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INTRODUCCIÓN 

 
 

Historia e importancia clínica del género Candida 

 
La Microbiología clínica desde sus comienzos ha tenido como principal objeto de 

estudio a las bacterias, por lo que el examen de los hongos (incluyendo las 

levaduras),	   quedó	   en	   un	   segundo	   plano,	   aunque	   sus	   “efectos”	   en	   las	  

transformaciones de la materia con la obtención de productos derivados de valor 

alimenticio, como el pan, la cerveza o el vino, eran conocidos desde la antigüedad. 

Por otra parte, ciertas patologías antiguas se han ido documentando y hoy en día 

se pueden atribuir a levaduras. De hecho, fue Hipócrates, en el siglo V a. C., quien 

describió por primera	   vez	   una	   infección	   bucal,	   equiparable	   al	   “muget”	   o	  

candidiasis oral, sin que acertara con la etiología ante la imposibilidad de 

observar las formas de vida microscópica. No sería hasta veinte siglos después 

cuando se descubriría la verdadera causa (1). 

 

En 1839, células de Candida sp. fueron observadas por Langenbeck, en forma de 

placas blanquecinas y abscesos en mucosas y órganos de cadáveres. Gruby 

consiguió su aislamiento y cultivo sobre rodajas de patatas en 1842, pero sería 

Robin, quién en 1853 le dio el nombre inicial de Oidium albicans y describió de 

forma clara su biología (1). La especie fue definida como Candida albicans por la 

micóloga holandesa Christine Marie Berkhout en 1923, durante el desarrollo y 

publicación de su tesis doctoral. Además de su nomenclatura, Berkhout propuso 

una nueva clasificación del género, que fue aceptada en el 3er Congreso 

Internacional de Microbiología, celebrado en Nueva York en 1939. 

 

El escenario ha cambiado drásticamente en las tres últimas décadas, 

registrándose un aumento sin precedentes en la morbilidad y mortalidad 

causada por infecciones fúngicas, que suelen tener carácter superficial entre la 

población sana. Sin embargo, las micosis septicémicas son muy graves entre los 

pacientes que sufren algún tipo de inmunodepresión, incluyendo los pacientes 

de SIDA, ancianos y neonatos, o aquellos que sufren enfermedades crónicas, 
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terapias prolongados de antibióticos, o los sometidos a implantes médicos y 

hospitalización prolongada (2–5). En la actualidad, Candida albicans sigue siendo 

el hongo patógeno de mayor prevalencia en humanos. Sin embargo, otras 

especies de Candida,	   consideradas	   clásicamente	   como	   “no-C. albicans”,	   como 

C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicales y C. krusei, son aisladas con frecuencia 

creciente como agentes responsables de brotes micóticos en centros sanitarios 

(5–7).  

 

El cuadro patológico	   denominado	   “candidiasis”,	   representa	   la	   cuarta	   causa	   de	  

infecciones nosocomiales transmitidas a través del torrente sanguíneo en 

hospitales, siendo considerado como un problema persistente de salud pública  

(3,5,8). Una complicación adicional proviene de las dificultades de tratamiento. 

Aunque en los últimos años se han mejorado los protocolos de diagnóstico y han 

aumentado los antifúngicos disponibles, disponer de una terapia eficaz es un 

problema muy grave  (3,5), ya que el arsenal de antibióticos contra hongos sigue 

siendo limitado y se detectan cada vez más cepas fúngicas resistentes a los 

antifúngicos convencionales (9). 

 

Biología general de Candida albicans 

 

El género Candida pertenece al reino de los hongos o reino "Fungi". C. albicans es 

una levadura oportunista tradicionalmente encuadrada entre los 

Deuteromicetos, hongos imperfectos por carecer de un verdadero ciclo de 

reproducción sexual. Sin embargo, desde que Berkhout propusiera la nueva 

clasificación taxonómica, se ha redefinido como un hemiascomiceto dentro del 

orden Saccharomycetales, perteneciendo a la familia Saccharomycetaceae (Fig. 

1.1). C. albicans está muy relacionada con la levadura de gemación 

Saccharomyces cerevisiae, aunque ambas especies divergen en más de 900 

millones de años, un grado de divergencia similar a la que ocurre entre los 

humanos y los peces (10).  
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Figura 1.1 Posición taxonómica de Candida albicans. 

 

La especie incluye células mesófilas (crece bien entre 25-42oC, siendo su 

temperatura óptima 37oC), de forma ovoide, cilíndrica o alargada. En medios 

comunes forma colonias blancas o ligeramente ocres debido a pigmentos 

carotenoides (11,12), desprendiendo un característico olor a levaduras en 

fermentación. La textura de las colonias varía según la especie que las forme 

pudiendo tener un aspecto suave y brillante o arrugada y sin brillo (12). C. 

albicans emplea el glucógeno como principal reserva, pudiendo también 

sintetizar trehalosa (13). Puede fermentar glucosa, maltosa, galactosa y otros 

monosacáridos, produciendo ácido y gas. En cambio, no fermenta sacarosa y sólo 

genera ácido, un rasgo de distinción con otras especies del género Candida (11). 

 

Considerado como un diploide permanente, estudios recientes revelan la 

existencia en C. albicans de estadíos parasexuales, que posibilitan conjugaciones 
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atípicas, pérdida de cromosomas o rápidas transiciones diploide-tetraploide 

(10) . Algunos de estos cambios son de naturaleza epigénetica, inducibles por el 

medio ambiente, y son importantes en la formación y desarrollo de biofilms. 

La mayoría de las especies del género de Candida, al ser saprofíticas, pueden 

vivir formando parte de la flora cutánea, pero C. albicans aunque también forma 

parte de la microbiota comensal presente en la piel y las mucosas, bajo ciertas 

condiciones puede activar su ciclo infeccioso, convirtiéndose en el patógeno de 

mayor prevalencia en humanos (2,3). Sin reservorio ambiental conocido, muchas 

especies de Candida se pueden localizar en alimentos u objetos inanimados 

(como utensilios clínicos, prótesis y catéteres), donde crecen en forma de 

levadura y sólo un 10% causan infecciones superficiales, crónicas o sistémicas, 

adoptando la forma de hifa (invasiva). Ambas morfologías presentan 

importantes diferencias tanto estructurales, en los componentes de la superficie 

celular, como metabólicas y fisiológicas (12,14–18).  

 

La incorporación de C. albicans a la microflora del ser humano tiene lugar 

mediante transmisión materno-fetal durante o inmediatamente después del 

nacimiento (19). Puede permanecer como un comensal asintomático y así 

podemos encontrarla en la cavidad oral, en el tracto gastrointestinal y en la 

vagina, suponiendo del 50 al 80% de la microbiota. El desarrollo de procesos 

patológicos abarca desde infecciones superficiales, de buen pronóstico, hasta 

cuadros sistémicos potencialmente mortales, siendo el estado inmunodepresivo 

del paciente y su capacidad de respuesta el factor determinante de la gravedad. 

De hecho, algunos estudios sugieren que el desarrollo de una infección 

productiva, es el resultado de la interacción entre el agente virulento, la 

respuesta inmunitaria del paciente y otros miembros de la microbiota (19).  

 

Principales factores que contribuyen a la virulencia en Candida sp. 

 

Los principales factores de virulencia que median la infección de C. albicans y la 

ulterior colonización del cuerpo humano son: 
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 Formación de biofilms (=biopelículas). Uno de los procesos más 

importantes en cuánto a la virulencia de C. albicans es la formación de 

biopelículas (20). Se trata de un mecanismo complejo consistente en 

varios pasos (Fig 1.2), modulado por múltiples genes (21,22):  

 

o adherencia,  

o formación de hifas,  

o producción de la matriz extracelular  

o dispersión.  

 

Los biofilms son estructuras complejas que engloban un grupo de 

levaduras, embebidas dentro de una matriz extracelular, producida por 

ellas mismas, rica en carbohidratos y proteínas, que las protege del 

sistema inmunitario, de los tratamientos antifúngicos y contribuye a 

mejorar su competitividad frente a células plantónicas de vida libre ya 

que una vez formado el biofilm, éste actúa como una fuente constante de 

células que se diseminan por el torrente sanguíneo de forma que se 

producen y mantienen infecciones sistémicas (23).  

 

 



 6 

 
Figura 1.2. Esquema general sobre la formación de biofilms. La imagen ha sido 
adaptada a partir de Daraksham et al., 2018 (23).  
 
 

 Adhesión celular: Es la primera etapa, que implica el reconocimiento y 

posterior unión de C. albicans a las células y superficies del hospedador. 

Intervienen varios factores para que se produzca la filiación específica 

entre la levadura y el hospedador (o el material inerte):  

 

o Interacciones físico-químicas como la hidrofobicidad.  La 

hidrofobicidad es crucial y está mediada por el tubo germinativo y 

ciertas proteínas (como Csh1p) que favorecen la fijación a la 

matriz extracelular y a los plásticos. Algunas proteínas 

responsables de la hidrofobicidad son también moléculas de 

reconocimiento que interaccionan con glicoproteínas del receptor 

(lo que favorece la adhesión). 

o Adhesinas (proteínas presentes en blastoconidios e hifas). Son un 

grupo de proteínas de la familia de genes ALS (Agglutinin-like 

Sequence) responsables de la unión específica (24).  

o Polisacáridos, lipoproteínas, lípidos y fimbrias. (14,20).   
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 Pared celular. Además de aportar rigidez y dar forma a la células tiene 

varias funciones importantes como (25,26):  

 

o Proteger contra el estrés físico y/o químico 

o Servir de anclaje a las manoproteínas que se encuentran en la 

parte exterior. 

o Está comprometida en la patogenicidad de la levadura ya que sirve 

como anclaje a la célula huésped y contiene antígenos. 

 

Básicamente la pared está formada por proteínas y carbohidratos 

dispuestos en agregados (25,27,28). Constituye aproximadamente el 30% 

del peso seco de la célula y está constituida por varias capas.  

o Estructura interna: formado por quitina y -1,3-glucano. 
o Estructura externa: formada por mananos, proteínas y ácidos 

siálicos. 
 
Ambas capas permanecen unidas por una malla de -1,6-glucano. El 

conjunto aporta rigidez y flexibilidad a la levadura, que le permite crecer 

y soportar diversos tipos de estrés físico y ambiental. Los ácidos siálicos 

aportan carga negativa a la célula, favoreciendo una mayor adherencia 

(27,29).  

 

 
Figura 1.3. Representación de la organización de la pared de C. albicans y 
micrografía electrónica mostrando una estructura estratificada. El esquema se 
ha elaborado según la adaptación de Gow et al., 2012 (25) . 
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 Polimorfismo: La disposición a cambiar de morfología de este patógeno 

oportunista está relacionada con su capacidad para invadir el cuerpo 

humano y provocar cuadros patológicos (30). Morfológicamente C. 

albicans presenta una gran variedad de formaciones celulares, cuya 

predominancia varía según las condiciones ambientales (31) (Fig 1.4):  

 

o Blastoconidios, también llamadas blastosporas. Su tamaño oscila 

entre 2-4 µm de diámetro y tienen una forma elipsoidal u ovoidea 

(Fig 1.4 flechas azules). 

o Pseudohifas, formadas por células hijas unidas a la célula madre 

quedando una formación de células ovoides separadas con septos 

de forma que no hay comunicación citoplasmática entre las células 

(Fig. 1.4, flechas verdes).  

o Hifas. Su apariencia es fina y alargada. Presentan septos que sirven 

para comunicar los diferentes espacios citoplásmicos. El conjunto 

que forman las hifas se llama micelio (Fig 1.4 flechas rosas). 

o Clamidiosporas. Son las formas de resistencia producidas por 

algunas levaduras oportunistas. Se caracterizan por su gruesa 

pared y su alto contenido en carbohidratos y lípidos.. Suelen surgir 

cuando se alcanza el estadio estacionario y permanecen en estado 

de latencia durante periodos prolongados. 

 

Aunque todas estas morfologías pueden encontrarse durante un proceso 

infeccioso in vivo, la más común es la morfología filamentosa. De hecho, la 

filamentación es inducida como consecuencia de ciertos parámetros 

ambientales, tales como la temperatura o el pH, que desencadenan 

cambios en la estructura y en la organización de la pared celular 

(14,32,33). Sin embargo, la relación entre la infección productiva y la 

filamentación no se considera un factor absoluto (34). En realidad y desde 

un punto de vista clínico, el cambio dimórfico es el opuesto; es decir, las 

formas filamentosas del ambiente, se convierten en células 
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levaduriformes dentro del organismos infectado, principalmente por 

efecto de la temperatura corporal (37ºC). 

 

 
Figura 1.4. Morfologías habituales de C. albicans. Las blastosporas (o 
blastoconidios) corresponden a las células levaduriformes y están marcadas con 
una flecha azul; las pseudohifas están señalizadas con flechas verdes y las flechas 
rosas indican las hifas. 
 

 Factores diversos: Además de los componentes ya referidos, hay otros 

elementos que contribuyen al poder invasivo de C. albicans. Entre otros, 

cabe destacar su capacidad para modular al sistema inmune de humanos 

y evitar la acción de la fagocitosis, ya que posee proteínas similares a las 

integrinas del complemento (14). Igualmente, dispone de mecanismos 

capaces de estimular la inmunosupresión (35). Por último, se debe 

mencionar un factor que permite a C. albicans neutralizar algunas 

acciones protectoras del sistema inmune, y que son objeto de estudio en 
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este trabajo, como las actividades detoxificantes, caso de las enzimas 

catalasa y superóxido dismutasa y las proteínas de respuesta a choque 

térmico (36).  

 
No obstante, para que se produzca una infección productiva, además de factores 

de virulencia del patógeno, deben intervenir otros componentes específicos del 

hospedador, junto a causas ambientales. Respecto del hospedador se reconocen 

tres factores esenciales que le predisponen para sufrir la infección por este 

patógeno oportunista: 

 

 Fisiológicos: la infección local suele ser más recurrente en el caso de las 

mujeres debido a su fisionomía (37). También podría estar relacionado 

con los cambios hormonales que sufren las mujeres, de ahí que se 

presente de forma cíclica con los ciclos hormonales e incluso que sea 

frecuente en el embarazo ya que el ambiente rico en estrógenos aumenta 

el contenido de glucógeno lo que mejoraría la adherencia de C. albicans a 

las células epiteliales vaginales (38).  

 

 Genéticos: existen familias en la que hay una tendencia hereditaria a 

padecer candidiasis familiar o candidiasis mucocutánea crónica. Algunos 

de los genes que juegan un papel principal en el proceso han sido 

identificados y secuenciados (web: ivami.com/es/pruebas-geneticas-

mutaciones-de-genes-humanos. Enfermedades neoplasias y 

farmacogenetica 2551-pruebas-geneticas-candidiasis familiar). 

 

 Adquiridos: Las personas inmunodeprimidas, como los pacientes de VIH 

o los sometidos a trasplantes y terapia prolongada con antibióticos de 

amplio espectro, son más susceptibles de este tipo de infecciones (39,40). 

Otros grupos de riesgo de padecer candidiasis son los recién nacidos y 

ancianos, las personas obesas, los diabéticos, y los enfermos crónicos o los 

considerados como "grandes quemados". 
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Por otra parte, entre los factores ambientales, debemos mencionar: la humedad y 

la temperatura y, otros factores más aleatorios como la maceración crónica 

(comisuras de los ancianos, prótesis dentales, catéteres, marcapasos...). Como 

tratamiento preventivo recomendable frente a las candidiasis superficiales, se 

aconseja mantener una buena higiene corporal, así como el uso de ropa de 

algodón que no sea muy ceñida, mantener la integridad de la piel, usar colutorios 

con flúor, o ingerir probióticos y otros derivados lácteos para favorecer la acidez 

de la flora vaginal. Por otra parte, el uso de anticonceptivos también altera el 

equilibrio de la microbiota vaginal y predispone a contraer infecciones fúngicas, 

predominando las candidiasis. 

 

Epidemiología de Candida albicans  

 

Las especies del género Candida forman parte del microbioma natural del 

hombre (41). Candida albicans es la especie infecciosa predominante, aunque el 

género Candida incluye otro grupo de levaduras oportunistas que produce 

infecciones en el ser humano. Estas últimas son consideradas bajo la 

denominación genérica de "no-albicans" y su incidencia clínica en patologías 

hospitalarias y de la comunidad, ha aumentado en las últimas décadas. Entre 

ellas se incluyen especies tradicionalmente catalogadas como inocuas. Las 

siguientes especies son las de mayor prevalencia entre este último grupo: 

C. dubliniensis, C. famata, C. glabrata, C. gullermondii, C. krusei, C. lusitanie, 

C. parapsilosis, C. rugosa y C. tropicalis. Cada especie requiere de distintos 

componentes para colonizar nichos específicos y producir una infección en el 

cuerpo humano, como por ejemplo la fuente de carbono. Mientras C. albicans 

requiere altas concentraciones de glucosa o fructosa como las presentes en la 

sangre (42), C. glabrata prefiere utilizar lactato, por ello suele colonizar el tracto 

digestivo (43,44).  

 

Antes de proseguir, conviene introducir una precisión terminológica referente a 

las infecciones oportunistas desencadenadas por levaduras del género Candida. 
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Candidiasis y candidemia son dos conceptos clínicos que, con frecuencia, se 

utilizan de forma conjunta, aunque es posible establecer diferencias. 

 

 Candidiasis: se refiere a una infección de carácter superficial, que afecta 

principalmente a la piel y las mucosas y se localiza preferentemente en: 

 

o Tracto vaginal 

o Cavidad oral (muguet) 

o Tracto gastrointestinal 

o Dermis y regiones subcutáneas. 

 

 Candidemia: cuando el huésped está muy debilitado, este patógeno 

oportunista es capaz de proliferar y diseminarse a través del torrente 

sanguíneo (45), colonizando órganos profundos y produciendo cuadros 

graves, como endocarditis y meningitis (46). Por tanto, las candidemias 

tendrían un carácter más sistémico e invasivo. No obstante, es común 

hablar de candidiasis superficiales y sistémicas o septicémicas. 

 

Las candidemias producen una alta tasa de morbilidad en centros hospitalarios y, 

por tanto, un gran incremento en el gasto sanitario debido a largas 

convalecencias en todo el mundo. Las infecciones sistémicas por Candida 

suponen riesgo vital y están considerada como la cuarta causa de muerte en 

hospitales por infecciones nosocomiales en Estados Unidos. En el caso de 

C. albicans, la tasa de mortalidad supera el 50% (47) y actualmente continua 

siendo la responsable de la gran mayoría de infecciones fúngicas en personas 

hospitalizadas (5).  

 

Un estudio multicéntrico que recoge datos referidos a las infecciones producidas 

por Candida se recoge en la Tabla 1.1. Para más información, se recomienda 

consultar las siguientes referencias: (15,16,48,49) . 
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Tabla 1.1. Distribución de infecciones causadas por especies de Candida en un 
estudio multicéntrico global realizado de modo coordinado entre varios laboratorios y 
hospitales (los valores se expresan como porcentaje). 
 
Años Descripción Candida 

albicans 
Candida 
tropicalis 

Candida 
parasilosis 

Candida 
glabrata 

Candida 
Krusei 

1997-
2007 

Laboratorio 
ARTEMIS 

65,3 7,2 6 11,3 2,4 

1997-2000 70,9 5,4 4,8 10,2 2,2 
2001-2004 62,9 7,5 6,9 11,5 2,5 
2005-2007 65 8 5,6 11,7 2,5 

2003 Laboratorio 
SENTRY 

48,7 10,9 17,3 17,2 1,9 

2008-
2009 

Laboratorio 
SENTRY 

48,4 10,6 17,1 18,2 2 

2007-
2011 

Hospital: 
pediatría 

44  22 11 3 

 

La transformación de un organismos inocuo en un patógeno virulento es un 

proceso complejo, todavía no del todo comprendido (19). C. albicans vive como 

un comensal en la piel y la cavidad oral del 75% de la población sana, pero 

primordialmente los pacientes inmunocomprometidos pueden sufrir infecciones 

sistémicas recurrentes. Este tipo de infecciones igual que los episodios 

vulvovaginales que padecen aproximadamente el 75% de las mujeres al menos 

una vez en su vida, son superficiales y generalmente no letales. Sin embargo, las 

candidiasis sistémicas pueden tener carácter mortal, incluso pese a la aplicación 

de terapia antifúngica (47). Aunque algunos de los principales factores de 

virulencia son conocidos y han sido resumidos previamente anteriormente, es 

preciso profundizar en los mecanismos de resistencia, cuya incidencia va en 

aumento, e investigar una terapia dirigida, basada en el principio de toxicidad 

selectiva, con máximos daños al patógeno y mínimos efectos sobre las células del 

hospedador. 
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Tabla 1.2. Análisis comparativo de la tasa de incidencia clínica y la distribución 
global de Candida en algunos países de Europa y varios estados de Estados Unidos 
(50). 
 

 Países  Incidencia 

Europa Noruega, Finlandia, Suecia 3/100.000 habit. 

Dinamarca 8,6/100.000 habit. 
Suiza, Reino Unido, Italia, 

España 
1,2–8,1/100.000 habit. 

USA Iowa, San Francisco, Atlanta, 
Connecticut 

6–14/100.000 habit. 

Baltimore 26,2/100.000 habit. 
 

La tasa de incidencia global de Candida presenta importantes variaciones según 

las regiones geográficas estudiadas (Tabla 1.1; (50)). A su vez, el reparto de las 

infecciones causadas por las especies patógenas de Candida en Europa y Estados 

Unidos es muy similar, siendo siempre C. albicans la predominante, seguida de C. 

glabrata (Fig. 1.5) (15,51), mientras en Australia C. parapsilosis tiene una ligera 

supremacía sobre C. glabrata. Sin embargo, en Latinoamérica y en ciertos lugares 

de Asia, como India o Pakistán, la distribución cambia por completo, siendo C. 

tropicalis la especie más abundante, seguida de C. parapsilosis, C. glabrata y en 

cuarto lugar C. albicans (51).  

 

En un reciente estudio sobre la zona de Kuwait, C. albicans fue descrita como la 

especie dominante junto con C. parapsilosis (32% cada una) seguidas de C. 

tropicalis (20%) y C. glabrata (13%), dándose episodios aislados debidos a otras 

especies de Candida sp. menos comunes como, C. dubliniensis, C. famata y C. auris 

(52), si bien esta última está siendo documentada como un patógeno emergente 

de gran incidencia clínica. Por tanto, determinados atributos geográficos y 

ambientales desempeñan un papel primordial, inherente a la especie de Candida 

dominante en una región determinada. 
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Figura 1.5. Distribución de las especies de Candida en Europa y Estados Unidos 
(Porcentaje) según Ramos et al., 2016 (53) . 
 
Por lo que respecta a España, un estudio realizado por FUNGEMYCA en los años 

2009-2010 entre 43 hospitales de todo el estado, sobre pacientes afectados de 

fungemia, dio como resultado que C. albicans fue la especie aislada con más 

frecuencia, por detrás se encontró C. parapsilosis como la especie "no albicans" 

más común, a diferencia de otros países europeos dónde este lugar pertenece a 

C. glabrata (16).  

 

Desde la década de 1990, se está produciendo una tendencia creciente de las 

candidemias en Europa, por lo que es importante aislar e identificar la cepa 

responsable de cada brote y conocer sus mecanismos de virulencia. Además, es 

frecuente encontrar situaciones clínicas donde no hay un solo microorganismo 

invasor del paciente, sino cuadros de infecciones múltiples. Esta situación 

también sucede con Candida sp., en la denominada "candidemia mixta". Según un 

estudio del proyecto CANDIPOP en diferentes hospitales españoles entre Abril de 

2010 y Mayo de 2011, la mortalidad atribuible a candidemias mixtas durante la 

primera semana de admisión en hospitales es muy alto, aunque es un hecho 

infrecuente. La infección más común por el género Candida sp. se produce en 

pacientes enfermos de sida y en aquellos que han sufrido quemaduras, estando 

asociados en ambos casos a un incremento de la mortalidad (53). En ese mismo 
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estudio, se determinó que los casos de candidemia debidos a C. glabrata eran 

relativamente escasos, mientras los causados por C. parapsilosis eran más 

numerosos (Figura 1.6), al contrario de lo que ocurre en otros países de Europa, 

lo que apoya los resultados de los estudios previos comentados anteriormente 

(Figura 1.5). 

 

 
Figura 1.6. Incidencia clínica de las especies de Candida sp. en España, según estudio 
multicéntrico de CANDIPOP en distintos hospitales. El estudio fue realizado entre Abril 
de 2010 y Mayo 2011 (53). 
 
 La proporción de enfermos con candidemias mixtas o múltiples con 

respecto al total de candidemias registradas es del 1,9%, si bien no siempre 

están correctamente diagnosticadas. Así, C. albicans suele ser diagnosticada con 

alta frecuencia en candidemias mixtas junto a C. glabrata, hecho que dificulta la 

administración correcta de medicación, debido a la resistencia intrínseca de C. 

glabrata a ciertos antifúngicos como el Fluconazol. Un estudio ha concluido que 

un diagnóstico de candidemia mixta es indicador de un cierto riesgo de 

mortalidad (53). Estas evidencias refuerzan la idea de disponer de nuevos 

compuestos antifúngicos más seguros y eficaces, así como diseñar estrategias de 

investigación sobre rutas metabólicas comunes al género Candida, pero con 

escasa o nula presencia en el ser humano que permitan poder desarrollar una 

quimioterapia más adecuada. 
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Aspectos relativos al diagnóstico y el tratamiento de las infecciones 

causadas por Candida albicans  

 

De modo general, la quimioterapia antifúngica ha estado comparativamente 

menos desarrollada que su equivalente antibacteriana. Este panorama ha 

cambiado en las últimas décadas a causa del notable aumento en la morbilidad y 

mortalidad provocado por las micosis septicémicas invasivas. En consecuencia, 

se han producido avances en los protocolos de diagnóstico, la profilaxis y el 

control terapéutico de los hongos patógenos (2,3). Sin embargo, aún quedan 

problema esenciales por resolver, como el caso del aislamiento creciente de 

especies fúngicas responsables de brotes nosocomiales, consideradas 

tradicionalmente como no patógenas (54), o el aumento de cepas resistentes a 

los antifúngicos de uso clínico habitual. Estas circunstancias, junto al limitado 

arsenal disponible de antibióticos y sus importantes efectos secundarios debido 

a su baja toxicidad selectiva, complica mucho su efectividad clínica (55). 

C. albicans, la levadura de mayor prevalencia en humanos, es un ejemplo de lo 

difícil que resulta combatir a los hongos patógenos con las terapias disponibles 

hoy en día. 

 

Otro aspecto esencial a considerar, consiste en que las infecciones fúngicas 

suelen ser procesos secundarios en pacientes afectados de una patología de base, 

que es preciso diagnosticar y tratar previamente (55,56). Además, el cuadro 

sintomático de las micosis es relativamente inespecífico. Así, la sintomatología 

general de las candidiasis superficiales es común a otras dermatomicosis, de 

buen pronóstico salvo complicaciones. Consiste en: piel enrojecida y ligeramente 

edematosa, prurito intenso (picor) y episodios de quemazón y dolor localizado. A 

menudo, no requiere prescripción antibiótica (56).  

 

Por el contrario, los síntomas referidos a casos de candidiasis sistémica 

(candidemia) son más agresivos y dañinos para el organismo. Estos incluyen en 

distinto grado: alergias excesivas, trastornos vaginales recurrentes, depresión, 

cansancio extremo, migrañas, irritabilidad, pérdida transitoria de memoria, 
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formación de gas e hinchazón abdominal. También se han descrito episodios de 

diarrea o estreñimiento, alteraciones del síndrome premenstrual, dolores en 

oídos y articulaciones, así como otros síntomas más difusos. Un esquema de las 

distintas patologías producidas por C. albicans y su localización corporal, se 

presenta en la Figura 1.7. En estos casos siempre requieren tratamiento 

farmacológico, aunque éste puede no tener ningún efecto curativo. 

 
 

 
 
Figura 1.7. Ilustración mostrando las diferentes patologías y áreas corporales de 
infección que puede producir C. albicans sobre el cuerpo humano. Dibujo adaptado a 
partir de Jabra-Rizk et al., 2016 (19). 
 

