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RESUMEN

El hongo dimorfico Candida albicans es uno de los patdgenos oportunistas de mayor
prevalencia e incidencia en pacientes inmunocomprometidos, en los que produce tanto
infecciones superficiales como sistémicas, especialmente intrahospitalarias. Infecta piel, ufias
y mucosas orofaringea y gastrointestinal, ademas de ser la principal causa de la vaginitis. Este
microorganismo comensal coloniza las mucosas gastrointestinal y vaginal del 30-70% de los
individuos sanos, en los que su crecimiento esta controlado por el sistema inmunitario innato
(no produciendo enfermedad). Sin embargo, en pacientes con factores predisponentes, infecta
tejidos y mucosas, siendo el responsable de infecciones graves (400 000 casos por afio), con
una tasa de mortalidad superior al 30%. Ademas, debido a sus multiples factores de virulencia,
forma biofilmes, lo que facilita su adhesién y favorece la infeccion.

La mayor resistencia de los biofilmes a los antimicrobianos implica distintos mecanismos
entre los que se incluyen la disminucion de la permeabilidad a los agentes antimicrobianos, una
menor tasa de crecimiento celular y la adquisicidn de genes de resistencia dentro del biofilme.

En los Gltimos afios se han desarrollado multiples estrategias dirigidas a destruir o evitar
la formacion de los biofilmes fungicos como la combinacién de antimicrobianos o la
modificacion del material protésico para prevenir su formacion. Otras novedosas estrategias
incluyen el uso de inhibidores del quorum sensing y la inactivacion fotodindmica mediante la
produccidn de especies reactivas de oxigeno.

Palabras clave: Candida albicans, biofilme, quorum sensing, infeccién, antifungicos,

resistencia.

1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Aunqgue los microorganismos se han estudiado tradicionalmente en cultivos puros, ya sea
en medio liquido (células plancténicas) o en medio sélido (como colonias), en las Gltimas
décadas se ha puesto de manifiesto que los biofilmes son el estado de crecimiento preferido y
probablemente el "natural” de la mayoria de los microorganismos. Una biopelicula o biofilme
es una comunidad de células microbianas que se adhieren a una superficie (o interfaz aire-
liquido), estan rodeadas por una matriz extracelular y tienen propiedades distintas de sus
contrapartidas de flotacion libre®.

Candida albicans es la especie fungica principalmente aislada en infecciones producidas
por biofilmes en dispositivos médicos, tales como catéteres venosos centrales, valvulas
cardiacas, dispositivos de asistencia ventricular, endoprotesis coronarias, derivaciones

ventriculo-peritoneales utilizadas en neurocirugia, implantes de estimulacion neuroldgica,
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protesis articulares, dispositivos de fijacion de fracturas, prétesis inflables de pene, implantes
de seno, implantes cocleares y dentales y las lentes intraoculares®. Una vez que se forma una
biopelicula de C. albicans en un dispositivo médico implantado, actiia como un reservorio para
las células patdgenas, es altamente resistente a los farmacos y al sistema inmunitario del
huésped, y tiene el potencial de comenzar infecciones sanguineas diseminadas (candidemia)
que pueden derivar a infecciones sistémicas invasivas de tejidos y érganos.

Estimaciones recientes de los Institutos Nacionales de Salud indican que los biofilmes
son responsables, directa o indirectamente, de mas del 80% de todas las infecciones
microbianas®. Ademas, la naturaleza de los biofilmes es variable, ya que en el interior de un
biofilme podemos encontrar distintas especies de microorganismos asociadas como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans, Lactobacillus spp. o

Actinomyces spp.

2. OBJETIVOS
Los objetivos que se persiguen en este trabajo de Fin de Grado son:
e Profundizar en el conocimiento de los biofilmes de Candida albicans y su regulacién
molecular.
e Determinar su importancia clinica y su resistencia a los antifingicos.
e Describir las potenciales dianas terapéuticas sobre las que se puede actuar, consiguiendo
asi tratamientos eficaces para erradicar dichas infecciones.

3. METODOLOGIA

Este trabajo de Fin de Grado se trata de una Revisidén Bibliografica en el que se ha
analizado la informacion de revistas de divulgacion cientifica, articulos cientificos, consultados
a partir de distintas fuentes:

PubMed ( )

Med Line ( )
Web of Science ( )

Bucea ( )

Google Scholar ( )
Elsevier ( ).

