%, la primera
disminucién del porcentaje de nematodos vivos se produjo a las 48 h con una proporcién de
supervivencia del 99%. En cada uno de los siguientes recuentos se observd una disminucion
paulatina de dicho porcentaje de supervivencia, hasta llegar a un 93% de nematodos vivos al
final del estudio. Estas diferencias no fueron estadisticamente significativas para cada tramo de
lectura (Tabla 6 y Figura 10). Ademas, la comparacion de las curvas de supervivencia para ambos
solventes obtenidas mediante el método de Kaplan y Meier arrojé un estadistico de contraste
en la prueba de rango logaritmo (log-rank) que tampoco resulto ser significativo (p = 0,141). Por
tanto, con independencia del solvente empleado en el medio de cultivo, la supervivencia de
Caenorhabditis elegans fue similar cuando los nematodos no fueron infectados.

Tabla 6. Supervivencia de los nematodos sin infectar.

N (%) de nematodos vivos

Incubacion

0Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
En agua 120 (100) 120 (100) 120 (100) 120(100) 118(98) 118(98)
En DMSO 1% 149 (100) 149 (100) 147 (99) 146 (98) 141 (95) 139 (93)
Valor p (x?) - - 0,367 0,268 0,233 0,140
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Figura 10. Curvas de supervivencia de nematodos no infectados, incubados en un medio acuoso o en
uno con DMSO al 1%.

2. Virulencia de las distintas especies de Candida y
estimacion del efecto del medio de incubacidn

Para evaluar la historia natural de la infeccion causada por las distintas especies de Candida en
Caenorhabditis elegans, se analizaron las curvas de supervivencia de los nematodos infectados
con cada una las especies estudiadas en un medio con distintos solventes, a fin de comprobar si
existen fendmenos de interaccién entre la virulencia de cada especie y la presencia o no de un
solvente en el medio de cultivo. Con esta finalidad, un grupo de nematodos se incubd en un
medio liquido que contenia DMSO al 1% y otro grupo se incubé en un medio libre de este
solvente y se compararon las curvas de supervivencia obtenidas en ambos grupos.

2.1 Infeccién por Candida albicans

Cuando Caenorhabditis elegans fue infectado con Candida albicans NCPF 3153, se observd una
disminucién del porcentaje de supervivencia en ambos medios a partir de las 24 h. Este descenso
fue mayor en la poblaciéon de nematodos incubada en un medio acuoso. Sin embargo, a partir de
las 72 h se equipararon los porcentajes de supervivencia, para posteriormente ser
significativamente menores en el medio que contenia DMSO al 1%. La proporcién de nematodos
supervivientes a las 120 h fue del 3% cuando se expusieron a DMSO y del 9% en los incubados
en medio acuoso (Tabla 7). En ambos casos se observaron diferencias estadisticamente
significativas respecto a las curvas de supervivencia de los nematodos que no fueron infectados;
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ambas curvas de supervivencia se compararon con las curvas observadas en nematodos
incubados en un medio similar respecto a la presencia o no de DMSO. La mediana de
supervivencia de los nematodos en el medio acuoso se estimé en 48 h, mientras que en los
nematodos incubados en presencia de DMSO fue superior a las 72 h. El contraste estadistico de
Wilcoxon calculado mediante la prueba de log—rank indicé que las diferencias entre las curvas
de supervivencia de los nematodos incubados en un medio acuoso, no fueron significativas
respecto a aquellos incubados en un medio con DMSO (p =0,652). Sin embargo, cuando se
analizaron individualmente las lecturas realizadas en cada tramo horario por separado, las
diferencias en la proporciéon de nematodos vivos entre ambos grupos fueron estadisticamente
significativas a las 24, 96 y 120 h (Tabla 7). Es de destacar que a las 24 h estas diferencias
significativas en la supervivencia fueron mayores en los nematodos incubados en DMSO,
mientras que en las otras dos lecturas mencionadas, la supervivencia fue significativamente
mayor en los nematodos incubados con agua (Figura 11).

Tabla 7. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans.

N (%) de nematodos vivos

Incubacién

Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
En agua 178 (100) 131 (74) 87 (49) 66 (34) 42 (24) 16 (9)
En DMSO 1% 120 (100) 103 (86) 67 (56) 40 (33) 14 (12) 3(3)
Valor p (x?) - 0,012 0,239 0,508 0,010 0,025

Supervivencia

O T T T T 1
0 24 48 72 96 120 h

@==Sin tratamiento, en agua ==#=Sin tratamiento, en DMSO

Figura 11. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados por Candida albicans, incubados en
un medio acuoso o en un medio con DMSO al 1%.
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2.2 Infeccién por Candida dubliniensis

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia de
Caenorhabditis elegans durante las primeras 24 h de infeccion con la cepa Candida dubliniensis
NCPF 3949, ya que el 98 y 99% de los nematodos sobrevivid, en presencia y ausencia de DMSO
al 1%, respectivamente. Sin embargo, a partir de las 48 h la disminucidn en la supervivencia fue
mas acentuada en presencia de DMSO, mientras que en el medio acuoso los porcentajes de
supervivencia disminuyeron mds lentamente y con diferencias muy significativas (Figura 12 y
Tabla 8). La mediana estimada de supervivencia en los nematodos incubados en un medio con
DMSO fue de 72 h, mientras que en un medio libre del mismo, fue superior alas 120 h. De hecho,
la prueba log-rank, indicd que las diferencias entre ambas curvas de supervivencia eran
estadisticamente muy significativas (p =1,03 x 108). Este resultado es coherente con el
obtenido al analizar las proporciones de nematodos supervivientes en cada tramo de lectura a
partir de las 48 h del inicio del experimento (Tabla 8).

Tabla 8. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis.

N (%) de nematodos vivos

Incubacion 0h 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
En agua 163 (100) 162(99) 156 (96)  141(87) 114(70) 96 (59)
En DMSO 1% 197 (100) 193(98)  155(79)  96(49)  59(30)  35(18)
Valor p (x?) ; 0253  27x10° 54x10M“ 41x10%“ 68 x 1016
1 O
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Figura 12. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados por Candida dubliniensis, incubados
en un medio acuoso o en un medio con DMSO al 1%.
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2.3 Infeccion por Candida glabrata

Cuando los nematodos fueron infectados con la cepa Candida glabrata ATCC 90030, se observo
una situacion similar a la producida por la infeccién de Caenorhabditis elegans con la cepa de
Candida dubliniensis. No obstante, en este caso, a las 48 h se observaba una diferencia
estadisticamente significativa en la proporcion de nematodos vivos entre ambos tipos de
solvente (p = 0,006). Sin embargo, conviene puntualizar que mientras que en el medio sin DMSO
se mantuvo vivo el 99% de la poblacién inicial de nematodos, en presencia del mismo la
proporcidn disminuia al 92%. A partir de las 72 h, estas diferencias eran mas notorias (Figura 13
Tabla 9). La mediana estimada de supervivencia en el medio que contiene DMSO al 1% era de 96
h aproximadamente, mientras que en el medio acuoso alcanzaba las 120 h. Las diferencias entre
ambas curvas de supervivencia fueron significativas (p = 0,00005).

Tabla 9. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata.

N (%) de nematodos vivos

Incubacion
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
En agua 119 (100) 119 (100) 118 (99) 99 (83) 82 (69) 50 (42)
En DMSO 1% 189 (100) 189 (100) 174 (92)  125(66) 70 (37) 50 (26)
Valor p (x?) - - 0,006 0,001 51x108 0,005
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@ Sin tratamiento, en agua =f=Sin tratamiento, en DMSO

Figura 13. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata, incubados en
un medio acuoso o en un medio con DMSO al 1%.
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2.4 Infeccidn por Candida krusei

Cuando Caenorhabditis elegans fue infectado con la cepa Candida krusei ATCC 6258 no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos medios durante toda la
duracién del experimento (120 h) (Figura 14 y Tabla 10). Tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al comparar las curvas de supervivencia de los nematodos
incubados en un medio con DMSO o incubados en un medio acuoso (p =0,145). En ambos
medios de incubacidn la mediana de supervivencia estimada fue de 72 h.

Tabla 10. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei.

N (%) de nematodos vivos

Incubacion

0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
En agua 187 (100) 182 (97) 137 (73) 78 (42) 50 (27) 16 (9)
En DMSO 1% 120 (100) 118 (98) 82 (68) 56 (47) 40 (33) 19 (16)
Valor p (x?) - 0,564 0,351 0,393 0,216 5,03x10%2

Supervivencia

o
0 T T T T 1

0 24 48 72 96 120 h

O=Sin tratamiento, en agua ==fr==Sin tratamiento, en DMSO

Figura 14. Curvas de supervivencia de nematodos infectados con Candida krusei, incubados en un
medio acuoso o con DMSO al 1%.
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2.5 Infeccién por Candida metapsilosis

Tras la infeccion de Caenorhabditis elegans con la cepa Candida metapsilosis ATCC 96143, se
observé que no habia descenso alguno de la supervivencia a las 24 h del inicio del experimento,
mientras que a las 48 h de incubacién la supervivencia disminuyé al 68 y 88% en el medio cony
sin DMSO respectivamente, observandose diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos (p = 0,001). Sin embargo, a partir de las 96 h los porcentajes tendieron a igualarse
(30 y 38% respectivamente) y las diferencias dejaron de ser significativas (p = 0,156), quedando
ambas en 11% a las 120 h (Tabla 11). La mediana de supervivencia estimada de los nematodos
incubados en DMSO fue de 72 h, mientras que en el medio acuoso alcanzé las 96 h. No obstante,
la comparacién de las curvas de supervivencia entre ambos medios (Figura 15) no mostré
diferencias significativas (p = 0,092).

Tabla 11. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis.

N (%) de nematodos vivos

Incubacion

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
En agua 104 (100) 104 (100) 91 (88) 61 (59) 40 (38) 11 (11)
En DMSO 1% 122 (100) 122 (100) 83 (68) 54 (44) 36 (30) 14 (11)
Valor p (x?) - - 0,001 0,031 0,156 0,831

Supervivencia

O T T T T 1
0 24 48 72 96 120 h

O==Sin tratamiento, en agua ==fr==Sin tratamiento, en DMSO

Figura 15. Curvas de supervivencia de nematodos infectados con Candida metapsilosis, incubados en
un medio acuoso o con DMSO al 1%.
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2.6 Infeccidn por Candida orthopsilosis

Las curvas de supervivencia obtenidas en ambos medios tras la infeccién de
Caenorhabditis elegans con la cepa Candida orthopsilosis ATCC 96139 (Figura 16) fueron en
cierto modo andlogas a las obtenidas para la infeccién producida por la cepa de
Candida metapsilosis, si bien se observaron algunas pequeias diferencias. El porcentaje de
Caenorhabditis elegans vivos a las 24 h fue del 100%. A las 48 h el porcentaje disminuyé al 89%
en el medio acuoso y al 74% en presencia de DMSO (cifras similares a las obtenidas con el modelo
de Candida metapsilosis). De ahi en adelante, el porcentaje de nematodos vivos fue siempre
menor en el medio que contenia DMSO hasta el final del experimento siendo la supervivencia a
punto final del 21% en el medio acuoso y del 10% en presencia de DMSO (Tabla 12). La mediana
estimada de supervivencia fue de 96 h en ambos casos. Asimismo, se observaron diferencias
significativas (p = 0,003) entre las curvas de supervivencia obtenidas en ambos medios.

Tabla 12. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis.

N (%) de nematodos vivos

Incubacién

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
En agua 236 (100) 236 (100) 211(89)  134(57)  91(39) 50 (21)
En DMSO 1% 124 (100) 124 (100) 92 (74) 64 (52) 34 (27) 13 (10)
Valor p (x?) - - 1,72 x 10* 0,345 0,035 0,011

Supervivencia

0 T T T T 1
0 24 48 72 96 120 h

O==Sin tratamiento, en agua ==fr==Sin tratamiento, en DMSO

Figura 16. Curvas de supervivencia de nematodos infectados con Candida orthopsilosis, incubados en
un medio acuoso o en DMSO al 1%.
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2.7 Infeccién con Candida parapsilosis sensu stricto

En lainfeccidén de Caenorhabditis elegans con la cepa Candida parapsilosis ATCC 22019 se obtuvo
una dinamica de las curvas de supervivencia similar a las obtenidas en la infeccién por
Candida orthopsilosis, con un descenso en las proporciones de nematodos vivos en ambos
medios a partir de las 48 h de incubacidn, con un 90% en el medio acuoso y un 65% en presencia
de DMSO, si bien este descenso siempre fue mayor en este grupo hasta el final del experimento
(120 h) (Tabla 13 y Figura 17). La mediana estimada de supervivencia de Caenorhabditis elegans
fue de 72 h en presencia de DMSO y de 120 h en el medio acuoso. La prueba de contraste de log-
rank indicd que existen diferencias significativas entre ambas curvas de supervivencia
(p=2,3x10").

Tabla 13. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis.

N (%) de nematodos vivos

Incubacion

oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
En agua 189 (100) 189 (100)  171(90)  144(76)  118(62) 77 (41)
En DMSO 1% 124 (100) 124 (100) 81 (65) 60(48)  36(29) 16 (13)
Valor p (x) - - 39x10%  44x107  74x10°  1,4x107

Supervivencia

O T T T T 1
0 24 48 72 96 120 h

O=-Sin tratamiento, en agua === Sin tratamiento, en DMSO

Figura 17. Curvas de supervivencia de nematodos infectados con Candida parapsilosis, incubados en
un medio acuoso o con DMSO al 1%.
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3. Comparacion de la virulencia de las especies de
Candida

El grado de infeccidon causado por las distintas especies de Candida mostré variaciones de
acuerdo a la presencia o no de DMSO en el medio de incubacidn. En ausencia del solvente, hubo
diferencias significativas en la virulencia de las distintas especies (Tabla 15). Candida albicans fue
la especie mas virulenta (p<0,05). Aunque Candida krusei mostré también un 9% de
supervivientes a las 120 h (Tabla 14), la diferencia de supervivencia de los nematodos infectados
con una especie fue significativamente distinta de la otra (p = 0,021) (Figura 18).

Las candidiasis que no mostraron diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia
del nematodo, fueron las causadas por Candida parapsilosis, respecto a la infeccién causada por
Candida glabrata (p =0,429) (Figura 19) y la infeccidon causada por Candida orthopsilosis, en
relacion a aquella causada por Candida metapsilosis (p =0,209), que mostraron curvas de
supervivencia similares (Figura 20). En el medio de incubacidon acuoso, Candida dubliniensis
resulté ser la especie menos virulenta para el nematodo.

Tabla 14. Supervivencia de los nematodos infectados con las distintas especies de Candida en
ausencia de DMSO.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Candida albicans 178 (100) 131 (74) 87 (49) 66 (34) 42 (24) 16 (9)

Especies

Candida dubliniensis 163 (100) 162 (99) 156 (96) 141 (87) 114 (70) 96 (59)
Candida glabrata 119 (100) 119 (100) 118 (99) 99 (83) 82 (69) 50 (42)
Candida krusei 187 (100) 182 (97) 137 (73) 78 (42) 50 (27) 16 (9)
Candida metapsilosis 104 (100) 104 (100) 91 (88) 61 (59) 40 (38) 11 (11)
Candida orthopsilosis 236 (100) 236 (100)  211(89) 134(57)  91(39)  50(21)
Candida parapsilosis 189 (100) 189 (100) 171 (90) 144 (76) 118 (62) 77 (41)
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Figura 18. Curvas de supervivencia de nematodos infectados con Candida albicans con respecto a los
infectados con Candida krusei, en un medio libre de DMSO.
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Figura 19. Curvas de supervivencia de nematodos infectados con Candida glabrata con respecto a los
infectados con Candida parapsilosis, en un medio libre de DMSO.
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Figura 20. Curvas de supervivencia de nematodos infectados con Candida metapsilosis con respecto
a los infectados con Candida orthopsilosis, en un medio libre de DMSO.
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Tabla 15. Valores de p resultantes de la comparacion de la supervivencia de Caenorhabditis elegans infectados con las distintas especies de
Candida. En sombreado se indican los valores obtenidos en presencia de DMSO 1% y en blanco aquellos valores obtenidos en ausencia de
dicho solvente, destacando en negrita cuando no hubo diferencias estadisticamente significativas.

Especie C. albicans C. dubliniensis C. glabrata C.krusei  C. metapsilosis C. orthopsilosis C. parapsilosis
C. albicans - 0,000 0,000 0,021 0,000 0,000 0,000
C. dubliniensis 0,000 - 0,022 0,000 0,000 0,000 0,001
C. glabrata 0,000 0,002 - 0,000 0,000 0,000 0,429
C. krusei 0,000 0,582 0,001 - 0,015 0,000 0,000
C. metapsilosis 0,000 0,174 0,000 0,473 - 0,209 0,000
C. orthopsilosis 0,000 0,322 0,000 0,635 0,773 - 0,000

C. parapsilosis 0,000 0,267 0,000 0,600 0,845 0,953 -




Cuando se utiliz6 DMSO al 1% en el medio de incubacidn, las diferencias de la virulencia entre
las distintas especies la mayoria de las veces fue no significativa. Sin embargo, cuando este
solvente no se encontraba presente en el medio, aunque se observé sistematicamente una
menor mortalidad de nematodos, hubo mayores diferencias de la virulencia de las distintas
especies entre si (Tabla 16). En ambos casos, Candida albicans fue la especie mas virulenta. En
el medio con DMSO al 1%, la infeccién con Candida glabrata resultd ser significativamente la
menos virulenta.

Tabla 16. Supervivencia de los nematodos infectados con las distintas especies de Candida en un
medio con DMSO 1%.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Candida albicans 120 (100) 103 (86) 67 (56) 40 (33) 14 (12) 313

Especies

Candida dubliniensis 197 (100) 193 (98) 155 (79) 96 (49) 59 (30) 35 (18)
Candida glabrata 189 (100) 189 (100) 174 (92) 125 (66) 70 (37) 50 (26)
Candida krusei 120 (100)  118(98) 82 (68) 56 (47) 40 (33) 19 (16)

Candida metapsilosis 122 (100) 122 (100) 83 (68) 54 (44)  36(30) 14 (11)

Candida
orthopsilosis

Candida parapsilosis 124 (100) 124 (100) 81 (65) 60 (48) 36 (29) 16(13)

124 (100) 124 (100)  92(74)  64(52)  34(27)  13(10)

En resumen, considerando los datos obtenidos en presencia o no de DMSO en el solvente, se
puede ordenar las distintas especies de Candida de acuerdo con su virulencia, utilizando el
“"

signo > para representar «significativamente mas virulento que» y el signo = para “sin
diferencias significativas en la virulencia”:

14

En el medio libre de DMSO: Candida albicans > Candida krusei > Candida metapsilosis
Candida orthopsilosis > Candida parapsilosis = Candida glabrata > Candida dubliniensis.