Teniendo en cuenta todo lo anterior, es necesario encontrar nuevos compuestos 

con actividad fungicida más potentes y seguros, así como diseñar estrategias 

para localizar dianas susceptibles, exclusivas de los hongos patógenos, causando 

mínimos efectos secundarios al hospedador humano. Una de las posibles dianas 

terapéuticas nuevas, y que en este trabajo, proponemos y apoyamos, podría estar 

en la ruta metabólica implicada en la biosíntesis del disacárido no reductor, 
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trehalosa, ya que esta vía no es operativa en mamíferos (57), posibilitando que 

se cumpla el principio de toxicidad selectiva en la búsqueda de nuevos fármacos. 

Principales antifúngicos con aplicación clínica 

 

Un diagnóstico correcto y temprano resulta esencial como paso previo a la 

prescripción de aquellos antifúngicos que garanticen un tratamiento eficaz y 

sirvan para reducir la morbilidad y mortalidad por un patógeno fúngico concreto 

(5,58). En este sentido, es preciso tener en cuenta que el mecanismo 

fundamental de acción de los antifúngicos puede ser de dos tipos: 

 

 Acción fungistática: el compuesto impide el crecimiento celular y la 

expansión del patógeno por el interior del cuerpo, de tal forma que el 

sistema inmunológico se encarga de erradicar la infección. Sin embargo, 

no causa la mortalidad del patógeno. 

 

 Acción fungicida: El propio medicamento es letal para el hongo 

infeccioso, provocando la pérdida irreversible de la capacidad infecciosa 

de las células y, por tanto, deteniendo la infección. Este efecto puede ir 

acompañado o no de lisis celular. 

 

Hay que tener en cuenta que ambos efectos, fungistático y fungicida, no son 

excluyentes, pueden darse para un mismo compuesto, dependiendo naturaleza 

química, concentración o vía de inoculación del mismo. De hecho, algunos 

antibióticos actuarán como fungistáticos a bajas concentraciones y fungicidas a 

altas dosis (59,60). En la actualidad, se dispone de tres familias principales de 

antifúngicos usados habitualmente en clínica: 

 

 

i. Polienos 

 

Son moléculas naturales sintetizadas por Streptomyces nodosus, con fuerte 

carácter anfipático debido una región hidrofílica y otra hidrófoba (Fig. 1.8). 
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La molécula contiene un anillo macrólido cerrado por una lactona. Incluye 

además la micosamina, un aminoazúcar unido al carbono 19 en la región 

hidrofílica del anillo macrólido y un grupo carboxilo unido al carbono 16. 

Esta organización le confiere su carácter anfipático (Fig. 1.8). Los polienos 

son un grupo muy utilizado contra la mayoría de las micosis porque poseen 

una elevada actividad antifúngica y un amplio espectro de actividad contra 

los hongos de mayor prevalencia. Dentro de ellos, los más utilizados son la 

anfotericina B (AmB) y la nistatina. (60,61).  

 

 

 
Figura 1.8. Estructura química (A) y mecanismos de acción (B y C) del principal 
polieno usado en clínica, la anfotericina B. Imagen adaptada de Gray et al., 2012 (62), 
según las modificaciones realizadas por Guirao-Abad, 2016 (63). 
  
El mecanismo de acción de lo polienos consiste en su unión al ergosterol, un 

lípido esencial de la membrana plasmática en hongos, equivalente al 

colesterol de animales. La permeabilidad de la membrana se ve alterada con 

la subsiguiente formación de poros y pérdida de agua y electrolitos esenciales, 

provocando una descompensación osmótica que lleva a la muerte celular. 

La toxicidad causada por la AmB se debe a la región hidrofóbica, responsable 

de la unión al ergosterol, perteneciente a la misma familia de lípidos que el 

colesterol. Por tanto también tiene afinidad por el colesterol de las células 

animales, ocasionando efectos secundarios como nefrotoxicidad y 

hepatotoxicidad (64). Hay que resaltar, que a pesar de su aplicación clínica 
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desde la década de 1950, la resistencia de los hongos frente a AmB es muy 

rara (61,65,66). Para disminuir los efectos secundarios en el ser humano, se 

han diseñado distintas variaciones de la AmB, siendo la más efectiva la 

formulación liposomal, ya que tiene menor nefrotoxicidad y mantiene su 

carácter antifúngico, aunque se debe inyectar por vía intravenosa (60,64).  

 

ii. Equinocandinas 
 
Con una estructura compleja formada por un núcleo hexapeptídico y una 

cadena lateral acil lipídica, este grupo de antifúngicos son de naturaleza 

semisintética, siendo producidos por diferentes microorganismos y 

modificados de forma posterior (Fig. 1.9) (7,67,68).   

 

Su acción se basa en la inhibición no competitiva de la síntesis de pared 

fúngica, teniendo menos efectos adversos sobre el paciente (66,69). Actúan 

como fungistáticos ya que las levaduras no pueden renovar su pared, pero a 

altas concentraciones son fungicidas y pueden producir lisis celular (60,67) 

(Fig. 1.10). Las equinocandinas más destacadas son: Micafungina, 

Caspofungina y Anidulafungina. Mantienen el núcleo lipofílico central y se 

diferencian principalmente en la cola hidrofóbica, pero aún es insuficiente la 

información disponible sobre su acción farmacológica, aunque están 

aumentando los casos de resistencia (7).  

 

En este estudio, se ha utilizado la Micafungina (MF) (Fig. 1.9), caracterizada 

por la presencia de un complejo aromático en su cadena lateral que le aporta 

su carácter antifúngico, ya que inhibe de forma no competitiva la	  actividad	  β-

1,3-glucano sintasa, intercalándose en la membrana (67,69). Además, con 

respecto al resto de equinocandinas, tiene menos toxicidad para el ser 

humano (64,70), aunque por su tendencia de unirse a proteínas del suero, 

pierde parte de su actividad antifúngica (70).  
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Figura 1.9. Estructura molecular de la Micafungina (MF). Está, conformada por un 
núcleo lipofílico central y una cola hidrofóbica. (A) Modelo de la molécula 
tridimensional (ChemSpider. ID21106351). (B) Fórmula y estructura de la 
micanfungina (Wikipedia).  
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Figura 1.10. Mecanismo de acción de las equinocandinas. Imagen adaptada de la 
presentación de Kartsonis et al., 2003, según las modificaciones realizadas por Guirao-
Abad, 2016 (63). 

 
 

 
iii. Azoles 
 

Se trata de un grupo de compuestos con intensa actividad antifúngica y un 

amplio espectro de actividad. Estas moléculas sintéticas contribuyeron a un 

avance notable en el tratamiento de las micosis sistémicas oportunistas 

refractarias a otros antifúngicos. La introducción en clínica de estas 

moléculas como el Fluconazol, después de la anfotericina, contribuyó a 

disminuir la toxicidad de los tratamientos antimicóticos para el hospedador 

humano. La estructura base de todos los azoles está formada por un anillo 

derivado del imidazol. Se clasifican en dos grupos principales según el 

número de átomos de nitrógeno que forman parte del anillo (Fig. 1.11). 

 

 Azoles de primera generación (imidazoles): Contienen dos nitrógenos en 

su estructura. Ketoconazol y Miconazol son los representantes más 

utilizados de este grupo. 
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 Azoles de segunda generación (triazoles): con tres nitrógenos en su 

estructura. Itrazonazol y Fluconazol conforman este grupo, que se 

completa con nuevas moléculas derivadas de los anteriores, por 

introducción de distintos grupos funcionales, como el Voriconazol 

(derivado del fluconazol) y el Posaconazol (derivado del itraconazol).  

 

Actualmente, los triazoles son los de mayor aplicación por ser los que mejor 

se toleran, pero en general la toxicidad de este grupo depende de la afinidad 

que tengan estos compuestos por el citocromo P450 de los mamíferos. Estos 

compuestos actúan uniéndose al grupo hemo de las enzimas que intervienen 

en la síntesis del ergosterol (como lanosterol-14-α–desmetilasa también 

conocido como citocromo P45014DM) (Fig. 1.11). Como consecuencia, la 

membrana de las levaduras pierde fluidez y permeabilidad. Adicionalmente, 

se activan rutas alternativas de biosíntesis de esteroles que resultan tóxicos y 

producen cambios en la disposición de proteínas con dominios 

transmembrana. El efecto conjunto detiene el crecimiento de los cultivos y 

termina por producir también la muerte celular (59,60,66).  
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Figura 1.11. A) Estructura molecular del Imidazol (izquierda) y del triazol (derecha); 
B) Estructura tridimensional del citocromo P450; C) Citocromo P450 de hongos; D) 
Citocromo P450 de células de mamíferos 
 

 

iv. Análogos de pirimidinas 

Estos antifúngicos fueron descubiertos en el transcurso de investigaciones 

encaminadas a la obtención de antineoplásicos para terapia antitumoral (web: 

sociedad española de quimioterapia). El más relevante es la 5-fluorocitosina o 

flucitosina que tiene una estructura similar a la citosina y a 5-flourouracilo. 

Necesita ser activada en el interior de las células por la citosina permeasa de 

membrana y la citosina desaminasa. Una vez trasformada en una molécula 

activa (fluorouracilo) entra en el núcleo e impide la replicación del ADN y la 

trascripción a ARNm (59,60). Tiene carácter fungistático y la activación de esta 

molécula en las células de mamífero se produce en menor cuantía, de ahí que 

los efectos secundarios nocivos se den a concentraciones altas del compuesto 

(60).  
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v. Griseofulvina 

 

Este antifúngico es producido por diferentes especies de Penicillium, en 

especial por P. griseofulvum. Su espectro de acción es muy limitado y sólo se 

emplea para el tratamiento de diversas micosis cutáneas denominadas tiñas, 

producidas por Trichophyton, Microsporium y Epidermiohyton. Su acción es 

básicamente fungistática ya que bloquea la reproducción del hongo, 

impidiendo su expansión por el cuerpo del paciente (71).  

 

El efecto tóxico sobre la reproducción de las células fúngicas, viene 

determinada por la unión de este fármaco a las moléculas de tubulina, 

impidiendo la formación de los microtúbulos del huso mitótico. De este modo 

las células fúngicas no pueden finalizar la mitosis, impidiendo la expansión de 

la infección. Al microscopio óptico, es habitual observar hifas de morfología 

aberrante. La griseofulvina solo es efectiva sobre las células en fase de 

crecimiento activo (71).  

 

Este fármaco también presenta afinidad por la queratina de las células 

epiteliales, formando un complejo queratina-griseofluvina sumamente estable, 

cuando el hongo invade los queranocitos, la griseofulvina se separa de la 

queratina y se introduce en las células fúngicas ejerciendo se acción 

fungistática. Entre sus efectos secundarios cabe mencionar: insomnio, 

molestias gastrointestinales, sequedad bucal o pérdida temporal de la 

sensibilidad a sabores, así como cefaleas. Otros trastornos menos frecuentes 

son: la pérdida de la memoria o de atención, visión borrosa o fotosensibilidad, 

y en algunos casos reacciones alérgicas al fármaco (71).  

vi. Otros antifúngicos 

 

Se dispone de otros compuestos de eficacia probada contra las micosis en 

general, y las candidiasis en particular. Por tanto, se estudia su uso 

terapéutico y, de hecho, algunos se emplean en clínica. Sin embargo, suelen 
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tener aplicación limitada porque todavía no se conocen bien sus mecanismos 

de acción. Hay algunos que están en fase de ensayo clínico En este 

heterogéneo grupo encontramos, entre otras moléculas:  

 

o Terbinafina: inhibe la síntesis del ergosterol.  

o Sordarinas: inhiben la acción de diferentes factores de elongación 

que intervienen en la síntesis de proteínas.  

o Ciclopirox: se ha establecido que actúa bloqueando el trasporte 

activo hacia la pared, e igualmente impidiendo la reparación del 

ADN (71).  

 

La trehalosa: utilización de este disacárido como diana terapéutica 

contra Candida albicans 

 

La trehalosa es un disacárido no reductor formado por dos moléculas de 

glucosas	  unidas	  por	  enlace	  glucosídico	  tipo	  α:	  1-1 (Fig. 1.12). Originalmente fue 

descrito por Wiggers en 1832, como un azúcar presente en el cornezuelo del 

centeno. Posteriormente Berthelot lo encontró en los capullos del escarabajo 

Larinus maculata más conocido como "trehala manna", identificando como 

trehalosa a dicho azúcar. 

 

 
Figura 1.12. Trehalosa. (A) Formula y estructura molecular de la trehalosa (Wikipedia). 
(B) Modelo tridimensional de la estructura cristalizada de la trehalosa (72).  
 

La trehalosa está presente en arqueas, bacterias, hongos, así como en la 

hemolinfa de los insectos, sobre todo en estado de criptobionte (73–75). Aunque 
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inicialmente se propuso una función como fuente de carbono, su acumulación 

está relacionada con el posible papel protector frente a estados de ayuno 

nutricional y estrés ambiental (76). Éste azúcar también está presente en plantas, 

en concreto en angiospermas como el tabaco y el arroz. Parte de su importancia 

biológica, se debe a su función protectora contra la deshidratación, al 

interaccionar con los fosfolípidos de membrana para mantener el estado fluido, 

previniendo su fractura (77).  

 

Sorprendentemente, la trehalosa no se ha encontrado en vertebrados, como 

tampoco ha sido anotado ningún gen involucrado en la síntesis de trehalosa en 

los mamíferos (57). Las razones de esta carencia no han sido aún establecidas, 

pero podrían estar relacionadas con la distinta línea evolutiva seguida por los 

protóstomos y los deuteróstomos (57).  

 

Síntesis de trehalosa 

 
Dependiendo del sistema biológico analizado, existen diferentes vías para la 

síntesis de este disacárido, concretamente se han descrito hasta cinco (Fig. 1.13). 

Cada organismo dispone de una o varias de estas rutas debido a su gran 

importancia. De hecho Mycobacterium tuberculosis posee cuatro de esas cinco 

rutas (74). Es reseñable, que los procariotas han desarrollado un sistema 

genético para sintetizar trehalosa más complejo y elaborado que los eucariotas 

(73–75). 
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Figura 1.13. Rutas metabólicas de síntesis de trehalosa encontradas en la biosfera. 
En rojo, destacada la vía principal presente en hongos. 
 
 
Entre los hongos y levaduras, incluyendo Candida albicans, predomina la ruta 

denominada trehalosa sintasa/fosfatasa, cuyo mecanismo se describe 

brevemente a continuación (Fig. 1.13). La biosíntesis de la trehalosa tiene lugar 

en el citosol, a partir de sus precursores, UDP-glucosa y glucosa-6-P, en dos 

etapas secuenciales. En un primer paso, se produce la transferencia de D-glucosa 

desde UDP-glucosa a glucosa-6-P para formar trehalosa-6-P en una reacción 

catalizada por la enzima trehalosa sintetasa, codificada por el gen TPS1, de 

acuerdo con la siguiente reacción global:  

 

UDP-glucosa + Glucosa-6-P    Trehalosa-6-P + UDP 
            Trehalosa-6-P síntasa (Tps1p) 

          Mg2+ 

 

Esta enzima es dependiente de Mg2+ y muestra actividad máxima a pH 6,6. La 

reacción es irreversible, por lo que el equilibrio queda desplazado hacia la 

formación de trehalosa-6-P (74). En un segundo paso, la trehalosa-6P es 
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defosforilada por una fosfatasa citosólica, la trehalosa fosfatasa, codificada por el 

gen TPS2 (78), generando trehalosa libre, que es la forma de almacenamiento del 

disacárido. 

 

Trehalosa-6-P    Trehalosa + Pi 

Trehalosa-6-P fosfatasa (Tps2p) 

 

Aparentemente, C. albicans contiene otras fosfatasas no específicas que son 

capaces de defosforilar trehalosa-6-P (78,79). Se ha postulado que la enzima 

trehalosa-6-P fosfatasa (Tps2p) es un marcador más interesante como posible 

diana antifúngica que la trehalosa-6-P sintasa (Tps1p). Esta hipótesis está 

apoyada fundamentalmente por la ausencia de trehalosa en mamíferos, lo que 

facilitaría el diseño de inhibidores específicos dotados de toxicidad selectiva 

(79,80).  

 

Hidrólisis de trehalosa  

 

En levaduras, la degradación fisiológica del disacárido se efectúa casi 

exclusivamente por la trehalasa (,-trehalosa-1-C-glucohidrolasa, E.C. 3.2.1.28). 

Se trata de una enzima altamente específica para trehalosa, siendo esta su único 

sustrato, cuya actividad catalítica produce dos moléculas de glucosa a partir de 

una molécula de trehalosa (73,74,81).  

 

Trehalosa    Glucosa + Glucosa 
 Trehalasa 

 

Las trehalasas pertenecen al grupo de las -glucosidasas que utilizan trehalosa 

como sustrato exclusivo. En la mayoría de hongos filamentosos y levaduras, se 

encuentran dos tipos de trehalasas, clasificadas en función de su pH óptimo de 

actividad catalítica y mecanismo de regulación. Con un pH de 4,5-5,0 se 
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encuentra la trehalasa ácida y en el rango de pH 6,8-7,0 se sitúa la trehalasa 

neutra (81). También se distinguen por su distinta localización subcelular: la 

actividad ácida tiende a ocupar una localización en la superficie externa 

(C. albicans) o en las vacuolas (S. cerevisiae), mientras que la trehalasa neutra 

reside en el citosol (73,81,82).  

 

En C. albicans, un único gen, NTC1, codifica para la enzima neutra que tiene un 

peso molecular de104 kDa. La actividad Ntc1p está regulada por fosforilación 

reversible mediada por proteínas quinasas dependiente de AMPc (PKA). Entre 

sus funciones más destacables, se encuentra la de movilizar la reserva de 

trehalosa almacenada en respuesta a distintas perturbaciones fisiológicas, como 

la recuperación tras un choque térmico o la reanudación del crecimiento activo 

por parte de cultivos procedentes de fase estacionaria (73,81,82). 

 

Por su parte, la actividad trehalasa ácida de C. albicans (Atc1p) está localizada en 

la pared celular (34,83). El gen correspondiente, ATC1, ha sido clonado y 

secuenciado. La proteína Atc1p tiene 1040 aminoácidos, un peso molecular 

estimado de 117 kDa y un pI de 4,81. El análisis de la secuencia, muestra que esta 

proteína contiene un péptido señal hidrofóbico y 20 sitios potenciales de N-

glicosilación. La caracterización funcional de ATC1, indica que tanto su expresión 

como su actividad están sujetas a control mediante represión catabólica por 

glucosa (83). A su vez, la enzima ácida está involucrada en el mantenimiento de 

la arquitectura de la pared, formación de hifas y virulencia de C. albicans, pero no 

afecta a los mecanismos de resistencia a estrés oxidativo, (34). 
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Distintas aplicaciones de la trehalosa 

 

Investigación científica 

 
El análisis de la estructura molecular de la trehalosa ha revelado un conjunto 

exclusivo de propiedades físico-químicas, muy útiles en investigación. Además 

de su carácter no reductor, el disacárido posee una elevada estabilidad química, 

un alto grado de hidrofilicidad y es muy resistente la hidrólisis ácida.  

 

En base a estas características, la trehalosa es muy utilizada en estudios de 

anhidrobiosis (desecación) y criptobiosis (bajas temperaturas) para preservar 

proteínas y membranas, ya que sustituye a las moléculas de agua, formando 

enlaces de hidrógeno entre la proteína y los grupos hidroxilo del disacárido 

(57,74,81). También ha servido para promover la búsqueda y desarrollo de 

nuevas moléculas más eficaces en la preservación y aumento de las funciones 

catalíticas de algunas enzimas importantes en investigación. De hecho, ya se 

dispone de un nuevo polímero que mejora la capacidad de la trehalosa en cuanto 

a la conservación de la actividad enzimática (Fuente: 

http://www.mariecueriesnews.wordpress.com).  

 

Un resumen de las principales propiedades físico-químicas y los principales usos 

de esta molécula, se presenta en la Tabla 1.3. 
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Tabla 1.3. Principales propiedades físico-químicas, actividades fisiológicas y 
aplicaciones características del disacárido no reductor trehalosa (O-α,-D-glucopiranosil-
[1→1]-α-D-glucopyranosido) en la biosfera. Adaptado de Argüelles et al. (2017).Para 
otros detalles específicos consultar el texto. 

Propiedades físicas Actividad fisiológica Aplicaciones 
biotecnológicas 

-Azúcar no reductor 

-Elevada hidrofilicidad 

-Estabilidad química 
interna 

-Incapaz de formar 
cristales higroscópicos 

-Ausencia de puentes de 
hidrógeno internos 

-Resistente a la 
hidrólisis ácida 

-Elevado punto de 
fusión 

-Fuente de carbono y/o 
de energía 

-Protector celular contra 
estrés 

-Estabilizador de 
membranas y proteínas 

-Componente de la 
pared celular bacteriana 

-Soluto compatible 

-Molécula sensora de 
señales 

-Regulador metabólico 

-Factor de virulencia  

-Compuesto terapéutico 

-Diana antifúngica 

-Crioprotector 

-Profiláctico y estabilizador 
alimentario 

-Fermento en industrias 

-Edulcorante alimenticio 

-Suplemento nutricional  

-Aditivo en cosmética 

 

 

Usos terapéuticos  

 

Estudios recientes acerca de las aplicaciones más novedosas de la trehalosa, 

indican que este disacárido es útil para combatir enfermedades 

neurodegenerativas por sus propiedades antiagregantes, evitando la formación 

de placas amiloides junto a otras sustancias como la carnosina (84). Ya se 

conocían los efectos beneficiosos de la ingestión de trehalosa en el tratamiento 

de "la corea de Huntington". Una enfermedad neurológica, grave y hereditaria 

que afecta a 1/10.000 personas en Europa, registrándose en España unas 4.000 

personas afectadas y otras 15.000 con potencial riesgo hereditario (85). La 

proteína implicada se conoce como huntingtina (Htt) y contiene una región de 

poliglutaminas altamente variable. El gen codificante está localizado en el 

cromosoma 4, y el número normal de repeticiones CAG (Glutamina) es en 
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individuos sanos entre 10 y 28 veces. Sin embargo, se adquiere carácter 

patogénico cuando las repeticiones comprenden desde 36 (síntomas más leves) 

hasta 120 (la gravedad de los síntomas es mucho más evidente) (85). 

 

Otras evidencias apoyan que trehalosa podría tener un papel terapéutico 

importante en el retraso de la aparición de graves enfermedades 

neurodegenerativas, como la Esclerosis lateral amiotrófica (ELA) y el Parkinson. 

La administración controlada de trehalosa en modelos animales afectados de 

estas enfermedades, ha mostrado que el disacárido impide la formación de 

agregados de proteínas TAU y α-sinucleína en el cerebro y riñón. Se propone que 

la	   trehalosa	   es	   capaz	   de	   “limpiar”	   la	   proteína	   deteriorada	   y	   los	   agregados	   de	  

placas amiloides en las neuronas motoras (86,87). También se han realizado 

ensayos in vitro con ratones transgénicos sobre el efecto de la trehalosa sobre la 

recuperación de fenotipos asociados al Alzheimer (88).  

 

Por otra parte, la trehalosa está siendo empleada como coadyuvante en la 

preparación de ciertas vacunas y acaba de proponerse su uso para la 

conservación de células madre criocongeladas (89). De hecho, ya se había 

utilizado en el mantenimiento de plaquetas destinadas a transfusión durante 

campaña militares, células que no admiten tratamientos de congelación porque 

pierden su función coagulatoria (90). También se considera su aplicación como 

agente crioprotector para órganos a la espera de un receptor para el trasplante, 

lo que permitiría aumentar el tiempo de conservación de un órgano hasta 

encontrar un receptor compatible. 

 

 

Otros usos comerciales  

 

Por otro lado, ha sido aprobada la utilización de trehalosa como suplemento 

nutritivo en la industria alimentaria (Tabla 1.3), incrementando la vida media y 

el periodo de caducidad de alimentos en polvo; como excipiente y adyuvante en 

ciertos preparados farmacéuticos, y también en cosmética como conservante. 
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Igualmente, se han realizado estudios para comprobar el valor de la trehalosa 

como edulcorante o sustitutivo del azúcar debido a sus propiedades antes 

reseñadas; si bien, la capacidad edulcorante de la trehalosa representa alrededor 

de un 50% de esa misma capacidad que tiene la sacarosa.  

 

Sobre los procedimientos de obtención industrial, aunque al principio la 

trehalosa se extraía de levaduras cultivadas en tanques de fermentación, 

actualmente está más extendido el método de extracción mediante un proceso en 

varios pasos a partir de la hidrólisis del almidón de cereales licuados por un 

proceso enzimático. (Fuente: http://ayudamosconocer.com/significados/letra-

l/la-trehalosa.php). 
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS 

 

Los antecedentes previos, vistos en la Introducción han puesto de manifiesto el 

grave problema sanitario y terapéutico que plantean las micosis hospitalarias y 

en comunidad causadas por numerosas especies del género de Candida. Aunque 

en la población sana viven formando parte de la flora cutánea, al ser saprofíticas. 

Sin embargo, diversos factores de virulencia activan su capacidad infectiva, 

siendo C. albicans el patógeno fúngico de mayor prevalencia en humanos (2,3,19). 

El desarrollo de procesos infecciosos abarca desde micosis superficiales, de buen 

pronóstico, hasta cuadros sistémicos potencialmente mortales, siendo el estado 

inmunodeprimido del paciente y su capacidad de respuesta el factor 

determinante de la gravedad.  

Como consecuencia, en los últimos años se ha registrado un preocupante 

incremento morbilidad y mortalidad de las micosis hospitalarias, agravado por 

las limitaciones en la disponibilidad de una terapia antifúngica clínica que 

garantice la curación completa. Las principales limitaciones son: (i) escaso 

número de antibióticos de acción eficaz y segura; (ii) baja toxicidad selectiva, lo 

que provoca efectos secundarios en los pacientes; (iii) dificultades en su 

administración, ya que interaccionan con otros fármacos; (iv) espectro de acción 

restringido y aparición de formas de resistencia; y (v) elevado coste económico. 

En consecuencia, una de las prioridades de los sistemas sanitarios consiste en la 

obtención de nuevos antibióticos más potentes y sin efectos nocivos, así como el 

diseño de rutas metabólicas capaces de inducir una notable acción fungicida. 

 

En base a estas consideraciones y teniendo en cuenta la experiencia previa del 

grupo investigador, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral, ha sido 

profundizar en el hipotético papel de la ruta de biosíntesis de trehalosa como 

una potencial diana antifúngica de gran interés clínico, tomando como modelo la 

levadura patógena oportunista Candida albicans.  
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Las estrategias seguidas para verificar este objetivo han sido las siguientes: 

 

 Evaluar la sensibilidad de los mutantes deficientes en la síntesis de 

trehalosa (tps1Δ/ tps1Δ y tps2Δ/tps2Δ) frente a los antifúngicos de uso 

clínico más habituales: Anfotericina B (polieno), Micafungina 

(Equinocandina) y Fluconazol (Azol). 

 

 Analizar si la aplicación de los antifúngicos genera un estrés oxidativo 

intracelular en C. albicans, mediante la determinación de parámetros 

representativos de estrés. 

 

 Medir la síntesis de trehalosa como indicador de respuesta antifúngica 

protectora en C. albicans. 

 

 Estudiar la acción combinada de la trehalosa con otros mecanismos de 

protección en C. albicans frente diversos tipos de estrés ambiental 

 

 Analizar el efecto que los antifúngicos de uso clínico podrían 

desencadenar sobre la formación in vitro de biofilms en las cepas de 

C. albicans objeto de estudio. 

 

 Investigar si la posible acción sinérgica de la combinación de los distintos 

antifúngicos podría aumentar la acción fungicida y su posible interés en 

terapia clínica. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

MATERIALES 

Cepas de C. albicans utilizadas en esta Memoria. 

 

Se utilizaron un conjunto de cepas isogénicas de C. albicans ya caracterizadas 

genotípicamente y conservadas en glicerol a -80oC al 50% (v/v). A partir de 

dichas "stocks celulares" se realizaron subcultivos en medio YPD que fueron 

mantenidos a 40C hasta su uso en el laboratorio. 

 

Tabla 3.1. Cepas de Candida albicans empleadas en este trabajo. 

Cepa Genotipo Referencia  

SC5314 Cepa silvestre Guillum et al., 1984 

tps1Δ/tps1Δ ura3::imm434/ura3::imm43 
tps1::hisG/tps1::hisG 

Zaragoza et al., 1998 

tps2Δ/tps2Δ tps2::hisG/tps2::hisG URA+ Zaragoza et al., 2002 

 
La	  cepa	  SC5314	  es	  una	  cepa	  “silvestre”	  de	  Candida albicans. Tps1 es un mutante 

homocigótico de Candida albicans que tiene interrumpida la ruta de biosíntesis 

de la trehalosa en la primera enzima, es decir carece de trehalosa 6-P sintasa. 