Science Direct ( )

VVVVVYYVYY

Las palabras clave de basqueda fueron: biofilms, Candida albicans, quorum sensing, patogénesis, infecciones,
resistencias, antifingicos. En PubMed: ("candida"[MeSH Terms] OR "candida"[All Fields]) AND
("biofilms"[MeSH Terms] OR "biofilms"[All Fields]) AND ("quorum sensing”[MeSH Terms] OR ("quorum"[All
Fields] AND "sensing"[All Fields]).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/
https://www.nlm.nih.gov/bsd/pmresources.html
https://login.webofknowledge.com/
http://biblioteca.ucm.es/
https://scholar.google.co.in/schhp?hl=en
http://www.elsevier.com/
http://www.sciencedirect.com/
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Otros documentos consultados publicados por organismos oficiales: la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), la Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y
Nutricion (AECOSAN) y los fondos de la biblioteca de la Facultad de Farmacia, libros de texto
de Microbiologia General y Clinica, y Guias Especializadas.

La nomenclatura de siglas y abreviaturas cientificas (DNA, ECM) se hizo segun los
criterios del Vocabulario Cientifico y Técnico (VCTRAC) de la Real Academia de Ciencias
Exactas, Fisicas y Naturales (RACEFN)® y las recomendaciones de la International Union of
Pure and Applied Chemistry IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature®,

Para la escritura técnica de nimeros, magnitudes y unidades se han seguido las normas
ISO del Sistema Internacional de Unidades, publicadas en el Boletin Oficial del Estado® y de

uso obligatorio en cualquier documentacion oficial.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Concepto de biofilme

Un biofilme consiste en una comunidad de microorganismos adheridos irreversiblemente
a una superficie determinada, material inerte o tejido vivo, produciendo polimeros
extracelulares que proporcionan una matriz estructural”. Esto les confiere unas propiedades
diferentes de las que tienen las células aisladas®, ya que poseen tasas de crecimiento mas bajas
y una mayor resistencia al tratamiento antimicrobiano, comportandose de manera muy distinta
a las células planctonicas.

Los biofilmes son sistemas biol6gicos que interaccionan y evolucionan de manera
conjunta. Es por ello que necesitan una amplia red de regulacién genética para poder llevar a
cabo la comunicacion y especializacion intra e intercelular, pudiendo originar biofilmes
constituidos por una misma especie o multiespecies®.

Cada especie de Candida (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilopsis, C. tropicalis...)
muestra particularidades significativas en cuanto a la formacién de biofilmes, lo que se traduce
en distintas morfologias, composicion de la matriz extracelular y resilencia a los antifungicos®.
Concretamente, los biofilmes de C. albicans poseen una gran heterogeneidad en cuanto a su
estructura, en funcion de diferentes condiciones ambientales, factores nutricionales y otros
microorganismos. Por ello es la principal especie fungica que produce infecciones en mucosas

e instrumental médico®.
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4.2. Formacion del biofilme

Durante el proceso de formacion de un biofilme se han identificado cuatro fases que
transcurren en un periodo de 24-48h segun las especies, de manera sistematica: adherencia
(reversible y, posteriormente, irreversible), proliferacion, maduracion y dispersion®?,

En el genoma de C. albicans se han identificado numerosos genes implicados en la
formacion del biofilme: 50 genes reguladores de la transcripcion y 101 genes no reguladores de
la transcripon®.

Los 6 genes principales reguladores de la transcripcion son Efgl (enhanced filamentous
growth), Tecl (transposon enhancement control), Berl(biofilm and cell wall regulator), Ntd80
(meisosis-specific transcription factor), Brgl (biofilm regulator) y Rob1 (regulator of biofilm),
todos ellos intrinsicamente necesarios en diferentes etapas del proceso de formacion del
biofilme, tanto in vivo como in vitro. Estos 6 genes reguladores controlan la expresion de hasta
1000 genes diferentes de C. albicans, lo que ademas afecta a las diferentes rutas de sefializacion
celular, siendo los procesos méas importantes el crecimiento y diferenciacion de pseudohifas y
la respuesta a la presion osmotica en la fase levadura®®. Aparte de estos 6 genes, se han
identificado otros 44 genes reguladores transcripcionales, cuya deleccion supone una erronea
formacion del biofilme.