En el medio con DMSO: Candida albicans > Candida metapsilosis = Candida krusei
Candida orthopsilosis = Candida parapsilosis = Candida dubliniensis > Candida glabrata.

14
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4. Observacidn de microscopia de la infeccidon por
Candida

La observacién microscopica de los nematodos infectados mostré que la infeccion comenzé
con lainvasion de la faringe y la zona proximal del intestino, pese a que en la mayoria de casos
los nematodos continuaban con vida. Parte de las levaduras siguieron desplazandose por todo
el lumen intestinal (Figura 21) para posteriormente colonizar todo el cuerpo de
Caenorhabditis elegans. Pese a que inmediatamente después de las dos horas de infeccion, los
nematodos fueron transferidos a un medio liquido y libre del patégeno, éstos fueron incapaces
de eliminar las células de Candida.

Figura 21. Caenorhabditis elegans AU37 a las 48 h de incubacién en medio liquido, tras la infeccién
con Candida albicans NCPF 3153. La imagen es un montaje a partir de 7 fotos tomadas con aumento
de 40x con microscopia de contraste de fases.

Aparentemente, uno de los factores de virulencia fundamentales para destruir los drganos del
nematodo fue la formacidn de hifas y pseudohifas. Se observé que estas crecieron hasta salir
del nematodo, para posteriormente llegar a invadir la totalidad del cuerpo y destruir la cuticula
(Figura 22). Tras la muerte del nematodo, la filamentacién avanzé rapidamente formando un
micelio a su alrededor, sin o con escaso desprendimiento de estructuras fulngicas
(Caenorhabditis elegans “fantasma”) (Figura 24 G).

Salvo Candida krusei, las especies distintas de Candida albicans no mostraron dafios por
filamentacién, pero si por colonizaciéon, con desprendimiento de estructuras fungicas y
destruccioén de la cuticula del nematodo (Figura 23).
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(microscopia de contraste de fases, 40x) A: Nematodo completamente invadido, con salida de
pseudohifas por vulva y ano (montaje de 6 fotos). B: Detalle de salida de pseudohifas por la boca.
C: Nematodo completamente invadido, con destruccion de cuticula.

Figura 23. Caenorhabditis elegans AU37 incubados durante 7 dias tras la infeccién con
distintas especies de Candida (microscopia de contraste de fases, imagenes Ay E en 20x y B,
C, D y F en 40x). A: Candida dubliniensis. B: Candida glabrata. C: Candida krusei. D:
Candida orthopsilosis. E: Candida metapsilosis. F: Candida parapsilosis.
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Figura 24. Evolucion de la infeccion de Caenorhabditis elegans AU37 con Candida albicans NCPF 3153 (microscopia estereoscopica, 5x).
A: Nematodo que acaba de ser infectado. B: Nematodo infectado en las primeras 24 h. C: Progresion de la infeccién, se observa un nematodo
vivo con la zona proximal y el intestino colonizados (48-72 h). D: Nematodo muerto completamente colonizado por Candida (48-96 h). E:
Aparicion de pseudohifas adheridas a la cuticula (96-120 h). F: Crecimiento de las pseudohifas (= 120 h). G: Hifas o micelio de Candida

albicans alrededor de los restos del nematodo (Caenorhabditis elegans fantasma) (> 120 h).



5. Efecto de Candida inactivada sobre la supervivencia
de Caenorhabditis elegans

Cuando Caenorhabditis elegans fue expuesto a las distintas especies de Candida inactivadas por
calor, la supervivencia de los nematodos no se vio alterada, observdndose los mismos
porcentajes que en el grupo de los nematodos control.

Tabla 17. Porcentaje de supervivencia a las 120 h de Caenorhabditis elegans infectados con Candida
versus los expuestos a Candida inactivadas por calor

Nematodos vivos (%0)
Agente En medio acuoso En medio con DMSO
Células Células Células Células
inactivadas vivas inactivadas vivas

Candida albicans 98 9 100 3
Candida dubliniensis 99 59 98 18
Candida glabrata 98 42 97 26
Candida krusei 98 9 98 16
Candida metapsilosis 98 11 98 11
Candida orthopsilosis 98 21 95 10
Candida parapsilosis 100 41 91 13
Escherichia coli OP50 99 98 98 93

6. Sensibilidad in vitro de Candida a los farmacos
antifangicos

La tabla 18 muestra los resultados del estudio de sensibilidad in vitro a los farmacos antifingicos
de las cepas de Candida utilizadas, a ambas temperaturas de incubacion (25 y 37 °C). Se observa
que en el 59% de los ensayos las CMI a 25 °C son iguales que a 37 °C, mientras que en el 41%
restante hay diferencias a las distintas temperaturas. Sin embargo, se observa que las candinas
muestran mayores CMI a 25°C en mas de un tercio de los ensayos (principalmente la
anidulafungina, seguida de la micafungina), mientras que la tendencia de los azoles es mostrar
CMI mayores a 37 °C, aunque en menor proporcién. Anfotericina B muestra mayores CMI
Unicamente a 37 °C, frente a Candida glabrata, Candida metapsilosis y Candida parapsilosis.
Todas las diferencias mencionadas se dan en una dilucion, salvo el fluconazol frente a
Candida parapsilosis, cuya CMI a 37 °C fue dos diluciones mayor.
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Tabla 18. Concentraciones minimas inhibitorias obtenidas a 25 °C (fondo en blanco) y 37 °C (fondo
sombreado)

Farmaco Cazdld Candida Car;dld Candid Candida Candida Candida
antifngico albican dubliniensi glabrat a _ metapsilosi  orthopsilosi  parapsilosi
(ng/ml) S krusei S S S
s a
2 2 2 4 4 4 2
Anfotericina B
2 2 4 4 8 4 4
0,12 0,25 1 32 2 2 1
Fluconazol
0,12 0,25 2 32 2 2 4
0,03 0,06 0,12 0,25 0,25 0,12 0,12
Posaconazol
0,03 0,06 0,12 0,12 0,25 0,25 0,12
0,03 0,03 0,03 0,12 0,06 0,06 0,03
Voriconazol
0,03 0,03 0,03 0,12 0,12 0,12 0,03
Anidulafungin 0,03 0,03 2 05 2 1 2
a 0,03 0,12 1 0,12 1 1 1
0,12 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Caspofungina
0,25 0,12 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
0,06 0,12 1 0,12 1 1 1
Micafungina
0,06 0,12 1 0,25 0,5 0,5 0,5

66



7. Eficacia del tratamiento antifungico de la candidiasis
en Caenorhabditis elegans

7.1 Tratamiento antifungico de la candidiasis experimental por
Candida albicans

7.1.1 Anfotericina B

Los tratamientos con 1 y 2 ug/ml de anfotericina B aumentaron significativamente la
supervivencia de los Caenorhabditis elegans infectados con Candida albicans (p =0,001 vy
p = 1,6 x 10°®, respectivamente), aunque la mediana estimada de supervivencia fue ligeramente
inferior (48 h con ambos tratamientos respecto a las mas de 48 h de los que no fueron tratados)
(Figura 25). En las primeras 48 h, el porcentaje de nematodos vivos fue menor en aquellos que
recibieron tratamiento, respecto al grupo control. Estas diferencias fueron significativas sélo en
el tratamiento con 1 pg/ml de anfotericina B (p = 0,03) (Tabla 19).

Tabla 19. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans tratados con anfotericina
B

N (%) de nematodos vivos
0h 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 120 (100) 103 (86) 67 (56) 40 (33) 14 (12) 3(3)
Anfotericina B (1 ug/ml) 121 (100) 97 (80) 51 (42) 50 (41) 43 (36) 34 (28)
Anfotericina B (2 ug/ml) 112 (100) 88 (79) 54 (48) 53 (47) 50 (45) 47 (42)

Tratamiento
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=== Sin tratamiento, en DMSO === Anfotericina B 1 ug/ml ==#== Anfotericina B 2 pug/ml

Figura 25. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans tratados
con anfotericina B y sin tratar.
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7.1.2 Azoles

7.1.2.1 Fluconazol

El tratamiento con fluconazol a cada una de las tres concentraciones ensayadas (32, 64 y
128 pg/ml) aumentd significativamente la supervivencia de los nematodos infectados con
Candida albicans (p=5,4 x103%, 7,3 x102¢ y 2,1 x 10¥, respectivamente). Asimismo, los tres
tratamientos aumentaron la mediana estimada de supervivencia de los nematodos a mas de 120
h, con porcentajes de supervivencia de 76, 68 y 80%, respectivamente (Tabla 20 y Figura 26).

Tabla 20. Supervivencia de los hematodos infectados con Candida albicans tratados con fluconazol

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 178 (100) 131 (74) 87 (49) 66 (34) 42 (24) 16 (9)
Fluconazol (32 pg/ml) 123(100) 123 (100) 118(96) 113(92) 105 (85) 93 (76)
Fluconazol (64 pg/ml) 118 (100) 118 (100) 105 (89) 94 (80) 86 (73) 80 (68)
Fluconazol (128 ug/ml) 126 (100) 126 (100)  120(95) 118 (94)  112(89) 101 (80)

Tratamiento
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Figura 26. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans tratados con
fluconazol y sin tratar.
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7.1.2.2 Posaconazol

El tratamiento con 1y 2 ug/ml de posaconazol aumenté de manera significativa la supervivencia
de los Caenorhabditis elegans infectados con Candida albicans (p=2x10% y 2x10%
respectivamente). En ambos casos la mediana estimada de supervivencia aumenté a 96 h y los
porcentajes de nematodos que sobrevivieron hasta el final del estudio fueron 45 y 38%

respectivamente.

Tabla 21. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans tratados con

posaconazol.

Tratamiento

N (%) de nematodos vivos

Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 120 (100) 103 (86) 67 (56) 40 (33) 14 (12) 33
Posaconazol (1 ug/ml) 132 (100) 131 (99) 111 (84) 86 (65) 65 (49) 60 (45)
Posaconazol (2 pg/ml) 115 (100) 115 (100) 97 (84) 71 (62) 54 (47) 44 (38)
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9==Posaconazol 1 pg/ml

/= Posaconazol 2 pg/ml

Figura 27. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans tratados con

posaconazol y sin tratar.
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7.1.2.3 Voriconazol

Los tratamientos con 1y 2 pug/ml de voriconazol aumentaron significativamente la supervivencia
de los nematodos que fueron infectados con Candida albicans (p=3,5x 10y p=1,5x 10",
respectivamente). En ambos casos la mediana estimada de supervivencia fue de 96 h,
permaneciendo el 42 y 35% de los nematodos vivos al final del estudio, respectivamente (Tabla
22 y Figura 28).

Tabla 22. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans tratados con
voriconazol.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 120 (100) 103 (86) 67 (56) 40 (33) 14 (12) 33
Voriconazol (1 pg/ml) 118 (100) 117 (99) 97 (82) 75 (64) 57 (48) 49 (42)
Voriconazol (2 pg/ml) 123 (100) 123 (100) 101 (82) 73 (59) 57 (46) 43 (35)

Tratamiento
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Figura 28. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans tratados con
voriconazol y sin tratar.
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7.1.3 Equinocandinas

7.1.3.1 Anidulafungina

El tratamiento con 4 pug/ml de anidulafungina aumentd la supervivencia de los nematodos
infectados con Candida albicans (p = 0,0004). En presencia de DMSO, el porcentaje de
Caenorhabditis elegans que sobrevivid hasta el final del estudio fue del 25%, versus el 3% de
supervivencia de los que no recibieron tratamiento. Sin embargo, la mediana estimada de
supervivencia no mejord, manteniéndose ligeramente superior a las 48 h (Tabla 23 y figura 29).

Tabla 23. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans tratados con
anidulafungina.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 120 (100) 103 (86) 67 (56) 40 (33) 14 (12) 33
Anidulafungina (4 pg/ml) 115 (100) 86 (75) 61 (53) 50 (43) 46 (40) 29 (25)

Tratamiento
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Figura 29. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans tratados con
anidulafungina y sin tratar.
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7.1.3.2 Caspofungina

Se observé un aumento significativo de la supervivencia de Caenorhabditis elegans en el
tratamiento con 4 y 8 ug/ml de caspofungina (p = 0,001 y 1,2 x 103, respectivamente). Con la
concentracidn mas baja, el porcentaje de individuos vivos a las 120 h era del 26%, mientras que
con 8 pg/ml fue del 78%. De los nematodos no tratados, Unicamente sobrevivié el 9% a las 120 h
(Tabla 24). La mediana estimada de supervivencia alcanzd las 72 h y superé las 120 h con la dosis
mas alta de caspofungina, mientras que la mediana estimada de supervivencia de los nematodos
sin tratamiento, alcanzo las 48 h (Figura 30).

Tabla 24. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans tratados con

caspofungina.

Tratamiento

N (%) de nematodos vivos

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 178 (100) 131 (74) 87 (49) 66 (34) 42 (24) 16 (9)
Caspofungina (4 pg/ml) 121 (100) 92 (76) 67 (56) 60 (50) 48 (40) 31 (26)
Caspofungina (8 ug/ml) 125 (100) 125 (100) 107 (86) 102 (82) 100 (80) 95 (76)
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Figura 30. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans tratados con

caspofungina y sin tratar.
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7.1.3.3 Micafungina

Los tratamientos con 4 y 8 ug/ml de micafungina, aumentaron significativamente la
supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans (p=9,9x 10 y 8,1 x 10°1°,
respectivamente). La supervivencia a las 120 h fue del 9% en el grupo de nematodos que no
recibieron tratamiento, mientras que sobrevivié el 33% de los nematodos tratados con 4 pg/ml
de micafungina y el 48% de los tratados con la concentracion mas alta (Tabla 25 y Figura 31). El
tratamiento también aumentd la mediana estimada de supervivencia de los nematodos,
pasando de 48 h en los nematodos sin tratamiento, a 72 h con 4 ug/ml de micafunginay a 120 h
con 8 pg/ml.

Tabla 25. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans tratados con
micafungina

0 -
Tratamiento N (%) de nematodos vivos

0Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento (1%705; 131(74)  87(49)  66(34) 42 (24) 16 (9)
Caspofungina (4 pg/ml) (11010‘; 90(78)  61(53)  55(47)  49(42)  38(33)
Caspofungina (8 pg/ml) (110})7) 91(78)  79(68)  66(56)  61(52) 55 (47)
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Figura 31. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida albicans tratados con
micafungina y sin tratar.
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Tabla 26. Resumen de los resultados obtenidos con los tratamientos de Caenorhabditis elegans
infectados con Candida albicans.

Mediana
Medio de estimada Nematodos
candida albicans incubacion supervivencia  vivos 120 h (%)
NCPF 3153 (h)
En agua 48
En DMSO 72 3
Mediana
Tratamiento Concentracién estimada Nematodos valor
(ng/ml) supervivencia  vivos 120 h (%) P
(h)

Anfotericina B 1 48 28 0,001
2 48 42 0,000
Fluconazol 32 >120 76 0,000
64 >120 68 0,000
128 >120 80 0,000
Posaconazol 1 96 45 0,000
2 96 38 0,000
Voriconazol 1 96 42 0,000
2 96 35 0,000
Anidulafungina 4 72 25 0,000
Caspofungina 4 72 26 0,001
8 >120 76 0,000
Micafungina 4 72 33 0,000
8 120 47 0,000

En la parte superior se indican los resultados en los hematodos que no recibieron tratamiento y en
la parte inferior los resultados obtenidos con los diferentes tratamientos. Los resultados de los
nematodos que fueron incubados en un medio sin DMSO (tanto sin tratamiento como con él) se
indican en fondo blanco y los que estuvieron en presencia del solvente, en fondo gris.
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7.2 Tratamiento antifingico de la candidiasis experimental por
Candida dubliniensis

7.2.1 Anfotericina B

Los tratamientos con anfotericina B a las concentraciones de 1 y 2 ug/ml aumentaron
significativamente la  supervivencia de Caenorhabditis elegans infectados con
Candida dubliniensis (p = 3,7 x 103°y 2,1 x 1034, respectivamente). A la concentracién mas baja
el porcentaje de nematodos vivos a las 120 h fue 85%, mientras que a la mayor concentracién
de anfotericina B los nematodos que sobrevivieron alcanzaron el 93% (Tabla 27). La mediana
estimada de supervivencia superd las 120 h en ambas concentraciones (Figura 32).

Tabla 27. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados con
anfotericina B.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 197 (100) 193 (98)  155(79) 96 (49) 59 (30) 35 (18)

Anfotericina B (1pg/ml) 116 (100) 116 (100)  113(97) 111(96) 103 (89) 99 (85)
Anfotericina B (2 pg/ml) 110 (100) 110 (100) 108 (98)  108(98) 105 (95) 102 (93)

Tratamiento
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==8==Sin tratamiento, en DMSO === Anfotericina B 1 ug/ml ==#== Anfotericina B 2 pug/ml

Figura 32. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados
con anfotericina B y sin tratar.
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7.2.2 Azoles

7.2.2.1 Fluconazol

El tratamiento con fluconazol a las tres concentraciones ensayadas (32, 64 y 128 ug/ml),
aumentd significativamente la  supervivencia de los nematodos infectados con
Candida dubliniensis (p =9,5 x 10, 7,8 x 10° y 2 x 10, respectivamente). Con independencia
de la concentracion estudiada, el tratamiento con fluconazol aumenté la mediana estimada de
supervivencia a mas de 120 h, logrando respectivamente 95, 92 y 96% de supervivencia, en el
tiempo final de estudio (Tabla 28 y Figura 33).

Tabla 28. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados con
fluconazol.