Tps2 es un mutante homocigótico de C. albicans que carece de la segunda 

enzima para la síntesis de la trehalosa: trehalosa 6-P fosfatasa. 

 

En ninguno de los dos casos los mutantes pueden sintetizar trehalosa, por lo que 

pueden ser utilizados para confirmar si la presencia o ausencia de dicha ruta le 

confiere resistencia o sensibilidad a los antifúngicos ya usados en la clínica. 

 

Los mutantes nulos de Candida albicans para la síntesis de la trehalosa, tps1Δ y 

tps2Δ, son factores determinantes para la virulencia, y provoca que dichas cepas 
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mutantes sean más sensibles a un estrés oxidativo. Además, aportan junto con 

las otras evidencias descritas en nuestro laboratorio, que los antifúngicos 

dirigidos específicamente contra este azúcar podrían ser de gran importancia 

clínica (34,79).  

 

Medios de cultivo 

 

Para el crecimiento de C. albicans y sus respectivos mutantes se utilizó el medio 

YPD, un medio complejo que contiene todos los ingredientes necesarios para el 

crecimiento rutinario de levaduras (91). Su composición en % se detalla a 

continuación: 

 

 2% glucosa 

 2% peptona 

 1% extracto de levadura 

 2% agar (sólo en medio sólido) 

 

Para su preparación se utilizó agua destilada y el medio se esterilizó mediante 

calor húmedo en autoclave de vapor a 120oC durante 20 minutos. 

Para la realización de los ensayos de sensibilidad en placa con diferentes agentes 

estresantes se utilizó como base medio YPD sólido al que se le añadió la cantidad 

de compuesto que se estimó necesaria para alcanzar la concentración requerida 

para cada placa. 

 

Como antifúngicos se emplearon a las concentraciones indicadas en los 

resultados: 

 Anfotericina B (AmB), adquirida de AppliChem GMBH. 

 Micafungina (MF), en formato farmacológico de Micamina, suministrada 

por Astellas Pharma Europe B.V. 

 Fluconazol (Flz), adquirida de Sigma-Aldrich. 
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Los distintos antifúngicos se prepararon en alícuotas a partir de una disolución 

madre de 10 mg/ml, se disolvieron en dimetilsulfóxido (DMSO) y se 

almacenaron a -80oC hasta su utilización. Como el DMSO podría resultar tóxico 

para las células eucariotas en función de la dosis, se dispuso de un control 

adicional con DMSO al 1%. Como control de estrés oxidativo interno, se introdujo 

el peróxido de hidrógeno.  

 

Como compuestos para el estudio del posible sinergismo entre antifúngicos y 

sustancias de origen natural, se emplearon: 

 Menadiona 

 Pinocembrina 

 

La preparación de todos los medios se llevó a cabo en una campana de extracción 

CAPTAIR dotada de luz, ventilación y gas para asegurar las condiciones de 

esterilidad. 

 

Los cultivos en medios líquidos se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer. Para 

facilitar la aireación fueron rellenados hasta un tercio de su volumen. Los 

inóculos de C. albicans se crecieron a 28oC durante toda la noche y se refrescaron 

a 37oC en nuevo YPD líquido, partiendo de una D.O.600nm ≅0,3 hasta alcanzar una 

concentración de 107 células/ml equivalente a D.O.	   ≅0,8-1,0 y así iniciar los 

ensayos con las mismas condiciones para las tres cepas.  

 

Para el crecimiento de los cultivos se utilizaron los incubadores Certomat MO II y 

Medilow-P (Selecta), con una agitación orbital de 90 rpm, para el caso de los 

medios en estado líquido. La estufa Heraeus incubator de Thermo Scientific, 

programada a 28 o 37ºc sirvió para los medios en estado sólido. 
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MÉTODOS 

Medida del crecimiento microbiano 

La determinación del crecimiento de las distintas levaduras en medio líquido se 

realizó mediante las pruebas de turbidimetría y peso húmedo. 

Turbidimetría 

 

Para esta prueba se tomaron medidas de densidad óptica (D.O.) a una longitud 

de	  onda	  (λ)	  de	  600nm	  en un espectrofotómetro SHIMADZU UV-1280. Se hicieron 

las diluciones que fueron necesarias para garantizar que la medida de la 

densidad óptica estuviese en el intervalo de lectura donde se registra linealidad. 

Peso húmedo 

 

En tubos Eppendorf de 1,5ml previamente rotulados y pesados vacíos (p0), se 

tomaron muestras de 1ml del cultivo líquido en YPD. Se centrifugó a 13000 rpm 

(4oC) durante 10 minutos y se procedió a retirar el sobrenadante con sumo 

cuidado, eliminando todos los restos posibles con papel secante. Posteriormente, 

se pesaron de nuevo los tubos, obteniendo el peso del precipitado (pP). La 

determinación de la masa celular de la levadura crecida se efectuó mediante la 

diferencia de las medidas obtenidas, es decir, el peso del precipitado menos la 

del peso vacío (pP-p0). 

Esta prueba se efectuó por duplicado para cada uno de los casos. 

Recuentos celulares 

Los recuentos celulares a diferentes tiempos de incubación se llevaron a cabo en 

un hemocitómetro NEUBAUER, utilizando un microscopio de contraste de fases 

Nikon u Olympus BH-2. La densidad celular se calculó como número de células 

por mililitro (N) según la ecuación:  
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A* =* media* de* recuentos* efectuados* por*

cuadrícula*del*hemocitómetro.*

D*=*factor*de*dilución.*

!

!

Determinación*de*la*concentración*mínima*inhibitoria*(CMIs)*

!

Para!determinar!la!concentración!mínima!capaz!de!inhibir!el!50%!y!el!90%!del!

crecimiento! de! Candida& albicans! y! sus! mutantes,! se! siguió! el! protocolo! de!

microdilución!en!placa!M27pS4!del!CLSI!(Clinical!Laboratory!Sciences!Institute):!

Las! cepas! fueron! crecidas! en! placas! de! YPD! sólido! a! 37oC! durante! 24h.! Al! día!

siguiente!se!preparó!el! inóculo,!que!consistió!en!dispensar!al!menos!5!colonias!

(con!un!diámetro!mínimo!de!1mm)!de!cada!cepa!en!5!ml!de!agua!destilada!estéril.!

La! turbidez! de! esta! suspensión! se!midió! en! un! espectrofotómetro! y! se! ajustó,!

añadiendo! más! suspensión! celular! o! diluyendo! con! agua! estéril,! según! fuera!

necesario,!hasta!una!D.O600nm!de!0,1!(1p5x106!cels/ml).!

!

Se! dispusieron! placas! de! 96! pocillos! con! las! diluciones! seriadas! de! los!

antifúngicos!en!medio!RPMI!(con!glutamina!y!sin!bicarbonato),! tamponado!con!

ácido!morfolino!propano!sulfónico!(MOPS)!0,164M!(ICN,!Sigma),!ajustado!a!pH!

7,0±0,1,!más!0,2%!de!glucosa.!Posteriormente,!se!adicionó!a!cada!pocillo!100!μl!

de! la! suspensión! de! las! levaduras! previamente! diluidas! 1000! veces! en! RPMI!

hasta!obtener!1p5x103!cels/ml.!Por!tanto,!la!concentración!final!de!células!en!el!

pocillo!es!de!0,5p2,5x103!cels/ml.!!

!

Las!placas!se! incubaron!en!ambiente!húmedo!para!prevenir! la!evaporación!del!

medio,!a!37oC!durante!24h.!Se!procedió!a! la! lectura!visual!de! las!CMIs!según!la!

intensidad! colonial! en! el! fondo! del! pocillo.! Se! incluyó! el! control! de! calidad,!

establecido!por! la!Colección!Americana!de!Cultivos!Tipo!(ATCC),!dos! levaduras!

de!referencia,!cuyas!CMIs!son!conocidas!para!los!antifúngicos!empleados!en!este!

N*=*16*x*104*x*A*x*D!
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trabajo.! Cada! ensayo! se! realizó! por! triplicado,! utilizándose! los! valores! más!

representativos.!

!

Viabilidad*y*sensibilidad*en*el*tratamiento*con*agentes*estresantes*

!

Se! diseñaron! varios! ensayos! con! agentes! estresantes! a! diferentes!

concentraciones!según!el!objetivo!de!este!trabajo.!El!protocolo!seguido!fue!el!que!

se!establece!a!continuación:!

!

Un! preinoculo! de! las! cepas! estudiadas! fue! preparado! en!medio! YPD! líquido! e!

incubado! toda! la!noche!a!28oC,!en!agitación!continua.!A! la!mañana!siguiente!el!

cultivo!fue!refrescado!con!YPD!líquido!nuevo,!partiendo!de!una!D.O.600nm!de!0,3!y!

se!dejó!crecer!en!agitación!continua!a!37oC!hasta!que!alcanzó!la!fase!exponencial!

o!una!D.O.!600nm!aproximada!de!0,8p1,0,!correspondiente!a!una!densidad!celular!

de!107células/ml.!En!este!punto,!se!tomaron!alícuotas!idénticas!sobre!las!que!se!

aplicó! el! tratamiento! con! el! agente! estresante! correspondiente,! excepto! a! la!

alícuota!control,!que!se!mantuvo!sin!ningún!tratamiento.!

!

Ensayo,de,viabilidad,

!

Un!mililitro!de!cultivo,!de!cada!cepa,!crecida!en!YPD!hasta!fase!exponencial,!fue!

recogido!en!condiciones!estériles!realizándose!diluciones!seriadas!1/10!con!agua!

destilada! estéril,! en! el! rango!desde!101! hasta! 107.! En! algunos! experimentos! se!

practicaron!diluciones!medias!(1/2).!

!

Sobre!placas!de!YPD!sólido!se!dispersaron!100μl!de!cada!dilución,!extendidos!en!

césped!con!la!ayuda!de!perlas!de!cristal!de!3mm!de!diámetro!mediante!agitación!

suave.! Cada! agente! estresante! se! probó! en! las! placas! por! duplicado.! La!

incubación!se!realizó!a!37oC!durante!24!horas!para!posteriormente!efectuar!un!

recuento! de! colonias! macroscópicas,! que! nos! proporciona! las! Unidades!
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Formadoras!de!Colonias!por!mililitro!(UFC/ml).!La!validez!estadística!se!verificó!

mediante!contaje!llevado!a!cabo!acotando!entre!30!y!300!colonias!por!placa.!

!

Debido!a!que!cada!ensayo!se!hizo!por!triplicado,!se!obtuvieron!valores!promedio!

y! el! porcentaje! promedio! de! viables! se! ha! referido! a! la!muestra! control,! cuyo!

crecimiento!en!ausencia!de!agentes!estresantes!representa!el!100%!de!viabilidad.!

!

Formación,de,macrocolonias:,ensayo,de,sensibilidad,en,medio,sólido,

!

El! comportamiento! y! la! sensibilidad! de! las! diferentes! cepas! estudiadas! a! los!

diferentes!agentes!estresantes,!fue!complementado!con!un!ensayo!en!medio!YPD!

sólido.!

Igual!que!para! el! caso!del! ensayo!de!viabilidad,! se!partió!de! cultivos! en!medio!

YPD!líquido!que!alcanzaron!la!fase!exponencial!(D.O.600nm!de!0,8!p!1,0),!y!después!

de! aplicarles! la! exposición! prefijada! durante! una! hora! se! realizaron!diluciones!

seriadas!(1/10)!de!cada!uno!de!ellos.!A!continuación,!se!depositaron!"gotas"!(o!

spots)! de! cada! dilución! (5! µl)! sobre! YPD! sólido! en! placas! Petri.! Las! placas! se!

incubaron! a! 37oC! durante! 24! 0! 48! horas,! tiempo! en! el! que! alcanzaron! un!

crecimiento!suficiente!para!ser!valorado!y!fotografiado.!

!

Obtención*de*extractos*celulares*

!

Se! dispuso! de! extractos! celulares! a! partir! de! cultivo,! para! determinar! las!

actividades!enzimáticas!localizadas!en!el!citosol!celular.!Para!ello,!se!recogieron!

volúmenes! de! 20! ml! en! condiciones! de! esterilidad! y! frío! en! tubos! Falcon.! Se!

centrifugaron!a!3.500!rpm!durante!10!minutos!a!4oC,!decantando!a!continuación!

el!sobrenadante.!A!continuación,!se!lavaron!las!células!con!20!ml!de!agua!estéril!

fría!y!se!añadieron!1,25!ml!de!tampón!2pmorfolinoetanosulfónico!(MES)!100!mM,!

pH! 6,0,! conteniendo! cisteína! 5mM! e! incluyendo! fluoruro! de! fenilmetilsulfonilo!

(PMSF)! 0,1! mM! y! cisteína! 5! mM;! aditivos! importantes! por! su! capacidad! de!



!45!

estabilizar! las! proteínas! de! bajo! peso! molecular! e! inhibir! a! las! proteasas,!

respectivamente.!!

!

De! inmediato,! se! procedió! a! la! rotura! mecánica! de! las! células! en! tubos! de!

hemolisis! (0,5! cm! diámetro),! con! perlas! de! Ballotini! (0,45! mm! de! diámetro)!

durante!7!ciclos!de!45!segundos!cada!uno,!con!descansos!de!1!minuto!en!hielo,!

para! impedir! que! el! calor! de! la! fricción! produjera! la! desnaturalización! de! las!

proteínas.!Por!último,!se!recogieron!los!extractos!mediante!pipetas!Pasteur!y!se!

trasvasaron!a! tubos!Eppendorf!en!hielo,!que! fueron!centrifugados!rápidamente!

en! una! microcentrífuga! MSE! durante! 7! minutos! a! 4oC! y! 13.000! rpm.! El!

sobrenadante!se!traspasó!a!otro!Eppendorf!y!se!conservó!a!p20OC,!mientras!que!

el! precipitado! que! contenia! la! fracción! particulada,! se! resuspendió! en! 1!ml! de!

tampón!MES!antes!de!ser!conservado!igualmente!a!p20OC.!

!

Determinación*colorimétrica*de*proteína*

El!contenido!total!de!las!proteínas!presentes!en!los!extractos!celulares!se!calculó!

mediante!el!método!de!Lowry!et&al.!(1951)(92).!Este!método!permite!cuantificar!

las! proteínas! presentes! en! la!muestra! de! estudio! gracias! al! color! formado! tras!

interaccionar! el! reactivo! FolinpCiocalteau! con! determinados! aminoácidos.! La!

intensidad! del! color! de! la! disolución! resultante! es! proporcional! a! la!

concentración! de! proteínas,! dentro! de! un! rango! de! linealidad,! según! la! ley! de!

LambertpBeer.!

Este!método!consta!de!dos!etapas:!

1. Los! iones! Cu2+,! en! medio! alcalino,! se! unen! a! las! proteínas! formando!

complejos! con! los! átomos! de! nitrógeno! de! los! enlaces! peptídicos.! Estos!

complejos!Cu2+pproteína!tienen!un!color!azul!claro.!Además,!provocan!el!

desdoblamiento! de! la! estructura! tridimensional! de! la! proteína,!

exponiéndose!los!residuos!de!tirosina!que!van!a!participar!en!la!segunda!

etapa!de!la!reacción.!El!Cu2+!se!mantiene!en!solución!alcalina!en!forma!de!

complejo!con!el!tartrato.!
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2. La! reducción,! también! en!medio!básico,! del! reactivo!de!FolinpCiocalteau!

por! los! grupos! fenólicos! de! los! residuos! de! tirosina! presentes! en! la!

mayoría!de!las!proteínas,!actuando!el!cobre!como!catalizador.!El!principal!

constituyente! del! reactivo! de! Folinp! Ciocalteau! es! el! ácido!

fosfomolibdotúngstico,! de! color! amarillo,! que! al! ser! reducido! por! los!

grupos!fenólicos!da!lugar!a!un!complejo!de!color!azul!intenso.!

Las!soluciones!químicas!empleadas!fueron!las!siguientes:!

A)*Solución*alcalina*de*cobre:*

pNa2CO3!al!2%!en!NaOH!0,1!N!

pCuSO4!al!1%!en!agua!destilada!

pSal!de!Seignette!(tartrato!sódicoppotásico)!al!2%!en!agua!destilada.!

Las! soluciones! se! preparan! y! conservan! por! separado,! y! se! mezclan!

inmediatamente!antes!de!su!uso!en!la!proporción!98/1/1!(v/v/v).!

B)* Solución* de* Folin`Ciocalteau:! Reactivo! comercial! diluido! en! una!

proporción!1:1.!Para!la!reacción!se!utiliza!agua!destilada.!

El!procedimiento!para!la!determinación!de!proteína!consiste!en!añadir!a!1!ml!de!

la! solución!problema,!3!ml!de! la! solución!alcalina!de! cobre!y!dejar! la!mezcla! a!

temperatura! ambiente! durante! 10!min.! Se! añaden! a! continuación! 0,3!ml! de! la!

solución! FolinpCiocalteau! y! al! cabo! de! 30! min! el! color! desarrollado! se! lee! de!

inmediato! a! 540! nm.! Como! patrón! de! referencia! se! empleó! una! solución! de!

albúmina!bovina!(Sigma).!El!método!es!lineal!en!un!rango!de!10!a!90!µg/ml!de!

proteína.! En! la! prueba! se! realizan! duplicados! de! cada! solución! problema! y! los!

blancos!correspondientes!con!agua!destilada.!

!
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Valoración*analítica*de*glucosa:*método*de*glucosa`oxidasa`

peroxidasa*

La! glucosa! remanente! en! el! medio! de! cultivo! o! la! liberada! en! las! reacciones!

enzimáticas,!es!oxidada!directamente!a!ácido!glucónico!por!medio!de!la!enzima!

glucosa!oxidasa.!

En!la!siguiente!etapa,!el!peróxido!formado!se!reduce!en!un!ensayo!acoplado!con!

peroxidasa! y! un! cromógeno! oxidable! (ortopdianisina),! que! es! incoloro! en! su!

forma!reducida!y!coloreado!en!su!forma!oxidada.!

!

Tras!realizar!la!primera!reacción!“estándar”!de!trehalasa!descrita!en!el!epígrafe!

anterior,! a! distintos! tiempos,! se! añadió! al! tubo! de! ensayo! 1! ml! del! reactivo!

formado! por! las! siguientes! soluciones,!mezcladas! en! la! proporción! 20:1! (v/v),!

inmediatamente!antes!de!cada!valoración:!

a)! Solución* de* glucosa* oxidasa! (E.C.! 1.1.3.4)! tipo! V! +! peroxidasa!

(E.C.1.11.1.7)!(Sigma),!compuesta!por!1!ml!de!glucosa!oxidasa!y!5,25!mg!

de!peroxidasa!en!1!l!de!tampón!fosfato!sódico!0,1!M!a!pH!7,0.!

b)! Solución* de* O`dianisidina:! 600! mg! de! opdianisidinapHCl! (Sigma)!

disueltos! en! 100!ml! de! agua! destilada.! Esta! solución! se!mantiene! a! 4°C!

protegida!de!la!luz.!

La! incubación! del! ensayo! de! valoración! se! realizó! a! 30°C! durante! 30!min! y! se!

detuvo!por!adición!de!1!ml!de!HCl!6N.!De!esta!forma,!se!desnaturaliza!la!solución!

de!glucosa!oxidasapperoxidasa!y!el!complejo!coloreado!de!opdianisidina!oxidada!

vira!a!color! rosa.!Las! lecturas!se!efectuaron!de! inmediatamnete,!a! fin!de!evitar!

AC.*GLUCÓNICO*+*H2O2*GLUCOSA*+*O2*+*H2O*

Glucosa&oxidasa&

H2O*+*O`DIANISIDINA*OXIDADA!

!

H2O2*+*O`DIANISIDINA*
REDUCIDA!

Peroxidas
aaa!

!
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posibles!alteraciones!de!color,!debidas!a!la!oxidación!espontánea!y!progresiva!de!

la!opdianisidina!en!presencia!de!aire.!

Los! valores! procedentes! de! ensayos! experimentales! se! refirieron! a! una! recta!

patrón!de!glucosa! (Fig.! 3.1)! y! se!midieron!en!un!espectrofotómetro! (Shimadzu!

UVp1280)!a!540!nm!(Abs540nm),!estableciéndose!un!rango!de!linealidad!entre!10!y!

100!µg!de!glucosa/200!µl.!!
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D
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40
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!
Figura* 3.1.* Recta! patrón! de! valoración! de! glucosa! con! el! método! glucosa! oxidasap
peroxidasa.*

*

Determinación*de*trehalosa*endógena.*

!

Para! llevar! a! cabo! la! determinación! del! contenido! intracelular! de! trehalosa! se!

siguió!el!protocolo!descrito!por!GonzálezpPárraga!et&al.! (2003)(93).!A!partir!de!

cultivos! celulares! en! fase! exponencial! (D.O.! ≅! 0,8p1,0),! se! tomaron! 15!ml! que!

fueron! centrifugados! y! lavados! a! 3.500! rpm! durante! 10! min,! descartando!

después! el! sobrenadante! y! añadiendo! 1!ml! de! agua! fría! al! precipitado! celular,!

conservándolos!a!p20OC!hasta!su!análisis.!Antes!del!ensayo,!tubos!se!dispusieron!

en!un!baño!a!95OC!durante!60!minutos!con!agitación!ocasional,!para!producir!la!

lisis! celular! y! liberar! al! exterior! la! trehalosa! endógena.! A! continuación! se!

centrifugaron! los! tubos! a! 3.000! rpm! durante! 10!minutos! para! posteriormente!

obtener!el!sobrenadante.!

!
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La!mezcla!de!reacción!contiene!en!un!volumen!final!de!200!μl,!90!μl!de!tampón!

acetato! sódico! 25! mM! pH! 5,6,! 100! μl! de! cada! muestra! correspondiente! al!

extracto!libre!de!células!y!10!μl!de!trehalasa!comercial!(Sigma,!2!unidades/ml).!

Dicha! enzima! hidroliza! la! molécula! de! trehalosa! en! 2! moléculas! de! glucosa! a!

37OC,!en!las!condiciones!fijadas.!La!incubación!se!mantuvo!durante!toda!la!noche.!

Además! de! las! muestras,! se! preparó! un! control! con! trehalosa! comercial! (1p5!

mM)!para!obtener!una!recta!patrón.!Los!blancos!fueron!realizados!sustituyendo!

la!trehalosa!comercial!por!agua!destilada.!!

!

El!método!mide! la! cantidad! de! glucosa! que! se! genera! a! partir! de! la! trehalosa!

presente,!siendo!valorada!mediante!la!reacción!enzimática!acoplada!con!glucosa!

oxidasapperoxidasa.!!

!

Ensayos*enzimáticos*

!

Para! conocer! como! se! ve! afectado! el! metabolismo! de! la! levadura! por! los!!

antifúngicos,! así! como! por! los! diferentes! agentes! estresantes,! es! necesario!

determinar! la! actividad! de! ciertas! enzimas! caracterizadas! por! su! función!

antioxidante!y!detoxificante.!En!concreto!se!realizaron!las!siguientes!pruebas:!

!

Catalasa,

!

A!fin!de!protegerse!del!radical!peróxido!de!hidrógeno,!los!organismos!eucariotas!

aerobios!disponen!de!la!enzima!catalasa,!que!lleva!a!cabo!la!descomposición!del!

H2O2!en!moléculas!de!agua!y!oxígeno.!

!

Para!determinar!la!actividad!de!esta!enzima!se!usa!el!método!de!Aebi!(1984)(94).!

Primero! se! prepara! un! tampón:! BPK+50mM! a! pH7! con! H2O2! 10,6M.! En! una!

cubeta! de! cuarzo! de! 1.5! ml! se! añadieron! 25! µl! del! sobrenadante! citosólico!

previamente!centrifugado,!y!975!µl!de!la!mezcla!tampón.!Agitada!la!mezcla!en!la!

cubeta!se!introduce!en!el!espectrofotómetro!Shimazu!AVp1203!(con!accesorio!de!
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termostatización)! utilizando! como! blanco! una! cubeta! de! cuarzo! de! 1,5ml! con!

tampón! fosfato!potásico.!Se! registran! los!valores!de! la!pendiente.!La!prueba!se!

realizó!a!25oC.!Cada!muestra!se!hizo!por!duplicado.!

!

Si! se! produce! la! disociación! del! H2O2! se! registra! una! disminución! de! la!

absorbancia!a!240nm.!La!actividad!enzimática!se!calculó!a!partir!de!la!velocidad!

de!reacción!y!de!un!coeficiente!de!extinción!molar!para!H2O2!(ε=39,58Mp1xcmp1).!

Los!resultados!se!expresan!en!µmoles!x!minp1xmlp1!

!

Superóxido,dismutasa,(SOD),

!

La!superóxido!dismutasa!cataliza!la!reacción!que!trasforma!el!anión!superóxido!

en! oxígeno.! Ésta! acción! es! importante! ya! que! protege! a! las! células! la! acción!

oxidante! de! este! compuesto.! Existen! diferentes! métodos! directos! o! indirectos!

para! determinar! la! actividad! de! ésta! enzima.! Uno! de! los! métodos! indirectos!

emplea! cloruro! de! nitroblue! tetrazolium! (NBT),! pero! es! poco! soluble! y! al!

precipitar!disminuye!su!interacción.!Por!ello,!se!decidió!utilizar!un!kit!comercial!

(SOD!assay!kit! de! Sigma),! que!usa!una! sal!monosódica!de! tetrazolio! altamente!

soluble!en!agua,!el!WSTp1=!(2p(4plodofenil)p3p(4pnitrofenil)p5p(2,4pdisulfofenil)p

2Hptetrazolio.!El!ratio!de!reducción!esta!linealmente!relacionado!con!la!actividad!

de!la!xantina!oxidasa,!y!es!inhibido!por!la!enzima!SOD!tal!y!como!se!indica!en!la!

Fig.! 3.1.! Así! pues,! el! IC50! (inhibición! de! la! actividad! en! 50%)! puede! ser!

determinado!por!un!método!colorimétrico.!

!

!

!

!

!
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Figura 3.1. Reacción de dismutación del anión superóxido a través de la 
enzima SOD. Imagen adaptada del kit comercial suministrado por la empresa Sigma, 
S.A. 

 

Siguiendo las especificaciones del kit, el procedimiento seguido fue 

primeramente la preparación del "working solution (WST)", para el cual 1 ml de 

WST comercial fue diluido en 19 ml de buffer solution. También se preparó la 

enzima del kit,	  para	  ello	  diluimos	  15	  μl	  de	  working	  solution en 2,5 ml del dilution 

buffer. 

 

Una vez preparados los reactivos, se sigue el protocolo, sobre una placa de 96 

pocillos (agitar en cada paso). Dispondremos de 3 blancos. Primero se añaden 20 

μl	  de	  muestra	  a	   los pocillos de muestra y al pocillo blanco 2. A continuación se 

añade	  20	  μl	  de	  agua	  a	  los	  pocillos	  blanco	  1	  y	  3.	  Después	  añadimos	  200	  μl	  de	  WST	  

a	  todos	  los	  pocillos.	  A	  los	  pocillos	  blanco	  2	  y	  3	  se	  lo	  ponen	  20	  μl	  de	  dilution	  buffer	  

y por último se añaden 20 μl	   de	   enzima	  working	   solution	   a	   cada	  muestra	   y	   al	  

pocillo blanco 1. Se incuba 20 minutos a 37ºC en oscuridad y se procede a la 

lectura de la placa  que se realiza a 450 nm. 
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Para calcular la actividad SOD se aplica la siguiente ecuación: 

 
Actividad SOD (% de inhibición)=⦋(ABlanco1-ABlanco3)-(Amuestra-ABlanco2)⦌ 

      (Ablanco1-Ablanco 3)X100 

 

Glutatión reductasa (GR) 

 

Se determinó la actividad de la enzima glutatión reductasa siguiendo el método 

descrito por Edwards et al. (1990)(95). Este método permite cuantificar la 

reducción de absorbancia a 340nm, a causa de la oxidación que sufre el NADPH 

para que se produzca la conversión del glutatión oxidado (GSSG) a reducido 

(GSH) por medio de la enzima glutatión reductasa (GR)(Fig. 3.2).  