C. albicans tiene la capacidad de unirse tanto a superficies abidticas como bidticas, lo que
supone una mayor virulencial”. La adherencia es el primer paso, es fundamental y comienza
con la union tanto a una superficie como a otras células, permitiendo que el biofilme sea una
biomasa diferenciada y estratificada. Este proceso implica varias proteinas de la pared celular
denominadas adhesinas, entre las que destacan dos familias: Als (agglutinin-like sequence) y
Hwp (hyphal wall protein). La primera de ellas, Als, con secuencia tipo aglutinina, comprende
un dominio de tipo glucosilfosfatidilinositol (GPI), un dominio serina/treonina y un dominio de
unién a carbohidrato o péptido. Dentro de los 8 miembros que componen Als destaca la proteina
Als3, que se encuentra en la pared hifal, por su papel en la formacion de biopeliculas, ya que
su deleccion conlleva importantes alteraciones de la pared respecto de la cepa salvaje, como
demostré Nobile et al®.

Otra familia importante es la formada por las proteinas de la pared de la hifa (Hwp),
destacando Hwpl, de tipo manoproteina de los tubos germinales y de las células hifales, con
una funcion importante en la formacion del biofilm tanto in vivo como in vitro(”.

La expresion de estas proteinas de la pared esta regulada basicamente por dos genes
principales: BCR1 y TEC1. TECL1 regula a su vez a BCR1, que mediante cascadas de

sefializacion celular, esta implicado en la diferenciacion de levadura a hifa®?. Por tanto, ambos
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genes, junto con los factores de transcripcion necesarios apra su expresion tales como Efgl y
Ace2, estan implicados en la filamentacion; la carencia de uno de ellos no se ve compensada
por la sobreexpresion del otro, lo que tendria como consecuencia una formacién erronea del
biofilme™®. Por Gltimo, es necesaria la participacion de otras proteinas (Hwp2, Rbtl, Eapl e
Ywpl) para el desarrollo de biofilmes y otros genes reguladores (Suv3, Nup85, Mds3 y Kem1).

Durante la fase de proliferacion, el hongo polimérfico C. albicans sigue desarrollandose
(Figura 1), con una activa multiplicacion de las células que lo componen, formando una
monocapa que recubre toda la superficie donde se ha adherido. Ahi se produce principalmente
la filamentacion, siendo las hifas las que contribuyen a la estabilidad general, actuando como
soporte para las distintas morfologias celulares: levadura, pseudohifa, hifa y otras células de

microorganismos que pueden formar parte del biofilme™*®),

En la fase de maduracion, el O
desarrollo del biofilme contintia a través mC}Q‘[O —_—

Mmmv‘ pe

de modificaciones morfoldgicas, aumento ; el O’”@‘@

en el nimero de células y produccion de m“‘O P
Gue 1o zinc depletion 5&“:1,":";:’:‘ ‘"'T""" /

matriz extracelular polisacaridica, siendo : ___.Q_.%_.

‘High pH (6.7): cells
form hyphae exclusivaly

C. albicans la principal especie . T~

hyphal phenotype

productora de biofilmes dentro el género
Candida. Figura 1. Ciclo bioldgico de C. albicans (14),

Cuando se observa la formacidon de biofilmes en la superficie de objetos, los biofilmes de
C. albicans exhiben una densa red de levaduras y células filamentosas embebidas en una matriz
de material exopolimérico. Los andlisis bioquimicos tras la introduccion de potentes técnicas
de protedmica, glicomica y lipidomica, han manifestado que la composicién general de la
matriz de los biofilmes de C. albicans representa cada una de las cuatro clases
macromoleculares principales: polisacaridos, proteinas, lipidos y 4cidos nucleicos.