N (%) de nematodos vivos
0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 163 (100) 162 (99) 156 (96) 141 (87) 114 (70) 96 (59)

Fluconazol (32 ug/ml) 108 (100) 108 (100) 107 (99) 104 (96) 104 (96) 103 (95)
Fluconazol (64 pg/ml) 105 (100) 105 (100) 104(99) 100 (95) 98 (93) 97 (92)
Fluconazol (128 pg/ml) 107 (100) 107 (100) 107 (100) 104 (97) 104 (97) 103 (96)

Tratamiento
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Figura 33. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados
con fluconazol y sin tratar.
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7.2.2.2 Posaconazol

El tratamiento con 1y 2 ug/ml de posaconazol aumenté de manera significativa la supervivencia
de Caenorhabditis elegans infectados con Candida dubliniensis (p=6,7x1033 y 2,7x 10731,
respectivamente). En ambos casos la mediana estimada de supervivencia llegd a ser mayor de
120 h y los porcentajes de nematodos que sobrevivieron hasta el final del estudio fueron 91y
88%, respectivamente (Tabla 29 y Figura 34).

Tabla 29. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados con
posaconazol.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 197 (100)  193(98)  155(79) 96 (49) 59 (30) 35 (18)

Posaconazol (1 pg/ml) 109 (100) 109 (100) 109 (100) 107 (98) 100 (92) 99 (91)
Posaconazol (2 pg/ml) 110 (100) 110 (100) 110 (100) 106 (96) 100 (91) 97 (88)

Tratamiento
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==g==Sin tratamiento, en DMSO ==¢==Posaconazol 1 ug/ml 7= Posaconazol 2 pug/ml

Figura 34. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados
con posaconazol y sin tratar.
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7.2.2.3 Voriconazol

Los tratamientos con 1y 2 ug/ml de voriconazol aumentaron significativamente la supervivencia
de los nematodos que fueron infectados con Candida dubliniensis (p=3x 103 y7x 1034,
respectivamente). En ambos casos la mediana estimada de supervivencia superd las 120 h,
permaneciendo en ambos tratamientos el 93% de los nematodos vivos al final del estudio (Tabla
30y Figura 35).

Tabla 30. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados con
voriconazol.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 197 (100) 193 (98)  155(79) 96 (49) 59 (30) 35 (18)

Voriconazol (1pg/ml) 106 (100) 106 (100)  105(99)  102(96) 99 (93) 99 (93)
Voriconazol (2 pg/ml) 106 (100) 106 (100)  105(99) 104 (98) 101 (95) 99 (93)

Tratamiento
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Figura 35. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados
con voriconazol y sin tratar.
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7.2.3 Equinocandinas

7.2.3.1 Anidulafungina

El tratamiento con 4 pg/ml de anidulafungina aumenté significativamente la supervivencia de
los Caenorhabditis elegans infectados con Candida dubliniensis (p =1,6 x 102%). Ademas, la
mediana estimada de supervivencia de los nematodos que recibieron tratamiento con este
farmaco antifingico fue mayor de 120 h y el porcentaje de supervivientes al final del estudio
alcanzo el 82% (Tabla 31 y Figura 36).

Tabla 31. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados con
anidulafungina.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 9 h 120 h
Sin tratamiento 197 (100) 193 (98) 155 (79) 96 (49) 59 (30) 35 (18)

Anidulafungina (4 pg/ml) 101 (100) 101 (100)  96(95)  91(90)  89(88) 83 (82)

Tratamiento

1@
8 8 o
L4
0,75 A
©
Q
C
g
S 05 A
@
o
a
0,25 A
0 T T T T 1
0 24 48 72 96 120 h
=== Sin tratamiento, en DMSO 9= Anidulafungina 4 pg/ml

Figura 36. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados
con anidulafungina y sin tratar.
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7.2.3.2 Caspofungina

Se constaté un aumento significativo de la supervivencia de Caenorhabditis elegans en los
tratamientos con 4y 8 pg/ml de caspofungina (p=1,1x10°%y 8,1x10%), con 88 y 89% de
supervivencia a las 120 h, ambos respectivamente. Ademads, la mediana estimada de
supervivencia superd las 120 h en ambos casos.

Tabla 32. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados con
caspofungina

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 163 (100) 162 (99) 156 (96) 141 (87) 114 (70) 96 (59)

Caspofungina (4 pg/ml) 108 (100) 108 (100) 102 (94) 100 (93) 97 (90) 95 (88)
Caspofungina (8 pg/ml) 124 (100) 124 (100) 121 (98) 115 (93) 113 (91)  110(89)

Tratamiento
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Figura 37. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados
con caspofungina y sin tratar.
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7.2.3.3 Micafungina

Independientemente de la concentracién de fdrmaco empleada, ambos tratamientos con
micafungina aumentaron significativamente la supervivencia de Caenorhabditis elegans
(p=3,8x10%y 1,1 x10° para 4 y 8 ug/ml de micafungina, respectivamente). Los porcentajes
de supervivencia al final del estudio fueron de 80% en el tratamiento con 4 pg/ml de micafungina
y 87% con 8 ug/ml (Tabla 33). El tratamiento también aumentd la mediana estimada de
supervivencia de los nematodos a mas de 120 h con ambas concentraciones (Figura 38).

Tabla 33. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados con

micafungina

0 -
Tratamiento N (%) de nematodos vivos

Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 163 (100) 162 (99) 156 (96) 141 (87) 114 (70) 96 (59)
Micafungina (4 pg/ml) 114 (100)  113(99) 111(97) 105(92) 97 (85) 91 (80)
Micafungina (8 pg/ml) 106 (100) 105(99) 105(99) 101(95) 100 (94) 92 (87)
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Figura 38. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida dubliniensis tratados

con micafungina y sin tratar.
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Tabla 34. Resumen de los resultados obtenidos con los tratamientos de Caenorhabditis elegans
infectados con Candida dubliniensis.

Mediana
Medio de estimada Nematodos
candida dubliniensis incubacion supervivencia  vivos 120 h (%)
NCPF 3949 (h)
En agua >120 59
En DMSO 72 18
Mediana
Tratamiento Concentracién estimada Nematodos valor
(ng/ml) supervivencia  vivos 120 h (%) P
(h)

Anfotericina B 1 >120 85 0,000
2 >120 93 0,000
Fluconazol 32 >120 95 0,000
64 >120 92 0,000
128 >120 96 0,000
Posaconazol 1 >120 91 0,000
2 >120 88 0,000
Voriconazol 1 >120 93 0,000
2 >120 93 0,000
Anidulafungina 4 >120 82 0,000
Caspofungina 4 >120 88 0,000
8 >120 89 0,000
Micafungina 4 >120 80 0,000
8 >120 87 0,000

En la parte superior se indican los resultados en los nematodos que no recibieron tratamiento y en
la parte inferior los resultados obtenidos con los diferentes tratamientos. Los resultados de los
nematodos que fueron incubados en un medio sin DMSO (tanto sin tratamiento como con él) se
indican en fondo blanco y los que estuvieron en presencia del solvente, en fondo gris.
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7.3 Tratamiento antifungico de la candidiasis experimental por
Candida glabrata

7.3.1 Anfotericina B

Los tratamientos con 1 y 2 ug/ml de anfotericina B aumentaron significativamente la
supervivencia de Caenorhabditis elegans infectados con Candida glabrata (p=8,9x101 y
5,8 x 108, respectivamente. No se observaron diferencias significativas en el porcentaje de
nematodos vivos a las 120 h a ambas concentraciones (78 y 80%, respectivamente, con un valor
p =0,8126) y en ambos casos la mediana estimada de supervivencia superé las 120 h (Tabla 35y
Figura 39).

Tabla 35. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con anfotericina
B.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 189 (100) 189 (100) 174(92) 125 (66) 70 (37) 50 (26)

Anfotericina B (1 pg/ml) 185 (100) 185 (100)  183(99)  161(87) 157 (85) 145 (78)
Anfotericina B (2 pg/ml) 122 (100) 122 (100)  121(99) 104 (85)  100(82) 97 (80)

Tratamiento

0,75 - § g

Supervivencia
o
[0
1

0,25 -

O T T T T 1
0 24 48 72 96 120 h
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Figura 39. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con
anfotericina B y sin tratar.
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7.3.2 Azoles

7.3.2.1 Fluconazol

El tratamiento con fluconazol a las tres concentraciones ensayadas (32, 64 y 128 ug/ml),
aumentd la supervivencia de Caenorhabditis elegans infectados con Candida glabrata de
manera significativa (p=9x10% 2,1x10% y 2,5x10° respectivamente). Ademas
independientemente de la concentracién de fluconazol empleada se observé un aumento de la
mediana estimada de supervivencia de los nematodos a mds de 120 h. Los porcentajes de
supervivencia al final del estudio para las tres concentraciones de fluconazol ensayadas, fueron
64, 79 y 70%, respectivamente (Tabla 36 y Figura 40).

Tabla 36. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con fluconazol.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 119 (100) 119 (100)  118(99) 99 (83) 82 (69) 50 (42)

Fluconazol (32 pg/ml) 120 (100) 120(100) 118(98) 109 (91) 98 (82) 77 (64)
Fluconazol (64 pg/ml) 124 (100) 124 (100) 124 (100) 114(92) 104 (84) 98 (79)
Fluconazol (128 pg/ml) 121 (100) 121 (100) 117 (97) 111 (92) 103 (85) 85 (70)
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Figura 40. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con
fluconazol y sin tratar.
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7.3.2.2 Posaconazol

El tratamiento con 1y 2 ug/ml de posaconazol aumenté de manera significativa la supervivencia
de Caenorhabditis elegans infectados con Candida glabrata (p=1,5x10% y 7,8x107°,
respectivamente). En ambos casos la mediana estimada de supervivencia llegd a ser mayor de
120 h y los porcentajes de nematodos que sobrevivieron hasta el final del estudio fueron 73 y
82% para las concentraciones de 1y 2 ug/ml de posaconazol, respectivamente (Tabla 37 y Figura
41).

Tabla 37. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con
posaconazol.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 189 (100) 189 (100) 174 (92) 125 (66) 70 (37) 50 (26)

Posaconazol (1 ug/ml) 114 (100) 114 (100) 111 (97) 98 (86) 95 (83) 83 (73)
Posaconazol (2 pug/ml) 119 (100) 119 (100) 116 (97) 103 (87) 101 (85) 97 (82)

Tratamiento
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Figura 41. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con
posaconazol y sin tratar.
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7.3.2.3 Voriconazol

Los tratamientos con 1 o 2 ug/ml de voriconazol aumentaron significativamente la supervivencia
de los nematodos infectados por Candida glabrata (p=1,1x10%y5,9x107%,
respectivamente). En ambos casos la mediana estimada de supervivencia superd las 120 h,
mientras que la proporcién de nematodos vivos fue del 69 y 82%, respectivamente (Tabla 38 y
Figura 42).

Tabla 38. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con
voriconazol.

N (%) de nematodos vivos
0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 189 (100) 189 (100) 174(92) 125 (66) 70 (37) 50 (26)

Voriconazol (1 pg/ml) 116 (100) 116 (100) 111 (96) 94 (81) 88 (76) 80 (69)
Voriconazol (2 pug/ml) 117 (100) 117 (100) 112(96) 107 (91) 104 (89) 96 (82)

Tratamiento
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Figura 42. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con
voriconazol y sin tratar.
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7.3.3 Equinocandinas

7.3.3.1 Anidulafungina

El tratamiento con 4 pg/ml de anidulafungina aumenté significativamente la supervivencia de
Caenorhabditis elegans infectados con Candida glabrata (p = 4,8 x 107). La mediana estimada de
supervivencia de los nematodos que recibieron tratamiento con este farmaco antifungico fue
mayor de 120 h y el porcentaje de supervivientes al final del estudio alcanzo el 58% (Tabla 39y
Figura 43).

Tabla 39. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con
anidulafungina

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 189 (100) 189 (100) 174(92) 125 (66) 70 (37) 50 (26)

Anidulafungina (4 ug/ml) 134 (100) 134 (100) 126 (94) 96 (72)  86(64) 78 (58)

Tratamiento
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Figura 43. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con
anidulafungina y sin tratar.
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7.3.3.2 Caspofungina

Los tratamientos con 4 y 8pug/ml de caspofungina aumentaron significativamente la
supervivencia de Caenorhabditis elegans (p=3,2x10 y 2,4x107, respectivamente). Los
porcentajes de nematodos supervivientes a las 120 h fueron de 90y 76% y la mediana estimada
de supervivencia superd las 120 h en ambos casos, independientemente de la concentracién de
caspofungina empleada para el tratamiento (Tabla 40 y Figura 44).

Tabla 40. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con
caspofungina.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 119 (100) 119 (100) 118 (99) 99 (83) 82 (69) 50 (42)

Caspofungina (4 pg/ml)  125(100) 125 (100) 124 (99) 117 (94)  114(91) 112(90)
Caspofungina (8 pg/ml) 130 (100) 130 (100) 129 (99) 117 (90) 108 (83) 99 (76)

Tratamiento
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Figura 44. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con
caspofungina y sin tratar.
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7.3.3.3 Micafungina

Los tratamientos con 4 y 8 ug/ml de micafungina en los nematodos infectados con
Candida glabrata, aumentaron significativamente la supervivencia respecto al grupo control
(p=4,8x10"" y 2,4x 1023, respectivamente), con 84% y 93% de supervivencia al final del
estudio (Tabla 41). Al igual que lo descrito para las otras candinas, el tratamiento también
aumento la mediana estimada de supervivencia de los nematodos a mas de 120 h con ambas
concentraciones (Figura 45).

Tabla 41. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con
micafungina.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 119 (100) 119 (100)  118(99) 99 (83) 82 (69) 50 (42)

Micafungina (4 pg/ml) 128 (100) 128 (100) 127 (99) 121(95) 113(88) 107 (84)
Micafungina (8 pg/ml) 190 (100) 190 (100) 188 (99) 183 (96) 181(95) 177 (93)

Tratamiento
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Figura 45. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida glabrata tratados con
micafungina y sin tratar.
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Tabla 34. Resumen de los resultados obtenidos con los tratamientos de Caenorhabditis elegans
infectados con Candida glabrata.

Mediana
Medio de estimada Nematodos
Candida glabrata incubacion supervivencia  vivos 120 h (%)
ATCC 90030 (h)
En agua 120 42
En DMSO 96 26
Mediana
Tratamiento Concentracién estimada Nematodos valor
(ng/ml) supervivencia  vivos 120 h (%) P
(h)

Anfotericina B 1 >120 78 0,000
2 >120 80 0,000
Fluconazol 32 >120 64 0,001
64 >120 79 0,000
128 >120 70 0,000
Posaconazol 1 >120 73 0,000
2 >120 82 0,000
Voriconazol 1 >120 69 0,000
2 >120 82 0,000
Anidulafungina 4 >120 58 0,000
Caspofungina 4 >120 90 0,000
8 >120 76 0,000
Micafungina 4 >120 84 0,000
8 >120 93 0,000

En la parte superior se indican los resultados en los nematodos que no recibieron tratamiento y en
la parte inferior los resultados obtenidos con los diferentes tratamientos. Los resultados de los
nematodos que fueron incubados en un medio sin DMSO (tanto sin tratamiento como con él) se
indican en fondo blanco y los que estuvieron en presencia del solvente, en fondo gris.
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7.4 Tratamiento antifungico de la candidiasis experimental por
Candida krusei

7.4.1 Anfotericina B

Los tratamientos con 1 y 2 pug/ml de anfotericina B aumentaron significativamente la
supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei (p=1,2x10* y1,4x109),
ampliando en ambos casos la mediana estimada de supervivencia a 96 y mas de 120 h,
respectivamente (Figura 46). A la concentracién mas baja, el 39% de los nematodos permanecié
vivo a las 120 h, mientras que a la mayor concentracién de anfotericina B los nematodos que
sobrevivieron llegaron al 51% (Tabla 43). La diferencia entre ambos porcentajes no resultd ser
estadisticamente significativa (p = 0,054).

Tabla 43. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei tratados con anfotericina
B.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 120 (100) 118 (98) 82 (68) 56 (47) 40 (33) 19 (16)

Anfotericina B (1 pg/ml) 128 (100) 128 (100) 106 (83) 75 (59) 61 (48) 50 (39)
Anfotericina B (2 pg/ml) 128 (100) 128 (100) 108 (84) 86 (67) 77 (60) 65 (51)

Tratamiento
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Figura 46. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei tratados con
anfotericina B y sin tratar.
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7.4.2 Azoles

7.4.2.1 Fluconazol

El tratamiento con 32, 64 o 128 pg/ml de fluconazol no aumentd la supervivencia de
Caenorhabditis elegans infectados con Candida krusei, independientemente de la concentracién
ensayada (p = 0,061, 0,194 y 0,084 respectivamente). Los porcentajes de supervivencia al final
del estudio fueron bajos (6, 8 y 9% para cada concentracion de fluconazol respectivamente)
mientras la mediana estimada de supervivencia se mantuvo en 72 h (Tabla 44 y Figura 47).

Tabla 44. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei tratados con fluconazol.

Tratamiento

N (%) de nematodos vivos

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 187 (100) 182 (97) 137 (73) 78 (42) 50 (27) 16 (9)
Fluconazol (32 pg/ml) 126 (100) 117 (93)  87(69)  52(41)  33(26) 7 (6)
Fluconazol (64 pg/ml) 144 (100)  142(99)  95(66) 67 (47)  41(28) 11 (8)
Fluconazol (128 pg/ml) 116 (100) 112 (97) 75 (65) 49 (42) 26 (22) 10 (9)
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Figura 47. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei tratados con

fluconazol y sin tratar.
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7.4.2.2 Posaconazol

Después de ser infectados con Candida krusei, los nematodos tratados con 1 y 2 ug/ml de
posaconazol aumentaron de manera significativa su supervivencia (p=7,8x10° y 7,1 x 107,
respectivamente). El tratamiento con 1 pg/ml de posaconazol aumenté la mediana estimada de
supervivencia a 96 h, mientras que cuando se traté con 2 pg/ml de posaconazol, superé las 120 h.
Los porcentajes de nematodos que sobrevivieron hasta el final del estudio fueron 47 y 54%,
respectivamente (Tabla 45 y Figura 48).