 

 
 

Figura 3.2. Reacción de oxidación reversible del glutatión (GSH) por medio de la  
glutatión reductasa (GR). 
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Para la realización del ensayo, la mezcla de la reacción contenía (en un volumen 

final de 1ml) tampón Tris-HCl 100 mM a pH 7,8, con ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) 1mM, MgCl2 , 3mM, Glutatión oxidado 0,5 mM 

y	  100	  μl	  de	  muestra. 

 

El ensayo se llevó a cabo a 25OC en cubetas de cristal de cuarzo de 1,5 ml en un 

espectofotómetro Shimadzu UV-1203. El inicio de la reacción se hace por adición 

de	   100	   μl	   de	   GSSG	   4	   mM	   a	   la	   mezcla	   de	   la	   reacción	   con	   NADPH	   4	   mM	   y	   se	  

monitoriza su oxidación durante 2 minutos frente a un blanco que carece de 

GSSG. A cada medida se le restó el blanco para eliminar las interferencias que se 

pudieran producir por otras vías de la oxidación del GSH. La actividad enzimática 

se calculó a partir de la velocidad inicial de la reacción y de un coeficiente de 

extinción molar para el NADPH (6,22 mM-1 cm-1). Los valores finales de la 

actividad de la enzima se expresan en NADPH oxidado × min.-1 × ml-1. 

 

Determinación de las especies reactivas de oxígeno (ROS) y el 
potencial de membrana mitocondrial. 
 

Estos ensayos se llevaron a cabo para conocer el efecto de los antifúngicos 

empleados respecto de la generación de estrés oxidativo mediante la producción 

de ROS intracelular. Se utilizaron dos métodos complementarios: el primero para 

la detección global de la producción de especies reactivas del oxígeno, con 

diacetato de dihidrofluoresceina; y el segundo para la determinación del 

potencial de membrana mitocondrial, con rodamina 123. 

 

Determinación global de la producción de radicales libres de oxígeno (ROS) 

 

Para detectar la producción de radicales libres, se agregó diacetato de 

dihidrofluoresceina (DHF; 40 µM, Sigma Aldrich) durante 30 min en oscuridad a 

37ºC. La DHF difunde a través de las membranas celulares y es hidrolizada por 

las esterasas a un compuesto no fluorescente, que es rápidamente oxidado por 

las especies reactivas de oxigeno (ROS) convirtiéndose en una molécula 
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fluorescente. De esta manera, la fluorescencia se cuantificó mediante citometría 

de flujo. 

 

Se trataron cultivos de las tres cepas crecidos en YPD hasta alcanzar fase 

exponencial (D.O. ≅ 08-1,0) con los antifúngicos durante 1h a 37OC, en agitación 

continua. Transcurrida la exposición, las células tratadas se lavaron con PBS 1X 

para luego añadirles	  DHF	  40	  μM	  durante	  30	  minutos	  a	  37OC. La interacción de 

este compuesto con los radicales libres que hay en el medio provoca la escisión 

de la fluoresceína, con emisión de una fluorescencia verde medible en el 

citómetro de flujo en el canal FL1.  

 

Determinación del potencial de membrana 

 

Para la determinación del potencial de membrana se empleó rodamina 123 

(Rhd) (96,97). Se trata de una sonda fluorescente que normalmente es usada 

para determinar la funcionalidad de las mitocondrias, ya que sólo se acumula en 

éstas cuando las células están vivas y metabólicamente activas, con un potencial 

de membrana negativo. Así pues se establece una correlación entre la 

fluorescencia y la variación de potencial. 

 

Al mismo tiempo que el ensayo de DHF, se tomaron las células en fase 

exponencial tratadas con los antifúngicos después de una hora y se lavaron con 

PBS 1X. Sin embargo, en esta ocasión el proceso de lavado se realizó tres veces 

para eliminar el exceso de Rhd, antes de tener la suspensión final con una 

dilución 1/10 del precipitado del último lavado. El compuesto emite una 

fluorescencia de color verde medible en el canal FL1 del citómetro de flujo. 
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Determinación de la muerte celular con Ioduro de propidio (IP). 

 

Se determinó con alícuotas idénticas a las empleadas para la determinación de 

ROS pero, en este caso, tratadas con ioduro	   de	   propidio	   (IP)	   20	   μM.	   Este	  

compuesto se caracteriza por no poder atravesar la membrana celular, 

interaccionando sólo con el ADN de las células muertas, que tienen la pared 

dañada y emitiendo fluorescencia de color rojo al intercalarse entre las bases del 

ADN de las células afectadas. Tras 5 minutos de incubación con el IP, la 

fluorescencia emitida por las células se captó en el canal FL2 del citómetro de 

flujo. 

 

En todos los casos se empleó el citómetro FC500 del Servicio de Apoyo a la 

Investigación (SAI) de la Universidad de Murcia. Se procesaron 10.000 células y 

los resultados fueron analizados por el software Flowing Software 2.5.1. 

 

Formación de biofilms o biopelículas 

 

Los biofilms de Candida albicans se obtuvieron in vitro utilizando placas de 

poliestireno de 96 pocillos, en las que la levadura se adhiere al fondo de dichas 

placas. Se siguió el mismo procedimiento descrito previamente por Pierce et al. 

(2010)(98).  

Se partió de una suspensión de C. albicans (1x106 blastoconidios / ml) en medio 

RPMI 1640, 100 µl de la misma se dispusieron en cada pocillo de la placa. Se dejó 

que se adhirieran a la placa para formar así el biofilm durante 24h a 37°C. 

Transcurrido ese intervalo y comprobada la formación de biopelículas mediante 

inspección ocular, el medio se aspiró y las células no adherentes se eliminaron 

lavando tres veces con PBS 1X estéril. 
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Valoración colorimétrica con XTT 

 

Para la cuantificación de la capacidad vital y resistencia de los biofilm se utilizó 

XTT (sodio 2,3,-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)-

carbonyl]-2H-tetrazolium).  

Se preparó una solución de XTT 0,5 mg/ml en PBS, esterilizada mediante 

filtración a través de un filtro de 0,22 micras de tamaño de poro y se le añadió 

menadiona 25 µM (Sigma Chemicals). A cada pocillo se le adicionaron 100 µl de 

la solución de XTT-menadiona y las placas se incubaron durante 1h a 37°C. La 

actividad metabólica de las células sésiles de C. albicans se evaluó 

cuantitativamente midiendo la absorbancia a 540 nm, en un lector de placa de 96 

pocillos. La sal de tetrazolio acumulada tras la reducción de XTT por las 

deshidrogenasas celulares fue proporcional al número de células viables 

presentes en el biofilm. 

 

Extracción de grasas 

 

Se preparó un preinóculo de 60 ml de YPD con cada de las levaduras estudiadas 

que se dejó crecer toda la noche a 28 OC en agitación.  

Se realizaron 3 lavados de las muestras con PBS 1X para eliminar restos del YPD, 

y se congelaron a -80ºC hasta la extracción. 

La extracción de ácidos grasos se realizó mediante el método de Folch et al. 

(1957)(99). Para ello se pesaron las muestras y se les añadió 10 ml de 

cloroformo/metanol (C:M, 2:1,v/v) Los tubos se agitaron en vortex (30seg.) y se 

mantuvieron en hielo un mínimo de 1h. 

Las impurezas no lipídicas se eliminaron lavando con KCl al 0,88 % (p/v). El peso 

de los lípidos obtenidos se determinó gravimétricamente tras la evaporación del 

solvente y el desecado de la muestra durante toda la noche en vacío.  
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Metilación del extracto lipídico 

 

Los ésteres metílicos de los ácidos grasos (FAMEs) se obtuvieron mediante 

transesterificación ácida de los lípidos totales de acuerdo con el método descrito por 

Christie (2003) (100).  

Tras añadir un estándar interno (17:0) al 10% de la masa total de lípidos, las 

muestras fueron transmetiladas durante toda la noche en una mezcla de 1 % de 

ácido sulfúrico en metanol (más 1 ml de tolueno para disolver los lípidos neutros) a 

55 ºC. Los ésteres metílicos se extrajeron dos veces en 5 ml de iso-hexano/dietil éter 

(1:1 v/v) tras neutralizar con 2 ml de KHCO3 al 2 %, se desecaron en atmósfera de 

nitrógeno y se disolvieron de nuevo en 0.2 ml de iso-hexano. Los FAMEs se 

separaron y cuantificaron mediante cromatografía gas-líquido usando una columna 

capilar flexible de sílice SPTM 2560 (100m de largo, diámetro interno de 0,25 mm y 

0,20 mm de grosor; SUPELCO) en el cromatógrafo Hewlett-Packard 5890. La 

temperatura del cromatógrafo se programó a 5 min a una temperatura inicial de 140 

ºC, un aumento de 3ºC/min hasta 230ºC, seguido de un aumento de 2 ºC/min hasta 

240 ºC, manteniéndose esta temperatura durante 12 min. Como gas transportador 

se utilizó helio a una presión de 300 kPa, y los picos se identificaron mediante la 

comparación de los tiempos de retención con estándares apropiados de ésteres 

metílicos (Sigma). Las concentraciones individuales de ácidos grasos se expresaron 

como porcentajes del contenido total. 

 

Tratamiento estadístico de los datos, análisis bioinformático y 
representación gráfica de los resultados. 
 

Para el tratamiento estadístico de los datos se calcularon los valores medios así 

como la desviación estándar de todos los datos obtenidos. Se comprobó la 

normalidad de los datos con el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de las 

varianzas con el test de Levene. Posteriormente se procedió a la trasformación 

de aquellos valores que no cumplían con éstos requisitos, utilizando la función 

más adecuada para cada uno. 
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En los casos donde no se cumplieron una o ambas condiciones, se realizó el test 

no paramétrico de Kruskal Wallis para determinar si existían diferencias entre 

los grupos, seguido del test de U de Mann-Whitney para la comparación entre 

pares. En todos los casos el intervalo de confianza utilizado fue del 95% siendo 

P<0,05 (*), P<0,01(**) y P<0,001(***). 

 

Las herramientas bioinformáticas que se emplearon durante el desarrollo de 

esta Tesis doctoral han sido las siguientes: 

 Pubmed: Base de datos de revistas científicas de la biblioteca Nacional de 
Medicina de Estados Unidos. http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/. 

 

 Google Académico: Buscador de bibliografía especializada de Google. 
https://scholar.google.es/ 

 

 Flowing Software 2: Programa gratuito diseñado para el análisis y 
representación de datos obtenidos por citometría de flujo. 
http://www.uskonaskel.fi/flowingsoftware/. 

 

 Prism Graph Pad 7: Programa de representación de datos y análisis 
estadístico. 

 

 Mendeley: Gestor bibliográfico de libre acceso que permite insertar, 
referenciar y organizar los artículos científicos citados en esta Memoria. 
https://www.mendeley.com. 

 



!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

!

RESULTADOS 
! !



 59 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

CAPÍTULO I 

 

 

Acción antifúngica de micafúngina (MF) y anfotericina (AmB) sobre los 

mutantes de Candida albicans alterados en el metabolismo de la 

trehalosa. 

 

Como ya se ha mencionado en la Introducción, la utilización de las rutas 

implicadas en la biosíntesis y degradación de trehalosa, ha sido propuesta como 

una potencial diana terapéutica para la obtención de nuevos antifúngicos más 

seguros y eficaces (79,101). En consecuencia, se diseñó un grupo inicial de 

experimentos que permitieran evaluar la aplicación de tratamientos de dos 

antibióticos prescritos en la práctica clínica (Anfotericina B o AmB y Micafungina 

o MF), sobre alícuotas que contenían idéntica densidad celular, escogiendo como 

sistema modelo tres cepas de Candida albicans: SC5314 (parental), tps1Δ/tps1Δ 

(deficiente en la actividad trehalosa sintetasa) y tps2Δ/tps2Δ (deficiente en la 

actividad trehalosa fosfatasa). Dichas alícuotas se prepararon a partir de cultivos 

que habían alcanzado la fase exponencial, determinada mediante el cálculo 

espectrofotométrico de la absorbancia (D.O. 0,8-1,0). El crecimiento se llevó a 

cabo en medio YPD líquido a 37oC y con agitación orbital (Métodos).  

 

Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) para 

AmB y MF. 

 

En la cepa parental de C. albicans SC5314, la doble interrupción del gen TPS2, 

implicado en la segunda reacción de la biosíntesis de trehalosa (trehalosa 

fosfatasa), no modificó los valores de la CMI clínica correspondiente a AmB (0.12 
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µg/ml) (Tabla 3.1). Sin embargo, este mutante resultó ser más susceptible a la 

presencia de MF respecto a su cepa parental isogénica (0.0078 µg/ml y 0.016 

µg/ml, respectivamente Tabla 3.1). Estos valores se calcularon siguiendo el 

procedimiento de microdilución en placa M27-S4 del CLSI (Clinical laboratory 

Sciences Institute, ver Métodos), previamente puesto a punto por nuestro grupo 

(102,103). A su vez, el mutante homocigótico tps1Δ, deficiente en la actividad 

trehalosa sintasa (gen TPS1), mostró un patrón opuesto, con una menor CMI en 

presencia de AmB comparada con la cepa SC5314, pero sin presentar diferencias 

significativas tras la adición de MF (Tabla 3.1). En función de los resultados 

obtenidos, se escogieron las siguientes concentraciones como referencia 

experimental de este estudio: 

 0,1 y 0,25 µg/ml para AmB. 
 0,01 y 0,05 µg/ml para MF 

 

Tabla 3.1. Cálculo de los valores CMIs para MF y AmB correspondientes a las cepas 
estudiadas en este estudio. Se siguió el protocolo CLSI (ver Materiales y Métodos) 
utilizando cultivos crecidos en medio RPMI y analizados a las 24h de exposición con los 
antifúngicos	  indicados.	  La	  CMI	  para	  MF	  es	  aquella	  cuya	  tasa	  de	  muerte	  celular	  es	  ≥	  50%	  a	  
las 24h, mientras que para AmB, la CMI equivale al 100% de mortalidad.  
 

Cepa MF (mg/L) AmB (mg/L) 

SC5314 (parental) 0.016 0.12 

tps1∆/tps1∆ 0.016 0.06 

tps2∆/tps2∆ 0.0078 0.12 

 

Viabilidad celular en medio líquido 

 

Como se puede observar en la Figura 3.1, la aplicación de un tratamiento con dos 

concentraciones de MF (0,01 y 0,05 g/ml) no afectó de forma significativa la 

tasa de viabilidad celular de levaduras procedentes del mutante nulo tps1Δ,	  

respecto a la viabilidad registrada tanto en la cepa parental (SC5314), como en el 
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mutante homocigótico tps2Δ.	  Por el contrario, cuando cultivos idénticos fueron 

tratados con AmB (0,1 y 0,25 g/ml), fue ese mismo mutante nulo tps1Δ quien 

mostró un menor nivel de supervivencia celular, siendo el porcentaje de 

viabilidad del mutante tps2Δ, muy similar al registrado en la cepa parental, 

tomada como control (Fig. 3.1). Como cabría esperar, existe un efecto 

dependiente de la dosis en el porcentaje de muerte celular observado (Fig. 3.1). 

Estos resultados sugieren que las enzimas involucradas en la biosíntesis de 

trehalosa presentan diferente susceptibilidad a la acción fungicida de polienos  

(AmB) y equinocandinas (MF), utilizados en clínica.  
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Figura 3.1. Efecto de los antifúngicos clínicos Micafungina (MF) y Anfotericina B 
(AmB) sobre la viabilidad celular de las cepas de C. albicans alteradas en el 
metabolismo de la trehalosa. Muestras idénticas de las cepas SC5314, y sus mutantes 
isogénicos homocigóticos (tps1Δ/tps1Δ,	   tps2Δ/tps2Δ) fueron tomadas de cultivos 
crecidos en YPD a 37oC hasta fase exponencial (D.O.  0,8-1), y posteriormente fueron 
tratadas durante una hora con las siguientes dosis: 0,05 g/ml de MF y 0,25 g/ml de 
AmB. El experimento se repitió tres veces y los resultados fueron consistentes. De modo 
que se muestra el valor promedio más la desviación estándar que se obtuvo de ambos 
ensayos. P<0,05 (*), P<0,01 (**), P<0,001 (***), según el test de U de Mann-Whitney. 
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Viabilidad celular en medio líquido de los mutantes CAI-4 y tps1Δ. 

 

Durante el desarrollo inicial del trabajo experimental, se observó un 

comportamiento diferente entre el tipo silvestre SC5314 y el mutante nulo tps1Δ. 

En concreto, se comprobó que tanto tps1Δ como su cepa parental CAI-4 tienen 

una velocidad de crecimiento más lenta que las otras dos estudiadas: SC5314 y 

tps2Δ. Por tanto, se procedió a evaluar si dicho comportamiento de tps1Δ, era 

debido sólo a la carencia del gen TPS1 o a un parecido fenotípico debido a 

alteraciones genéticas y fisiológicas presentes en su cepa parental CAI-4, que es 

una construcción procedente de SC5314 (Fig. 3.2).  

 

 

 

Figura 3.2. Representación esquemática de los linajes celulares correspondientes a las 
cepas de C. albicans empleadas en este trabajo. SC5314 es la cepa silvestre y ha servido 
para la construcción de CAI-4 y tps2∆, mientras que tps1∆ procede de CAI-4 como 
parental. 

 

A tal efecto, se procedió a realizar un ensayo de viabilidad empleando las 

concentraciones más altas de antifúngico (MF 0,05 g/ml y AmB 0,25 g/ml). 

Los resultados obtenidos indican que, con respecto a MF, CAI-4 y su mutante 

isogéncio tps1Δ presentaron un nivel de toxicidad similar (Fig. 3.3). En cambio, la 

respuesta frente a AmB fue diferente, mostrando tps1Δ un descenso muy 

superior en el número de viables frente a los registrados en CAI-4 (Fig. 3.3). No 

obstante este patrón de supervivencia frente a AmB sigue la misma tendencia 

observada con la cepa standard SC5314 (Fig. 3.1). Por tanto, y con la salvedad de 

que SC5314 y tps1Δ no son isogénicos, el modelo experimental planteado es 
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válido para analizar la sensibilidad de C. albicans a los antifúngicos bajo estudio. 

Igualmente, este sistema es el más adecuado para estudiar el potencial uso 

terapéutico de la trehalosa como diana antifúngica, quedando delimitada con las 

tres cepas escogidas (SC5314, tps1Δ y tps2Δ) la ruta de biosíntesis del disacárido. 
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Figura 3.3. Efecto de los antifúngicos anfotericina B y micafungina sobre dos 
mutantes de Candida albicans: CAI-4 y tps1Δ. Ambos mutantes fueron crecidos en 
YPD líquido a 37oC hasta la fase exponencial. Los tratamientos consistieron en la 
aplicación de una concentración de MF (0,05 μg/ml) y de AmB (0,25 μg/ml) durante 1 
hora a 37oC y en agitación. Los valores muestran la media ± D.E. de tres medidas 
independientes. P<0,05 (*), P<0,01 (**), P<0,001 (***), según el test de U de Mann-
Whitney. 

 

 

Crecimiento colonial en medio sólido. 

 
El	   propósito	   de	   este	   ensayo	   fue	   servir	   como	   “complemento”	   al	   recuento	   de	  

viables efectuado en medio líquido, para confirmar o descartar los resultados 

previamente obtenidos. Se realizó por duplicado, de forma que los datos 

mostrados en la Figura 3.4, corresponden a una imagen representativa del 

conjunto de placas obtenido en dicho ensayo. Se puede observar que, al igual que 

ocurre en medio YPD líquido, el mutante tps1Δ	  registró una mayor intensidad en 

la formación macroscópica de colonias tras el tratamiento con MF, respecto al 
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mutante tps2Δ (se observan más colonias, aunque son de menor tamaño). Por su 

parte, el mutante tps2Δ -deficiente en la actividad trehalosa fosfatasa-, presentó 

un crecimiento colonial más elevado tras la aplicación de AmB, en comparación 

con MF (Fig. 3.4). 

 

 

Figura 3.4. Representación del crecimiento colonial de C. albicans en medio YPD 
sólido. Se partió de alícuotas iguales de las cepas SC5314 y los mutantes homocigóticos 
tps1Δ y tps2Δ. Después de ser sometidas a 1 hora de tratamiento a 37oC con MF (0,01 y 
0,05 μg/ml) y AmB (0,1 y 0,25 μg/ml), se practicaron diluciones seriadas de cada cepa y 
tratamiento. Volúmenes de 5 μl de cada dilución se dispersaron en forma de gota 
(“spot”)	   sobre	   medio	   YPD sólido. Las placas se incubaron a 37OC antes de ser 
fotografiadas. 

 

 

Determinación del contenido intracelular de especies reactivas de 

oxigeno (ROS) 

 

Se ha demostrado que algunos antifúngicos poseen un modo de acción más 

complejo respecto del que a priori se les otorga. En el caso de los polienos como 

la anfotericina B (AmB), junto con el proceso de unión al ergosterol de  

membrana y posterior formación de poros, las evidencias avalan la existencia de 

una segunda acción fungicida consistente en la generación de estrés oxidativo 

intracelular (104). Este mecanismo ha sido comprobado en varias levaduras 
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patógenas oportunistas (105). Por tanto, se procedió a medir los niveles de ROS 

intracelular después de la exposición a los diferentes fármacos para analizar la 

posible respuesta antioxidante en los mutantes bajo estudio. Estos ensayos se 

llevaron a cabo mediante citometría de flujo, utilizando dihidrofluoresceina 

(DHF) como fluoroforo, un compuesto capaz de captar de escindirse en 

fluoresceína al interaccionar con los radicales libres y emitir fluorescencia verde 

(Métodos). 

 

Con este propósito, se analizó el paso de 10.000 células por el citómetro de flujo, 

los datos obtenidos se presentan en la Figura 3.5. Como se puede comprobar, los 

valores de ROS endógeno, utilizando como agente oxidante de referencia 

peróxido de hidrogeno (100 M) no variaron significativamente en la cepa 

parental con respecto al control sin tratar (zona gris), y lo hicieron muy poco en 

el mutante tps1Δ (Fig. 3.5). Sin embargo, en la estirpe tps2Δ sí se vio una 

producción nítida de ROS intracelular.  

 

En cuanto al tratamiento con MF, tras la aplicación de la dosis más baja (0,01 

g/ml), no se detectaron cambios relevantes en los niveles de ROS en ninguna de 

las tres cepas estudiadas (Fig. 3.5). Sin embargo, la toxicidad provocada por la 

adición de MF 0,05 g/ml (Fig. 3.1), se acompañó con una marcada síntesis de 

ROS en las cepas silvestre y tps2Δ, pero no así en el mutante tps1Δ (Fig. 3.5).  

 

Por el contrario, el tratamiento con AmB tuvo un efecto dosis-dependiente sobre 

la formación de ROS endógeno en cantidades significativas en las cepas SC5314 y 

tps2Δ (Fig. 3.5), siendo mucho menos prominente sobre tps1Δ, a pesar de su 

mayor susceptibilidad a este polieno (Figs. 3.1 y 3.5), tal y como se puede 

apreciar por el desplazamiento de la gráfica de color rojo con respecto al área 

gris (control, Fig. 3.5). 
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Figura 3.5. Acumulación intracelular de ROS, medida con dihidrofluoresceina en 
las cepas de C. albicans bajo estudio, tratadas con MF y AmB en medio YPD. 
Cultivos exponenciales (D.O.600 = 0,8-1,0), fueron tratados con las concentraciones 
indicadas de los compuestos durante 1 hora a 37oC, sobre medio YPD, incluyendo como 
control positivo H2O2 (100 M). Los histogramas grises corresponden al ensayo control, 
los azules al tratamiento con MF, los rojos a la adición de AmB y los rosas al ensayo con 
H2O2. Los paneles representan el número de células respecto a la intensidad de 
fluorescencia en escala logarítmica. 

 

 

A fin de confirmar los datos obtenidos en los histogramas y darles significado 

matemático, se procedió a obtener la media geométrica de la intensidad de 

fluorescencia del ensayo de citometría, dichas medias se recogen en la tabla 3.2. 

Como se puede ver, los valores correspondientes a los controles sin tratamiento 

y los obtenidos en el ensayo con MF 0,01 g/ml, apenas difieren entre sí, 

confirmando que la producción de ROS en esas condiciones fue muy débil. 

Igualmente, la variación fue mínima para la cepa tps1Δ tras cualquier 

tratamiento, siendo un poco mayor con AmB (Tabla 3.2). El otro dato destacable 

de los histogramas, es el nivel comparativamente bajo de síntesis intracelular de 

ROS inducido por los antifúngicos, respecto a un potente inductor de estrés 

oxidativo (Fig. 3.5 y Tabla 3.2). 
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Tabla 3.2. Medias geométricas de ROS, determinadas a partir del paso de 10.000 células 
marcadas con DHF por el citómetro. Para otros detalles, consultar la Figura 3.5. 

 MF 0,01 MF 0,05 AmB 0,1 AmB 0,25 H2O2 Control 

SC5314 9,68 17,80 11,33 33,12 392,82 8,86 

tps1Δ 10,12 9,51 15,92 14,98 319,87 9,61 

Tps2Δ 7,59 12,71 15,34 36,45 557,18 7,53 

 

 

Determinación del potencial de membrana mitocondrial. 

 

Es bien conocido que la cadena respiratoria mitocondrial es una fuente 

importante de ROS. Por esta razón, en este estudio, se ha planteado analizar el 

potencial de membrana empleando la misma técnica del citómetro de flujo y 

utilizando como fluorocromo Rhodamina 123, un compuesto que es secuestrado 

por las mitocondrias en fase activa.  

 

En consonancia con los resultados sobre producción de ROS (Fig. 3.5), una 

intensa actividad mitocondrial pudo ser registrada sólo cuando se emplearon 

dosis tóxicas de MF (0,05 g/ml) sobre la cepa parental y el mutante nulo tps2Δ, 

mostrando la menor concentración de esta equinocandina a niveles idénticos a 

las muestras control (Fig. 3.6). Como era de esperar, estas cepas presentaron un 

notable grado de inducción en su potencial de membrana tras 1 hora de 

exposición en presencia de las dos concentraciones escogidas del polieno (Fig. 

3.6). Asimismo, una actividad mitocondrial equivalente a la presente en los 

niveles basales fue observada en el mutante tps1Δ, con independencia de la dosis 

y del antifúngico concreto añadido (Fig. 3.6). Finalmente, una elevada 

energización de la membrana mitocondrial fue evidente en todos los casos 

analizados, tras la aplicación de una dosis aguda de un agente oxidante (100 M 

H2O2) (Fig. 3.6). 
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Figura 3.6. Determinación del potencial de membrana mitrocondrial tras el 
tratamiento con MF y AmB. Células exponenciales (blastoconidios) de las cepas 
analizadas fueron crecidas en medio YPD toda la noche y resuspendidas en el mismo 
medio y luego tratadas con ambos antifúngicos durante 1 h a 37ºC. Las muestras fueron 
tratadas con Rhodamina 123 (20 µM). Para otros detalles, ver la Figura 3.5. 

 

 

Estos resultados se parecen relacionarse con los datos medidos de ROS y son 

consistentes con experiencias similares realizadas en células parentales en 

presencia de AmB, pero existe una pequeña discrepancia en relación con la 

exposición a MF (103,106). Según nuestra interpretación, esto podría ser debido 

a la distinta metodología seguida en ambos ensayos. En el presente caso, en lugar 

de lavar las células y tratarlas después con tampón PBS con objeto de conseguir 

un pH neutro y estable, los antifúngicos fueron añadidos directamente a los 

cultivos creciendo en YPD, ya que la acción fungicida de la MF es dependiente, en 

parte, de la actividad metabólica celular (103,106).  
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Actividades antioxidantes en respuesta al tratamiento con 

antifúngicos 

 

La acción de los antifúngicos con aplicación clínica podría ser más complejo de 

lo que previamente se suponía. Así, en el caso de los polienos (AmB) está 

documentado que, junto al mecanismo clásico de la unión al ergosterol de 

membrana y la posterior formación de poros, existe una segunda diana 

consistente en la generación de estrés oxidativo intracelular (104). La validez de 

esta propuesta, ha sido demostrada en varias levaduras patógenas oportunistas 

(105). En consecuencia, se procedió a estudiar el efecto de los fármacos 

empleados sobre un grupo relevante de actividades enzimáticas con función 

antioxidante, previamente estudiadas por nuestro grupo de trabajo, así como las 

posibles variaciones que puedan ser detectadas entre el tipo silvestre y los 

mutantes de C. albicans. Por tanto, era necesario comprobar el nivel de actividad 

de dichas enzimas. 