Las proteinas (55% del peso seco del biofilme) son principalmente glicoproteinas,
enzimas glucoliticas y proteinas de choque térmico. Se han identificado hasta 565 proteinas
diferentes, lo que representa un total de 458 actividades distintas*®. Muchas de ellas son sefiales
de secrecidn, pero la mayoria no presentan dicha sefial, lo que indica una via de secrecion no
canonica y/o la acumulacion de proteinas después de la muerte celular. Ademas, en modelos de
estudio in vivo™” se han hallado proteinas del huésped, que incluyen proteinas relacionadas con
el grupo hemo y proteinas inflamatorias y asociadas a leucocitos, como hemoglobina,

mieloperoxidasa, proteina C reactiva y alarmin S100-A9.
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La arabinosa, la manosa, la glucosa y la xilosa constituyen los monosacaridos mas
abundantes del conjunto total de hidratos de carbono®®. Por otra parte, mediante RMN se
revelaron los exopolisacaridos principales, los mananos, especificamente, a-1,2 ramificados y
a-1,6 mananos. Estos polisacaridos de manano estan asociados con glucanos -1,6 lineales, que
constituyen aproximadamente el 13% de todos los carbohidratos en un complejo de manano-
glucano aparente (MGCx)®.

La mayoria de los lipidos (15% del peso seco) identificados fueron glicerolipidos neutros,
glicerolipidos polares y, en un menor porcentaje, esfingolipidos”). No es sorprendente que el
ergosterol, principal esterol en las membranas de las células fungicas, es el unico esterol
detectado en la matriz, aunque en concentraciones muy modestas. Ademas, pequefias
cantidades de prostaglandina E2 (un precursor de eicosanoides) también se encuentran en la
matriz extracelular de biofilme de C. albicans®.

La matriz extracelular de Candida albicans también esta formada por DNA extracelular
(eDNA\) en una proporcion del 5%“9. Se han propuesto diferentes mecanismos por los que éste
puede estar presente, tanto procedente del interior del biofilme o por captacion del exterior,
como transmision horizontal o lisis celular®®. Este eDNA estd compuesto en su mayoria por
secuencias aleatorias no codificantes, aunque su funcién podria ser importante en la resistencia
a antifingicos®?.

Ademas, esta composicion puede verse afectada por diversos factores externos, como la
saliva, pH, fuente de carbono o presencia de otros microorganismos, por lo que dependera de
las condiciones ambientales, la evolucion y la naturaleza de los biofilmes®.

Aparte de la composicion de la matriz, varios estudios recientes se centran en la
regulacion genética de la misma (Figura 2). El manano y el f-1,6-glucano son componentes
esenciales para la formacién de la matriz ya que la deleccion unica de genes que codifican
proteinas implicadas en su producciéon (ALG11, MNN9, MNN11, VAN1, MNN4-4, PMR1 y
VRG4 para la produccion de manano y BIG1 y KRES5 para la produccion de -1,6-glucano)
produjeron la eliminacion casi completa de la biopelicula®”. Por otro lado, hay dos reguladores
de la produccién de la matriz extracelular: Rmll y Zapl. La ausencia del primero (Rm11)
conduce a la reduccion de los niveles de matriz*”); mientras que la del segundo (Zap1) supone
un aumento de la misma, debido a la sobreexpresion de las glucoamilasas Geal y Gea2t’?)
que, junto con otras enzimas hidrolizantes, son importantes para la degradacion de
biopolimeros®.

La matriz de biofilme es critica en la formacién de las biopeliculas de C. albicans. Sus

funciones son: media las interacciones adhesivas y cohesivas, otorga estabilidad mecanica e
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integridad, permite la dispersion celular, limita la difusion de sustancias toxicas y nutrientes, e
incluso actia como un sistema enzimético. Sin embargo, la funcién principal de esta matriz
extracelular es la de proteccion del biofilme debido a las importantes repercusiones clinicas,
actuando como barrera fisica para proteger las células que hay en su interior frente a los factores
ambientales®218),

En la ultima fase (dispersion), las células levaduriformes de Candida no adheridas se
liberan del biofilme alli donde pueden colonizar otras superficies. Esta etapa tiene gran
importancia clinica ya que las células liberadas pueden iniciar la formacion de nuevas
biopeliculas o bien diseminarse en los tejidos del huésped y, por tanto, desarrollar candidemias
y enfermedades invasivas diseminadas®®. A pesar de que las células dispersadas son muy

similares a la
planctonicas, @ Candida albicans
presentan ciertas

diferencias respecto a
estas Gltimas. Entre sus
caracteristicas

destacan una mayor
adherencia, mayor
capacidad para formar

nuevos biofilmes vy

mayor virulencia, lo

que se ha puesto de Figura 2. Red de regulacion transcripcional en C. albicans, destacando los
manifiesto mediante | factores transcripcionales implicados en la adhesion, matriz extracelular,
filamentacion y formacion del biofilme ™,

estudios de infeccion
in vivo en ratones®?. Este proceso depende de tres reguladores transcripcionales identificados:
Pesl, Nrgl y Ume6, siendo estos dos ultimos de gran importancia ya que su sobreexpresion
aumenta el nimero de células dispersadas liberadas activamente de la pelicula®.