Tabla 45. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei tratados con posaconazol.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 120 (100) 118 (98) 82 (68) 56 (47) 40 (33) 19 (16)
Posaconazol (1 ug/ml) 118 (100) 116 (98) 99 (84) 65 (55) 58 (49) 55 (47)
Posaconazol (2 pg/ml) 117 (100) 117 (100) 102 (87) 77 (66) 67 (57) 63 (54)

Tratamiento
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Figura 48. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei tratados con
posaconazol y sin tratar.
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7.4.2.3 Voriconazol

Los tratamientos con 1y 2 ug/ml de voriconazol aumentaron significativamente la supervivencia
de los nematodos infectados con Candida krusei (p = 4,5 x 10y 9,3 x 10, respectivamente). A
la concentracién mas baja, la mediana estimada de supervivencia llegé a 96 h, mientras que con
2 pg/ml de voriconazol llegd a las 120 h, permaneciendo respectivamente el 30 y 48% de los
nematodos vivos al final del estudio, siendo significativa la diferencia entre ambos (p = 7,27 x 10°

3) (Tabla 46 y Figura 49).

Tabla 46. Cantidad (porcentaje) de nematodos vivos en cada hora de lectura, que fueron infectados
con Candida krusei y posteriormente tratados con voriconazol.

Tratamiento

N (%) de nematodos vivos

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 120 (100) 118 (98) 82 (68) 56 (47) 40 (33) 19 (16)
Voriconazol (1 pg/ml) 115 (100) 115 (100) 111 (97) 72 (63) 51 (44) 35 (30)
Voriconazol (2 pg/ml) 113 (100) 113 (100) 109 (96) 79 (70) 67 (59) 54 (48)
1m A
0,75 A
.g A
3 % A
2 0,5 -
g 8
“ 0,25 -
0 T T T T 1
0 24 48 72 96 120 h

e=fil==Sin tratamiento, en DMSO

©==\/oriconazol 1 pug/ml

/= \/oriconazol 2 ug/ml

Figura 49. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei tratados con

voriconazol y sin tratar.
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7.4.3 Equinocandinas

7.4.3.1 Anidulafungina

El tratamiento con 4 pg/ml de anidulafungina aumenté significativamente la supervivencia de
Caenorhabditis elegans infectados con Candida krusei (p =2,4x10°). Ademas, la mediana
estimada de supervivencia en los nematodos que recibieron tratamiento fue mayor de 120 hy
el porcentaje de supervivientes al final del estudio alcanzé el 56% (Tabla 47 y Figura 50).

Tabla 47. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei tratados con
anidulafungina

N (%) de nematodos vivos
0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 120 (100) 118 (98) 82 (68) 56 (47) 40 (33) 19 (16)

Anidulafungina (4 pg/ml) 129 (100) 128 (99) 98 (76) 85 (66) 82 (64) 72 (56)

Tratamiento
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Figura 50. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei tratados con
anidulafungina y sin tratar.
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7.4.3.2 Caspofungina

La supervivencia de Caenorhabditis elegans aumento significativamente con el tratamiento con
4y 8 pg/ml de caspofungina (p = 4,7 x 1022y 4,1 x 10?7, respectivamente). Las proporciones de
nematodos vivos al final del estudio llegaron al 45 y 68% para la concentracion menor y mayor
de caspofungina y las medianas de supervivencia aumentaron de 72 h en el caso del grupo de
nematodos control, a 96 y mas de 120 h en los tratados con 4 y 8 ug/ml de caspofungina,
respectivamente (Tabla 48 y Figura 51).

Tabla 48. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei tratados con caspofungina.

Tratamiento

N (%) de nematodos vivos

Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 187 (100) 182 (97) 137 (73) 78 (42) 50 (27) 16 (9)
Caspofungina (4 pg/ml) 119 (100) 117 (98) 86 (72) 67 (56) 58 (49) 54 (45)
Caspofungina (8 ug/ml) 122 (100) 122 (100) 116 (95) 100 (82) 92 (75) 83 (68)
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Figura 51. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei tratados con

caspofungina y sin tratar.
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7.4.3.3 Micafungina

Los tratamientos con 4 y 8 ug/ml de micafungina aumentaron significativamente la supervivencia
de Caenorhabditis elegans (p=9x107 y 4,1x107, respectivamente), con 40 y 44% de
supervivencia al final del estudio. Sélo el tratamiento con 4 ug/ml de micafungina aumenté la
mediana estimada de supervivencia de los nematodos (de 72 h en los que no recibieron
tratamiento, a 96 h en los tratados), mientras que a una concentracidon de 8 ug/ml, la mediana
estimada de supervivencia se mantuvo en 72 h (Tabla 49 y Figura 52).

Tabla 49. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei tratados con micafungina.
N (%) de nematodos vivos

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h

Sin tratamiento 187 (100) 182 (97) 137 (73) 78 (42) 50 (27) 16 (9)

Micafungina (4 ug/ml) 120 (100) 116 (97) 94 (78) 62 (51) 54 (45) 48 (40)

Micafungina (8 pug/ml) 119 (100) 117 (98) 89 (75) 59 (50) 53 (45) 52 (44)

Tratamiento
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Figura 52. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida krusei tratados con
micafungina y sin tratar.
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Tabla 50. Resumen de los resultados obtenidos con los tratamientos de Caenorhabditis elegans
infectados con Candida krusei.

Mediana
Medio de estimada Nematodos
candida krusei incubacion supervivencia  vivos 120 h (%)
ATCC 6258 (h)
En agua 72 9
En DMSO 72 16
Mediana
Tratamiento Concentracién estimada Nematodos valor
(ng/ml) supervivencia  vivos 120 h (%) P
(h)

Anfotericina B 1 96 39 0,000
2 >120 51 0,000
Fluconazol 32 72 6 0,465
64 72 8 0,855
128 72 9 0,475
Posaconazol 1 96 47 0,000
2 >120 54 0,000
Voriconazol 1 96 30 0,000
2 120 48 0,000
Anidulafungina 4 >120 56 0,000
Caspofungina 4 96 45 0,000
8 >120 68 0,000
Micafungina 4 96 40 0,000
8 72 44 0,000

En la parte superior se indican los resultados en los nematodos que no recibieron tratamiento y en
la parte inferior los resultados obtenidos con los diferentes tratamientos. Los resultados de los
nematodos que fueron incubados en un medio sin DMSO (tanto sin tratamiento como con él) se
indican en fondo blanco y los que estuvieron en presencia del solvente, en fondo gris.
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7.5 Tratamiento antifungico de la candidiasis experimental por
Candida metapsilosis

7.5.1 Anfotericina B

Los tratamientos con 1 y 2 ug/ml de anfotericina B aumentaron significativamente la
supervivencia de Caenorhabditis elegans infectados con Candida metapsilosis (p = 4,6 x 10
y 2,2 x 10° respectivamente), con un incremento de la mediana estimada de supervivencia a
96 h en ambas concentraciones. A la concentracion mas baja, el 41% de los nematodos
permanecié vivo a las 120 h, mientras que a la mayor concentracidon de anfotericina B los
nematodos que sobrevivieron sélo llegaron al 35%, pero el analisis estadistico de los resultados
mostrd que no existian diferencias significativas (p=0,329) (Tabla 51 y Figura 53).

Tabla 51. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados con
anfotericina B.

N (%) de nematodos vivos
0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 122 (100) 122 (100) 83 (68) 54 (44) 36 (30) 14 (11)
Anfotericina B (1 ug/ml) 97 (100) 97 (100) 71 (73) 54 (56) 47 (48) 40 (41)
Anfotericina B (2 ug/ml) 118 (100) 118 (100) 102 (86) 73 (62) 53 (45) 41 (35)

Tratamiento
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Figura 53. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados
con anfotericina B y sin tratar.
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7.5.2 Azoles

7.5.2.1 Fluconazol

El tratamiento con fluconazol aumento significativamente la supervivencia de Caenorhabditis
elegans infectados con Candida metapsilosis (p = 4,1 x 10, 1,7 x 107 y 6,2 x 10° con 32, 64 y
128 pg/ml de fluconazol, respectivamente). Los porcentajes de supervivencia al final del estudio
fueron 41, 47 y 55% y la mediana estimada de supervivencia fue de 120 h en las dos
concentraciones mas bajas y de mas de 120 h con 128 pg/ml de fluconazol (Tabla 52 y Figura 54).

Tabla 52. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados con
fluconazol

o X
Tratamiento N (%) de nematodos vivos por hora

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 104 (100) 104 (100) 91 (88) 61 (59) 40 (38) 11 (11)
Fluconazol 32 pg/ml 114 (100) 114 (100) 106 (93) 73 (64) 60 (53) 47 (41)
Fluconazol 64 pg/ml 100 (100) 100 (100) 94 (94) 77 (77) 60 (60) 47 (47)
Fluconazol 128 pg/ml 100 (100) 100 (100) 93 (93) 75 (75) 68 (68) 55 (55)
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Figura 54. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados
con fluconazol y sin tratar.
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7.5.2.2 Posaconazol

El tratamiento con 1y 2 pg/ml de posaconazol aumenté significativamente la supervivencia de
los nematodos infectados con Candida metapsilosis, (p=6,6x10" vy 5,6x107%,
respectivamente). En ambos casos, la mediana estimada de supervivencia aumenté a mas de 120
h y los porcentajes de supervivientes llegaron al 55 y 64% al final del tratamiento, siendo la
diferencias entre ambas proporciones no significativas (p = 0,20) (Tabla 53 y Figura 55).

Tabla 53. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados con
posaconazol.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 122 (100) 122 (100) 83 (68) 54 (44) 36 (30) 14 (11)

Posaconazol (1 ug/ml) 97 (100) 97 (100) 85 (88) 72 (74) 57 (59) 53 (55)
Posaconazol (2 pg/ml) 99 (100) 98 (99) 90 (91) 68 (69) 65 (66) 63 (64)
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Figura 55. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados
con posaconazol y sin tratar.
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7.5.2.3 Voriconazol

Los tratamientos con 1y 2 ug/ml de voriconazol, aumentaron significativamente la supervivencia
de Caenorhabditis elegans infectados con Candida metapsilosis (p=2x10% y 3,2x 1073,
respectivamente). A la concentracidon mas baja, la mediana estimada de supervivencia llegd a
120 h, mientras que a 2 pug/ml fue mayor, permaneciendo un 46 y 58% de los nematodos vivos
al final del estudio, respectivamente (Tabla 54, Figura 56).

Tabla 54. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados con
voriconazol.

o X
Tratamiento N (%) de nematodos vivos

Oh 24h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 122 (100) 122 (100) 83 (68) 54 (44) 36 (30) 14 (11)
Voriconazol (1 ug/ml) 95 (100) 95 (100) 81 (85) 67 (71) 55 (58) 44 (46)

Voriconazol (2 pg/ml) 101 (100) 101 (100) 93 (92) 74 (73) 66 (65) 59 (58)
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Figura 56. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados
con voriconazol y sin tratar.
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7.5.3 Equinocandinas

7.5.3.1 Anidulafungina

El tratamiento con 4 pg/ml de anidulafungina aumenté significativamente la supervivencia de
los nematodos infectados con Candida metapsilosis (p=1,9x107). Ademds, la mediana
estimada de supervivencia aumentd de 72 h en los no tratados a 120 h, mientras que el
porcentaje de supervivientes al final del estudio alcanzé el 49% (Tabla 55 y Figura 57).

Tabla 55. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados con
anidulafungina.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 122 (100) 122 (100) 83 (68) 54 (44) 36 (30) 14 (11)

Anidulafungina (4 ug/ml) 96 (100) 96 (100)  80(83)  55(57)  49(51) 47 (49)
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Figura 57. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados
con anidulafungina y sin tratar.
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7.5.3.2 Caspofungina

El tratamiento con 4 pg/ml de caspofungina no mostré un aumento significativo de la
supervivencia de Caenorhabditis elegans infectados con Candida metapsilosis (p = 0,08);
tampoco aumentd la mediana estimada de supervivencia respecto a los nematodos no tratados,
que se mantuvo en 96 h. En cambio, el tratamiento con 8 pg/ml de caspofungina mejoré
significativamente la supervivencia (p = 1,1 x 10°%), mostrando ademés un aumento de la mediana
estimada de supervivencia a 120 h. A las concentraciones estudiadas, la proporcion de
nematodos supervivientes al final del estudio fue de 36 y 40% respectivamente, no
objetivandose diferencias estadisticamente significativas entre ambos (p =0,227) (Tabla 56 y
Figura 58).

Tabla 56. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados con
caspofungina.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 104 (100) 104 (100) 91 (88) 61 (59) 40 (38) 11 (11)

Caspofungina (4 ug/ml) 101 (100) 101 (100) 87 (86) 63 (62) 45 (45) 36 (36)
Caspofungina (8 ug/ml) 138 (100) 138 (100) 128 (93) 102 (74) 84 (61) 55 (40)
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1m A} N
© 0,75 - A A
= N
§ —_— A
= 0,5 1 <
(]
o
>
(%)
0,25
O T T T T 1
0 24 48 72 96 120 h

==fll==Sin tratamiento, en agua ==®==Caspofungina 4 ug/ml === Caspofungina 8 ug/ml

Figura 58. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados
con caspofungina y sin tratar.
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7.5.3.3 Micafungina

Los tratamientos con 4 y 8 ug/ml de micafungina aumentaron significativamente la supervivencia
de los nematodos infectados con Candida metapsilosis (p =8 x 10*y 1,5 x 10°%, respectivamente),
con 31y 47% de supervivencia al final del estudio. Ambos tratamientos aumentaron la mediana
estimada de supervivencia de los nematodos de 96 h en los no tratados, hasta las 120 h (Tabla
57 y Figura 59).

Tabla 57. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados con
micafungina.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 104 (100) 104 (100) 91 (88) 61 (59) 40 (38) 11 (11)

Micafungina (4 yg/ml) 118 (100) 118 (100) 113(96)  80(68)  61(52)  36(31)
Micafungina (8 yg/ml) 107 (100) 107 (100)  96(90)  76(71)  61(57) 50 (47)
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Figura 59. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida metapsilosis tratados
con micafungina y sin tratar.
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Tabla 58. Resumen de los resultados obtenidos con los tratamientos de Caenorhabditis elegans
infectados con Candida metapsilosis.

Mediana
Medio de estimada Nematodos
Candida metapsilosis incubacion supervivencia  vivos 120 h (%)
ATCC 96143 (h)
En agua 96 11
En DMSO 72 11
Mediana
Tratamiento Concentracién estimada Nematodos valor
(ng/ml) supervivencia  vivos 120 h (%) P
(h)

Anfotericina B 1 96 41 0,000
2 96 35 0,000
Fluconazol 32 120 41 0,000
64 120 47 0,000
128 >120 55 0,000
Posaconazol 1 >120 55 0,000
2 >120 64 0,000
Voriconazol 1 120 46 0,000
2 >120 58 0,000
Anidulafungina 4 96 49 0,000
Caspofungina 4 120 36 0,080
8 96 40 0,000
Micafungina 4 120 31 0,001
8 120 47 0,000

En la parte superior se indican los resultados en los nematodos que no recibieron tratamiento y en
la parte inferior los resultados obtenidos con los diferentes tratamientos. Los resultados de los
nematodos que fueron incubados en un medio sin DMSO (tanto sin tratamiento como con él) se
indican en fondo blanco y los que estuvieron en presencia del solvente, en fondo gris.
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7.6 Tratamiento antifingico de la candidiasis experimental por
Candida orthopsilosis

7.6.1 Anfotericina B

Los tratamientos con 1 y 2 ug/ml de anfotericina B aumentaron significativamente la
supervivencia de Caenorhabditis elegans infectados con Candida orthopsilosis (p=1,7x10° y
4,3 x 101, respectivamente), con una mediana estimada de supervivencia mayor de 120 h en
ambos casos. A la concentracidon mas baja, el 52% de los nematodos permanecié vivo a las 120 h,
mientras que a la mayor concentracién de anfotericina B la proporcién de nematodos vivos fue
del 63%. Esta diferencia no fue significativa (p = 0,109) (Tabla 59 y Figura 60).

Tabla 59. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados con
anfotericina B.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 124 (100) 124 (100) 92 (74) 64 (52) 34 (27) 13 (10)

Anfotericina B (1 ug/ml) 122 (100) 122 (100) 98 (80) 77 (63) 71 (58) 64 (52)
Anfotericina B (2 ug/ml) 123 (100) 122 (99) 105 (85) 87 (71) 86 (70) 77 (63)

Tratamiento
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Figura 60. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados
con anfotericina B y sin tratar.
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7.6.2 Azoles

7.6.2.1 Fluconazol

El tratamiento de la infeccion invasiva por Candida orthopsilosis con fluconazol a cualquiera de
las tres concentraciones ensayadas (32, 64 y 128 pg/ml), aumentd significativamente la
supervivencia de Caenorhabditis elegans (p = 1,6 x 10, 2,6 x 108y 3,6 x 10", respectivamente).
Los porcentajes de Caenorhabditis elegans vivos a las 120 h fueron 38, 45 y 59%, mientras que
la mediana estimada de supervivencia fue de 120 h para los tratados con las concentraciones
mas bajas del farmaco y de mas de 120 h para el tratamiento con 128 pg/ml de fluconazol (Tabla
60y Figura 61).

Tabla 60. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados con
fluconazol.

0 -
Tratamiento N (%) de nematodos vivos

0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 236 (100) 236(100) 211(89) 134 (57)  91(39) 50 (21)
Fluconazol (32 yg/ml) 204 (100) 203 (100) 186 (91) 153 (75) 106 (52) 78 (38)
Fluconazol (64 pg/ml) 123 (100) 123 (100) 121(98) 101(82)  86(70) 55 (45)

Fluconazol (128 ug/ml) 128 (100) 128 (100)  119(93)  95(74)  88(69)  75(59)
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Figura 61. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados
con fluconazol y sin tratar.
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7.6.2.2 Posaconazol

Después de ser infectados con Candida orthopsilosis, los nematodos tratados con 1y 2 pg/ml de
posaconazol aumentaron significativamente su supervivencia (p=2,1x10% y 9,4x107%,
respectivamente). El posaconazol a ambas concentraciones aumentd la mediana estimada de
supervivencia a mds de 120 h, alcanzando un 60 y 65% respectivamente de supervivencia al final
del estudio (Tabla 61 y Figura 62).