 

En concreto, las enzimas seleccionadas fueron catalasa (CAT) y superóxido 

dismutasa (SOD). Puesto que, cómo se describió en la introducción, ambas están 

directamente involucradas en la eliminación de ROS y, según apartados 

anteriores, que los tratamientos antifúngicos provocan variaciones significativas 

en el contenido de ROS intracelular.  

 

También fue medida la actividad glutatión reductasa (GR), aunque esta enzima 

planteó una serie de problemas técnicos (ver más adelante), lo que motivo que 

únicamente se puedan presentar resultados parciales.  
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Actividad Catalasa (CAT) y Superóxido dismutasa (SOD) 

 

El nivel de inducción de estas actividades enzimáticas con función antioxidante, 

que tiene lugar tras la exposición a varias dosis de AmB y MF, ha sido investigado 

en blastoconidios de las tres cepas, crecidos en medio YPD y recogidos en fase 

exponencial. Como se representa en la Figura 3.7, las células parentales 

mostraron un ligero descenso en la actividad catalasa después del tratamiento 

con MF, que fue mucho más notable sobre la enzima SOD global con la menor 

concentración (0,01 µg/ml), aunque dicha reducción resultó suprimida a 0,05 

µg/ml (Fig. 3.8). A su vez, la MF provocó un efecto inhibitorio mucho más 

pronunciado sobre ambas actividades enzimáticas en el mutante homocigótico 

tps2∆ (Figs. 3.7 y 3.8). Sin embargo, debe ser destacado que esta equinocandina 

no produjo modificaciones significativas sobre la respuesta defensiva 

antioxidante en el mutante tps1Δ (Figs. 3.7 y 3.8), registrándose incluso un leve 

aumento en la actividad catalasa comparado con el ensayo control (Fig. 3.7).  

 

En lo que respecta al tratamiento con 0,1 µg/ml AmB, una activación evidente de 

la catalasa tuvo lugar en las tres cepas analizadas, siendo el incremento de 

menor intensidad en las células tps1Δ (Fig. 3.7), mientras un fuerte aumento en 

la actividad SOD sólo se obtuvo en células del tipo parental y el mutante tps2∆ 

tras el suplemento con 0,25 µg/ml de AmB, siendo más elevado en el primer caso 

(Fig. 3.8), confirmando así observaciones previas de nuestro grupo (106). Bajo 

esta última condición experimental, un descenso en la actividad de ambas 

enzimas antioxidantes fue medido en el mutante tps1Δ en comparación con las 

otras dos cepas de C. albicans, aunque sin diferencias estadísticas significativas 

respecto al nivel basal medido en el control (muestra no tratada) (Figs. 3.7 y 3.8). 

En conjunto, estas evidencias permiten establecer una relación positiva entre las 

acciones tóxicas de cada antifúngico con la cantidad acumulada de ROS 

intracelular, el potencial de membrana mitocondrial y el grado de activación de 

las enzimas antioxidantes (Figs. 3.5-3.8). 
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Figura 3.7. Efecto de los antifúngicos micanfungina (MF) y Anfotericina B (AmB) 
sobre la actividad catalasa de Candida albicans. Se aplicaron tratamientos de 1 hora 
a 37ºC a concentraciones crecientes de MF (0,01 μg/ml y 0,05 μg/ml) y de AmB (0,1 
μg/ml y 0,25 μg/ml) sobre la cepa parental SC5314 y sus mutantes isogénicos nulos 
tps1Δ y tps2Δ crecidos hasta la fase exponencial en medio YPD líquido. Los valores 
muestran la media ± D.E. de las medidas independientes. P<0,05 (*), según el test de U 
de Mann-Whitney. 
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Figura 3.8. Niveles de actividad superóxido dismutasa (SOD) en respuesta al 
tratamiento antifúngico. Cultivos de las tres cepas SC5314, tps1Δ y tps2Δ fueron 
crecidas en YPD hasta fase exponencial y posteriormente se les aplicó los tratamientos 
de MF y AmB, en las dos concentraciones seleccionadas durante 1h a 37OC. Para otros 
detalles, consultar la Figura 3.7. Los valores mostrados son la media más la desviación 
estándar de las medidas independientes. P<0,05 (*), P<0,01 (**), según el test de U de 
Mann-Whitney. 

 

 

Glutatión reductasa (GR) 

 
 Respeto a la capacidad catalítica de la glutatión reductasa (GR), se pudo 

observar que tanto la cepa parental como el mutante tps1Δ incrementaron su 

actividad al aplicarles MF. Mientras el mutante tps2Δ mantuvo el mismo nivel de 

actividad GR que en ausencia de tratamiento (Fig. 3.9). Sin embargo, cuando el 

tratamiento aplicado fue el de AmB, el mutante nulo tps2Δ vio claramente 

disminuida su actividad GR, mientras la cepa parental SC5314 y el mutante 

tps2Δ presentaron valores similares al control (Fig. 3.9). Por cuestiones de 

índole técnico relativas a la disponibilidad de glutatión y problemas con los 

equipos de medida, no se llevó a cabo el ensayo con las concentraciones 

inferiores de los antifúngicos probados. 
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Figura 3.9. Efecto de los antifúngicos MF (0,05 g/ml) y AmB (0,25 g/ml) sobre la 
actividad específica Glutatión reductasa (GR). Los tratamientos con la dosis más alta 
de dichos antifúngicos fueron aplicados a alícuotas idénticas durante una hora a 37oC 
sobre la cepa SC3514 y sus mutantes isogénicos nulos tps1Δ,	  tps2Δ que previamente 
fueron crecidos sobre medio YPD hasta fase exponencial. 

 

 

Síntesis de trehalosa endógena en respuesta al tratamiento 

antifúngico 

 

Estudios previos han demostrado que la síntesis intracelular de trehalosa 

constituye en C. albicans un mecanismo específico de protección frente a estrés 

oxidativo (93). Aún más importante, la adición de anfotericina B induce la 

acumulación inmediata de trehalosa endógena como defensa antifúngica de C. 

albicans (104). Por tanto, parecía conveniente determinar las posibles 

variaciones del contenido interno de trehalosa, en respuesta a las condiciones 

experimentales establecidas en este trabajo. Para ello, se realizó la aplicación del 

tratamiento con MF y AmB y posterior valoración enzimática de la trehalosa 

producida mediante una trehalasa comercial (Sigma), tal y como se describe en 

Métodos. 
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Los resultados se pueden observar en la Tabla 3.2, donde se muestran las 

fluctuaciones en el contenido de trehalosa endógena de los cultivos en función 

del tratamiento seguido. En las tres cepas analizadas, tan sólo las células del tipo 

silvestre fueron capaces de responder mediante una marcada acumulación de 

trehalosa intracelular al desafío antifúngico provocado, si bien un efecto 

diferencial pudo ser registrado en función de la cepa y el compuesto considerado 

(Tabla 3.2). Así, mientras una síntesis neta del disacárido tuvo lugar tras las 

adición de AmB 0,25 μg/ml, ese incremento fue muy moderado o prácticamente 

cero en presencia de MF (Tabla 3.2). Según lo esperado, el contenido basal de 

trehalosa en el mutante tps1Δ (deficiente en la actividad tps1p) fue muy bajo, sin 

ninguna variación sustancial del disacárido después del tratamiento con 

cualquiera de los dos antifúngicos; ya que las ligeras variaciones registradas 

pueden considerarse dentro del error experimental del ensayo (Tabla 3.2), 

confirmando que la doble interrupción del gen TPS1 era correcta (107). 

 

Sin embargo, el incremento denotado en el mutante tps2Δ, particularmente  tras 

la aplicación de AmB y de la concentración más alta de MF (Tabla 3.2), sí debe 

valorarse como significativo. Este hecho que ya ha sido descrito por otros grupos 

(78–80,101). Puesto que el procedimiento determinativo mide exclusivamente 

trehalosa libre (Métodos), la explicación más plausible de este resultado, es que 

la ausencia de actividad trehalosa fosfatasa en el mutante tps2Δ puede ser 

compensada por la acción de otras fosfatasas que pueden defosforilar 

inespecíficamente el intermediario trehalosa-6P hasta trehalosa libre, aunque la 

eficiencia sea menor respecto a la actividad Tps2p (Tabla 3.2). 

 

En resumen, estos resultados permiten concluir que la Anfotericina B, pero no la 

Micafungina, actúa en C. albicans como un inductor efectivo que promueve la 

activación de mecanismos antioxidantes junto con la síntesis de trehalosa 

endógena, como parte de una respuesta defensiva general de C. albicans frente a 

la toxicidad potencialmente letal de la acción antifúngica. 
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Tabla 3.2. Variación del contenido de trehalosa endógena en las cepas SC3514 y los 
mutantes isogénicos nulos tps1Δ y tps2Δ, obtenido en alícuotas idénticas de las tres 
cepas previamente crecidas en medio YPD hasta fase exponencial (D.O.600nm 0.8-1,0), 
siendo tratadas de inmediato con MF y AmB a las concentraciones indicadas durante 1h 
a 37oC en agitación. El contenido de trehalosa se midió como se indica en Métodos. Los 
datos representan la media más la desviación estándar de un experimento realizado en 
triplicado. Los números entre paréntesis indican el valor relativo normalizado respecto 
al control, que es tomado como 1.0. 

Tratamientos 
Cepas 

SC5314 tps1∆ tps2∆ 

Control 2,4 + 0,4 (1,0) 1,9 + 0,2 (1,0) 2,2 + 0,3 (1,0) 

MF (0,01µg/ml) 3,5+ 0,5 (1,4) 2,1 + 0,3 (1,1) 2,3 + 0,5 (1,0) 

MF (0,05µg/ml) 4,4 + 1,2 (1,8) 2,8 + 0,5 (1,5) 3,6 + 0,8 (1,6) 

AmB (0,1 µg/ml) 6,7 + 2,3 (2,8) 2,2 + 0,7 (1,1) 4,0 + 1,1 (1,8) 

AmB (0,25 µg/ml) 13,1 + 6,6 (6,5) 3,7 + 0,9 (1,9) 6,1 + 1,5 (2,8) 

a nmoles trehalosa/mg de peso húmedo  

 

Análisis de la morfología celular por microscopía óptica. 

 

Con el fin de verificar las posibles alteraciones estructurales producidas a causa 

de los tratamientos antifúngicos, se procedió al examen de la morfología 

levaduriforme por medio de microscopia óptica. Siempre se analizaron cultivos 

en fase exponencial, aplicando la técnica del contraste interferencial de 

Nomarski. Sólo se determinó el análisis morfológico de aquellas concentraciones 

de MF y AmB donde se comprobó, previamente su efecto fungicida sobre las 

levaduras estudiadas. Una representación de las fotografías tomadas ha sido 

recopilada en la Imagen 3.1. En las micrografías correspondientes al ensayo 

control (sin tratar), se observó que los dos mutantes homocigóticos tps1Δ y tps2Δ 

presentaron espontáneamente un cierto número de células con morfología tipo 

pseudohifa (células hijas asociadas la células madre sin separación tras la 

gemación) (Imagen 3.1; flechas azules). 
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Por otra parte, con el tratamiento de MF 0,05 g/ml sobre las tres cepas de C. 

albicans, fue visible la formación de agregados celulares que, en el caso del tipo 

parental SC5314 y del mutante tps2Δ, se entremezclaron además con estructuras 

tipo pseudohifa (Imagen 3.1; flechas verdes). Finalmente, la aplicación del 

tratamiento con AmB 0,25 g/ml provocó también la aparición del mismo tipo 

de formaciones en agregación, principalmente en el mutante tps2Δ, mientras que 

en las otras dos cepas la aparición de dichos agregados no fue tan evidente 

(Imagen 3.1). La cepa parental sometida a ese mismo tratamiento (AmB) 

manifestó la presencia de pseudohifas, pero no produjo agregados fácilmente 

detectables. A su vez, el mutante nulo tps1Δ no presentó pseudohifas ni tampoco 

agregados. Debe ser destacado cómo las células parentales y tps2Δ presentaron 

una clara filamentación junto con los agregados celulares en presencia de 

anfotericina B (Imagen 3.1; flechas azules y naranjas) aunque eran más evidentes 

en el mutante carente de actividad trehalosa fosfatasa (Imagen 3.1). 
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Imagen 3.1. Composición de fotografías correspondientes a la observación 
microscópica de contraste interferencial de Nomarski de las cepas estudiadas (SC5314, 
tps1Δ y tps2Δ) después del tratamiento con la concentración más alta de los antifúngicos 
MF y AmB. 

 

 

Efecto de los tratamientos antifúngicos sobre los biofilms (o 

biopelículas). 

 

Las infecciones sistémicas provocadas por Candida albicans que cursan con la 

formación de biofilms son una causa frecuente de movilidad y mortalidad en 

pacientes sujetos a hospitalización prolongada, especialmente aquellos en 

situación de inmunodepresión (108). En la actualidad, las opciones terapéuticas 

disponibles para un tratamiento eficaz de biofilms resistentes a drogas son 

escasas (80). Por tanto, es preciso explorar nuevas estrategias para intentar 

resolver este problema clínico. Como parte de esta investigación, se decidió 

evaluar la capacidad de AmB y MF en ensayos experimentales de biofilms, 
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utilizando los mismos mutantes seleccionados deficientes en el metabolismo de 

la trehalosa. Adicionalmente, nuestros resultados podrían apoyar la hipótesis de 

escoger la trehalosa como diana terapéutica para la obtención de nuevos 

antifúngicos. El grado de formación de biofilms se expresa como el porcentaje de 

actividad metabólica y los valores correspondientes para estas células sésiles 

aparecen recogidos en la Figura 3.10.  

 

Como se puede apreciar, la formación de biofilms experimentó una clara 

disminución en las células de tps1Δ y tps2Δ. Ya desde la aplicación más baja de 

los antifúngicos se manifiesta una actividad de las deshidrogenasas 

mitocondriales que es estadísticamente significativa; indicando que las células 

son perfectamente viables. La actividad deshidrogenasa también quedó patente, 

para inspección visual, en la diferente coloración que se obtuvo al revelar los 

biofilms con la sal de XTT tal y como se puede apreciar en la Imagen 3.2. 

 

Por el contrario, los resultados obtenidos con la equinocandina fueron menos 

concluyentes. Así, la aplicación de la concentración menor de MF reveló que las 

células pertenecientes a la cepa parental y al mutante tps2Δ tienen una ligera 

reducción, que sólo fue significativa respecto al control sin tratar, en el caso del 

mutante. El nivel de generación de biofilms sólo aumentó notablemente en el 

mutante tps1Δ, particularmente con la máxima concentración de MF (0,05 

µg/ml) (Fig. 3.10), dosis que también dio lugar a una drástica caída de la 

formación de biofilms en los tipos parental y tps2Δ; esta última fue igualmente 

sensible a la dosis inferior de MF (Fig. 3.10), un dato consistente con las 

observaciones previas sobre el elevado porcentaje de muerte celular inducido 

por MF (Figs. 3.1 y 3.2). El incremento de la actividad mitocondrial en el mutante 

tps1Δ sugiere una mayor viabilidad de las células del biofilm, que podría ser 

debido, como ya se mencionó anteriormente, al metabolismo más lento de tps1Δ.  

Este hecho se sumaría al papel protector de la capa de polímeros que protege a 

las células sésiles y, por tanto, prevendría una acción tóxica grave de la 

equinocandina. 
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Finalmente, y de forma preliminar, estos resultados corroborarían las 

observaciones sobre la acción fungicida de los compuestos probados 

inicialmente sobre células planctónicas, reflejados en la Figuras 3.1 y 3.2. El 

hecho de que las células constitutivas del biofilm se vean afectadas en distinto 

grado, específicamente en las cepas SC5314 y tps2Δ, es un evidencia positiva en 

cuanto al tipo de acción tóxica que ejerce este antifúngico sobre C. albicans. Del 

mismo modo, cabe destacar que el patrón de actividad mitocondrial recogido en 

la Figura 3.10 es muy similar al patrón de viabilidad celular (Figs. 3.1 y 3.2). Por 

lo que igual que ocurre con MF, los ensayos con células del biofilm están en 

consonancia con los resultados obtenidos de células planctónicas expuestas al  

tratamiento con el polieno (AmB). 
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Figura 3.10. Efecto de los antifúngicos sobre la formación de biofilms en C. 
albicans. Las cepas SC5314, tps1Δ y tps2Δ fueron depositadas durante 24h para 
permitir la formación de biofilms en placas de 96 pocillos de fondo plano y 
posteriormente se les aplicó los tratamientos de MF (0,01 μg/ml y 0,05 μg/ml) y AmB 
(0,1 μg/ml y 0,25 μg/ml), durante 24h a 37OC. Posteriormente el ensayo de actividad 
mitocondrial fue revelado con sal de XTT. Para su mejor comprensión, los datos son 
representados mediante una gráfica de barras [A], o mediante un diagrama de 
dispersión [B]. Los valores muestran la media ± D.E. de las medidas independientes. 
Siendo, según el test de U de Mann-Whitney,  a = P<0,01 con respecto al control sin 
tratar; b = P<0,01 con respecto a cepa SC5314 con el mismo tratamiento; c = P<0,01 con 
respecto a tps1∆ con el mismo tratamiento; d = P<0,01 con respecto a tps2∆ con el 
mismo tratamiento. 
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Imagen 3.2. Formación de biofilms revelada con XTT para inspección visual. La 
fotografía tomada se corresponde con los datos experimentales descritos en la Figura 
3.10. La letra C significa control y se refiere a los biofilm que no recibieron tratamiento; 
y el símbolo Ø significa control de esterilidad, es decir, el medio sin ninguna levadura. 
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CAPÍTULO II 

 

 

Análisis de la actividad antifúngica del fluconazol sobre los mutantes 

Candida albicans deficientes en la síntesis de trehalosa. 

 

Junto con polienos y equinocandinas, los azoles son el tercer grupo principal de 

compuestos utilizados en la práctica clínica habitual contra los hongos 

responsables de infecciones en humanos, generalmente de tipo oportunista. Su 

estructura está constituida por anillos aromáticos derivados del imidazol, con 

átomos de nitrógeno integrados como se ha mencionado anteriormente en la 

introducción.  

 

El mecanismo general de acción de todos los azoles es idéntico: interfieren en la 

biosíntesis del ergosterol, el esterol predominante en la membrana plasmática 

fúngica, mediante la inhibición específica del citocromo P-450, un cofactor 

esencial para la enzima lanosterol	   14α-demetilasa (Erg11p), que cataliza la 

conversión de lanosterol en zimosterol (109). La resistencia a los azoles ha 

aumentado considerablemente en los últimos años y está provocada por 

mutaciones que afectan al gen diana (ERG11), o bien a genes implicados en la 

internalización o secreción del compuesto (CDR1; CDR2 o MDR1) (110). El 

bloqueo de esta ruta ocasiona en las células una pérdida de fluidez y 

permeabilidad de la membrana, frenando el crecimiento celular. Igualmente, su 

interrupción provoca la acumulación del lanosterol, un intermediario que genera 

una elevada toxicidad, que finalmente puede desencadenar la muerte celular 

(Introducción). 

 

De acuerdo con las anteriores premisas, se estimó que era necesario ampliar y 

completar este estudio, realizando el examen de un compuesto representativo de 
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los azoles, para comprobar la hipótesis propuesta de asignar a la biosíntesis de 

trehalosa un papel principal como diana antifúngica. Se escogió el Fluconazol, 

por ser el azol de mayor aplicación tanto en prescripción antifúngica individual 

como en terapias combinadas. De esta manera se completaría un panorama 

global de ensayos llevados a cabo con las otras familias; lo que permitiría 

disponer de datos comparativos procedentes de los principales grupos de 

antifúngicos clínicos que existen hoy día.  

 

Determinación de la concentración mínima inhibitoria del Fluconazol  

 

En consonancia con experiencias previas, para poder incorporar un nuevo 

antifúngico al estudio, el primer requisito consistió en conocer su potencia 

antibiótica, mediante el cálculo de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del 

compuesto: el Fluconazol (Flz). De nuevo, se utilizó el procedimiento del CLSI 

descrito en Materiales y Métodos. Además de las tres cepas habituales (el tipo 

parental SC5314 y los mutantes homocigóticos deficientes en la síntesis de 

trehalosa, tps1Δ y tps2Δ), se introdujo como un control adicional, la cepa 015 de 

Candida albicans, un aislado clínico de la cavidad oral (hospital La Fe, Valencia), 

ya que su MIC era conocida (0,5 g/ml). 

 

Según se pudo apreciar mediante inspección visual (Imagen 4.1), la MIC50 

calculada para la cepa SC5314 fue de 0,5 g/ml, sin que se aprecien variaciones 

del crecimiento después de la concentración escogida (concentraciones 

menores). En este caso, no fue posible establecer la MIC90, ya que tampoco se 

pudieron apreciar diferencias en el patrón de crecimiento entre las 

concentraciones mayores del antifúngico. 

 

Por otro lado, la respuesta de los mutantes fue comparativamente muy diferente 

entre ellos. A pesar de haber suplementado el medio de cultivo de las células  
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tps1Δ con uracilo (por ser auxotrófico, es decir URA-), con objeto de favorecer la 

observación gradual de la acción fungicida provocada por las diferentes 

concentraciones del antifúngico, no se observó turbidez de crecimiento alguna 

(Imagen 4.1). Ni siquiera en el control de crecimiento (CC) se pudo apreciar una 

mínima turbidez en tps1Δ. Por el contrario, el mutante tps2Δ sí experimentó un 

patrón normal de crecimiento, y se pudo obtener una MIC de 0,25 g/ml 

(Imagen 4.1). En consecuencia, teniendo en cuenta que en el mutante tps1Δ no se 

pudo determinar la MIC, y que el mutante tps2Δ mostró un resultado inferior al 

tipo parental, se decidió utilizar como MIC de referencia la concentración 

correspondiente a SC5314: 0,5 g/ml. La cepa clínica 015 (control), por su parte, 

presentó en nuestros ensayos el valor de MIC esperable (0,5 g/ml) tal y como se 

recoge en la Imagen 4.1. 

 

 

Imagen 4.1. Fotografía correspondiente al ensayo de MICs para Flz sobre las cepas 
SC5314 y los mutantes isogénicos tps1Δ y tps2Δ. Se empleó como control la cepa 015 de 
origen clínico, un aislado oral procedente del Hospital "La Fe" de Valencia. CE= control 
de esterilidad; CC= control de crecimiento. El mutante fue incapaz de crecer en las 
condiciones experimentales establecidas. 
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Cálculo de las concentraciones experimentales de trabajo para Flz  

 

Puesto que la actividad tóxica del Flz suele ser principalmente fungistática antes 

que fungicida, y con el fin de establecer las concentraciones experimentales de 

nuestro ensayo, se realizó un experimento inicial de viabilidad sólo con la cepa 

parental SC5314. Se emplearon concentraciones superiores e inferiores a la MIC, 

para corroborar si el comportamiento de la levadura en medio YPD era 

equivalente a los valores obtenidos con el método CLSI. Los resultados se 

muestran en la Figura 4.1.  

 

Una de las observaciones más sorprendentes, por inesperada, fue comprobar 

cómo entre las concentraciones 5 y 10 g/ml, la viabilidad celular de las 

levaduras aumentó, incluso por encima del ensayo control sin tratar (Fig. 4.1). 

Este comportamiento se confirmó tras la repetición del ensayo hasta tres veces. 

Aunque no disponemos de una explicación definitiva, podríamos sugerir, 

basándonos en esta información que, por encima de 1 g/ml (exclusivamente 

para	   el	   caso	   de	   SC5314),	   se	   produce	   lo	   que	   parece	   un	   “efecto	   de	   estimulación	  

paradójica”	   que	   ayudaría	   a	   los	   cultivos	   a	  mejorar	   su	   tasa	   de	   crecimiento,	   bajo	  

condiciones teórica de estrés tóxico producido por la exposición a este 

antifúngico. Una observación similar se ha descrito con caspofungina, no siendo 

debido a la inestabilidad o degradación de la equinocandina (111). Las células 

que muestran crecimiento paradójico a elevadas concentraciones de 

caspofungina presentan cambios morfológicos notables, como alargamiento 

celular, septos anormales y ausencia de filamentación. También manifiestan una 

pérdida de virulencia al ser probadas en el modelo de hospedador invertebrado 

Galleria mellonella (109). 

 

Otra contradicción aparente, consistió en que el dato comparable a una MIC50 

registrada en la placa determinativa de las MICs (Imagen 4.1), aparece aquí 

reflejada como una MIC90. Teniendo en cuenta el patrón descendente en 

viabilidad celular registrado entre las concentraciones 0,25 y 1,0 g/ml (Fig. 4.1), 
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decidimos utilizar la MIC90 (0,5 g/ml) junto con la siguiente concentración (1,0 

g/ml), como referencia para establecer los hipotéticos efectos tóxicos del Flz 

sobre las cepas estudiadas, escogiendo únicamente estas dos concentraciones 

según el mismo patrón de ensayo prefijado con AmB y MF (Resultados Capítulo 

I). Igualmente, en este capítulo se pretendió llevar a cabo un estudio paralelo 

entre los ensayos de supervivencia frente al Flz con los efectos sobre los 

parámetros metabólicos previamente definidos en esta Memoria. 
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Figura 4.1. Efecto de diferentes concentraciones (g/ml) de Fluconazol (Flz) sobre 
la viabilidad de la cepa parental SC5314 de C. albicans. Cultivos en YPD líquido a 
37ºC que crecieron hasta fase exponencial. Los tratamientos consistieron en la 
aplicación de concentraciones crecientes durante 1 hora a 37ºC y en agitación. Para 
dotar de valor estadístico a los resultados, el experimento fue realizado tres veces. De 
modo que se muestra el valor promedio más la desviación estándar que se obtuvo de 
todos los ensayos. Siendo  P<0,05 (*), P<0,01 (**), P<0,001 (***), según el test de Mann 
Whitney. 
 

Dado que, los antifúngicos introducidos previamente en el Capítulo I, polienos y 

equinocandinas, tienen una acción esencialmente fungicida y con objeto de que 

el análisis del Flz fuera lo más fiable y comparativo posible, se procedió a hacer 

un experimento complementario al anterior para confirmar si este azol tiene una 

actividad principalmente "estática", tal y como se ha descrito en Candida sp., 
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mientras que en Aspergillus sp. y otros hongos filamentosos se comporta como 

un antibiótico fungicida (109). Por esta razón, una vez probadas distintas 

concentraciones del compuesto y habiendo comprobado que únicamente existía 

una tendencia de reducción en la viabilidad de las levaduras entre ciertas 

concentraciones (0,25 y 1,0 g/ml) (Fig. 4.1), se diseñó un ensayo sencillo para 

determinar si el efecto tóxico observado responde más a un efecto fungicida o 

fungistático del Flz. Dicho ensayo consistió en la aplicación exclusivamente sobre 

la cepa parental de varias concentraciones escogidas del Flz, con diferentes horas 

de tratamiento.  

 

Los resultados obtenidos se recogen en la Figura 4.2. Después de 1 hora de 

tratamiento, las muestras recogidas no manifestaron variaciones 

estadísticamente significativas con las diferentes concentraciones de Flz, aunque 

visualmente sí parece haber un incremento de la viabilidad según aumentó la 

dosis del azol. Con idéntica exposición, pero aplicada durante 8 horas el patrón 

de respuesta fue muy similar, si bien el recuento directo de viables en placa 

evidenció que hay un claro descenso de la viabilidad con respecto a la incubación 

de 1 hora (Fig. 4.2). 

 

Finalmente, la prolongación del ensayo durante 24 horas sí dio lugar a descensos 

en el porcentaje de unidades formadoras de colonias (ufc) estadísticamente 

significativos, con respecto tanto al control como también a los tratamientos 

aplicados durante un tiempo inferior (1 y 8 horas) (Fig. 4.2). Este 

comportamiento podría estar reflejando el carácter principalmente fungistático 

del azol en cortos periodos de tiempo, mientras que el mantenimiento del 

compuesto durante mayor número de horas (24h), consigue que se vuelva 

fungicida. Adicionalmente, estos datos sugieren que el Fluconazol se mantiene 

estable y no es degradado en cultivos in vitro, al menos teniendo en cuenta el 

intervalo temporal analizado (Fig. 4.2). 