Por otro lado, la chaperona molecular Hsp90 también esta implicada en el proceso de
dispersion. La expresion de la misma supone una disminucion del numero de células
dispersadas que son liberadas y la induccion de la filamentacion®. Por dltimo, la
sobreexpresion de la proteina Ywpl de la pared celular hace que el biofilme tenga mayor

adherencia, regulando de manera negativa el proceso de dispersion®*,
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4.3. Sistemas de comunicacion de los biofilmes

El término quorum sensing (QS) o “percepcion de quérum” designa un sistema de
comunicacion intercelular complejo, por el que los microorganismos coordinan una respuesta
uniforme para su supervivencia, y aseguran la colonizacion de habitats. Es el llamado “lenguaje
de los microorganismos”.

Los biofilmes de Candida se han estudiado habitualmente como biofilmes de una sola
especie, aungue in vivo se observa una realidad muy diferente. En general, los biofilmes estan
compuestas por multiples microorganismos diferentes que interactian como una comunidad
donde hay relaciones sinérgicas y/o antagonicas. Debido al ambiente, las vias metabodlicas de
C. albicans implicadas en la transicion de levadura-hifa asi como su virulencia, dependen de
un gran nimero de moléculas que proceden de quorum sensing®?. Este proceso comprende la
produccién y liberacion de una molécula sefial (autoinductor) que, segln la densidad celular,
aumentard su concentracion y favorecerd la expresion colectiva y coordinada de genes
especificos, en todas las especies involucradas para el desarrollo de la biopelicula”. Esta
secrecion de sefiales influye en el comportamieno de unas especies hacia otras, de manera fisica
(ej: las hifas flngicas actuan como soporte para el crecimiento bacteriano); o bien quimica
mediante alteraciones del ambiente que les rodea: pH, concentracion de oxigeno... ®

Entre este tipo de moléculas sintetizadas por C. albicans destacan el farnesol, el acido
farnesoico, el triptofol y el alcohol feniletilico®). El farnesol se produce como un producto
secundario de la ruta sintética de los esteroles, mediante la desfosforilacion del farnesol
pirofosfato (FPP) y su principal funcion es influir en la morfologia de C. albicans sin afectar la
tasa de crecimiento. Su capacidad para inducir la transicion de hifas a levaduras y la
acumulacion de farnesol en biofilmes en crecimiento, lo convierten en un candidato atractivo
para promover la dispersién de células de levadura de la superficie de las biopeliculas. Sin
embargo, no se ha demostrado que la adicion de farnesol exdgeno, a concentraciones
fisiologicas, aumente la dispersion de la levadura desde las superficies de las biopeliculas®?.
Ademas, el farnesol afecta la expresion de genes implicados en fenotipos tan diversos como la
resistencia a farmacos, el mantenimiento de la pared celular, la respuesta fagocitica, la
hidrofobicidad superficial, el metabolismo del hierro y el choque térmico. Teniendo en cuenta
sus diversos efectos sobre la biologia celular de C. albicans, no es sorprendente que el farnesol
afecte a varias vias centrales de sefializacion en C. albicans, lo que conlleva a la expresion de
ciertos productos de sintesis que van a permitir la inhibicidn del crecimiento de otras especies