Tabla 61. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados con
posaconazol.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 124 (100) 124 (100) 92 (74) 64 (52) 34 (27) 13 (10)

Posaconazol (1pg/ml) 122 (100) 122 (100) 104 (85)  84(69)  80(66) 73 (60)
Posaconazol (2 pg/ml) 126 (100) 126 (100)  122(97) 101(80)  93(74) 82 (65)

Tratamiento
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Figura 62. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados
con posaconazol y sin tratar.
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7.6.2.3 Voriconazol

Con independencia de la concentracion escogida, ambos tratamientos con voriconazol (1 pg/ml
y 2 ug/ml) aumentaron significativamente la supervivencia de Caenorhabditis elegans infectados
con Candida orthopsilosis (p=7,1x10" y 5,6 x107?8, respectivamente). Aunque ambas
concentraciones aumentaron la mediana estimada de supervivencia a mas de 120 h, se constaté
una diferencia estadisticamente significativa entre la proporcién de nematodos vivos a las 120
h, dependiente de la concentracién de voriconazol en el medio, que en porcentaje es 60 y 73%
respectivamente (p = 0,0162) (Tabla 62 y Figura 63).

Tabla 62. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados con

voriconazol.

Tratamiento

N (%) de nematodos vivos

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 124 (100) 124 (100) 92 (74)  64(52)  34(27)  13(10)
Voriconazol (1ug/ml) 141 (100) 141 (100) 134 (95) 115(82) 103 (73) 84 (60)
Voriconazol (2 pg/ml) 138 (100) 138 (100)  137(99) 120 (87) 115(83) 101 (73)
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Figura 63. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados

con voriconazol y sin tratar.
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7.6.3 Equinocandinas

7.6.3.1 Anidulafungina

El tratamiento con 4 pg/ml de anidulafungina no mejoré la supervivencia de
Caenorhabditis elegans infectados con Candida orthopsilosis (p = 0,717), ni la mediana estimada
de supervivencia, que en los nematodos que recibieron tratamiento antifungico, fue de 72 h,
mientras que en los no tratados llegd a las 96 h. Entre los nematodos que recibieron dicho
tratamiento antiflngico, el porcentaje de supervivientes al final del estudio alcanzé el 35% (Tabla
63 y Figura 64).

Tabla 63. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados con
anidulafungina.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 124 (100) 124 (100) 92 (74) 64 (52) 34 (27) 13 (10)

Anidulafungina (4 pg/ml) 120 (100) 120 (100) 73 (61) 55 (46) 50 (42) 42 (35)

Tratamiento
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Figura 64. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados
con anidulafungina y sin tratar.
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7.6.3.2 Caspofungina

Los tratamientos con 4 y 8pug/ml de caspofungina aumentaron significativamente la
supervivencia de Caenorhabditis elegans infectados con Candida orthopsilosis (p=1,5x 103y
1,3 x 10°®, respectivamente). En ambos casos, la mediana estimada de supervivencia aumenté a
120 h, respecto a las 96 h estimadas en los no tratados y los porcentajes de nematodos
supervivientes al final del estudio fueron del 39 y 38%, respectivamente (Tabla 64 y Figura 65).

Tabla 64. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados con

caspofungina.

o X
Tratamiento N (%) de nematodos vivos

Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 236 (100) 236 (100) 211 (89) 134 (57) 91 (39) 50 (21)
Caspofungina (4 pg/ml) 123 (100) 122 (99) 107 (87) 85 (69) 75 (61) 48 (39)
Caspofungina (8 pg/ml) 216 (100) 215(99) 197 (91) 165(76) 137 (63) 82 (38)
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Figura 65. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados

con caspofungina y sin tratar.
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7.6.3.3 Micafungina

Los tratamientos con 4 y 8 pg/ml de micafungina aumentaron significativamente la supervivencia
de Caenorhabditis elegans que habian sido infectados con Candida orthopsilosis (p = 3,9 x 10y
2,3x101°, respectivamente), con 59 y 56% de nematodos vivos al final del estudio. Ambos
tratamientos también aumentaron la mediana estimada de supervivencia de los nematodos de
96 h en el grupo control, hasta mas de 120 h en ambos grupos de tratamiento (Tabla 65 y Figura
66).

Tabla 65. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados con
micafungina.

N (%) de nematodos vivos
0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 236 (100) 236 (100) 211(89) 134 (57) 91 (39) 50 (21)

Micafungina (4 pug/ml) 122 (100) 122 (100) 114 (93) 94 (77) 84 (69) 72 (59)
Micafungina (8 ug/ml) 118 (100) 118(100)  110(93) 95 (81) 82 (69) 66 (56)

Tratamiento
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Figura 66. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida orthopsilosis tratados
con micafungina y sin tratar.

113



Tabla 66. Resumen de los resultados obtenidos con los tratamientos de Caenorhabditis elegans
infectados con Candida orthopsilosis.

Mediana
Medio de estimada Nematodos
Candida orthopsilosis incubacion supervivencia  vivos 120 h (%)
ATCC 96139 (h)
En agua 96 21
En DMSO 96 10
Mediana
Tratamiento Concentracién estimada Nematodos valor
(ng/ml) supervivencia  vivos 120 h (%) P
(h)

Anfotericina B 1 >120 52 0,000
2 >120 63 0,000
Fluconazol 32 120 38 0,000
64 120 45 0,000
128 >120 59 0,000
Posaconazol 1 >120 60 0,000
2 >120 65 0,000
Voriconazol 1 >120 60 0,000
2 >120 73 0,000
Anidulafungina 4 72 35 0,010
Caspofungina 4 120 39 0,001
8 120 38 0,000
Micafungina 4 >120 59 0,000
8 >120 56 0,000

En la parte superior se indican los resultados en los nematodos que no recibieron tratamiento y en
la parte inferior los resultados obtenidos con los diferentes tratamientos. Los resultados de los
nematodos que fueron incubados en un medio sin DMSO (tanto sin tratamiento como con él) se
indican en fondo blanco y los que estuvieron en presencia del solvente, en fondo gris.
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7.7 Tratamiento antifdngico de la candidiasis experimental por
Candida parapsilosis

7.7.1 Anfotericina B

El tratamiento con 1y 2 pug/ml de anfotericina B aumenté significativamente la supervivencia de
Caenorhabditis elegans infectados con Candida parapsilosis (p=6,6 x10% y 4,2x107%,
respectivamente). Se observé un aumento de la mediana estimada de supervivencia a mas de
120 h y diferencias significativas entre ambas pautas de tratamiento en la proporcién de
nematodos vivos a tiempo final, un 68% con 1 ug/mly 80% con 2 ug/ml de anfotericina B
(p=0,0292) (Tablay Figura 67).

Tabla 67. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis tratados con
anfotericina B.

N (%) de nematodos vivos
Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 124 (100) 124 (100) 81 (65) 60 (48) 36 (29) 16 (13)

Anfotericina B (1pg/ml) 127 (100) 127 (100)  111(87)  99(78)  92(72) 86 (68)
Anfotericina B (2 pg/ml) 124 (100) 124 (100)  115(93) 107 (86) 103 (83) 99 (80)

Tratamiento
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Figura 67. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis tratados
con anfotericina B y sin tratar.
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7.7.2 Azoles

7.7.2.1 Fluconazol

Con independencia de la concentracion de fluconazol (32, 64 y 128 pg/ml) empleada como
tratamiento, se constatdé un aumento significativo de la supervivencia de Caenorhabditis elegans
infectados con Candida parapsilosis (p = 2,1 x 10%%, 4,2 x 1018 y 3,2 x 10?1, respectivamente).
Los porcentajes de supervivencia al final del estudio fueron 87, 92 y 95% para cada una de las
pautas terapéuticas, mientras que la mediana estimada de supervivencia fue mayor de 120 h

(Tabla y Figura 68).

Tabla 68. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis tratados con

fluconazol.

Tratamiento

N (%) de nematodos vivos

Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 189 (100) 189 (100) 171 (90) 144 (76) 118 (62) 77 (41)
Fluconazol (32 ug/ml) 122 (100) 122 (100) 122 (100) 119 (98) 112 (92) 106 (87)
Fluconazol (64 pg/ml) 118 (100) 118 (100) 117 (99) 117 (99) 113(96) 108 (92)
Fluconazol (128 pg/ml) 123 (100) 123 (100) 123 (100) 121 (98) 120 (98) 117 (95)
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Figura 68. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis tratados

con fluconazol y sin tratar.
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7.7.2.2 Posaconazol

Después de ser infectados con Candida parapsilosis, los nematodos tratados con 1y 2 ug/ml de
posaconazol, aumentaron de manera significativa su supervivencia (p=8,7 x10%°y 2,3 x 10'%,

respectivamente).

El tratamiento con posaconazol

aumento

la mediana estimada de

supervivencia a mds de 120 h con diferencias significativas en los porcentajes de nematodos
vivos al finalizar el experimento, resultando de 67 y 81% respectivamente (p = 0,0137) (Tabla y

Figura 69).

Tabla 69. Supervivencia de los
posaconazol.

nematodos infectados con Candida parapsilosis tratados con

Tratamiento

N (%) de nematodos vivos

Oh 24 h 48 h 72h 96 h 120 h
Sin tratamiento 124 (100) 124 (100) 81 (65) 60 (48) 36 (29) 16 (13)
Posaconazol (1 pg/ml) 125 (100) 125 (100) 116 (93) 102 (82) 90 (72) 84 (67)
Posaconazol (2 pg/ml) 121 (100) 121 (100) 121 (100) 113 (93) 103 (85) 98 (81)
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Figura 69. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis tratados

con posaconazol y sin tratar.
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7.7.2.3 Voriconazol

Los tratamientos con 1y 2 ug/ml de voriconazol aumentaron significativamente la supervivencia
de Caenorhabditis elegans infectados con Candida parapsilosis (p=3,8x 103 y 1,6 x107%,
respectivamente). Ambas concentraciones aumentaron la mediana estimada de supervivencia a
mas de 120 h, con 72% y 68% de nematodos vivos al final del estudio (Tabla y Figura 70).

Tabla 70. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis tratados con
voriconazol.

0 -
Tratamiento N (%) de nematodos vivos

0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 124 (100) 124 (100)  81(65)  60(48)  36(29)  16(13)
Voriconazol (1 pg/ml) 120 (100) 120 (100) 116 (97) 106(88)  98(82) 86 (72)
Voriconazol (2 pg/ml) 126 (100) 126 (100) 123 (98) 112(89) 101 (80) 86 (68)
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Figura 70. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis tratados

con voriconazol y sin tratar.
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7.7.3 Equinocandinas

7.7.3.1 Anidulafungina

El tratamiento con 4 pg/ml de anidulafungina aumenté significativamente la supervivencia de
Caenorhabditis elegans infectados con Candida parapsilosis (p = 4,8 x 1023). El tratamiento
antifungico también aumentd la mediana estimada de supervivencia a mas de 120 h y el
porcentaje de supervivientes al final del estudio, que alcanzé el 78% (Tabla y Figura 71).

Tabla 71. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis tratados con
anidulafungina.

N (%) de nematodos vivos
0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 124 (100) 124 (100) 81 (65) 60 (48) 36 (29) 16 (13)

Anidulafungina (4 pg/ml) 120 (100) 120 (100) 102 (85) 98 (82) 96 (80) 94 (78)

Tratamiento
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Figura 71. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis tratados
con anidulafungina y sin tratar.
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7.7.3.2 Caspofungina

El tratamiento con 4 pg/ml de caspofungina aumentd significativamente la supervivencia de los
nematodos infectados con Candida parapsilosis (p = 7,2 x 10, ademds de un ligero aumento a
mas de 120 h de la mediana de supervivencia estimada y alcanzando un 60% de la poblacién de
nematodos vivos al final del estudio. Sin embargo, cuando se aplicé un tratamiento con 8 pg/ml
de caspofungina, no se observé aumento en la supervivencia de Caenorhabditis elegans respecto
al grupo control (p = 0,799), manteniéndose la mediana estimada de supervivencia en 120 h
tanto en el grupo con tratamiento antifungico, como en el grupo control. Ademas, comparando
las proporciones de nematodos vivos a tiempo final, se observd que en el grupo de
Caenorhabditis elegans tratado con 8 pug/ml de caspofungina de fue del 44% mientras que en el
grupo control se observé una proporcién del 41% (Tabla y Figura 72).

Tabla 72. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis tratados con
caspofungina.

N (%) de nematodos vivos
0h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Sin tratamiento 189 (100) 189 (100) 171 (90) 144 (76) 118 (62) 77 (41)

Caspofungina (4 ug/ml) 130 (100) 129(99) 121(93) 115(88) 98 (75) 78 (60)
Caspofungina (8 pg/ml) 136 (100) 136 (100) 123 (90) 101 (74) 85 (73) 60 (44)

Tratamiento
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Figura 72. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis tratados
con caspofungina y sin tratar.
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7.7.3.3 Micafungina

Los tratamientos con 4 y 8pug/ml de micafungina, aumentaron significativamente la
supervivencia de Caenorhabditis elegans infectados con Candida parapsilosis (p=2,8x 10 y
8,5 x 10'1%, respectivamente), con 88 y 81% de supervivencia al final del estudio. Ambos
tratamientos también aumentaron la mediana estimada de supervivencia a mas de 120 h en los
grupos que recibieron tratamiento con micafungina, en comparacion con las 96 h del grupo de

nematodos que no recibid tratamiento (Tabla y Figura 73).

Tabla 73. Supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis tratados con

micafungina.

Tratamiento

N (%) de nematodos vivos por hora

Oh 24 h 48 h 72h 96 h
Sin tratamiento 189 (100) 189 (100)  171(90) 144 (76) 118 (62)
Micafungina (4 pg/ml) 117 (100) 117 (100)  113(97) 113(97) 108 (92)
Micafungina (8 g/ml) 125 (100) 125(100) 114 (91) 112(90) 105 (84)
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Figura 73. Curvas de supervivencia de los nematodos infectados con Candida parapsilosis

tratados con micafungina y sin tratar.
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Tabla 74. Resumen de los resultados obtenidos con los tratamientos de Caenorhabditis elegans
infectados con Candida parapsilosis.

Mediana
Medio de estimada Nematodos
Candida parapsilosis incubacion supervivencia  vivos 120 h (%)
ATCC 22019 (h)
En agua 120 41
En DMSO 72 13
Mediana
Tratamiento Concentracién estimada Nematodos valor
(ng/ml) supervivencia  vivos 120 h (%) P
(h)

Anfotericina B 1 >120 68 0,000
2 >120 80 0,000
Fluconazol 32 >120 87 0,000
64 >120 92 0,000
128 >120 95 0,000
Posaconazol 1 >120 67 0,000
2 >120 81 0,000
Voriconazol 1 >120 72 0,000
2 >120 68 0,000
Anidulafungina 4 >120 78 0,000
Caspofungina 4 >120 60 0,000
8 120 44 0,799
Micafungina 4 >120 88 0,000
8 >120 81 0,000

En la parte superior se indican los resultados en los nematodos que no recibieron tratamiento y en
la parte inferior los resultados obtenidos con los diferentes tratamientos. Los resultados de los
nematodos que fueron incubados en un medio sin DMSO (tanto sin tratamiento como con él) se
indican en fondo blanco y los que estuvieron en presencia del solvente, en fondo gris.

122



7.8 Toxicidad de los farmacos antifingicos sobre
Caenorhabditis elegans

La supervivencia a las 120 h de los nematodos que no fueron infectados con Candida y que
recibieron tratamiento antifingico no mostré variacion estadisticamente significativa respecto
de aquellos nematodos que no recibieron ningun tipo de intervencién, tanto en los disueltos en
agua como en los disueltos en DMSO (p > 0,05) (Tabla 75).

Tabla 75. Supervivencia de los nematodos en presencia de fArmacos antifingicos

Concentracion  Supervivencia 120 h

Compuesto (ng/mi) (%) Valor p
Anfotericina B 1 93 0,632
2 92 0,896
Fluconazol 32 100 0,080
64 96 0,638
128 98 0,261
Posaconazol 1 97 0,210
2 85 0,404
Voriconazol 1 96 0,247
2 95 0,455
Anidulafungina 4 89 0,763
Caspofungina 4 93 0,966
8 91 0,679
Micafungina 4 92 0,724
8 98 0,311
Agua 93
DMSO 91
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DISCUSION






1. Candidiasis y modelos experimentales para su estudio

La incidencia de IFI ha aumentado debido principalmente al creciente nimero de pacientes que
estan sometidos a multiples maniobras diagndsticas y terapéuticas, a tratamiento con farmacos
antibacterianos de amplio espectro, antivirales, antineoplasicos, etc. y de aquellos que necesitan
el uso de catéteres u otros dispositivos intravasculares [Ortega et al. 2011; Sardi et al. 2013]. La
candidiasis invasora es una enfermedad grave y dificil de diagnosticar con las pruebas
microbioldgicas tradicionales. Es clinicamente inespecifica, con sintomas y signos clinicos que
suelen ser de aparicion tardia o estar ausentes, mientras que en un porcentaje no despreciable
de enfermos graves el diagnéstico de la candidiasis invasora se realiza postmortem. En una UCI
general, cerca del 15-20% de las IFl se manifiestan como candidemia [Borges-Sa y Aranda-Pérez
2012]. En el estudio ENVIN-HELICS del afio 2013, los aislamientos fungicos representaron el 11%
de los aislamientos totales, por detras de los bacilos gramnegativos (57,6%) y de los cocos
grampositivos (30,6%), con Candida albicans ocupando el séptimo lugar de los patégenos mas
frecuentemente aislados, una vez excluidas las bacteriemias secundarias a otros focos (5,4% del
total) [Sociedad Espafiola de Medicina Intensiva Critica y Unidades Coronarias (SEMICYUC) Grupo
de Trabajo de Enfermedades Infecciosas 2014]. Las candidemias son la presentacién clinica mas
frecuente de IFl y las especies distintas de Candida albicans muestran una prevalencia cada vez
mayor [Cisterna et al. 2010; Cornistein et al. 2013; Peman y Salavert 2012; Puig-Asensio et al.
2014]. Varias especies de Candida estan entre las cinco causas mas frecuentes de infecciones
fungicas [Sociedad Espafola de Medicina Intensiva Critica y Unidades Coronarias (SEMICYUC)
Grupo de Trabajo de Enfermedades Infecciosas 2014] y ademas cursan con una mortalidad global
elevada, ya sea por las graves enfermedades previas, como por la accidén patégena directa de
Candida [Peman y Salavert 2012; Perlroth et al. 2007; Quindds 2014]. La epidemiologia de las
candidiasis invasoras ha ido variando y muchas especies de Candida muestran resistencia al
fluconazol y otros triazoles y, en menor frecuencia, a las equinocandinas. Los aislamientos mas
frecuentes de especies diferentes de Candida albicans pertenecen a las especies
Candida parapsilosis (asociada a recién nacidos, nifios y adultos jévenes que reciben nutricién
parenteral en Europa, mientras que en América Latina se aisla de pacientes de cualquier edad) y
Candida glabrata (principalmente en pacientes con neoplasias hematoldgicas y ancianos),
seguidas de Candida tropicalis, Candida krusei y Candida guilliermondii. Estas Ultimas causan
candidiasis invasoras en pacientes de edad avanzada o se asocian con cirugia abdominal reciente,
tumores sdlidos, trasplantes de 6rganos y/o tratamiento prolongado con corticoides [Nucci et al.
2013; Puig-Asensio et al. 2014; Quindds 2014].