 



 88 

En todos los casos se pudo observar, como se ha mencionado previamente, que 

el aumento en la concentración del azol, supone un ligero incremento en la 

supervivencia de la levadura (especialmente visible a 5,0 g/ml) (Fig. 4.2). Esta 

observación "paradójica" también se ha descrito en la Figura 4.1. Ambas 

evidencias ponen aún más de manifiesto, que el carácter "estático" o "cida" del 

antifúngico no sería tan sólo dosis-dependiente, sino que se debe también al 

tiempo de aplicación del mismo. 
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Figura 4.2. Efecto de diferentes concentraciones de Fluconazol (Flz) sobre la 
viabilidad de la cepa silvestre SC5314 de C. albicans, determinada a varios 
tiempos de tratamiento. Blastoconidios crecieron en YPD líquido a 37oC hasta fase 
exponencial. Los tratamientos consistieron en la aplicación de concentraciones 
crecientes de Flz (en µg/ml) a 37ºC con agitación. Muestras idénticas fueron tomadas a 1, 
8 y 24 horas. Para verificar los resultados el experimento fue realizado 3 veces y se 
muestra el valor promedio más la desviación estándar. P<0,05 (*), P<0,01 (**), P<0,001 
(***), según el test de U de Mann-Whitney. 
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Viabilidad celular en medio líquido de SC5314, tps1Δ y tps2Δ 

 

El efecto del Flz sobre el porcentaje de viabilidad celular de las cepas estudiadas, 

se observa en la Figura 4.3. De modo general, se pudo apreciar que el Flz tuvo un 

mínimo efecto tóxico sobre la supervivencia celular (Fig. 4.3), únicamente 

disminuyó con significación estadística la viabilidad para el mutante tps1Δ, 

tendencia que se mantuvo al incrementar la concentración de Flz (Fig. 4.3). Sin 

embargo esta disminución fue muy residual, en ningún caso comparable a la 

registrada con los tratamientos más elevados de MF y AmB (Figs. 3.1 y 3.2), que 

produjeron una pérdida muy notable de la supervivencia celular. No obstante, 

estos resultados parecen sugerir la ausencia del gen TPS1 funcional, podría 

contribuir a incrementar la sensibilidad de C. albicans frente a los compuestos 

que afectan a la permeabilidad de la membrana plasmática celular (polienos y 

azoles). Mientras que las equinocandinas, como MF, que actúan sobre la pared 

del microorganismo, serían más efectivas cuando la actividad enzimática ausente 

es la trehalosa fosfatasa (tps2p).  

 

Por su parte, la Figura 4.3, también sugiere que el mutante nulo tps2Δ, en 

presencia de Flz, no sólo no ve disminuida su supervivencia, sino que incluso se 

produce un ligero incremento por encima de los valores control (sin tratar). 

Aunque una mayor evidencia experimental es necesaria para apoyar este aserto. 

A su vez, en los tratamientos con MF y AmB (Figs 3.1 y 3.2), el mutante tps2Δ 

tuvo un comportamiento similar al tipo parental, mientras el mutante tps1Δ se 

desmarcaba de esa tendencia, pero con el azol, ocurrió lo contrario.  
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Figura 4.3. Efecto de Flz sobre la viabilidad celular de las cepas de Candida 
albicans SC5314 y sus mutantes isogénicos tps1Δ y tps2Δ. Las cepas fueron 
expuestas a las concentraciones indicadas después de haber sido crecidas en medio YPD 
líquido a 37ºC hasta fase exponencial. El tratamiento con dos concentraciones de Flz (0,5 
y 1 g/ml) se aplicó durante 1 hora a 37oC. Lo que se muestra el valor promedio más la 
desviación estándar que se obtuvo de los tres ensayos. P<0,05 (*), P<0,01 (**), P<0,001 
(***), según el test de U de Mann-Whitney. 
 

 

Crecimiento colonial en medio sólido 

 

En el referente al crecimiento colonial en medio sólido de las distintas levaduras 

tratadas con Fluconazol (Flz),	   las	  colonias	  macroscópicas	  visualizadas	   (“spots”)	  

se presentan en la Figura 4.4. Se apreció que a las densidades más bajas (103 y 

104 células), la formación de colonias macroscópicas fue inferior en el mutante 

tps1Δ. Si bien, y aunque resulte difícil de observar en la imagen, el tamaño de las 

colonias también es ligeramente más pequeño, esto es probable que sea debido 

más al crecimiento lento de esta cepa en YPD, que al propio efecto tóxico del 

antifúngico sobre la misma. Por su parte, el comportamiento del mutante tps2Δ a 

estas diluciones fue muy similar al de la cepa parental (Fig. 4.4). 

 

En las diluciones más elevadas (107, 106 y 105 células), no se pueden establecer 

diferencias visuales sobre la densidad colonial, al tratarse de una prueba 
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fundamentalmente cuantitativa. De forma intuitiva, el crecimiento colonial del 

mutante tps2Δ parecía ser ligeramente superior al obtenido en la cepa parental 

SC5314, para ambas concentraciones del azol. De nuevo, la intensidad de las 

colonias formadas por el mutante tps1Δ a una densidad de 105 células, apareció 

claramente disminuida con respecto a las otras dos cepas (Fig. 4.4). En conjunto, 

estos datos parecen corroborar las observaciones registradas en el ensayo 

previo de viabilidad en medio líquido (Fig 4.3). Sin embargo, y al igual que ocurre 

con ese mismo cultivo líquido, el efecto fungicida del Flz sobre la disminución de 

viabilidad celular es relativamente débil; de ahí que no se aprecien diferencias 

más evidentes en el crecimiento de los spots. 

 

 

Figura 4.4. Representación del crecimiento colonial en medio YPD sólido. Se partió 
de alícuotas celulares iguales de las cepas SC5314 y los mutantes isogénicos (tps1Δ y 
tps2Δ). Se sometieron a una hora de tratamiento a 37oC con Flz 0,5 y 1,0 μg/ml. Se 
hicieron diluciones seriadas de cada cepa y tratamiento, tomando 5 μl de cada dilución 
que fueron dispersados en forma	  de	  gota	  (“spot”)	  sobre	  medio YPD sólido. Las placas se 
incubaron a 37OC durante 24h, antes de ser fotografiadas. 

 

 

Análisis de la generación de ROS intracelular 

 

A continuación, quisimos comprobar si el Fluconazol, igual que ocurre con la 

AmB, posee un segundo mecanismo de acción tóxica, relacionado con la 

producción de ROS intracelular, después de la exposición de la levadura a este 

azol. Para ello, se procedió a analizar los niveles intracelulares de ROS en los tres 

tipos celulares en estudio, mediante el análisis del paso por un citómetro de flujo 

de 10.000 células teñidas con dihidrofluoresceina (DHF). Los resultados de dicho 

ensayo se pueden visualizar en la figura 4.5. 
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Siguiendo el mismo protocolo establecido para los antifúngicos examinados en el 

capítulo I, se tuvo en cuenta tanto la referencia correspondiente a las células sin 

tratar (zona gris), como el control positivo de estrés oxidativo (H2O2) que se 

representa desplazado a la derecha (color fucsia). Como se aprecia en la Figura 

4.5, ni en la cepa silvestre (SC5314), ni en los mutantes deficientes en la síntesis 

de trehalosa, tuvo lugar la oxidación de la DHF cuando los respectivos cultivos 

fueron expuestos al azol. Por tanto, apenas se registraron desplazamientos de las 

curvas control para las dos concentraciones utilizadas del antifúngico (Fig. 4.5). 

Sin embargo, el control de referencia tratado con peróxido de hidrogeno, sí 

mostró un deslizamiento de la DHF, indicativo de la presencia de grandes 

cantidades de ROS (Fig. 4.5), por lo que podemos concluir de forma preliminar 

que el Flz no debe contener como segundo mecanismo de acción fungicida la 

generación de un estrés oxidativo intracelular, al menos en lo que a formación de 

radicales libres se refiere. 
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Figura 4.5. Producción de especies reactivas del oxigeno (ROS) medida con DHF en 
cepas tratadas con dos concentraciones de Flz, 0,5 y 1 μg/ml	  en	  medio	  YPD. Tras la 
aplicación de las dosis del compuesto durante una hora a 37oC en medio YPD, e 
incluyendo como control positivo la presencia de H2O2 100 mM sobre cada cepa (SC5314, 
tps1Δ y tps2Δ), se midió la oxidación de DHF por citometría de flujo. 

 

 

Medición del potencial de membrana mitocondrial 

 

Aunque los resultados arrojados por el ensayo con DHF indican que una 

producción significativa de ROS no está directamente involucrada en el efecto del 

Flz, quisimos verificar utilizando Rhodamina 123 (RhD) si el potencial de 

membrana mitocondrial se vio afectado por la aplicación de este compuesto. La 

presencia de variaciones en este podría sugerir una vía alternativa de acción del 

antifúngico, diferente a la síntesis endógena de ROS. También comprobamos que 
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hay una ligera disminución de las actividades de las actividades antioxidantes 

catalasa y SOD (ver más adelante). 

 

En la Figura 4.6, se puede observar que, al igual que ocurre con los datos 

recogidos en la Figura4.5, no tiene lugar ningún cambio relevante tras la 

aplicación de las dos concentraciones del antifúngico, en ninguna de las cepas 

estudiadas. Las líneas verdes indicadoras de la muestra tratada con Flz, apenas 

se desplazaron con respecto a la actividad basal de la mitocondria, en cada una 

de las levaduras sin tratar (zona gris). El único desplazamiento que pudo ser 

observado con nitidez fue el control positivo con H2O2, donde en los tres casos se 

registra claramente una alteración del potencial de la membrana mitocondrial de 

las células. 
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Figura 4.6. Efecto del tratamiento con Flz sobre el potencial de membrana 
mitocondrial de las células, medido con Rhodamina 123 en medio YPD. Se muestra 
el análisis por citometría de flujo de la cepa parental y los mutantes, tras la aplicación 
del tratamiento con Flz más un control positivo (peróxido de hidrogeno). El área gris 
corresponde al control negativo o muestra sin tratar. 

 

 

Niveles de actividades antioxidantes en respuesta al Fluconazol 

 

Polienos y equinocandinas tienen la capacidad de modificar la actividad de 

ciertas enzimas que C. albicans utiliza como sistema detoxificante y de protección 

frente a estrés ambiental (Catalasa y SOD), alterando su patrón normal de 

actividad (Figs. 3.7 y 3.8). Puesto que los azoles interfieren con las enzimas de la 

ruta de la síntesis del ergosterol, se decidió realizar estos mismos análisis con el 

Flz, con la finalidad de comprobar si este antifúngico también posee alguna 
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acción significativa sobre la actividad de estas enzimas que regulan el 

metabolismo oxidativo. 

 

Catalasa (CAT) 

 

Los resultados correspondientes al análisis de esta enzima están reflejados en la 

Figura 4.7. Con la concentración más baja del Flz (0,5 g/ml), la actividad 

catalasa basal no se vio afectada en ninguna de las tres cepas empleadas. Este 

dato confirma que a esta concentración el Flz no induce la síntesis de ROS, tal y 

como se recoge en la Figura 4.5. Sin embargo, al añadir la concentración más alta 

del azol (1 g/ml), sí se observó una ligera reducción de catalasa en las cepas: 

SC5314 y tps1Δ (Fig. 4.7), que fue estadísticamente significativa en ambos casos. 

Este hecho podría ser indicativo de un cierto porcentaje de muerte celular 

provocado por la acción del antifúngico, tal y como parece desprenderse de los 

datos recogidos en las Figuras 4.2 y 4.3, tras el tratamiento durante una hora. En 

consecuencia, a estas dosis el efecto fungistático del Flz se combinaría con un 

cierto componente fungicida del mismo. 

 

Por su parte, el mutante nulo tps2Δ mostró una actividad catalasa estable, sin 

oscilaciones relevantes con respecto al control, incluso con un ligero incremento, 

que no fue significativo y entraría dentro del error experimental (Fig. 4.5). No 

obstante, dicho incremento para la concentración más alta del azol en este 

mutante, estaría en consonancia con los porcentajes de viabilidad (Fig. 4.3), 

donde las células tps2Δ parecen resistir mejor la exposición a Flz que las células 

tps1Δ. Aunque las evidencias experimentales aún son insuficientes, los datos 

sugieren que la supervivencia de C. albicans tras el tratamiento con Fluconazol 

sería más dependiente de la enzima catalasa y la presencia de una trehalosa 

sintasa funcional (tps1p); mientras que la ausencia de la enzima tps2p conferiría 

una mayor resistencia y de alguna forma lograría mantener la actividad de la 
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catalasa, lo que podría estar relacionado con la mejor supervivencia del mutante. 

En cualquier caso, esta hipótesis requiere un mayor apoyo experimental. 
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Figura 4.7. Efecto de Flz sobre la actividad catalasa de las cepas seleccionadas de C. 
albicans. A muestras idénticas de cultivos exponenciales, se les aplicó el tratamiento 
consistente en dos concentraciones del antifúngico a 1 hora y a 37oC. La actividad 
catalasa se midió como se indica en Métodos. Lo mostrado en la gráfica se corresponde 
al valor promedio más la desviación estándar que se obtuvo de los ensayos. P<0,05 (*), 
según el test de U de Mann-Whitney. 
 

 

Superóxido dismutasa (SOD) 

 

El análisis de la enzima SOD está recogido en la Figura 4.8. Como se puede 

comprobar, esta actividad presentó ligeros incrementos para el caso de la cepa 

silvestre SC5314 que no fueron estadísticamente significativos, en función de la 

concentración del antifúngico. A primera vista, el mutante tps1Δ también pareció 

causar una débil activación de la SOD basal a la concentración más baja de Flz 

(0,5 g/ml), que tampoco fue estadísticamente significativo. De hecho, cuando se 

aplicó la concentración más alta (1,0 g/ml), se pudo observar unos niveles de 

actividad similares a los del ensayo control (Fig. 4.8). Por último, la cepa tps2Δ 
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manifestó un notable descenso de la actividad SOD basal, que fue prácticamente 

igual para el caso de las dos concentraciones de Flz utilizadas (Fig. 4.8).  

 

Si bien las variaciones de esta actividad no parecen ser significativas en relación 

con los controles pertinentes, la comparación de los valores de SOD entre ambos 

mutantes, sí permite establecer cierta diferencia reseñable (Fig. 4.8). Ello vendría 

a indicar que los resultados obtenidos responderían a un efecto directo del 

tratamiento aplicado. En este sentido, la mínima alteración de la actividad 

enzimática SOD, podría ser debida a la casi nula generación de aniones 

superóxido (que son eliminados por dismutación). Sin embargo, no puede 

excluirse la influencia de otras rutas detoxificantes operativas en las células, en 

cuyo caso la actividad SOD se mantendría siempre baja. 

 

Contro
l

Flz 0
,5 

Flz 1
,0 

0

50

100

150

200

%
 A

ct
iv

id
ad

 S
O

D

SC5314
tps1Δ
tps2Δ *

*

 

Figura 4.8. Efecto del Flz sobre la actividad superóxido dismutasa (SOD). Cultivos 
de las cepas SC5314, tps1Δ y tps2Δ fueron crecidos hasta fase exponencial. 
Posteriormente, a alícuotas idénticas se les aplicó los tratamientos Fluconazol (µg/ml) 
durante 1h a 37OC. La actividad SOD fue determinada como se indica en Métodos. De 
modo que se muestra el valor promedio más la desviación estándar que se obtuvo de las 
réplicas. P<0,05 (*), según el test de U de Mann-Whitney. 
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Efecto del Fluconazol sobre la morfología de C. albicans 

 

Se procedió igualmente al análisis de la morfología de C. albicans tras el 

tratamiento con el antifúngico escogido, Fluconazol. De nuevo, se emplearon las 

tres cepas (SC5314, tps1Δ y tps2Δ) para ver si entre ellas había alguna alteración 

fisiológica tras la aplicación del tratamiento. El análisis siempre se hizo 

partiendo de cultivos es fase exponencial y empleando la técnica de microscopia 

de contraste interferencial de Nomarski.  

 

El patrón de respuesta en los controles (sin tratamiento) fue similar al 

visualizado en los ensayos con AmB y MF (Capítulo I). Así, se pudo observar en 

los mutantes tps1Δ y tps2Δ la presencia de pseudohifas o grupos de células hijas 

asociadas a la célula madre sin separar (Imagen 4.2, flechas verdes). Además, se 

pudo observar la presencia de algunos pequeños agregados celulares en el caso 

del control correspondiente a la cepa tps2Δ (Imagen 4.2, flecha morada). Dichos 

agregados parecían aumentar de tamaño cuando se aplicó Fluconazol 1,0 µg /ml, 

siendo ésta la única diferencia relevante observada en distintos campos ópticos 

con el mutante tps2Δ tras la aplicación del tratamiento. 

 

En la cepa silvestre, SC5314, la observación más reseñable tras la adición de Flz 

fue la aparición de unas escuetas agrupaciones conteniendo estructuras tipo hifa 

entretejidas (Imagen 4.2, flecha azul), mientras que la exposición a los otros 

antifúngicos en esta misma cepa tan sólo provocó la mínima formación de 

psudohifas (Imagen 4.2, flecha verde), sin que fuera conspicua la formación de 

agregados interrelacionados (Imagen 4.2, flecha morada). Por su parte, la cepa 

tps1Δ no mostró ninguna variación morfológica reseñable entre el ensayo 

control y el tratamiento con Flz, aquí fotografiados (Imagen 4.2). 
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Al igual que ocurrió con la utilización de las concentraciones inferiores de AmB y 

MF, la concentración menor de Flz (0,5 µg/ml), no produjo diferencias 

morfológicas de interés, por lo que se ha decidido no mostrar las fotografías. 

 

 

Imagen 4.2. Micrografías relativas al efecto del Flz sobre la morfología celular de C. 
albicans, obtenidas por observación microscópica mediante contraste interferencial de 
Nomarski. Las fotografías se tomaron después de una hora de tratamiento con 
Fluconazol a 1,0 µg/ml. Flecha azul= hifa; flecha verde= pseudohifa ; y flecha morada= 
agregados celulares. 
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Efecto del Fluconazol sobre el contenido de trehalosa endógena 

 

Por ser la trehalosa un factor de protección celular frente a estrés como se ha 

visto en apartados anteriores, se procedió al análisis del contenido interno del 

disacárido, para comprobar si el Flz era capaz de estimular su síntesis, lo que 

apuntaría a una respuesta defensiva frente al antifúngico. Los datos obtenidos de 

este ensayo se muestran en la Tabla 4.1. Como se puede observar, en la cepa 

silvestre (SC5314), que contiene los dos genes involucrados en la síntesis de 

trehalosa (TPS1 y TPS2), no hubo prácticamente ninguna variación en cuánto al 

contenido interno de trehalosa tras la adición del azol, respecto a los niveles 

basales.  

 

A su vez, el mutante tps1Δ mostró un ligero incremento en la síntesis endógena 

del disacárido con las dos concentraciones de Flz probadas (0,5 y 1,0 μg/ml). 

Aunque en apariencia este resultado parece seguir el patrón previamente 

verificado tanto en presencia de MF (0,05 μg/ml) como de AmB (0,1 μg/ml) 

(Tabla 3.2), los valores numéricos obtenidos no permiten establecer 

conclusiones definitivas, puesto que se encuentran dentro de los propios limites 

de detección del método y, de hecho, fue virtualmente indetectable en el ensayo 

control. Por su parte, los resultados registrados con el mutante nulo tps2Δ son 

igualmente consistentes con la presencia en C. albicans de fosfatasas 

inespecíficas, diferentes a la enzima Tps2p, capaces de defosforilar el 

intermediario trehalosa-6P a trehalosa libre (Tablas 3.2 y 4.1). En conclusión, 

este azol no parece provocar ningún efecto estimulante sobre la síntesis 

intracelular de trehalosa. 
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Tabla 4.1. Variación del contenido intracelular de trehalosa medidos en las cepas 
SC5314 y los mutantes tps1Δ y tps2Δ de C. albicans, después de la exposición con Flz. Se 
procesaron alícuotas idénticas a partir de cultivos crecidos en YPD y recogidos en fase 
exponencial. La medición de trehalosa se efectuó como se indica en Métodos. 

Tratamiento SC5314 tps1Δ tps2Δ 

Control 2,2± 0,8 (1,0) 1,2 ± 0,05 (1,0) 1,6 ± 0,04 (1,0) 

Flz	  0,5	  μg/ml 2,4± 0,1 (1,1) 0,8 ± 0,2 (0,6) 0,9 ± 0,2 (0,5) 

Flz 1,0 μg/ml 2,2± 0,2 (1,0) 2,6 ± 0 (2,1) 2,4 ± 0,9 (1,4) 

 

 

Efecto del Fluconazol sobre la formación de biofilms 

 

La importancia y repercusiones clínicas de la formación de biofilms ha quedado 

suficientemente explicada en el capítulo anterior. En consecuencia, y siguiendo el 

mismo protocolo diseñado para los antifúngicos anfotericina B y Micafungina, en 

éste epígrafe también se realizó el mismo ensayo, con el fin de comprobar los 

hipotéticos efectos potenciales del tratamiento con Fluconazol sobre la 

formación de biopelículas en las cepas estudiadas, utilizando como modelo 

ensayos in vitro con placas de poliestireno. 

 

Los resultados sobre la presencia de Flz se recogen en la Figura 4.9. Comenzando 

por la concentración más baja aplicada de azol (0,5 μg/ml), tanto la cepa 

silvestre, SC5314, como el mutante tps2Δ no experimentaron ningún cambios 

significativos con respecto a los respectivos controles. Esto parece indicar que 

las células siguen permaneciendo plenamente viables después de 24 horas de 

aplicación del antifúngico. Este dato sería consistente con la naturaleza 

fungistática del Flz en C. albicans. 
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Por su parte, el mutante nulo tps1Δ manifestó un descenso notable en la 

formación de biofilms a la misma dosis de Flz, 0,5 μg/ml (Fig. 4.9). Aunque el 

descenso no sea estadísticamente significativo, se asemeja mucho a la 

disminución de los biofilms observada en la misma cepa tras la aplicación de 

Anfotericina B (Fig. 3.10). En conjunto, estos resultados parecen sugerir que en C. 

albicans, la carencia de la enzima Tps1p funcional, conferiría una mayor 

sensibilidad a la acción global de los antifúngicos en comparación con las otras 

dos cepas analizadas. De hecho, se puede comprobar cómo sí existe una 

diferencia muy relevante en el contenido de biofilms entre dicho mutante tps1Δ y 

las otras dos cepas, SC5314 y tps2Δ (Fig. 4.9).  

 

Sin embargo, y a falta de otras evidencias, es preciso recordar, como ya se ha 

constatado previamente, que las células tps1Δ presentan un crecimiento más 

lento en medio YPD que los otros dos tipos celulares (SC5314 y tps2Δ) (Fig. 3.2). 

No obstante, sí es factible deducir, gracias a los controles con la propia levadura 

tps1Δ, como en ausencia de tratamiento la actividad mitocondrial es 

relativamente alta (Fig. 4.9). Por tanto, un crecimiento enlentecido no estaría 

afectando a las deshidrogenasas de las mitocondrias (medidas a través del XTT), 

y el efecto observado podría ser realmente la consecuencia de una mayor 

sensibilidad del mutante tps1Δ al azol.  

 

A su vez, con la concentración de Fluconazol 1,0 μg/ml, la cepa SC5314 

experimentó una ligera caída en la formación de biofilms, pero dicho descenso 

no es representativo frente al ensayo control (Fig. 4.9). Por su parte, el mutante 

tps2Δ no mostró ninguna variación de interés en presencia de Flz respecto a su 

control, a las dos concentraciones (0,5 y 1,0 μg/ml). Por tanto, se podría concluir 

de forma preliminar que la viabilidad de las células tps2Δ que conforman el 

biofilm no se ve comprometida por la exposición con este azol. De nuevo, fue el 

mutante tps1Δ el que volvió a comportarse como más susceptible al efecto del Flz 

(Fig. 4.9). El descenso en la formación de biofilms resultó similar al observado 

con la concentración inferior de Flz (0,5 μg/ml). Ello implica que un aumento 
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progresivo en la dosis de este antifúngico no ejerce una mayor presión sobre la 

capacidad de resistencia de la cepa (Fig. 4.9), ni tampoco sobre la capa de matriz 

polimérica extracelular que protege a las células del estrés ambiental exterior. 

En consecuencia, combinando los resultados sobre la formación de biofilms 

obtenidos anteriormente con AmB y MF (Fig. 3.10) y en este capítulo con Flz (Fig. 

4.9), es factible proponer que la actividad trehalosa sintasa tendría una función 

predominante en la formación de biopelículas en C. albicans, correspondiendo a 

la enzima trehalosa fosfatasa un papel más secundario.  

 

Finalmente, recapitulando los resultados del Flz sobre la generación de biofilms, 

éstos confirman el efecto tóxico causado sobre la viabilidad de las células 

planctónicas de vida libre, previamente presentado en las Figuras 4.2 y 4.3, 

consistente en una ligera acción fungicida sobre el mutante tps1Δ, pero no así 

sobre las cepas parental y tps2Δ. Todas estas consideraciones relativas a la 

exposición con el Fluconazol, objeto de estudio en este capítulo, se ponen de 

manifiesto también mediante inspección ocular de la distinta coloración 

obtenida al revelar la placa de poliestireno (Imagen 4.3). 
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Figura 4.9. Efecto del Fluconazol sobre la formación de biofilms. Para su mejor 
comprensión, los resultados se representan de dos formas: (A) Gráfica de barras; (B) 
Diagrama de dispersión. Las cepas SC5314, tps1Δ y tps2Δ fueron mantenidas durante 
24h para permitir la formación de los biofilms en placas de 96 pocillos de fondo plano.  
Posteriormente, fueron aplicados los tratamientos con Flz 0,5 y 1 μg/ml, durante 24h a 
37OC. El revelado se realizó con sal de XTT. Los valores muestran la media ± D.E. de las 
medidas independientes. Siendo, según el test de U de Mann-Whitney,  a = P<0,01 con 
respecto al control sin tratar; b = P<0,01 con respecto a cepa SC5314 con el mismo 
tratamiento; c = P<0,01 con respecto a tps1∆ con el mismo tratamiento; d = P<0,01 con 
respecto a tps2∆ con el mismo tratamiento. 
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Imagen 4.3. Fotografía realizada en la placa de formación de biofilms para las cepas 
SC5314, tps1Δ y tps2Δ sometidas a tratamiento con Flz y ulterior revelado con XTT. El 
ensayo de biofilms corresponde con los datos  recogidos en la Figura 4.9. La letra C 
significa control y se refiere a los biofilm que no recibieron tratamiento; y el símbolo Ø 
significa control de esterilidad, es decir, el medio sin ninguna levadura. 
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CAPÍTULO III 

 

 

Estudios complementarios: pérfil lipídico, análisis del efecto paradójico 

y posible acción sinérgica sobre la formación de biofilms en Candida 

albicans 

 

Tanto la cepa parental de referencia (SC5314) y los mutantes isogénicos (tps1∆ y 

tps2∆) son ampliamente utilizados en diferentes estudios fisiológicos y genéticos 

(78–80,101). Asimismo, también se ha visto que en la interacción de Candida 

albicans con algunos antifúngicos, el ergosterol juega un papel primordial, y 

varios estudios han investigado la posible relación funcional que tienen los 

fosfolípidos de membrana con el ergosterol, no sólo como componente 

estructural y de regulación de la osmosis interna de las células, sino también en 

la señalización y respuesta protectora frente al conjunto de estrés nutritivo y 

ambiental a los que puede ser expuestos (23).  

 

Así pues, el examen detallado de los resultados experimentales presentados en 

los capítulos anteriores, planteaba distintas cuestiones, alguna de las cuales 

fueron abordadas mediante la realización de varios experimentos 

complementarios. Los ensayos llevados a cabo con Fluconazol sugieren un 

posible "efecto paradójico", que favorece un aumento del crecimiento 

levaduriforme a elevadas concentraciones de este azol (ver capítulo II); de modo 

similar a lo que sucede en tratamientos con caspofungina (111), sin que por el 

momento dispongamos de una explicación satisfactoria para este fenómeno, más 

allá de un presumible derivación compensatoria (111). Dado que los datos 

obtenidos proceden sólo de la cepa parental (Fig. 4.1), consideramos 

conveniente comprobar si su validez era extensible a otras cepas. Para ello, se ha 

repetido aquí el mismo ensayo empleando el mutante tps2∆ por ser isogénico 
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con SC5314, sin incluir en este caso el mutante homocigótico tps1∆, que procede 

una construcción diferente (78,107).  