de microorganismos que se encuentren en su entorno®®).
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Los biofilmes suelen estar formados por més de una especie de microorganismos, que
pueden tener relaciones sinérgicas o antagonicas. Dentro del primer grupo encontramos a
C. albicans asociada con Streptococcus mutans, Streptococcus sanguinis, Actinomyces viscosis
y Actinomyces odontolyticus. Se ha observado un aumento del desarrollo de hifas, acompafiado
de la sobreexpresion de HWP1, ALS3 y EPAL, en el biofilme de especies mixtas, tanto en
superficies acrilicas como en el epitelio oral humano reconstituido (RHOE). Ademas, el dafio
tisular y la invasividad son mayores cuando estas cinco especies estan coinfectando y formando
biopelicula en RHOEs®?". Asi mismo, los estudios de estomatitis realizados con la asociacion
de C. albicans y S. mutans reflejan una relacion sinérgica, ya que su coexistencia conduce a
una mayor formacion de biopeliculas, en comparacion con biofilmes individuales, a pesar del
efecto negativo que S. mutans tiene sobre la formacion de hifas. Estos biofilmes con dos
especies muestran dos capas: células S. mutans unidas a la superficie seguidas por células de
C. albicans como una segunda capa®®. Por ultimo, la observacion del biofilme formado por
C. albicans junto con Staphylococcus aureus, mostré una primera capa de biofilme de
C. albicans unida a la superficie cubierta por una monocapa de S. aureus que se incluye en la
matriz extracelular formada por células de Candida. Se ha demostrado que esta matriz
extracelular protege a S. aureus de la muerte por vancomicina®.

Respecto a las relaciones antagonicas, las mas importantes son la de C. albicans con
Lactobacillus y con Pseudomonas aeruginosa. La primera de ellas se encuentra en la vagina,
en la que Lactobacillus sintetiza acido lactico que se libera al medio, disminuye el pH de la
mucosa vaginal y dificulta asi el crecimiento de C. albicans. Por su parte, la relacion de
P. aeruginosa con C. albicans es importante ya que ambas especies coexisten en los biofilmes
que se forman en catéteres, quemaduras y en pacientes con fibrosis quistica (FQ) en el
pulmén®?, La infeccion pulmonar por P. aeruginosa genera condiciones anaerobicas que, en
pacientes con FQ promueve la transicion de bacterias anaerébicas, como las periodontales de
la microbiota oral, al moco de las vias respiratorias. Ademas, la microbiota presente en las vias
respiratorias superiores de los pacientes con FQ es mas diversa de lo que se pensaba, habiéndose
aislado P. aeruginosa y C. albicans en el esputo de pacientes con FQ. P. aeruginosa inhibe el
crecimiento de C. albicans mediante la secrecién de moléculas, como la piocianina y 3-0xo-
C12-homoserina lactona, que son moléculas de sefalizacion célula-célula, y mata

selectivamente los filamentos de C. albicans formando biopeliculas en sus superficies®V.
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4.4. Importancia clinica

Las infecciones de etiologia fungica son actualmente un problema cada vez més frecuente
en nuestro ambiente debido a los tratamientos antimicrobianos de amplio espectro, a los
antineoplasicos y a un mayor numero de maniobras invasivas en el ambito clinico. Candida
albicans es un microorganismo comensal que coloniza las mucosas gastrointestinal y vaginal
del 30-70% de los individuos sanos, en los que su crecimiento esta controlado por el sistema
inmunitario innato (no produciendo enfermedad). Sin embargo, en pacientes con factores
predisponentes infecta tejidos y mucosas, siendo el responsable de infecciones graves (400 000
casos por afio), con una tasa de mortalidad superior al 30%©?),

Afecta en su mayoria a pacientes criticos, como los infectados por VIH, pacientes
oncologicos, pacientes trasplantados, pacientes quirdrgicos y neonatos, siendo el cuarto
patdgeno mas frecuente que se aisla en hospitales. Las infecciones mas graves son las
candidiasis invasivas, destacando la candidemia como la mas importante. Estas se producen
debido a la presencia de dispositivos biomédicos, que actian como soporte para el desarrollo
de biofilmes, que se desarrollan con mayor frecuencia cuanto mas larga sea la estancia
hospitalaria, suponiendo un coste econémico de hasta 6 500 millones de dolares en asistencia
médica®.