Se han encontrado diferencias geograficas en la distribucidon de las especies emergentes de
Candida que causan candidiasis invasora. En Australia, América Latina y los paises
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mediterraneos de Africa, Asia y Europa, Candida parapsilosis es la primera o segunda causa de
candidiasis invasora. En cambio, en EEUU y Europa central y del norte, Candida glabrata se aisla
con mas frecuencia [Quindds 2014]. En Espafia casi la mitad de las candidemias estan causadas
por especies emergentes y su alta mortalidad hace indudable la importancia de caracterizar sus
mecanismos de virulencia y evaluar las formas de tratamiento mas adecuados. La incidencia
actual de la candidiasis invasora ha disminuido en Europa en los ultimos afios, siendo
significativamente menor que en EEUU [Quindds 2014]. Sin embargo, en Espafia la incidencia
global de la candidiasis invasora es mas alta que gran parte del continente europeo [Puig-Asensio
et al. 2014]. En Latinoamérica existen importantes diferencias entre los distintos paises en la
incidencia global de candidiasis invasora o incluso entre los distintos centros hospitalarios de un
mismo pais. Existen factores que influyen en estas diferencias, como las caracteristicas de los
hospitales, las normas de profilaxis o el tratamiento empirico de los pacientes.

1.1 Modelos experimentales de candidiasis invasora

Para la mejor comprensién de las interacciones huésped-patdgeno, es imprescindible realizar
estudios de la historia natural de la infeccion en animales. Los modelos experimentales permiten
establecer una infeccidn y seguir su desarrollo desde el momento en que las células flngicas se
introducen en el huésped hasta que causan su muerte o son eliminadas, ya sea por el sistema
inmune o por tratamientos antifungicos. Un buen modelo debe ser reproducible, facil de
configurar y debe expresar los principales sintomas clinicos y lesiones orgdnicas desarrollados en
la enfermedad humana [Desalermos et al. 2012]. Si se cumplen estas condiciones, aumenta la
validez externa del modelo y permite relacionar la virulencia de Candida en el modelo
experimental con las candidiasis en seres humanos. Las normas éticas sobre experimentacion
animal tratan de refinar, reducir y reemplazar los modelos experimentales tradicionales y el
empleo de modelos alternativos a los cldsicamente utilizados con mamiferos es una necesidad
importante.

La utilizacién del nematodo Caenorhabditis elegans permite realizar estudios de patogenicidad
y evaluar el tratamiento antimicrobiano. El intestino es uno de los principales 6rganos de
Caenorhabditis elegans; ademas de ser responsable de la sintesis y almacenamiento de
macromoléculas, su funcién de digestidn y asimilacién de alimentos permite el estudio de los
mecanismos de infeccidn y colonizacién por Candida y otros microorganismos patégenos para el
ser humano. La utilizacion del modelo de infeccidn experimental en Caenorhabditis elegans es
cada vez mas frecuente, pese a la desventaja que supone su incapacidad de sobrevivir a
temperaturas mayores de 30 °C o la imposibilidad de estudiar variables farmacocinéticas como
la absorcion y la distribucion de los farmacos antifungicos [Breger et al. 2007]. La facilidad de su
manipulacién y el bajo coste de su mantenimiento en laboratorio, junto con la disponibilidad de
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cepas mutantes mds susceptibles a la infeccidn debido a su carencia de rutas de sefializacién
involucradas en mecanismos de respuesta inmune, hacen de Caenorhabditis elegans un modelo
ideal para estudios de cribado de agentes patégenos y de farmacos potencialmente Utiles para
el tratamiento de las infecciones que provocan [Glavis-Bloom et al. 2012; Scorzoni et al. 2013].

1.2 Progreso de la infeccidn por Candida

Caenorhabditis elegans se alimenta de microorganismos en la naturaleza, en un entorno en que
las barreras anatdmicas vy fisioldgicas son efectivas para desintegrar a los microorganismos
ingeridos; ademas, el peristaltismo intestinal, los péptidos antimicrobianos y los intermediarios
reactivos de oxigeno evitan la infeccién. Por otra parte, Caenorhabditis elegans tiene la
capacidad de no ingerir microorganismos potencialmente perjudiciales o disminuir la intensidad
de su alimentacion en presencia de ellos. Ooi y colaboradores consideran que esta respuesta
posiblemente confiera al nematodo una ventaja para la supervivencia, ya que le proporcionaria
el tiempo necesario para que el sistema inmune haga frente a los dafios ocasionados por el
consumo de microorganismos patégenos [Ooi et al. 2012].

En condiciones experimentales Caenorhabditis elegans es expuesto a agentes patégenos para el
ser humano y que muchas veces son letales para el nematodo. En este trabajo de Tesis, los
ensayos se realizaron mediante la transferencia de los nematodos desde un medio con un cultivo
de la cepa OP50 de Escherichia coli, a otro medio con un cultivo de una especie de Candida. Una
vez ingerida, Candida es capaz de adherirse y colonizar rapidamente los tejidos de
Caenorhabditis elegans. En los ensayos iniciales observamos que exposiciones de 5 min a
Candida albicans pueden causar una disminucion significativa de la supervivencia de los
nematodos. Cuando los adultos de Caenorhabditis elegans se transfieren a un medio liquido libre
de Candida, no son capaces de eliminarla y las células de este hongo se reproducen y colonizan
la faringe y el intestino. El sistema digestivo de Caenorhabditis elegans estd compuesto por varios
tejidos y tipos celulares con escasas conexiones con el resto del cuerpo, formando un tubo
epitelial independiente separado por el espacio pseudocelémico. En la faringe hay células
capaces de secretar enzimas digestivas y estructuras que tienen la funcidn de filtrar y triturar los
microorganismos ingeridos y de actuar como una valvula que regula el trafico en un solo sentido
hacia el intestino [McGhee 2007].

La transparencia del nematodo permite observar en las candidiasis experimentales que la
colonizacién comienza con la invasion de la parte posterior de la faringe y de la zona proximal
del intestino en un proceso favorecido por el menor contenido de agua, fundamental en los
procesos de bombeo durante la ingestion y la digestién de los microorganismos. Un ambiente
mas denso como el que se encuentra en las placas de agar mientras Caenorhabditis elegans
ingiere las levaduras, hace que disminuya la potencia del bombeo. Ademas, se ha observado que
después de la infeccidon se produce una disminucién casi inmediata en las tasas de bombeo
faringeo, aumentando el tiempo entre un bombeo y otro [Ooi et al. 2012; Williams et al. 2004].
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Esta ralentizacion si bien tiene el objetivo de ingerir menos cantidad de microorganismos,
aumenta las posibilidades de adhesion de Candida a las células del nematodo. Candida albicans
y Candida krusei desarrollaron hifas en el intestino antes de invadir los tejidos en los que provoca
una alteracién de su estructura y funcién, y finalmente la muerte de los nematodos.

Durante la puesta a punto de la metodologia, infectamos Caenorhabditis elegans directamente
a partir de un medio acuoso y observdabamos que los indices de mortalidad eran
significativamente menores que cuando se infectaban en el medio sélido. El poder de asimilacién
de las células intestinales de Caenorhabditis elegans es alto yel tiempo promedio de
permanencia de un microorganismo en el lumen intestinal es menos de dos minutos; sin
embargo, la mayoria de la masa corporal del nematodo corresponde al alimento que circula por
él [Avery y Shtonda 2003]. La colonizacién intestinal es un paso critico para la infecciéon por
Candida en Caenorhabditis elegans. Ademas, las especies que no filamentan, causan una menor
mortalidad o la infeccidn tiene una evolucidon mas lenta. En el presente estudio hemos observado
que la presencia de DMSO favorecié el aumento de la mortalidad causada por Candida glabrata,
aunque esta mortalidad fue significativamente menor respecto a las otras especies. La accidn
directa del DMSO sobre la integridad de los tejidos del nematodo probablemente favorece la
invasién por parte de las especies con capacidad filamentadora, mientras que Candida glabrata
utiliza otros factores para colonizarlo. Candida dubliniensis no mostré capacidad filamentadora
en estos ensayos y también su mortalidad fue baja, sobre todo en el medio acuoso.

El intestino de Caenorhabditis elegans esta compuesto por 20 enterocitos que estan dispuestos
en pares, formando nueve unidades bdsicas o anillos intestinales. El anillo int | es el mas cercano
a la faringe y es el Unico formado por cuatro enterocitos. Cada enterocito se une lateralmente a
las células contiguas mediante cadherinas [Vogel y Hedgecock 2001]. La capacidad invasora de
Candida albicans es proporcional a su capacidad de degradar cadherina por medio de la Sap5p
[Villar et al. 2007]. El mayor nimero de uniones adherentes del anillo int | favorece la invasién
de Candida. Precisamente, en nuestro estudio observamos que la colonizacion del intestino
medio comenzd por esta zona, para ir avanzando por el lumen intestinal. Breger y colaboradores
sugieren que Candida no es lo suficientemente grande como para no atravesar el tubo digestivo
del nematodo y ser defecada, y que por lo tanto, en el proceso de infeccidn intervienen de forma
activa distintos factores de virulencia. Esto ha sido corroborado en nuestros ensayos al exponer
a un grupo de nematodos a las diferentes especies de Candida previamente inactivadas por calor,
donde observamos que no disminuyd la supervivencia de los nematodos. En estudios con
infecciones bacterianas, se ha observado que estos microorganismos pueden colonizar las
microvellosidades del borde en cepillo de Caenorhabditis elegans después de escapar con éxito
del triturador y resistir a los péptidos antimicrobianos en la faringe, lo que conduce a la
distension de la luz intestinal, detectdndose sutiles diferencias entre las distintas especies
bacterianas en la forma en que colonizan el lumen intestinal [Alegado et al. 2003; Gravato-Nobre
y Hodgkin 2005; Ooi et al. 2012]. En la presente investigacion, también hemos observado
diferencias entre las distintas especies de Candida respecto a las estrategias de colonizacion de
Caenorhabditis elegans; sin embargo, esta es una cuestion que requiere estudios mas
especificos. Después de la colonizacion de la superficie del aparato digestivo, se observan
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procesos de filamentacion y formacion de biopeliculas y al igual que en estudios anteriores, se
observé que Candida invadia todo el cuerpo del nematodo y que la filamentacién intensa
desintegraba la cuticula después de la muerte de los nematodos. Sin embargo, las estructuras
flngicas permanecian conectadas entre si [Breger et al. 2007; Irazoqui et al. 2010].

Se han estudiado las interacciones de Candida albicans en cultivos de células intestinales y se ha
observado que tras una fase de fijaciéon temprana, entre una y dos horas después del contacto
con las células intestinales, las levaduras se transforman en hifas. En los primeros estadios de la
infeccidn, las microvellosidades interacttiian y cubren parcialmente las hifas de Candida. Ademds,
Candida albicans invade el enterocito por penetracién activa [Dalle et al. 2010]. La endocitosis
inducida de Candida es otra posible via de entrada en las células intestinales [Dieterich et al.
2002].

La digestidon en el nematodo estd estrechamente ligada con su sistema inmune; en un breve lapso
se secretan una gran cantidad de enzimas que degradan la pared celular y perforan las
membranas de los microorganismos [Banyai y Patthy 1998; Mallo et al. 2002; McGhee 2007;
O'Rourke et al. 2006]. La via p38 MAPK desempefia un papel critico tanto en la integracion de
varias de estas cascadas de sefializacién, como en la expresién de genes inducidos por la
infeccién y que llevan a la sintesis de lectinas, lisozimas y péptidos antimicrobianos [Troemel et
al. 2006]. En Caenorhabditis elegans, la proteina SEK-1 centra la actividad en la via MAPKK. La
cepa AU37, utilizada en nuestro estudio, carece del gen sek-1 y es mas susceptible a la infeccidn.

Conviene mencionar un apunte metodoldgico en referencia a la medicién de la supervivencia a
lo largo de todo el estudio. Se ha considerado que la tasa de producir infeccidn en los grupos de
nematodos fue del 100%, premisa sobre al cual podrian albergarse dudas, ya que como se ha
descrito anteriormente, existen fendmenos de colonizacion por Candida en
Caenorhabditis elegans. No obstante, dado que la colonizacidn es un paso previo a la infeccién y
que la cepa que hemos empleado es defectiva en la via MAPKK (por tanto su capacidad
inmunitaria se haya reducida), se ha creido razonable y conveniente simplificar el modelo
asumiendo que en la cepa AU37 la probabilidad de sufrir una infeccidn tras la colonizacién por
levaduras es cercana al 100%. A pesar de ello y considerando el escenario mas desfavorable, el
sesgo introducido al adoptar dicha simplificacién afectaria de manera aleatoria a todos los
grupos sujetos a comparacién y por lo tanto tenderia hacia el nulo, lo que no alteraria el
resultado obtenido en nuestro estudio frente a la adopcién de modelos de analisis de
supervivencia mas complejos.

1.3 Efecto del DMSO sobre Caenorhabditis elegans

Existen trabajos anteriores en los que se ha probado en Caenorhabditis elegans la accién de
farmacos antifungicos clasicos y algunos nuevos compuestos contra la candidiasis [Breger et al.
2007; Ewbank y Zugasti 2011; Okoli et al. 2009; Pukkila-Worley et al. 2009a; Pukkila-Worley et al.
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2009b; Tampakakis et al. 2008], sin embargo, no se ha tenido en cuenta el papel del DMSO en la
fisiologia de Caenorhabditis elegans. En este estudio hemos comparado entre si dos grupos de
nematodos sin infectar, uno en presencia de DMSO al 1%y otro en ausencia del solvente; aunque
las diferencias entre ambos grupos no fueron estadisticamente significativas, la supervivencia
del grupo expuesto a DMSO fue menor. EIl DMSO aumenta la permeabilidad de la membrana,
por lo que es utilizado como un vehiculo de entrada de algunos farmacos al interior de la célula
mediante la generacidn de poros [Boyd et al. 2010; He et al. 2012]. En los primeros ensayos con
los farmacos antifungicos, observamos que al agregar aquellos que estaban diluidos en DMSO se
producia una alteracién en los nematodos, tanto en su movilidad como en su integridad. Esto
nos llevd a pensar que este disolvente podria dainar la cuticula y la membrana de los enterocitos,
generando brechas por las que Candida podria adherirse y penetrar mas facilmente. No existen
estudios que apoyen directamente esta teoria, pero existen investigaciones que recomiendan
ajustar la actividad de los farmacos ensayados considerando controles de disolvente en el calculo
de las tasas de supervivencia [Katiki et al. 2011] o disolver los farmacos en concentraciones <
0,6% de DMSO para no acortar la vida del nematodo [Solis y Petrascheck 2011]

Con las cuatro especies que mostraron mayor patogenicidad para el nematodo (Candida albicans,
Candida krusei, Candida metapsilosis y Candida orthopsilosis), las curvas de supervivencia tanto
en presencia como en ausencia de DMSO fueron similares. En un segundo grupo, compuesto por
Candida dubliniensis, Candida glabrata vy Candida parapsilosis el DMSO era un factor
coadyuvante de la infeccidn, ya que cuando los nematodos se incubaron en presencia de DMSO,
los porcentajes de letalidad fueron similares a los obtenidos con las cuatro especies mas
patdgenas.

La incubacion de los nematodos en presencia de DMSO tuvo como consecuencia que su
susceptibilidad a ser infectados fue similar para todas las especies de Candida, excepto para
Candida albicans y Candida glabrata, que fueron las especies mds y menos patogenas,
respectivamente. El efecto de un determinado solvente en estudios de patogenicidad se puede
considerar como una interferencia o un factor de confusion que se debe tener en consideracion
para los estudios de la accién de los farmacos antifingicos al momento de realizar las
comparaciones estadisticas.

1.4 Capacidad de causar infeccién de las especies de Candida

El DMSO influye en el estado anatémico y fisioldgico de Caenorhabditis elegans y seria preferible
emplear un medio acuoso para llevar a cabo el estudio de la patogenicidad de Candida. Sin
embargo, la tendencia actual de diluir los farmacos antifingicos en DMSO no desmedra
Caenorhabditis elegans como modelo de estudio, porque el solvente a bajas concentraciones no
muestra efectos téxicos y la alteracidn en la integridad del nematodo parece ser reversible. En
el medio libre de dicho solvente, las especies con mayor capacidad de producir pseudohifas,
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Candida albicans y Candida krusei, fueron las que mostraron mayor patogenicidad para el
nematodo, con diferencias significativas entre siy frente a las otras especies. El grupo de Scorzoni
asocié también la muerte del nematodo con la capacidad de filamentacién de estas cepas pero
no observaron diferencias significativas entre Candida albicans y Candida krusei [Scorzoni et al.
2013]. Esto se puede explicar por el mayor tiempo de infeccion al que expusieron a los
nematodos, lo puede suponer una mayor adquisicion de carga fungica de Candida krusei, mas
pequefia en tamafio y por lo tanto mas facil de traspasar las barreras anatdomicas del nematodo.