 

Igualmente, nuestros resultados han mostrado cómo varios de los antifúngicos 

empleados hoy en día contra las candidiasis provocadas por distintas especies de 

Candida tienen un segundo modo de acción, que consiste en la generación de un 

estrés oxidativo interno a través de la producción de ROS intracelular, como el 

caso de la anfotericina B, cuyo efecto hemos confirmado en este trabajo (Capítulo 

I). Dicho estrés podría afectar a las estructuras físicas de la levadura (pared 

celular) (34). Puesto que las levaduras son organismos unicelulares, este estrés 

oxidativo, también podría afectar al sistema de defensa que presentan frente a 

los compuestos aplicados. Por tanto, los fenotipos observados no sólo serían 

indicativos de la mutación provocada en la ruta metabólica escogida (biosíntesis 

de trehalosa), sino también de alteraciones registradas en otras regiones 

celulares.  

 

Esta información podría ser relevante para entender mejor el comportamiento 

observado después de la aplicación de los compuestos, ya sea mediante estudios 

individuales como comprobando su posible combinación sinérgica. Y no sólo en 

células planctónicas, sino también entre las formadoras de biofilms. Así, se ha 

descrito que durante la formación del biofilm, varía la expresión de genes 

implicados en la biosíntesis de los lípidos de membrana (23). En consecuencia, 

parece conveniente profundizar en el conocimiento de la composición lipídica de 

la membrana en estado basal y completar estos datos con estudios sobre el 

posible efecto sinérgico de antifúngicos y productos naturales de interés en la 

formación de biofilms. 

 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se decidió abordar un breve análisis en 

las cepas empleadas en este trabajo: SC5314 (silvestre), tps1∆ y tps2∆ que 

contemplara los siguientes aspectos: 
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 Determinación del perfil lipídico de membrana, a fin de poder 

verificar si la composición de lípidos de la membrana plasmática es igual 

o similar para todas las cepas; y si las hipotéticas diferencias pueden 

tener influencia en el comportamiento registrado de C. albicans cuando es 

sometida a exposición con los antifúngicos.  

 

 Análisis del efecto paradójico en el mutante nulo tps2∆. Este 

propósito perseguía comprobar si la mejora del crecimiento en presencia 

de altas dosis de Fluconazol ocurría en otras cepas, aparte de la estirpe 

parental. 

 

 Medir la actividad combinada de varias formulaciones de 

antifúngicos y sustancias naturales sobre la formación de biofilms, 

con el objetivo de buscar formulaciones alternativas con valor potencial 

como tratamientos con aplicación terapéutica. 

 

 

Perfil lipídico de la cepa parental y los mutantes de C. albicans  

 

El contenido en ácidos grasos de las levaduras fue determinado mediante la 

extracción de la fracción lipídica (Materiales y Métodos). Además de las cepas 

empleadas en este trabajo (SC5314, tps1∆ y tps2∆), se incorporó también CAI-4, 

debido a que es, a la vez, el parental directo de tps1∆ y descendiente isogénico de 

SC5314 (Fig. 3.2). 

 

El estudio se hizo de forma que pudieran medirse los perfiles individuales para 

cada familia de ácidos grasos, en base a la siguiente pauta: 
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 AGS: ácidos grasos saturados. Aquellos que no tienen dobles enlaces en la 

molécula. 

 AGM: ácidos grasos monoinsaturados. Son los que tienen un solo doble 

enlace. 

 AGP: ácidos grasos poliinsaturados. Tienen 2 o más dobles enlaces 

intercalados a lo largo de la cadena de carbono. Se caracterizan porque 

esta estructura dota de mayor fluidez a las membranas. Además en esta 

familia se encuentran algunos ácidos grasos que presentan una 

importante actividad biológica en células de vertebrados. Se distinguen 

entre: 

o Familia n-3	  u	  omega3	  (ω3) 

o Familia n-6	  u	  omega6	  (ω6) 

 

Durante el ensayo inicial, la cantidad de la fracción lipídica (lípidos totales) que 

se pudo extraer de las levaduras fue demasiado pequeña (Tabla 5.1 y Fig. 5.1A), 

siendo necesario en algunos casos concentrar más las muestras para disponer de 

un contenido suficiente. 

 

Dentro de cada familia de ácidos grasos, se pudo comprobar que de algunos de 

estos aparecían en una notable mayor proporción. Así, en el grupo de los AGS, los 

más abundantes son los ácidos palmítico (16:0) y esteárico (18:0) (Tabla 5.1). 

El ácido palmítico (16:0) fue el más abundante en todas las condiciones probadas. 

Al comparar las cepas, no parece que haya diferencias significativas entre el tipo 

silvestre (SC5314) y el derivado CAI-4 (Tabla 5.1). En cambio, la diferencia sí 

resultó más notable en el caso de los dos mutantes alterados en la biosíntesis de 

trehalosa (tps1∆ y tps2∆). En ambos se produjo un descenso en la cantidad de 

ácido palmítico, siendo en células tps2∆ donde la reducción fue mayor (Tabla 

5.1).  
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Por su parte el ácido esteárico (18:0) sigue la misma tendencia, siendo más 

abundante en células SC5314 y CAI-4, mientras disminuye su contenido en los 

mutantes tps1∆ y tps2∆, volviendo a ser inferior en este último (Tabla 5.1). Del 

resto de AGS detectados, a pesar de estar en una muy baja proporción también 

permite observar algún avance sobre los cambios registrados entre las cepas. 

Por ejemplo, en el caso del ácido mirístico (14:0), cuyo contenido es similar en 

la cepa silvestre SC5314 y el mutante tps1∆, pero menor en el tps2∆, mientras se 

incrementa en la estirpe CAI-4 (Tabla 5.1). En cuanto al ácido araquídico (20:0), 

los datos indican que respecto a la cepa silvestre (SC5314), todas las demás 

mostraron un menor porcentaje de este ácido (Tabla 5.1). Por su parte, el ácido 

behénico (22:0), también mostró un menor porcentaje -en más de la mitad- de 

su nivel basal en los mutantes (tps1∆, tps2∆ y CAI-4) en comparación con el tipo 

silvestre (Tabla 5.1). 

 

Tabla 5.1. Contenido de AGS medidos en las cepas de C. albicans bajo estudio. El 
protocolo se describe en Métodos. Los datos se expresan en porcentaje (%). Resaltados 
en rojo los ácidos grasos que mostraron un mayor porcentaje (palmítico y esteárico). 

 SC5314 tps1∆ tps2∆ CAI-4 

14:0 0,27±0,06 0,30±0,02 0,21±0,05 0,49±0,01 

15:0 0,29±0,02 0,25±0,02 0,16±0,00 0,24±0,03 

16:0 26,9±2,94 21,27±0,84 18,16±0,46 24,49±0,48 

18:0 13,9±3,91 9,21±0,63 7,49±0,02 12,82±1,06 

20:0 0,64±0,09 0,31±0,00 0,32±0,00 0,33±0,03 

22:0 1,08±0,02 0,38±0,03 0,41±0,01 0,30±0,04 

Total AGS 43,1±6,89 37,72±1,54 26,75±0,54 38,68±1,65 
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Entre los ácidos grasos monoinsaturados (AGM), destacan en abundancia el 

ácido palmitoleico (16:1n-7) y el ácido oleico (18:1n-9) (Tabla 5.2). Respecto a 

al contenido de ácido oleico en las levaduras, únicamente fue el mutante tps2∆ 

quien presentó un mayor porcentaje, mientras que las otras cepas mostraron 

aproximadamente la misma cantidad de esta molécula. El ácido palmitoleico 

(16:1n-7), por su parte, parece presenta una concentración mayor en los tres 

mutantes analizados en comparación con el tipo parental (Tabla 5.2). 

 

En el resto de AGM, el nivel de detección fue muy bajo, como ocurrió con el grupo 

anterior de ácidos grasos analizados. No obstante, también en este caso se 

encontraron algunas diferencias como la representada por el ácido miristoleico 

(14:1n-5), con una concentración en torno al 1% en células SC5314, mientras 

que en el resto de tipos celulares donde se detectó éste ácido graso, su 

proporción descendió hasta 0,13%. (Tabla 5.2). A su vez, el ácido vaccénico 

(18:1n-7) se mantuvo estable en todas las cepas excepto en tps2∆, donde mostró 

un contenido mayor, hasta el 1%. El ácido eicosenóico (20:1n-9) parece guardar 

una relación de proporcionalidad entre el tipo silvestre y tps2∆, mientras que en 

las estirpes CAI-4 y la cepa tps1∆ se encontró una menor proporción (Tabla 5.2). 

En cuanto a los dos últimos ácidos grasos, erúcico (22:1n-9) y nervónico (24:1n-

9), el nivel detectado es muy bajo y se halla en los límites de resolución del 

método. 
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Tabla 5.2. Contenidos de AGM detectados. Los datos se expresan en porcentaje (%). 
En aquellos casos donde se muestra un valor nulo (0,00), no significa la ausencia de ese 
tipo de ácido graso, sino que los límites del método no permiten su detección. 
Resaltados en azul los AGM en mayor proporción (palmitoleico y oleico). 

 SC5314 tps1∆ tps2∆ CAI-4 

14:1n-5 1,02±0,27 0,13±0,13 0,00±0,00 0,13±0,13 

16:1n-7 4,75±0,62 6,24±0,15 8,95±0,63 7,79±0,19 

18:1n-9 22,68±2,77 21,44±0,52 30,61±1,16 21,16±0,23 

18:1n-7 0,70±0,09 0,69±0,02 1,11±0,02 0,67±0,05 

20:1n-9 0,23±0,0 0,13±0,02 0,21±0,02 0,15±0,01 

22:1n-9 0,22±0,00 0,17±0,02 0,19±0,02 0,19±0,03 

24:1n-9 0,00±0,00 0,74±0,02 0,00±0,00 0,00±0,00 

Total AGM 29,60±3,2 29,54±0,57 30,09±0,17 30,09±0,17 

 

Por último, al medir la familia de los ácidos grasos poliinsaturados (AGP), los 

valores encontrados en mayor cantidad corresponden al ácido α-linolenico 

(ALA) (18:3n-3) (Tabla 5.4) y al ácido linoleico (LA)(18:2n-6) (Tabla 5.3). En 

todos los cultivos celulares analizados, el ácido linoleico fue claramente el más 

abundante con una enorme diferencia sobre el resto, si bien mostró variaciones 

de unos tipos celulares a otros (Tabla 5.3). La concentración de LA presente en la 

cepa SC5314 fue elevada, si bien inferior al resto de las cepas, seguida de los 

mutantes tps2∆ y CAI-4 que manifestaron un mayor porcentaje. En cambio, la 

mayor concentración de éste ácido graso corresponde a la cepa tps1∆ (Tabla 5.3). 

Por el momento, desconocemos si esta distinta proporción de LA observada está 

o no involucrada en la susceptibilidad diferencial a los antifúngicos mostrada por 

las respectivas cepas (Capítulos I y II). 
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Se detectaron otros ácidos grasos, como el ácido γ-linolenico (18:3n-6), que a 

pesar de su baja presencia, mantiene una concentración estable en SC5314 y 

tps1∆, con un menor porcentaje que en las otras dos cepas (Tabla 5.3). Otro 

componente del grupo es el ácido araquidónico (20:4n-6), que sólo se detectó 

de forma conspicua pero con bajo contenido en la cepa SC5314, mientras que fue 

indetectable en el resto (Tabla 5.3). En estos casos tampoco podamos establecer 

una relación directa entre la variación de AGP con el tipo de mutación 

homocigótica introducida. El resto de componentes lipídicos AGP fue 

virtualmente inmedible con la técnica seguida en este estudio, sugiriendo en 

todo caso, que su contenido debe ser extraordinariamente reducido (Tabla 5.3). 

 

Tabla 5.3. Familia de lípidos n-6 AGP medidos en las cepas de C. albicans. Los datos 
se expresan en porcentaje (%).En aquellos casos donde se muestra un valor nulo (0,00), 
no significa la ausencia de ese tipo de ácido graso, sino que los límites del método no 
permiten su detección. Resaltado en naranja el más abundante, el ácido linoleico. 

 SC5314 tps1∆ tps2∆ CAI-4 

18:2n-6 19,74±2,96 31,38±0,93 23,38±0,01 25,92±1,51 

18:3n-6 0,21±0,03 0,19±0,01 0,10±0,10 0,06±0,06 

20:4n-6 0,22±0,01 0,03±0,03 0,00±0,00 0,06±0,00 

Total n-6 AGP 20,17±2,97 31,64±0,87 23,48±0,09 26,05±1,58 
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Tabla 5.4. Fracción de lípidos correspondiente a la familia n-3 AGP. Los datos se 
expresan en porcentaje (%).En aquellos casos donde se muestra un valor nulo (0,00), no 
significa la ausencia de ese tipo de ácido graso, sino que los límites del método no 
permiten su detección. Resaltado en rosa el más abundante, el ácido α-linolenico. 

 SC5314 tps1∆ tps2∆ CAI-4 

18:3n-3 7,03±0,71 6,88±0,10 8,52±0,12 5,06±0,29 

20:3n-3 0,00±0,00 0,17±0,04 0,18±0,02 0,07±0,00 

20:5n-3 0,00±0,00 0,05±0,05 0,00±0,00 0,03±0,03 

Total n-3 AGP 7,03±0,71 7,10±0,09 8,69±0,10 5,18±0,25 

 

Por otra parte, la relación entre los ácidos grasos AGP n-3/n-6 es importante 

para las células eucariotas ya que afecta a las moléculas que se vayan a sintetizar 

a partir de los ácidos grasos, debiendo de mantenerse dentro de un orden que 

favorezca el que haya un nivel más alto de la fracción n-3. Estas relaciones son 

importantes para conservar en equilibrio la fluidez y permeabilidad de las 

membranas (112). Dado que Candida sp. tiene un modelo de organización celular 

tipo eucariota y que, además, estas levaduras son patógenos oportunistas del ser 

humano, quisimos averiguar cuál era esta relación de ácidos grasos y su posible 

importancia en los distintos tipos celulares de C. albicans estudiados. Los 

resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.5, se observa como en la relación 

n-3/n-6 está más favorecida la familia n-6 que la n-3, por lo que la cantidad 

relativa de estos n-3 en las células de la levadura no tendría tanta importancia 

como la que desempeña en células humanas (112).  
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Tabla 5.5. Relación de los ácidos grasos AGP n-3 y n-6. Se adjunta también la 
cantidad total del extracto lipídico obtenido a partir de extractos procedentes de las 
cepas SC5314, tps1∆, tps2∆ y CAI-4. (-) indica que no pudo efectuarse el ensayo. 

 SC5314 tps1∆ tps2∆ CAI-4 

n-3/n-6 0,35±0,02 0,22±0,00 0,37±0,01 0,2±0,00 

Lípidos totales 1,02±0,16 0,59±0,15 0,43±0,20 - 

 

Con el fin de facilitar una mejor comprensión del trabajo experimental realizado 

en la medición de los extractos lipídicos, una presentación global de los 

resultados se recoge en la Figura 5.1.  

 

Conviene tener en cuenta que la peroxidación de lípidos es una consecuencia de 

la generación de ROS y el subsiguiente estrés oxidativo, un fenómeno importante 

que deviene en las cepas estudiadas, procedentes de un hongo patógeno 

oportunista que debe enfrentarse a la respuesta fagocitaria innata del sistema 

inmune (explosión respiratoria y generación de ROS). Del mismo modo, ciertos 

antifúngicos como la Anfotericina B inducen una elevada síntesis de ROS 

intracelular (capítulo I). Sin embargo, una relación entre los contenidos relativos 

y clases de ácidos grasos con la sensibilidad antifúngica manifestada por los 

distintos tipos celulares, no resulta evidente. Así, los dos mutantes deficientes en 

trehalosa presentan menos lípidos en su contenido total respecto a la cepa 

parental (Fig. 5.1A), mientras las células tps1∆, que mostraron una elevada 

sensibilidad a AmB (Figs. 3.1 y 3.2), presentaron un mayor contenido de AGP n-6 

total y una relación más elevada que el resto (Fig. 51B y 5.1D). Por su parte, el 

mutante tps2∆, cuya viabilidad resulta seriamente comprometida en presencia 

de MF (Figs. 3.1 y 3.2), tiene un nivel ligeramente superior de AGM y n-3 AGP 

totales (Fig. 5.1C y 5.1F), siendo inferior el de AGS (Fig. 5.1E). Si existe una 

interrelación biunívoca entre ambos procesos, no puede ser concluido con las 

evidencias actualmente disponibles.  
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En otro orden de cosas, al analizar la escasa cantidad de extracto graso que pudo 

obtenerse de las células (Fig. 5.1 y Tabla 5.4, lípidos totales) y comprobar como 

en dicho extracto la concentración de ácidos grasos perteneciente al grupo de los 

poliinsaturados fue baja (Tabla 5.3 y Tabla 5.4), se podría inferir que la casi 

ausencia de esta fracción lipídica supone una ventaja para garantizar la 

viabilidad celular, ya que no sufrirían el proceso de peroxidación, o al menos éste 

acontecería en un grado mínimo. Sin embargo, debemos indicar al respecto, que 

los intentos llevados a cabo en el laboratorio para medir peroxidación de lípidos 

en C. albicans utilizando la técnica del malondialdehido, no han dado resultados 

positivos. 

 

En consecuencia, y como conclusión preliminar, aunque entendemos que el 

trabajo experimental es novedoso y abre interesantes expectativas, es preciso 

disponer de evidencias científicas más consistentes para apoyar una posible 

correlación entre el contenido y naturaleza de los lípidos de membrana y la 

susceptibilidad a los antifúngicos en C. albicans.  
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Figura 5.1. Perfil lipídico de las levaduras SC5314, tps1∆, tps2∆ y CAI-4. Los valores 
corresponden a la media de los valores totales obtenidos y representados en porcentaje 
respecto de la cantidad total de las distintas familias de ácidos grasos. La determinación 
se realizó como se indica en Métodos. AGS= ácidos grasos saturados; AGM= ácidos 
grasos monoinsaturados; AGP= ácidos grasos poliinsaturados. Para más detalles, 
consultar las Tablas 5.2, 5.3 y 5.4. 



 119 

Efecto del Fluconazol sobre el mutante tps2∆ de C. albicans 

 

Durante el estudio del efecto fungicida del Fluconazol, fue necesario determinar 

las concentraciones de trabajo del Flz. Para ello, se sometió a la cepa silvestre 

SC5314	   a	   un	   “cribado”	   empleando	   diferentes	   dosis	   y	   ensayando	   la	   viabilidad	  

posterior (Figs. 4.1 y 4.2, capítulo II). El resultado proporcionó una visión 

inesperada de lo que parecía un efecto paradójico, por el cual, mejoraba la 

viabilidad de las células a partir de la concentración 5 µg/ml (Fig. 4.1). Con el fin 

de comprobar si era una propiedad exclusiva de esta cepa, se decidió realizar el 

mismo ensayo con el mutante isogénico deficiente en la actividad Tps2p, y 

verificar si el efecto se reproducía en él. No se ensayó el mutante tps1∆ por haber 

sido construido en un tipo parental genéticamente distinto. 

 

Los resultados obtenidos se reflejan en la Figura 5.2. En principio, parece que el 

mutante tps2∆ no adquirió un "efecto paradójico" similar hasta alcanzar la 

concentración de 10 µg/ml de Flz, permaneciendo el porcentaje de supervivencia 

a 5,0 µg/ml y 8,0 µg/ml en valores que son estadísticamente comparables con los 

de 1,0 µg/ml, concentración escogida aquí por haber causado la disminución de 

viabilidad en la cepa silvestre SC5314 (Figs. 4.2 y 4.3). Los datos apuntan a la 

confirmación del efecto paradójico en C. albicans promovido por el Flz, aunque la 

concentración que lo induce sería diferente (Fig. 5.2). Igualmente, se podría 

concluir que la carencia de actividad Tps2p confiere sensibilidad fungicida al 

azol, ya que las concentraciones 5,0 y 8,0 ocasionaron un elevado grado de 

muerte celular (Fig. 5.2). 
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Figura 5.2. Ensayo del posible "efecto paradójico" del Fluconazol en Candida 
albicans. Se aplican varias concentraciones de Flz sobre el mutante tps2∆. Los 
tratamientos se aplicaron durante 1h en medio YPD líquido a 37oC y con agitación. Se 
muestra el valor promedio más la desviación estándar que se obtuvo de las diferentes 
replicas y el tratamiento estadístico que se aplicó fue test de U de Mann-Whitney siendo 
las diferencias de las medias con respecto a los tratamientos significativas a P<0,05 (*), 
P<0,01 (**). 
 

Para complementar los datos de viabilidad de este ensayo, se tomaron valores de 

turbidimetría durante 48 horas, con objeto de monitorizar la cinética de 

crecimiento microbiano a lo largo del tiempo en presencia del antifúngico. (Fig. 

5.3). De la gráfica parece desprenderse que la estabilidad del Fluconazol decae al 

cabo de 8 horas y con la concentración más elevada de Flz (8 µg/ml), después la 

levadura es capaz de recuperar el crecimiento exponencial hasta que la 

limitación de algún nutriente le lleva a entrar en fase estacionaria (Fig. 5.3). Por 

tanto, estaría justificada la administración terapéutica de dosis sucesivas de Flz. 

Adicionalmente, este experimento no permite discernir si la acción del Flz es 

fungistática o fungicida. 
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Figura 5.3. Cinética de crecimiento de la cepa tps2∆ de C. albicans con diferentes 
concentraciones de Fluconazol en medio YPD líquido, a 37oC con agitación orbital, 
durante 48 horas. 

 

 

Efecto combinado del Fluconazol con otros antifúngicos sobre células 

planctónicas de tps2∆ 

 

Dado que el Fluconazol por sí solo no arrojó resultados que fuesen altamente 

efectivos contra el crecimiento de C. albicans, se planteó hacer un experimento 

combinando este antifúngico con los otros para comprobar si, de modo conjunto 

y dado que tienen diferente modo de acción, podría ser potenciado el efecto 

inhibitorio sobre el crecimiento de la levadura. Se decidió emplear el mutante 

tps2∆, ya que de las cepas empleadas, es ésta la que tiene mayor grado de 

isogenicidad con la silvestre, salvo por la carencia del gen TPS2, sin presentar 

dificultades añadidas durante el ciclo de crecimiento. Se escogió una 

concentración media de Flz que afectaba la viabilidad, 5,0 µg/ml, siendo 

combinado con las concentraciones más bajas usadas en este estudio de los otros 

antifúngicos (MF 0,01 µg/ml y AmB 0,1 µg/ml) aplicados durante el mismo 

tiempo (1 hora). Se introdujeron controles correspondientes a las mismas 

concentraciones de los antifúngicos por separado. 
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De acuerdo con los resultados recogidos en la Figura 5.4, parece existir un efecto 

sinérgico evidente en una de las combinaciones de compuestos (MF+Flz), 

respecto a la acción fungicida de los antifúngicos individuales, siendo la validez 

de los datos estadísticamente significativa. Sin embargo, en el caso de la 

aplicación (Flz+AmB y MF+AmB), los porcentajes de muerte celular fueron 

claramente similares o incluso inferiores en comparación con los registrados con 

AmB y MF por sí solas; mientras que la adición conjunta de estos dos fármacos 

tampoco mejoró la eficacia fungicida (Fig. 5.4). Sorprende que la combinación de 

MF+Flz tenga el mismo efecto fungicida que la aplicación de AmB por si sola (Fig. 

5.4). A su vez, los controles empleados (los antifúngicos por separado) 

ofrecieron un resultado similar al obtenido con los ensayos equivalentes  de los 

capítulos I y II. 
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Figura 5.4. Efecto de las combinaciones de Flz con AmB y MF sobre la viabilidad de 
las células de tps2∆. El cultivo fue crecido en YPD a 37oC hasta fase exponencial (D.O.  
0,8-1,0), posteriormente, alícuotas idénticas fueron sometidas durante una hora a los 
siguientes tratamientos: 5 g/ml de Flz en combinación con 0,01g/ml de MF y 0,1 
g/ml de AmB. El experimento se repitió dos veces y los resultados fueron consistentes. 
Se muestra el valor promedio más la desviación estándar obtenidos de los ensayos. La 
significación estadística se validó siguiendo el test de U de Mann-Whitney, siendo las 
diferencias de las medias con respecto a los tratamientos significativas a = P<0,05 con 
respecto al control sin tratar; b = P<0,05 con respecto al tratamiento con MF; c = P<0,05 
con respecto al tratamiento con Flz. 
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Los resultados de viabilidad se cotejaron con medidas de turbidimetría, con el fin 

de comprobar si el hipotético efecto tóxico podría extenderse a lo largo del 

tiempo, ya que algunas evidencias previas parecen sugerir que el Flz puede 

incrementar su acción fungicida con más horas de aplicación (Fig. 5.3). 

 

Se pudo apreciar que hubo un enlentecimiento en la absorbancia de las 

levaduras tps2∆ cuando los antifúngicos se aplican combinados [Fig 5.5.A (línea 

azul) y B (líneas naranja y negra)]. Dicho retraso parece más evidente a las 3 y 5 

horas que en la primera hora de tratamiento. Sin embargo, transcurrido ese 

intervalo, dicho retardo en el crecimiento desapareció y las curvas de 

crecimiento se equipararon asintóticamente a las que presentaron los cultivos 

control. Ya a las 24h, no parece observarse ninguna variación con respecto a las 

muestras tratadas, probablemente por haber alcanzado la fase estacionaria (Fig. 

5.5). 

 

Con respecto al ensayo de sinergismo medido mediante viabilidad entre el Flz y 

la MF (Fig 5.4B), no se pudo visualizar ninguna disminución de crecimiento con 

el método turbidimétrico que avalara dicho efecto. Se trata de algo esperable, 

teniendo en cuenta que la turbidimetría no distingue entre células vivas y 

muertas. Por tanto, dado que una fracción de células resiste la aplicación  

terapéutica y logra crecer en el medio de cultivo, puede ir incrementando la 

turbidez al seguir dividiéndose junto con el resto de las células muertas que hay 

en el mismo, resultado del tratamiento. 
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Figura 5.5. Curva de crecimiento (D.O.600 nm) del mutante tps2∆	  como	  resultado	  
de las combinaciones sinérgicas. El Flz junto con la AmB y MF se añadió a cultivos 
de células planctónicas crecidas en YPD líquido a 37º C. Se efectuaron medidas por 
tubidimetria durante 48h. (A) Controles individuales de MF y AmB (0,01 y 0,1 µg/ml 
respectivamente) junto con la combinación de ambas; (B) Control de Flz (5 µg/ml) y 
combinaciones con los antifúngicos AmB y MF. 
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Actividad metabólica basal durante la formación de biofilms en 

C. albicans 

 

Un biofilm o biopelícula es un ecosistema complejo de microorganismos y sus 

productos extracelulares adheridos sobre una superficie biótica o abiótica (113). 

Estas biopelículas presentan resistencia no solo frente a quimioterápicos, sino 

también a las especies reactivas del oxígeno producidas durante la explosión 

respiratoria fagocítica desencadenada en el trascurso de una infección (44). 

Como ha sido descrito en ensayos previos, la capacidad de formar biofilms se 

determinó midiendo la actividad metabólica basal que tienen las levaduras en 

superficies de poliestireno. A tal efecto, se dejó a las células formar un biofilm 

durante 24h sobre placas de 96 pocillos en medio RPMI 1640 y posteriormente, 

se midió su actividad mitocondrial con la sal de XTT.  

 

Con el fin de verificar los resultados previos obtenidos en el mutante tps1∆, se 

procedió a usar la cepa parental directa, CAI-4, como control (Capítulo I). Según 

se muestra en la Figura 5.6, el comportamiento de las células tps1∆ con respecto 

a las CAI-4 fue distinto durante el desarrollo de un biofilm. Como ocurre en el 

análisis de células planctónicas (Figura 3.3), la cepa silvestre SC5314 y su 

“descendiente”	  CAI-4 actuaron de forma muy similar, sin que hubiera diferencias 

estadísticamente relevantes en su actividad metabólica basal, a pesar del distinto 

patrón de crecimiento.  