Las especies del complejo Candida parapsilosis fueron las siguientes con mayor capacidad
patdgena. La patogenicidad de Candida parapsilosis sensu stricto fue menor que la de sus
especies genéticamente emparentadas, quienes entre si no mostraron diferencias significativas.
Gago vy colaboradores utilizaron cinco cepas de cada una de estas especies para comparar la
virulencia en el complejo Candida parapsilosis, empleando un modelo con Galleria mellonella.
Encontraron que Candida metapsilosis fue la menos patégena, sin observar diferencias entre las
otras dos especies ni entre las cepas de la misma especie. Estas diferencias se debian tanto por
la fagocitosis mas eficiente de Candida metapsilosis por parte de los hemocitos de
Galleria mellonella, como por la menor produccion de factores de virulencia de
Candida metapsilosis [Gago et al. 2014]. En el estudio publicado por Trevifio-Rangel vy
colaboradores, utilizando un modelo en ratones BALB/c, no se detectaron diferencias
significativas entre las tres especies de este complejo, sugiriendo que las tres especies poseen
un potencial patégeno similar en la candidiasis diseminada, independientemente de las enzimas
que expresen como factores de virulencia [Trevifio-Rangel et al. 2014]. Existen diferencias
importantes entre estos tres modelos; mientras Caenorhabditis elegans no tiene sistemainmune
adaptativo y en ratones BALB/c este esta suprimido, el modelo con Galleria mellonella atin no
dispone de mutantes inmunosuprimidos, lo que hace pensar que la fagocitosis desempefia un
papel fundamental en las diferencias de virulencia. Por otra parte, tanto las distintas
temperaturas de incubacién en estos modelos, como la imposibilidad de regular la carga fungica
en Caenorhabditis elegans, son factores que pueden explicar las diferencias en estos resultados.

Otro aspecto a destacar de nuestro estudio es que, pese a que no filamenta, el grado de
patogenicidad de Candida glabrata haya resultado similar al registrado para
Candida parapsilosis; sin embargo, en un modelo murino se observé que Candida glabrata era
incluso mas patégena que Candida parapsilosis y Candida krusei [Arendrup 2013]. En ratones
con inmunosupresion, la mortalidad causada por Candida glabrata ATCC 2001 fue mayor que en
nuestro estudio, llegando a cerca del 80% a los 14 dias [West et al. 2013]. Las infecciones por
Candida glabrata tienen una alta mortalidad en los seres humanos y la inmunosupresion podria
ser un factor clave. En ratones sin inmunodeficiencia la infeccién por Candida glabrata no causa
mortalidad [Jacobsen 2014], ni tampoco la causa en Galleria mellonella [Cotter et al. 2000],
aunque en este modelo otros autores han descrito una mortalidad del 20% a las 100 h [Junqueira
et al. 2011]. La cepa de referencia que hemos utilizado procede de una candidiasis invasora y

133



aungue no se observo filamentacion en los nematodos durante los ensayos, se pudo constatar
una alta capacidad de invasién en Caenorhabditis elegans.

Candida dubliniensis fue la especie que presentd el menor grado de patogenicidad. Es probable
gue el grado de virulencia de esta especie presente una importante variabilidad entre cepas
como se ha observado en modelos de candidiasis por Candida dubliniensis en ratones, donde se
han observado cepas particularmente virulentas [Asmundsdottir et al. 2009; Mariné et al. 2009b].
En un modelo con Galleria mellonella se ha comprobado que Candida dubliniensis causa una
mortalidad del 100% de las larvas a las 100 h, igual que Candida albicans o Candida tropicalis
[Junqueira et al. 2011]. Por otra parte, en estudios con modelos murinos se ha visto que los
ratones infectados con Candida dubliniensis sobreviven durante periodos mas largos que los
infectados con Candida albicans [Koga-lto et al. 2011]. La menor patogenicidad de
Candida dubliniensis respecto a Candida albicas puede deberse a su escasa capacidad de
transicién levadura-hifa, secrecién de proteasas o de invasinas especificas, fundamentales en la
virulencia [Sullivan y Moran 2011]. Utilizando modelos murinos, Asmundsdottir y colaboradores
han observado una patogenicidad similar entre Candida albicans y Candida dubliniensis, pero
también han encontrado que pueden existir diferencias significativas entre cepas de la misma
especie [Asmundsdottir et al. 2009]. Aunque ambas especies estdn estrechamente relacionadas,
la frecuencia de aislamientos de Candida dubliniensis es baja, probablemente debido a su menor
virulencia. Se ha demostrado que el genoma de Candida dubliniensis carece de genes de
virulencia importantes relacionados con la formacion de hifas (por ejemplo, ALS3 y HYR1),
ademas de tener una limitada capacidad de transicidon levadura-micelio, lo que afecta su
potencial de invasién [Moran et al. 2012; Stokes et al. 2007]. Por otra parte, diversas
investigaciones han mostrado que los aislamientos de diferentes sitios anatémicos pueden
diferir en su virulencia [Cassone et al. 1995; Dagdeviren et al. 2005; Shin et al. 2002].

1.5 Tratamiento de la candidiasis en Caenorhabditis elegans

Las altas tasas de morbimortalidad asociadas a la infeccidn por Candida representan un desafio
importante para las estrategias terapéuticas y profilacticas empiricas. Son de particular
preocupacion las candidiasis diseminadas causadas por especies con resistencias emergentes a
los farmacos antifungicos, ya sean azoles, polienos o equinocandinas [Hakki et al. 2006; Perlin
2007]. Aunque los fracasos terapéuticos que implican la presencia de resistencia en
Candida albicans son raros, hay una tendencia al aumento de la resistencia en Candida glabrata
[Pappas et al. 2009; Perlin 2007]. Las pruebas in vitro a veces muestran perfiles de sensibilidad
antifingica que no siempre se correlacionan con la clinica, por lo que el uso de modelos de
candidiasis en animales facilita el estudio de las distintas alternativas de tratamiento.
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1.5.1 Tratamiento de la infeccién por Candida albicans

El tratamiento con anfotericina B a una concentracion igual a la CMI de Candida albicans no fue
efectivo contra la candidiasis causada por esta especie. Scorzoni y colaboradores probaron la
misma concentracion utilizada en el presente estudio, con resultados similares en
Caenorhabditis elegans. En Galleria mellonella los resultados fueron comparables, aunque a
concentraciones mayores [Scorzoni et al. 2013]. Estudios anteriores como el de Breger y
colaboradores han utilizado una concentracién mas alta de este farmaco antifingico (16 pug/ml),
que ha demostrado una actividad incluso mayor que la de fluconazol en la candidiasis por
Candida albicans y por otras especies [Breger et al. 2007].

En nuestro estudio de Tesis, los nematodos tratados con fluconazol mostraron los mayores
porcentajes de supervivencia. Sin embargo, las proporciones de nematodos vivos obtenidas con
el tratamiento con posaconazol y voriconazol fueron casi el doble que las alcanzadas tras el
tratamiento con fluconazol. Este resultado que a primera vista parece contradictorio, estd
determinado por la influencia del DMSO. Debido a que posaconazol y voriconazol estdn
preparados con dicho solvente, sus valores deben ser comparados con el grupo de nematodos
sin tratamiento que fueron incubados en presencia de DMSO, quienes arrojaron un menor
porcentaje de supervivientes a las 120 h, mientras que los tratados con fluconazol se comparan
con los nematodos no tratados que fueron dispuestos en un medio acuoso. Los resultados de los
tratamientos con posaconazol y voriconazol no mostraron diferencias significativas entre si. En
estudios como el de Scorzoni y colaboradores, el voriconazol mostré una excelente actividad en
el control de la infeccidon de Caenorhabditis elegans por Candida albicans, alcanzando cerca del
90% de supervivencia incluso a concentraciones bajas (0,25 pug/ml). Por el contrario, el fluconazol
sélo consiguid un 20% de supervivencia a las 96 h, aunque la concentracion utilizada (12 pg/ml)
fue menor que la de este estudio [Scorzoni et al. 2013]. Breger y colaboradores observaron
peores resultados terapéuticos con concentraciones elevadas de fluconazol (128 pg/ml),
asociados a unos probables efectos téxicos sobre el nematodo [Breger et al. 2007]; sin embargo,
en nuestro estudio de Tesis esta concentracion era la mas efectiva sin observarse una
disminucién en la supervivencia cuando solo se afiadia el fluconazol.

Los tratamientos con equinocandinas en sus concentraciones mas bajas mostraron un aumento
en la supervivencia solo en las ultimas horas del estudio; de ahi que en todos estos ensayos, la
mediana estimada de vida no haya sido superior que la que presentaron los nematodos que no
recibieron tratamiento. Pese al aumento del porcentaje de individuos vivos hasta el final del
estudio, estas observaciones hacen cuestionable la afirmacion de la prueba estadistica de
Kaplan—Meier, que nos indica que los tratamientos con equinocandinas a bajas concentraciones
aumentaron significativamente la supervivencia de Caenorhabditis elegans infectados con
Candida albicans. Es necesario el empleo de criterios como los propuestos por Breger y
colaboradores, quienes utilizaron otras dos reglas que permiten valorar de forma mas adecuada
y estricta las pautas terapéuticas: que el agente mostrara una actividad antifingica mayor del

135



50% y que aumentara la mediana estimada de vida de los nematodos, con respecto al control sin
tratamiento antifungico [Breger et al. 2007]. En base a estos criterios, la concentracidon mds baja
de equinocandinas que se ha utilizado no consiguié un éxito terapéutico.

La caspofungina en sus concentraciones altas, aumentd significativamente la supervivencia a
partir del primer dia de tratamiento, con un incremento de mds de ocho veces en el porcentaje
de nematodos vivos a las 120 h respecto al porcentaje de nematodos vivos que no recibieron
tratamiento. Por su parte, el aumento de la supervivencia con la concentracion mas baja de
caspofungina fue significativamente menor, lo que sugiere que este tratamiento es dependiente
de la dosis. Una respuesta positiva a caspofungina se ha observado en Galleria mellonella y en
estudios clinicos en seres humanos, donde se ha llegado a una efectividad cercana al 70% en el
tratamiento de infecciones por Candida albicans [Breger et al. 2007; Colombo et al. 2010;
Cornely et al. 2014; Foldi et al. 2012; Scorzoni et al. 2013]. La micafungina también aumento
significativamente la supervivencia y la mediana estimada de vida, pero con valores menos
solidos que caspofungina. La efectividad de la micafungina ha sido exitosamente evaluada en
modelos con mamiferos, donde se muestra mas eficaz que el fluconazol en el tratamiento
experimental de las infecciones producidas por Candida albicans sensible in vitro a ambos
farmacos antifungicos [Pastor y Guarro 2009]. Se ha visto que la alta sensibilidad de esta especie
a las equinocandinas puede estar relacionada con diferencias en las dianas del receptor para
dicha familia de farmacos antifungicos. En Candida albicans, las dianas son mas numerosas que
las observadas en Candida glabrata o Candida parapsilosis, por lo cual es mds sensible a estos
farmacos antifungicos [Andes et al. 2010].

1.5.2 Tratamiento de la infeccién por Candida dubliniensis

En el ensayo con este microorganismo, la mediana estimada de vida se debe considerar como un
indicador de éxito sélo en los casos de tratamientos donde el farmaco antiflingico se disuelve en
DMSO debido a que la insuficiente mortalidad en el medio acuoso no permite determinar un
aumento de la mediana estimada de vida. Los tratamientos con anfotericina B aumentaron
significativamente  la  supervivencia de  Caenorhabditis elegans  infectado  con
Candida dubliniensis, ampliando la mediana estimada de vida de los nematodos, con
concentraciones de anfotericina B utilizadas menores o iguales que la CMI.

Todos los tratamientos con azoles aumentaron de manera significativa la supervivencia de
Caenorhabditis elegans infectados con Candida dubliniensis, con porcentajes de nematodos
vivos al final del estudio superiores al 90%. No se han encontrado en la literatura estudios en
modelos animales que permitan comparar estos resultados, pero son concordantes con que la
gran mayoria de los aislamientos clinicos de Candida dubliniensis son sensibles a los azoles. Sin
embargo, se han encontrado cepas con una sensibilidad disminuida o con resistencia a fluconazol
aisladas de pacientes infectados por el VIH [Pinjon et al. 2005]. Por otra parte, se ha demostrado
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que la CMlso de los azoles para los aislamientos clinicos de Candida dubliniensis, son
significativamente mas altas que los de Candida albicans, mostrando un posible efecto
fungistatico a las concentraciones de farmaco antifingico que se pueden alcanzar en el suero
[Odds et al. 1998; Szabo et al. 2010].

Las equinocandinas aumentaron significativamente la supervivencia de Caenorhabditis elegans,
con porcentajes de nematodos vivos al final del estudio mayores del 80% en todos los casos. Los
ensayos de curvas de letalidad de Gil-Alonso y colaboradores han mostrado una buena actividad
de las equinocandinas, principalmente la anidulafungina, contra Candida dubliniensis [Gil-Alonso
et al. 2015]. En el modelo en Caenorhabditis elegans, el tratamiento con anidulafungina fue
efectivo a partir de las 48 h, mientras que los tratamientos con caspofungina y micafungina
mostraron una efectividad mas tardia, ya que la supervivencia de los nematodos tratados y no
tratados fue similar durante los tres primeros dias.

A pesar de la buena efectividad observada de las equinocandinas, Mariné y colaboradores han
reportado que puede haber variabilidad respecto a la sensibilidad in vitro a estos farmacos
antifungicos. Sus ensayos en un modelo murino de candidiasis diseminada, mostraron que todos
los tratamientos redujeron la carga fungica de los tejidos, pero sélo altas concentraciones de
micafungina mejoraban significativamente la supervivencia de los ratones infectados con una
cepa mas virulenta. Los autores consideran que esto puede ser debido a la mayor virulencia de
la cepa ensayada y a los tratamientos a corto plazo utilizados, en lugar de tratarse de una menor
eficacia de los farmacos contra esta cepa [Mariné et al. 2009b].

1.5.3 Tratamiento de la infeccién por Candida glabrata

Los tratamientos con anfotericina B aumentaron rdpidamente la supervivencia de los nematodos
infectados con Candida glabrata. A partir de las 48 h de tratamiento ya existian diferencias
estadisticamente significativas. Aunque los porcentajes eran algo menores que los obtenidos con
los azoles, la rapidez en que se observaron diferencias significativas en la supervivencia, hacen
que el tratamiento con anfotericina B fuera el mds efectivo. En modelos murinos se ha
demostrado que la anfotericina B es mas eficaz que las equinocandinas y los azoles,
observandose ademas una eficacia similar entre las distintas formulaciones que se comercializan
[Cornely et al. 2014; Golas et al. 2014; Mariné et al. 2009a].

Aungue el tratamiento con fluconazol consiguié valores excelentes de supervivencia de los
nematodos infectados con Candida glabrata, han aparecido aislamientos clinicos resistentes a
este fdrmaco. Esta amenaza potencial llega en un momento en el que estd aumentando el uso
de equinocandinas como terapia de primera linea de la candidemia [Pappas et al. 2009].

Los tratamientos con posaconazol y voriconazol mostraron los mayores porcentajes de
supervivencia, siendo voriconazol el mas efectivo. Algunos autores han descrito un aumento en
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los aislamientos de Candida glabrata resistentes in vitro a voriconazol, que puede llegar al 20%
[Cuenca-Estrella et al. 2011; Golas et al. 2014]. Esta resistencia puede estar asociada a una
disminucidn en la expresion de la proteina Hsp70, pero el mecanismo exacto de la resistencia a
voriconazol aun se desconoce [Yoo et al. 2013]. Por otra parte, se ha encontrado que las cepas
resistentes muestran sobre regulacién del gen CDR1 que codifica la bomba de expulsiéon de
voriconazol [Szweda et al. 2015].

El pozaconazol fue efectivo en el tratamiento de la infeccion por Candida glabrata, resultados
que concuerdan con los encontrados en el tratamiento de las infecciones refractarias al
fluconazol y en los modelos murinos con cepas resistentes a fluconazol [Gonzalez et al. 2011;
Spreghini et al. 2008]. Sin embargo, alrededor del 15-20% de los aislamientos clinicos de
Candida glabrata muestran resistencia in vitro al posaconazol [Golas et al. 2014; Peman et al.
2012].

Todas las equinocandinas aumentaron significativamente la supervivencia de los nematodos
infectados, mejorando ademds su mediana estimada de vida; de ellas, el tratamiento mds
efectivo fue con micafungina. Estos resultados difieren de los obtenidos por Mariné y
colaboradores en un modelo murino, donde la micafungina no reducia la carga fungica en los
tejidos de los animales infectados con Candida glabrata [Mariné et al. 2005].

En las candidiasis invasoras por Candida glabrata, la tasa de respuesta global a caspofungina es
de 85-100% [Colombo et al. 2010; Cornely et al. 2014; Golas et al. 2014]. Sin embargo, se ha
observado un aumento de las resistencias tanto a las equinocandinas como al fluconazol. Aunque
no hay datos que sugieran que se produce resistencia cruzada, el uso extenso de equinocandinas
podria favorecer el desarrollo de multirresistencias en Candida glabrata [Alexander et al. 2013;
Pfaller et al. 2012]. Estas resistencias se asocian a mutaciones en los genes FKS1 y FKS2, que
inducen sustituciones de aminoacidos en la enzima 1,3-B-D-glucano sintetasa de
Candida glabrata y reducen la accién de las equinocandinas sobre la enzima.

1.5.4 Tratamiento de la infeccidn por Candida krusei

Los tratamientos con anfotericina B aumentaron la supervivencia de los nematodos infectados
con Candida krusei. Estos resultados fueron similares a los obtenidos en dos estudios con
Caenorhabditis elegans para medir la actividad de la anfotericina B contra Candida krusei, en los
que el tratamiento fue efectivo a concentraciones superiores a 16 ug/ml [Breger et al. 2007;
Scorzoni et al. 2013]. En un modelo con Galleria mellonella se consiguieron resultados similares,
aunque con concentraciones de anfotericina B mads altas. Los aislamientos clinicos de
Candida krusei son sensibles in vitro a anfotericina B [Golas et al. 2014; Peman et al. 2012].

Debido a la resistencia intrinseca de Candida krusei, se probo el tratamiento con fluconazol en
concentraciones altas (32, 64 y 128 pg/ml) como una forma de controlar la efectividad del
modelo in vivo, con nula efectividad en cualquiera de las concentraciones ensayadas. Los
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tratamientos con posaconazol y voriconazol aumentaron la supervivencia de los nematodos y su
mediana estimada de vida. Las diferencias respecto a los no tratados comenzaron a ser
significativas a partir de las 48 h. El tratamiento con 2 pg/ml posaconazol fue el mas efectivo,
llegando a aumentar en mas de tres veces el ratio de supervivencia. Otros investigadores han
probado la actividad del voriconazol en el modelo con Caenorhabditis elegans, observando que
a concentraciones tan altas como 7,5 y 10 pg/ml se alcanzaba una supervivencia superior al 90%
de los nematodos infectados con Candida krusei. En el modelo en Galleria mellonella, una
concentracion de voriconazol tan alta como 10 mg/Kg por larva era efectiva contra
Candida krusei, aunque sélo alcanzd porcentajes de supervivencia cercanos al 40%, mas bajos
que los obtenidos en este estudio de Tesis [Scorzoni et al. 2013]. Las tasas de resistencia in vitro
en Candida krusei son bajas para voriconazol y posaconazol [Golas et al. 2014; Peman et al. 2012]

Todos los tratamientos con equinocandinas aumentaron significativamente la supervivencia de
los nematodos infectados con Candida krusei, pero sélo la anidulafungina y la mayor
concentracién de caspofungina lograron aumentar al maximo la mediana de vida estimada. La
caspofungina mostré mayor efectividad que la anidulafungina, puesto que las diferencias en la
supervivencia fueron estadisticamente significativas con mayor rapidez y el porcentaje de
nematodos vivos al final del estudio fue el mas alto. El tratamiento con caspofungina fue el mas
efectivo para la candidiasis por Candida krusei, mostrando resultados similares a los obtenidos
por Breger y colaboradores [Breger et al. 2007]. Utilizando Galleria mellonella como modelo,
Scorzoni y colaboradores describieron una supervivencia cercana al 90% en la infecciéon con
Candida krusei tratada con 4 pg/Kg larva de caspofungina [Scorzoni et al. 2013]. Sin embargo, no
observaron una adecuada efectividad a concentraciones menores, como se observé en el
modelo con Caenorhabditis elegans. Esto puede guardar relacion con la alta carga fungica
inyectada en Galleria mellonella y que en el modelo con el nematodo no puede ser controlada.
Con micafungina se observaron porcentajes de supervivencia similares a las otras
equinocandinas al final del estudio, sin embargo, de forma mas tardia que en el tratamiento con
la menor concentracion de caspofungina.

1.5.5 Tratamiento de la infeccion por Candida metapsilosis

Los tratamientos con anfotericina B aumentaron significativamente la supervivenciay la mediana
estimada de vida de los nematodos infectados con Candida metapsilosis, pero menos de la mitad
de ellos permanecieron vivos al final del estudio. Resultados similares fueron observados en un
modelo de candidiasis invasora en ratones con inmunosupresion, donde el tratamiento con
anfotericina B mostré excelente actividad tanto frente a Candida metapsilosis como a sus
especies genéticamente emparentadas [Szilagyi et al. 2012].

Una efectividad similar se observd en el tratamiento con fluconazol que aumenté
significativamente la supervivencia y la mediana estimada de vida de los nematodos infectados
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con Candida metapsilosis. La mayor efectividad se observé con la concentracién mas alta que
conseguia una supervivencia de mds del 50% al final del estudio. La CMI de fluconazol para
Candida metapsilosis es la mas alta del complejo de especies de Candida parapsilosis y se han
aislado algunas cepas resistentes [Gdmez-Lépez et al. 2008; Miranda-Zapico et al. 2011; Szabd
et al. 2009; van Asbeck et al. 2008]. Sin embargo, en un modelo de candidiasis con
Candida metapsilosis en ratones con inmunosupresion se observo que el fluconazol disminuia la
carga fungica, siendo tan eficaz como la anfotericina B [Szilagyi et al. 2012].

Todos los tratamientos realizados con los nuevos triazoles aumentaron la supervivencia de los
nematodos al final del estudio. Se ha visto que la actividad in vitro de posaconazol y voriconazol
contra Candida metapsilosis es menor con que contra Candida parapsilosis; sin embargo, ambos
farmacos constituyen una excelente alternativa terapéutica [Szabd et al. 2009]. Miranda-Zapico
y colaboradores han encontrado una excelente actividad in vitro de posaconazol y voriconazol
contra las tres especies del complejo Candida parapsilosis [Miranda-Zapico et al. 2011]. Ademds
se han detectado muy pocos los aislamientos clinicos de Candida metapsilosis con altas CMI de
voriconazol [Chen et al. 2010].

Asi como los azoles son efectivos contra Candida metapsilosis, la sensibilidad in vitro a las
equinocandinas es menor [Silva et al. 2009]. A pesar de esto, su eficacia in vivo es importante
tanto en modelos experimentales como en pacientes [Andes et al. 2010; Foldi et al. 2012; Pappas
et al. 2009]. En este estudio de Tesis de Doctorado, todos los tratamientos con equinocandinas
aumentaron significativamente la supervivencia de Caenorhabditis elegans. Sin embargo, los
porcentajes de nematodos vivos al final del estudio fueron siempre menores del 50%, lo que no
permitiria considerar efectivo ninguno de los tratamientos aplicados contra
Candida metapsilosis. Al comparar la actividad de las tres equinocandinas en un modelo de
candidiasis en ratones con neutropenia, se observd que Candida metapsilosis fue la especie mas
sensible a caspofungina y micafungina y tan sensible a la anidulafungina como
Candida orthopsilosis y Candida parapsilosis [Spreghini et al. 2012]. Foldi y colaboradores
observaron en un modelo murino que bastaban dosis estandar de caspofungina para disminuir
la carga fungica renal de Candida metapsilosis [Foldi et al. 2012].

1.5.6 Tratamiento de la infeccion por Candida orthopsilosis

Los tratamientos con anfotericina B aumentaron significativamente la supervivencia de los
nematodos infectados con Candida orthopsilosis, mostrando en general mayor efectividad que
las equinocandinas pero menor que los nuevos triazoles. Estos resultados concuerdan con los
que han observado en un modelo murino, donde el tratamiento con anfotericina B tenia una
efectividad similar al tratamiento con fluconazol [Szildgyi et al. 2012]. Los aislamientos de sangre
de Candida orthopsilosis han mostrado una buena sensibilidad a la anfotericina B [Blanco-Blanco
et al. 2014; Miranda-Zapico et al. 2011; Ruiz et al. 2013; Silva et al. 2009].
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Los tratamientos con los nuevos azoles fueron muy efectivos contra la infeccién por
Candida orthopsilosis, con altos porcentajes de nematodos vivos la final de estudio. La
efectividad del fluconazol aunque significativa, no fue tan marcada y dependia de la dosis, siendo
el tratamiento con 64 pg/ml de este farmaco antifingico el que aumentd la supervivencia en
menos tiempo. El tratamiento con fluconazol también ha sido eficaz en un modelo en ratones
con inmunosupresion, disminuyendo la carga fungica renal de Candida orthopsilosis [Szilagyi et
al. 2012]. In vitro, los aislamientos de Candida orthopsilosis de candidemias fueron sensibles
tanto a fluconazol como a voriconazol [Blanco-Blanco et al. 2014; Ruiz et al. 2013].

La micafungina mostroé la mayor efectividad a partir de las 72 h, alcanzando porcentajes finales
de supervivencia superiores al 50%. Aunque la caspofungina también aumenté la supervivencia
significativamente, los porcentajes no alcanzaron al 40%. En ratones con inmunosupresion se ha
visto que caspofungina es altamente eficaz contra Candida orthopsilosis [Szilagyi et al. 2012] y
ha demostrado ser util frente a aislamientos clinicos de Candida orthopsilosis causantes de
fungemias en niflos y en adultos de distintas partes del mundo [Blanco-Blanco et al. 2014; Ruiz
et al. 2013]. Aunque el tratamiento con anidulafungina triplicé la cantidad de nematodos vivos
al final del estudio, estas diferencias se manifestaron demasiado tarde como para llegar a ser
significativas.

1.5.7 Tratamiento de la infeccién por Candida parapsilosis

Los tratamientos con anfotericina B aumentaron significativamente la supervivencia de los
nematodos infectados con Candida parapsilosis. Resultados similares se observaron en un
estudio anterior, en el que Breger y colaboradores utilizaron la misma cepa de
Candida parapsilosis, pero aplicaron un tratamiento de 16 pg/ml de anfotericina B, por lo que
una concentracion mas alta del farmaco antifingico no parece guardar relaciéon con un mayor
aumento en la supervivencia [Breger et al. 2007]. In vitro se han observado cepas de Candida
parapsilosis resistentes a anfotericina B o con CMI mayores que para Candida metapsilosis y
Candida orthopsilosis, aunque el nimero de aislamientos estudiado ha sido bajo [Gomez-Lépez
et al. 2008; Lockhart et al. 2008; Silva et al. 2009; Szabé et al. 2009].

Los ratios de supervivencia de los nematodos tras los tratamientos con los nuevos triazoles son
casi el doble que con fluconazol, pero las tres concentraciones de este farmaco antifungico
parecen ser bastante mas efectivas que posaconazol y voriconazol en tanto en cuanto su
porcentaje de supervivencia fue de alrededor de 90% a las 120 h para todos los tratamientos con
fluconazol, versus alrededor de 70% para todos los tratamientos con los otros azoles. Esto se
explica por la presencia o no de DMSO en el medio de incubacion, donde los nematodos
infectados que no recibieron tratamiento antifungico mostraron indicadores de supervivencia
marcadamente distintos entre si. Mientras que los porcentajes de supervivencia tras los
tratamientos con fluconazol fueron mayores en el medio sin DMSO, el ratio estandarizado de
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supervivencia, es decir, el nimero de veces que un tratamiento aumentaba la supervivencia
respecto a los nematodos no tratados, era mayor tras los tratamientos con posaconazol y
voriconazol, preparados en un medio con DMSO. El porcentaje de supervivientes obtenido con
32 pg/ml de fluconazol fue levemente superior al observado por Breger y colaboradores a la
misma concentracién [Breger et al. 2007]. Una discrepancia importante respecto a sus resultados
radica en que estos autores observaron que a concentraciones mayores a 100 pg/ml de
fluconazol se perdia el efecto beneficioso del farmaco antifungico y los nematodos morian mas
rapido que aquellos infectados que no recibieron tratamiento, argumentando que el efecto
toxico del farmaco antifungico pudo ser mayor que el efecto beneficioso. Sin embargo, en este
trabajo de Tesis se observaron efectos terapéuticos a concentraciones de fluconazol aun
mayores. Ademds se observd que la supervivencia de los nematodos expuestos a altas
concentraciones de fluconazol y que no fueron infectados, no mostraba diferencias significativas
con la supervivencia del grupo de nematodos utilizados como control.

Todos los azoles mostraron una accién rapida sobre la supervivencia de los nematodos, con
valores estadisticamente significativos a partir de las 48 h. Se ha demostrado que los nuevos
azoles presentan una excelente actividad in vitro contra Candida parapsilosis [Miranda-Zapico et
al. 2011; Szabd et al. 2009], pero también se han descrito cepas multirresistentes [Moudgal et al.
2005; Silva et al. 2009].

Todos los tratamientos con equinocandinas resultaron muy eficaces contra la candidiasis por
Candida parapsilosis. Breger y colaboradores observaron valores similares de supervivencia con
8 ug/ml de caspofungina [Breger et al. 2007]. En nuestro estudio de Tesis, no se han observado
grandes diferencias entre caspofungina y micafungina, pero la anidulafungina aumentaba cuatro
veces mas los porcentajes de supervivencia en comparacion al tratamiento con estas dos
equinocandinas. Sin embargo, estos resultados deben ser tomados con cautela porque la
influencia del DMSO en este modelo, no permite la comparacion directa de los tratamientos con
anidulafungina versus las otras dos equinocandinas. Los modelos murinos muestran una mayor
correlacién con los resultados in vitro, ya que se ha observado que la CMI de anidulafungina es
2-3 veces superior que la de caspofungina o micafungina y los ratones con neutropenia muestran
una menor respuesta con este farmaco antifungico [Andes et al. 2010]. Por otra parte, Foldi y
colaboradores observaron que se requerian altas dosis de caspofungina para disminuir la carga
fungica renal de Candida parapsilosis [Foldi et al. 2012]. En general, Candida parapsilosis sensu
stricto muestra una menor sensibilidad in vitro a las equinocandinas que otras especies de
Candida. La correspondencia de los resultados in vitro con la realidad clinica es débil. La mayor
semejanza se ha observado con los aislamientos de muestras orofaringeas de pacientes
infectados por el VIH, pero el tratamiento con equinocandinas sigue siendo efectivo contra
Candida parapsilosis [Scorzoni et al. 2013].
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1.6 Limitaciones del modelo en Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis elegans ha sido utilizado como modelo de infeccidn para una amplia gama de
patdgenos bacterianos y fungicos que presentan factores de virulencia muy diversos y que por
lo tanto varian en los mecanismos y en la velocidad a la que causan la infeccién y la muerte en
los nematodos. Las numerosas ventajas que Caenorhabditis elegans hacen de este un modelo
atractivo en Micologia para identificar y comparar virulencias de distintas especies, identificar
cepas atenuadas o hipervirulentas, estudiar tratamientos como monoterapia o terapias
combinadas, realizar cribado de alto rendimiento de compuestos y como una primera etapa para
ensayar nuevos farmacos. Sin embargo, la aplicacion del modelo con Caenorhabditis elegans
para el estudio de infecciones fungicas del ser humano, tiene importantes limitaciones que se
deben tener en cuenta.

La primera de ellas es que aunque hay cierta semejanza de los mecanismos de patogenicidad
que ocurren en Caenorhabditis elegans, respecto al ser humano, la diferencias son enormes. Un
mecanismo tipico de las infecciones en los vertebrados superiores es la invasién y posterior
diseminacién hematégena hacia los érganos del huésped. Un modelo con mamiferos permite
estudiar varios de estos procesos, incluyendo la carga fungica en macerados de los érganos
infectados. Légicamente en Caenorhabditis elegans estos mecanismos no pueden ser analizados
y la carga fungica sélo se puede estudiar haciendo un macerado de nematodos enteros, con la
imprecision que conlleva la contaminacion con cepas que realmente no se encuentran
invadiendo al nematodo.

Al ser un organismo tan pequeno, resulta imposible controlar la dosis de microorganismos con
que se infecta, limitdndose a adquirir la infeccion mediante la ingestiéon del patégeno. Sin
embargo, la importancia de esta limitacién se puede aminorar por la gran cantidad de individuos
que participa en los estudios, tratdandose estadisticamente como estudios poblacionales y no
como organismos individuales.

Una limitacién técnica importante radica en que la temperatura a la que los nematodos deben
ser incubados no permite replicar con precisidon las condiciones de una infeccién en el ser
humano. No obstante, muchos de los resultados son comparables a los obtenidos en modelos
con animales superiores, aunque a este respecto es necesario analizar una mayor cantidad de
cepas y/o comparar con otros modelos.

Existen especies de Candida y de otros microorganismos cuya virulencia es tan baja en
Caenorhabditis elegans que su utilizacion como modelo puede ser desacertada. Segun los
criterios sugeridos por Breger y colaboradores [Breger et al. 2007] para considerar como efectivo
un tratamiento antifungico este debe aumentar la mediana estimada de supervivencia respecto
a quienes no han recibido tratamiento. Teniendo esto en consideracién, sugerimos que el
modelo en Caenorhabditis elegans no debiera utilizarse con cepas de Candida que no causen una
mortalidad del nematodo mayor al 50% a las 120 h (como sucede en la infeccién por
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Candida dubliniensis en un medio acuoso), ya que su mediana no puede estimarse en un tiempo
determinado. Una forma de paliar este inconveniente es prolongando el tiempo del estudio, bajo
la condicion de que se observen diferencias significativas respecto a los nematodos que no hayan
sido infectados.

Existen diferencias considerables entre los perfiles de inmunidad de Caenorhabditis elegans y de
los vertebrados superiores. La ausencia de inmunidad mediada por células en
Caenorhabditis elegans hace que su defensa dependa de la secrecion de péptidos
antimicrobianos, lo que limita la posibilidad de realizar estudios acerca de la respuesta inmune
frente a algunos factores de virulencia. Los vertebrados superiores tienen tanto un sistema
innato mas complejo, como un sistema adaptativo altamente especializado, que en conjunto
permite una gran versatilidad en la respuesta inmune.

A pesar de estos inconvenientes, la oportunidad de estudiar a tiempo real todos los procesos de
infeccidn y de tratamiento antes mencionados, junto con la gran variedad de beneficios logisticos
mencionados anteriormente y la automatizacién de muchos métodos, ofrece importantes
ventajas para la utilizacion de Caenorhabditis elegans como modelo para el estudio de las
interacciones huésped-patdgeno. Este trabajo de Tesis de Doctorado amplia el conocimiento de
la utilidad del modelo de candidiasis en Caenorhabditis elegans. Este modelo solo o
complementado con otros modelos en animales invertebrados, puede ser utilizado para
examinar las diferencias en la patogenicidad de las distintas especies emergentes de Candida, la
respuesta a diversos tipos de tratamientos antifungicos y el estudio de nuevos compuestos con
propiedades antifungicas.
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CONCLUSIONES






Caenorhabditis elegans ha demostrado ser un modelo experimental idéneo para el
estudio de las candidiasis invasoras emergentes.

El DMSO actla como un factor coadyuvante de la candidiasis experimental aunque no
tiene efectos toxicos directos sobre Caenorhabditis elegans.

Candida albicans y Candida krusei fueron las especies mds virulentas contra
Caenorhabditis elegans. Ambas infecciones se caracterizaban por la presencia de un
micelio exuberante en el nematodo.

Candida glabrata y Candida dubliniensis fueron las especies menos patdgenas. La
morfologia levaduriforme predominaba durante la infeccion por ambas especies.

La anfotericina B fue muy activa contra las especies de Candida distintas de
Candida albicans, incluso con concentraciones mds bajas que la CMI, mientras que
contra Candida albicans se requerian concentraciones mas elevadas de este farmaco.

Los tres triazoles estudiados, fluconazol, posaconazol y voriconazol, mostraron una
excelente actividad anticandididsica aunque el fluconazol no mostré ninguna actividad
contra Candida krusei.

La supervivencia de los nematodos infectados fue menor cuando la candidiasis se trato
con equinocandinas. Los peores resultados se observaron en las candidiasis causadas
por el complejo de especies de Candida parapsilosis.

Las candidiasis causadas por Candida dubliniensis y Candida glabrata fueron las que
mejor respondieron a todas las terapias ensayadas.

La respuesta terapéutica fue dependiente de la dosis de farmaco antiflngico
administrada en la mayoria de las candidiasis experimentales.
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