 

Teniendo en cuenta estos antecedentes, se pudo constatar que pese a las 

dificultades de crecimiento del mutante tps1∆ en medio RPMI, éste sí fue capaz 

de desarrollar un biofilm consistente, que poseía una actividad basal 

mitocondrial notablemente más baja respecto a tps2∆ y a la cepa silvestre (Fig. 

5.6). Adicionalmente, las células sésiles del mutante tps2∆ exhibieron una 

actividad metabólica igual a la del tipo parental, a pesar de la falta del gen TPS2 

(Fig. 5.6). 
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Figura 5.6. Actividad mitocondrial basal de las células formadoras de biopelículas 
en C. albicans. El protocolo experimental seguido está descrito en Métodos. Los 
resultados obtenidos se representan aquí como la media más la D.E. según el test de U 
de Mann-Whitney, siendo P<0,001 (***) para tps1∆	  con respecto a todos los demás. 

 

 

Efecto de las combinaciones de antifúngicos y diferentes compuestos 

naturales sobre la formación de biopelículas en C. albicans. 

 

Cuando las células de C. albicans se encuentran formando biofilms, su nivel de 

protección y resistencia es más elevado, mientras varía su comportamiento en 

referencia a las células planctónicas, ya que soportan mejor el estrés inducido 

por los antibióticos (114). Teniendo en cuenta que los antifúngicos empleados en 

este trabajo tienen diferentes mecanismos de acción sobre esta levadura 

patógena, se procedió a comprobar el posible efecto sinérgico de las diversas 

combinaciones propuestas sobre los biofilms, utilizando las concentraciones que 

se aplicaron a las células planctónicas. 

Además de los antifúngicos de uso clínico, se amplió el estudio incluyendo otros 

dos compuestos, uno la menadiona y otro la pinocembrina, de origen natural, 
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descritos como inductores de efectos específicos sobre la formación de 

biopelículas en C. albicans (44,115). La menadiona o vitamina K es una vitamina 

liposoluble que interviene en el proceso de coagulación de la sangre y usada en 

clínica para tratar a los pacientes que presentan hipoprotrombiemia secundaria 

a alteraciones que limitan la absorción o síntesis de vitamina K. Además, la 

menadiona es un potente generador de radicales superóxido y participa en 

procesos de estrés oxidativo inducido (116). La pinocembrina es una flavona que 

se encuentra en productos como la miel y el propóleo y en plantas como Turnera 

diffusa y Boesenbergia rotunda. Desde la antigüedad se ha usado para curar 

heridas ya que como se está estudiando en la actualidad tiene actividad 

bactericida y fungicida (117).  

 

El objetivo fue averiguar si una combinación de estas sustancias frente a la 

aplicación de manera individual, podría suponer una mejora en la capacidad 

fungicida de los antifúngicos empleados, en los procesos de formación de  

biofilms en C. albicans, de gran relevancia clínica. Los resultados obtenidos de 

estos ensayos se recogen en la Figura 5.7. 
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Figura 5.7. Medida de la actividad metabólica de las mitocondrias (absorbancia) correspondiente a la reducción del XTT (DO490nm) 
proporcional a la formación del biofilms por las cepas SC5314, tps1∆	  y tps2∆ crecidas en medio RPMI y posteriormente tratadas con diferentes 
compuestos naturales (pinocembrina 100µg/ml y menadiona 2,4 mM) y antifungicos (AmB 0,25 µg/ml y MF 0,05 µg/ml y Flz 5 µg/m) en 
combinaciones de ellos. Se muestra el valor promedio más la desviación estándar obtenidos los ensayos. La significación estadística se validó 
siguiendo el test de Mann-Whitney, siendo las diferencias de las medias con respecto a los tratamientos significativas a= P<0,05 con respecto a los 
controles de las respectivas cepas sin tratar; b= P<0,05 con respecto al control de tratamiento con pinocembrina; c= P<0,05 con respecto al 
tratamiento control con menadiona; d= P<0,05 con respecto al tratamiento control con MF; e= P<0,05 con respecto al tratamiento control con Flz. 
Los controles con antifúngicos se han omitido al ser los resultados similares a los vistos en los capítulos I y II. 



 129 

Como se pudo observar, los compuestos utilizados de manera individual 

(menadiona y pinocembrina), presentaron una reducción notable, por si solos, 

en el contenido total de biofilms para las tres cepas respecto al ensayo sin tratar 

(Fig. 5.7). Las combinaciones de MF+Pinocembrina y Flz+Pinocembrina 

destacaron por el incremento en la formación de biopelículas observado en 

todos los casos, siendo esta subida especialmente destacable en el mutante tps2∆ 

(Fig. 5.7). En comparación con los controles que incorporan cada antifúngico 

individual (datos no mostrados por ser similares a los obtenidos en los capítulos 

I y II), el comportamiento de las células sésiles también fue idéntico, 

disminuyendo su porcentaje de biofilms de forma significativa (Fig. 5.7).  

 

Así pues, tomando como referencia los niveles de biofilms generados únicamente 

por pinocembrina, las anteriores combinaciones con antifúngicos, más que un 

efecto sinérgico parecen inducir una acción antagónica que se traduce en una 

mayor proporción de biopelículas estables en las placas (Fig. 5.7). Por su parte, 

en las formulaciones que incorporan menadiona, sólo se registran pequeñas 

variaciones con MF para el mutante tps1∆ y con Flz para el tps2∆ (Fig 5.7). 
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DISCUSIÓN GENERAL 

 

 

Las levaduras y los hongos microscópicos son organismos eucariotas y su baja 

toxicidad selectiva representa el principal inconveniente para el desarrollo de 

una quimioterapia antifúngica segura y eficaz. De hecho, la principal diana 

antibiótica en hongos es el ergosterol, que está presente en la membrana 

plasmática o, alternativamente, su ruta de biosíntesis (118). Este esterol es un 

análogo estructural de colesterol humano y pertenece a la misma familia de 

lípidos isoprenoides. Por tanto, la prescripción facultativa de polienos y azoles 

para combatir las micosis sistémicas tienen una eficacia limitada, ya que puede 

causar algunos efectos secundarios no deseados, principalmente daños hepáticos 

y renales (103,119). Además, se debe tener en cuenta el hecho de que la mayoría 

de los azoles poseen principalmente actividad fungistática. Por el contrario, la 

resistencia al antibiótico poliénico Anfotericina B ha resultado ser 

excepcionalmente rara, a pesar de su temprana introducción en la década de 

1950 y su amplia utilización a nivel mundial (61). A su vez, la continua e 

imprescindible búsqueda de dianas alternativas, ha dado lugar a la introducción 

en clínica de las equinocandinas, el grupo más reciente de compuestos fungicidas 

con valor terapéutico. 

 

En este contexto, la propuesta de estudiar la trehalosa como potencial diana para 

desarrollar nuevos quimioterápicos antifúngicos más seguros y eficaces resulta 

muy atractiva, ya que la síntesis de este disacárido no reductor esta 

específicamente ausente en los vertebrados (80,120), mientras que la síntesis 

masiva de trehalosa endógena debe ser considerado como un mecanismo 

protector desarrollado por numerosos hongos patógenos durante la infección y 

colonización in vivo del hospedador (93,121). Sin embargo, esta propuesta 

necesita un apoyo experimental considerable antes de que sea aceptable (121–

123).  
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Por este motivo, hemos analizado en C. albicans la susceptibilidad de los dos 

mutantes nulos deficientes en la biosíntesis de trehalosa frente a exposiciones 

con anfotericina B (AmB) y micafungina (MF), dos antifúngicos que se prescriben 

habitualmente en la práctica médica. De acuerdo con nuestros resultados, se 

detecta una respuesta diferente en función del mutante y antibiótico específicos 

considerados. Así, la falta de un gen TPS1 funcional que codifica la trehalosa 

sintasa (células tps1Δ) causó una caída drástica de la supervivencia celular 

después del tratamiento con AmB, lo que confirma los resultados previos de 

otros fondos genéticos (104), mientras que estas células muestran una 

susceptibilidad insignificante a la presencia de MF (Figs. 3.1 y 3.4). El fenotipo 

opuesto se registró en un mutante nulo deficiente en trehalosa fosfatasa (tps2Δ), 

que fue refractario a la adición de AmB pero sufrió un grado significativo de 

destrucción celular en presencia de MF. Ya sea en medios líquidos o sólidos (Figs. 

3.1 y 3.4). La discrepancia mostrada por los dos mutantes homocigotos podría 

explicarse, al menos en parte, en términos de alteraciones estructurales de la 

pared celular. Por lo tanto, la doble interrupción del gen TPS1 provocó una cierta 

remodelación en la arquitectura de la pared celular (34,80). Sin embargo, en 

C. albicans, la integridad estructural de la pared celular no parece sufrir ninguna 

modificación sustancial después de la eliminación del gen TPS2 (79). En 

particular,	  MF	  es	  un	   inhibidor	  no	  competitivo	  de	   la	  pared	  celular	  β-1,3-glucano 

sintasa y se ha demostrado que MF mejora la respuesta a C. albicans a través de 

la	  exposición	  a	  β-glucano (103), lo que apunta a una interacción directa entre la 

enzima	  Tps2p	  y	  el	  contenido	  de	  β-glucano estructural de la pared. 

 

Respecto de los ensayos realizados con Fluconazol (Flz), los resultados no fueron 

en absoluto determinantes. Se registraron mínimas diferencias en los 

porcentajes de supervivencia celular entre las distintas cepas, tanto en medio 

líquido como sólido (Figs. 4.3 y 4.4), y aunque los datos apuntan a una mayor 

susceptibilidad del mutante deficiente en la actividad tps1p, a 1,0 g/ml de Flz 

(Fig. 4.3), no permiten obtener conclusiones definitivas. Por otra parte, los 

experimentos sobre cinética de mortalidad realizados a distintos tiempos (Fig. 

4.2), sugieren que el Flz en C. albicans podría tener una acción fungicida aparte 
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de fungistática, como tradicionalmente se ha sostenido. Dicha acción sólo sería 

visible a dosis y tiempos de tratamiento elevados (Fig. 4.2). Sin embargo, fue 

llamativo la manifestación de un aparente "efecto paradójico", que ocurre a 

concentraciones por encima de la MIC (8 y 10 g/ml; Fig. 4.1). No disponemos de 

una explicación satisfactoria sobre este proceso, pero podría tratarse de un 

mecanismo compensatorio de adaptación, similar al que ha sido descrito para 

caspofungina (111). Las células de C. albicans con crecimiento paradójico a 

elevadas concentraciones de caspofungina, presentan profundas alteraciones 

morfológicas acompañadas de una pérdida de virulencia en el modelo de 

hospedador invertebrado Galleria mellonella (111). Las posibles implicaciones 

clínicas del interesante efecto paradójico todavía no han sido elucidadas. 

 

Los resultados aportados en este estudio permiten establecer de forma 

preliminar una acción diferencial de AmB y MF sobre la generación de estrés 

oxidativo interno en C. albicans, manifestada por la producción de ROS, el 

potencial de membrana mitocondrial y la activación de un grupo de actividades 

enzimáticas antioxidantes (catalasa, GR y SOD), junto con la estimulación de la 

síntesis intracelular de trehalosa (Figs. 3.7-3.9, Tabla 3.2). De hecho, las 

evidencias sostienen que la AmB es un potente inductor de la producción de ROS 

endógeno, mediante la activación del potencial de membrana mitocondrial (Figs. 

3.5 y 3.6) incluso en concentraciones con toxicidad limitada (Fig. 3.1; (106)). 

Curiosamente, dicha inducción parece depender de la actividad trehalosa-6P 

sintasa (Tps1p), porque el mutante tps1Δ nulo es incapaz de inducir una intensa 

respuesta oxidativa (Figs. 3.5 y 3.6)(124) han descrito que, en Saccharomyces 

cerevisiae, el genotipo tps1Δ muestra una disminución de la frecuencia 

respiratoria mitocondrial junto con la desregulación de la ruta glucolítica, debido 

a su incapacidad para inhibir la hexoquinasa II. Estas propuestas concuerdan con 

hallazgos recientes realizados en mamíferos, donde la hexoquinasa II muestra un 

papel inhibidor de la fosforilación oxidativa, al suprimir la formación endógena 

de ROS (125,126). Del mismo modo, estas evidencias se ven reforzadas por la 

ausencia de una clara inducción de dos actividades antioxidantes fundamentales 
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(catalasa y SOD) en dicho mutante, después de haber sido expuesto a los 

antifúngicos en estudio (Fig. 3.7 y 3.8).  

 

Merece ser destacado como las células de C. albicans tps1∆ son altamente 

sensibles a AmB, a pesar de su incapacidad para inducir la producción de ROS 

(Figs. 3.1, 3.2 y 3.5), lo que confirma las importantes funciones reguladoras de 

Tps1p sobre el metabolismo de azúcares en levaduras (82,127), que son 

esenciales para compensar el aumento de la relación ADP/ATP inducida por 

AmB (128). Además, la disfunción de la vía glucolítica y la baja frecuencia 

respiratoria mostrada por el mutante tps1∆, también permiten explicar la 

resistencia mostrada por C. albicans a MF (Figs. 3.5 y 3.6), lo que corrobora el 

hecho de que la toxicidad de este antifúngico es altamente dependiente del 

estado metabólico de las células (103,106).  

 

Siguiendo un patrón inverso, la cepa tps2Δ mostró una clara susceptibilidad a MF 

0.05	  μg/ml	  (Fig.	  3.1)	  acompañada	  por	  el	  aumento	  concomitante	  de	  la	  producción	  

de ROS y la subsiguiente actividad mitocondrial (Figs. 3.5 y 3.6), siendo la 

respuesta oxidativa ligeramente más elevada que en SC5314 (Fig. 3.5). De la 

misma manera, solo se detectó una inhibición significativa (aproximadamente 

del	  30%)	  de	  la	  actividad	  de	  SOD	  en	  presencia	  de	  MF	  0.05	  μg/ml	  en	  este	  mutante	  

(Fig. 3.8). Sin embargo, esta reducción de SOD fue comparativamente muy 

similar con las dos concentraciones de MF empleadas (Fig. 3.8). Por tanto, no 

parece haber una correlación directa con la fuerte sensibilidad exhibida por las 

células tps2∆ frente a la equinocandina (Fig. 3.1). Las alteraciones en la 

integridad de la pared celular causadas por la doble interrupción del gen TPS2, 

deben ser probablemente responsables de esta aguda sensibilidad (78,80). En 

particular, el polieno ejerció un nivel de respuesta muy similar en las cepas 

parental y tps2Δ, independientemente de la concentración aplicada (Figs. 3.1, 3.5 

y 3.6). En consecuencia, mientras que la actividad Tps1p parece cumplir una 

función esencial en la resistencia de C. albicans frente a AmB, Tps2p podría jugar 

un papel equivalente para enfrentar tratamientos con MF. 
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La exposición de las cepas escogidas con Flz tampoco parece ocasionar 

modificaciones reseñables en la generación de estrés oxidativo interno. Ni la 

acumulación intracelular de ROS (Fig. 4.5), ni el potencial de membrana 

mitocondrial manifestaron variaciones significativas tras la aplicación de Flz 

μg/ml.	  La	   introducción	  de	  un	  agente	  oxidante	   como	  control	  positivo	   (peróxido	  

de hidrógeno), confirma que el procedimiento de medida es correcto (Figs. 4.6 y 

4.7). A su vez, las mediciones efectuadas en la actividad de las dos enzimas 

detoxificantes (catalasa y SOD) en presencia de Flz no arrojó cambios relevantes 

de capacidad catalítica respecto de los valores basales (Figs. 4.7 y 4.8); siendo lo 

más reseñable la marcada disminución de actividad SOD global observada en el 

mutante tps2Δ (Fig. 4.8). En consecuencia, y a falta de un soporte experimental 

más consistente, podemos concluir que la generación de un estrés oxidativo 

intracelular no contribuye de forma notable a la actividad antifúngica del 

fluconazol en C. albicans. 

 

Los resultados relativos a la formación de biopelículas también merecen ser 

destacados (Fig. 3.10). El primer paso en la formación de biopelículas para 

cualquier microorganismo consiste en adherirse a un biomaterial en la superficie, 

o un dispositivo permanente en el interior del cuerpo del hospedador (prótesis, 

catéteres, marcapasos, etc.) (108). La adherencia inicial de Candida sp. está 

mediada por proteínas de la pared celular a través de diferentes tipos de enlaces 

químicos (129). Con posterioridad, la capacidad de C. albicans para inducir la 

formación de biopelículas en catéteres y otros dispositivos bioprotésicos facilita 

el desarrollo de una candidemia severa, cuyo manejo eficiente requiere a 

menudo la extracción y sustitución del dispositivo, aunque esta aproximación 

clínica no siempre es posible. Por tanto, son necesarias las pruebas para 

dilucidar si las biopelículas de C. albicans formadas en los diferentes 

bioprotésicos pueden ser erradicadas por la terapia de bloqueo (130).  

 

Aunque los mecanismos de resistencia antifúngica generados por la matriz 

exopolimérica que conforma el biofilm no están completamente aclarados, una 
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estrategia plausible podría consistir en la difusión restringida de fármacos a 

través de dicha matriz. Diferentes investigaciones sugieren que ciertos 

componentes de la pared	   celular,	   como	   los	   β-glucanos, pueden interactuar 

físicamente con el antibiótico e inhibir su penetración en el sitio de acción 

(131,132). En este sentido, el mutante tps1Δ parece tener alterada su 

composición	  de	  β-glucanos en la estructura de la pared celular (34). Por tanto, 

después de aplicar Micafungina, que actúa específicamente contra una enzima 

clave en la síntesis de pared, el compuesto vería impedido ejercer su efecto 

inhibitorio. Este hecho explicaría el aumento de viabilidad celular registrado en 

dicho mutante en respuesta a la presencia de MF, durante la formación de 

biopelículas (Fig. 3. 10). 

 

Como parte de la Memoria, se ha llevado a cabo el análisis del perfil lipídico 

mediante cromatografía de las levaduras bajo estudio (Capítulo III). Evidencias 

previas sugieren que las variaciones en el contenido de ergosterol y 

esfingolipidos de membrana, afectan a la capacidad de C. albicans para formar 

biofilms y también se asocian con la resistencia a ciertos antifúngicos (23). Por 

otra parte, el análisis de mutantes de C. albicans afectados en el metabolismo de 

los ácidos grasos de cadena larga, revela su incapacidad para incorporarlos 

aunque sean proporcionados desde el medio exterior, siendo más susceptibles a 

la acción de la MF cuando están formando biofilms (133). La presencia de ácidos 

grasos aun cuando sean externos a la propia levadura también podrían influir 

sobre la estructura de la membrana plasmática y el metabolismo celular. Por 

ejemplo, los ácidos de cadena corta (acético, propiónico o butirico) producidos 

por bacterias del intestino, parecen inhibir la formación de colonias de 

C. albicans, así como la transición morfológica levadura-micelio de esta de 

levadura (134).  

 

Los resultados del análisis realizado sobre el perfil lipídico en las cepas escogidas 

de C. albicans no son concluyentes. En el caso de los ácidos grasos saturados 

(AGS), los mayores porcentajes fueron del palmítico y el esteárico (Tabla 5.1 y 
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Fig. 5.1), registrándose un porcentaje ligeramente inferior en los dos mutantes 

deficientes en trehalosa respecto al tipo parental SC5314 (Tabla 5.1), que 

pudiera explicar su mayor susceptibilidad a los antifúngicos, aunque esta 

diferencia no llegar a ser significativa. Igualmente, la comparación en el 

contenido de AGP n-3 y n-6 no ofrece diferencias de interés entre las cepas 

(Tabla 5.5).  

 

Los datos disponibles unidos a otros estudios previos de células vegetales en 

suspensión (Brassica napus), que proponen una regulación directa de la 

trehalosa-6-P sobre la síntesis de los ácidos grasos (135), sugieren una línea de 

trabajo para investigar si hay alguna correlación entre el metabolismo de la 

trehalosa y el contenido de ácidos grasos en C. albicans. Es particularmente 

interesante el mutante tps1∆, carente del gen que codifica la sintasa que da lugar 

al intermedio trehalosa-6-P, que actúa como señal regulatoria en plantas, donde 

también parece estar involucrada en la síntesis de ácidos grasos. Si la alteración 

de la biosíntesis de trehalosa provoca un descenso en la cantidad global de 

ácidos grasos en esta levadura patógena, quedaría reforzada la importancia de 

esta ruta metabólica como diana terapéutica. 

 

En consecuencia, como conclusión preliminar, aunque entendemos que el 

trabajo experimental es novedoso y abre interesantes expectativas, es preciso 

disponer de evidencias científicas más consistentes para apoyar una posible 

correlación entre el contenido relativo y naturaleza de los lípidos de membrana 

con la sensibilidad antifúngica manifestada por los distintos tipos celulares de 

C. albicans. 

 

En conjunto, nuestros datos respaldan que la inducción de un fuerte estrés 

oxidativo intracelular, es un componente esencial que contribuye a la acción 

fungicida ejercida por AmB, pero no por MF, en C. albicans (Figs. 3.1, 3.4 y 3.5-

3.8), extendiendo la validez universal de este mecanismo a los hongos patógenos 
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en conjunto (103,106,130). Un mecanismo similar no puede ser propuesto, al 

menos por el momento, para la utilización de Flz (Figs. 4.1; 4.6-4.8). Igualmente, 

son consistentes con la utilización de enzimas involucradas en la biosíntesis de 

trehalosa como objetivos potenciales en el diseño de estrategias enfocadas a la 

obtención de nuevos compuestos con aplicación en terapia antifúngica. 
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CONCLUSIONES 

 

De acuerdo con el conjunto de resultados presentados en este estudio, es 

posible establecer las siguientes conclusiones: 

 

1. La ausencia del gen funcional TPS1 (trehalosa sintasa), incrementa la 

sensibilidad de Candida albicans a la acción fungicida de la Anfotericina B, 

mientras la interrupción del gen TPS2 (trehalosa fosfatasa), produjo una mayor 

susceptibilidad de esta levadura patógena a Micafungina. En ambos casos, la 

actividad antifúngica fue dependiente de la dosis utilizada. 

 

2. La aplicación de concentraciones crecientes de Fluconazol reveló un 

patrón de crecimiento paradójico de la cepa parental SC5314, igualmente 

demostrable en el mutante tps2Δ, aunque el rango de concentraciones inductoras 

de este comportamiento no es el mismo en las dos cepas.  

 

3. La presencia de Anfotericina B promueve un incremento de la síntesis 

intracelular de trehalosa exclusivamente en la cepa silvestre, pero no así en los 

dos mutantes deficientes en la síntesis de trehalosa. El tratamiento con 

Fluconazol y Micafungina no produjo cambios significativos en la acumulación de 

trehalosa endógena en ninguna de las cepas. 
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4. La generación de especies reactivas del oxigeno (ROS) y el potencial de 

membrana mitocondrial, determinadas mediante citometría de flujo, confirman 

que la inducción de estrés oxidativo intracelular es un factor esencial del efecto 

fungicida causado por la Anfotericina B. Sin embargo, este mecanismo no es 

operativo para Micafungina y Fluconazol, cuyos tratamientos no producen 

cambios relevantes en la producción de ROS, ni en el potencial de membrana 

mitocondrial. 

 

5. Los datos experimentales apoyan la existencia de una cooperación 

positiva entre la síntesis de trehalosa y el sistema de defensa antioxidante, en la 

protección celular de C. albicans frente a tratamientos con antífungicos 

potencialmente tóxicos para esta levadura patógena. 

 

6. Los niveles de las actividades enzimáticas medidas: Catalasa, Glutatión 

reductasa (GR) y Superóxido dismutasa (SOD) mostraron importantes 

variaciones tanto en función del antifúngico aplicado (Anfotericina B, 

Micafungina o Fluconazol), como del mutante específico, deficiente en la síntesis 

de trehalosa estudiado (tps1Δ	  o tps2Δ). 

 

7. La capacidad de los dos mutantes tps1Δ and tps2Δ para desarrollar 

biopelículas sobre superficies inertes está claramente dañada por el tratamiento 

con Anfotericina B, aunque las células tps1Δ experimentaron una cierta mejoría 

tras la adición de Micafungina. A su vez, el Fluconazol no afectó el desarrollo de 

biofilms funcionales en las cepas SC5314 y tps2Δ, mientras provocó una notable 

reducción en el mutante tps1Δ. 

 

8. Con las evidencias actuales, no es factible establecer una correlación 

entre el perfil y naturaleza de los lípidos de membrana con la sensibilidad 

antifúngica manifestada por los distintos tipos celulares estudiados de C. albicans. 
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9. La utilización de sustancias naturales sin capacidad antifúngica, como 

menadiona y pinocembrina, inhiben la capacidad de C. albicans para formar 

biofilm. Diversas combinaciones de dichas sustancias con los antibióticos 

analizados, no parecen ofrecer un incremento de toxicidad sobre esta levadura; 

registrándose, en algunos casos, un resultado antagónico más que sinérgico. 
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RESUMEN 

 

Introducción: En las últimas décadas se ha producido un enorme 

incremento de las infecciones causadas por hongos, siendo el género 

Candida el agente etiológico con mayor prevalencia, afectando en mayor 

medida a la población humana de mayor edad o aquejada por algún tipo de 

inmunodeficiencia. De hecho, Candida albicans es la cuarta causa de 

infecciones nosocomiales. La quimioterapia antifúngica necesita el 

desarrollo de compuestos más potentes, seguros y con menor toxicidad. 

En este contexto, el disacárido no reductor trehalosa ha sido propuesto 

como una interesante diana terapéutica para el diseño de nuevos 

antifúngicos. 

Objetivos: Con el fin de profundizar en esta hipótesis, hemos examinado en 

el patógeno oportunista Candida albicans, el nivel de susceptibilidad que 

presentan los mutantes homocigóticos deficientes en los dos genes que 

codifican las etapas secuenciales en la biosíntesis de trehalose, 

denominados respectivamente como trehalosa sintasa (TPS1) y trehalosa 

fosfatasa (TPS2), frente a los siguientes antifúngicos de uso clínico: 

Anfotericina B (AmB), Micafungina (MF) y Fluconazol (Flz).  

Métodos: En el transcurso del trabajo experimental, se ha llevado a cabo la 

determinación de varios parámetros fisiológicos y bioquímicos. En 

concreto, podemos destacar el recuento de células viables y la sensibilidad 

en placa, la medida de la producción intracelular de ROS, el potencial de 

membrana mitocondrial, el contenido de trehalosa y la formación de 

biofilms. Mencionar igualmente, el ensayo de enzimas antioxidantes, junto 

con la extracción y metilación de extractos lipídicos.  

Resultados: Mientras el mutante tps1Δ se comportó como muy sensible 

frente a la exposición con AmB, mostró un significativo nivel de resistencia 

a MF. Curiosamente, el fenotipo opuesto se registró en el mutante tps2Δ. A 
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su vez, la MF promovió un cierto incremento en la producción endógena 

de ROS en la cepa parental SC5314 y en células tps2Δ, mientras la 

formación de ROS en el mutante tps1Δ fue virtualmente indetectable. En 

este mismo mutante tps1Δ el tratamiento con Flz mostró una ligera 

susceptibilidad que no puede considerarse relevante. El nivel endógeno de 

ROS se correlaciona positivamente con la actividad mitocondrial. La 

aplicación de Flz no causó variaciones de importancia en la generación de 

estrés oxidativo en ninguna de las levaduras analizadas. 

 

Tan sólo AmB fue capaz de promover la síntesis intracelular neta de 

trehalosa en la cepa parental SC5314, mientras el disacárido estaba 

ausente en células tps1Δ y mostró valores residuales en las tps2Δ, 

confirmando que otras fosfatasas citosólicas distintas a la enzima tps2p 

pueden llevar a cabo la defosforilación de trehalosa-6P in C. albicans. 

Además, la capacidad de ambos mutantes tps1Δ y tps2Δ para formar 

biofilms experimentó una drástica disminución tras el tratamiento con 

AmB; si bien experimentó un ligero aumento en células tps1Δ después de 

añadir MF. Los análisis de los respectivos perfiles lipídicos no fueron 

concluyentes, sin que ninguna evidencia pueda ser aportada, por el 

momento, que permita explicar la diferente sensibilidad a los antifúngicos 

de las cepas de C. albicans bajo estudio.  

 

Conclusión: Nuestros datos aportan consistencia a la idea de utilizar 

trehalosa como una interesante diana  para nuevas terapias antifúngicas.  
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