En las infecciones producidas por biofilmes, los catéteres intravasculares son los
dispositivos biomédicos mas frecuentes. La infeccion puede darse en cualquier momento desde
la colocacion del catéter, dado que los microorganismos pueden contaminar los liquidos de
infusién o las conexiones del catéter. En aquellos que se dejan poco tiempo, Candida puede
migrar desde la piel del paciente a través de la superficie externa del catéter hasta el torrente
circulatorio. En aquellos pacientes oncoldgicos neutropénicos, se pueden translocar al torrente
sanguineo y alcanzar el segmento intravascular del catéter. Del mismo modo, las especies
de Candida son las responsables de otras infecciones asociadas a la presencia de dispositivos

biomédicos como protesis articulares, marcapasos, sondas urinarias, drenajes biliares, etc®?,

4.5. Mecanismos y factores de resistencia a antifungicos del biofilme
Los principales sitemas de resistencias se resumen en la Figura 3 y son los siguientes:

a) Matriz extracelular: la matriz es el contribuyente principal a los elevados niveles de
resistencia exhibidos por las biopeliculas de C. albicans. Aparte de ser la estabilizadora de la
arquitectura general del biofilme, ejerce una funcion fisica de barrera frente a los antifungicos
y demas compuestos en general, siendo mayor la resistencia cuanta mayor sea la abundancia de

la misma®¥. El componente principal de dicha matriz es el polisacarido p-1,3-glucano ya que
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el tratamiento de biofilmes con B-1,3-glucanasa aumenta la susceptibilidad de las biopeliculas
al fluconazol®®). Este polisacarido se une a anfotericina B, lo que se ha demostrado en otro
estudio donde el farmaco radiomarcado (*H-fluconazol) s6lo se secuestra en presencia de
manano de la matriz y B-1,6-glucano®®®, lo que resalta la importancia de estas moléculas en la
resistencia. No obstante, C. albicans, es capaz de resistir altas concentraciones de antifingicos
en las primeras etapas de formacidon del biofilme, asi como la capacidad de dichos antifingicos
de difundir facilmente a través de biofilms maduros®”, por lo que el mecanismo de resistencia
se debe a otras razones.

Por otro lado, el DNA extracelular presente en la matriz supone un aditivo en la
resistencia de la matriz a los antifungicos. Martins et al. demostraron que la adicion de DNAasa
mejora la susceptibilidad de las biopeliculas®® ante ciertos antifiingicos como la capsofungina,
aunque el fluconazol no se veia afectado.

Asi mismo, también encontraron que la coexistencia de células de levadura con la bacteria
Staphylococcus epidermidis, cominmente presente en biofilmes mixtos in vivo, ralentiza la
penetracion del farmaco®, sugiriendo que la resistencia a los antifiingicos en la clinica podria
ser mas compleja de lo que sugiere en las investigaciones in vitro*?.

Por ultimo, cabe destacar que, en funcion de la configuracion del locus del tipo de apareamiento,
C. albicans puede formar dos tipos de biofilmes: una biopelicula a/a "patéogena" y una
biopelicula "sexual" a/a o o/a®. Las biopeliculas patdgenas se consideran impermeables,
impenetrables y resistentes a los medicamentos, mientras que las biopeliculas sexuales carecen
de estas caracteristicas. Curiosamente, estas propiedades diferentes estdn principalmente

relacionadas con las diferencias en la matriz©®?.
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Figura 3. (A) Mecanismos de Resistencia a antiflngicos de los biofilmes de C. albicans. (1) Penetracion
lenta del antimicrobiano en el interior del biofilme; (2) zonas de no crecimiento o crecimiento lento del
biofilme; (3) Respuesta adaptativa al estrés ambiental; (4) Células persistentes. (B) (5) Sobreexpresion de las

bombas de eflujo (MDR y CDR); (6) Inhibicidon de la sintesis del ergosterol @7),
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b) Microambiente quimico: en el interior del biofilme el microambiente quimico est&
alterado, lo que supondra una reduccion o supresion en la tasa del crecimiento celular. Debido
a la elevada densidad de células y a la escasa disponibilidad de nutrientes - sobre todo en la
zona basal - la actividad de farmaco en la superficie es diferente a la que ejerce en las células
plancténicas. Esto supone un mecanismo de resistencia del patdgeno, ya que seran necesarias
mayores concentraciones de antifingico para que el tratamiento sea eficaz“?. Ademas, otros
factores como el pH, la temperatura, la disponibilidad de oxigeno, etc, alteraran la arquitectura
de la biopelicula y posiblemente la susceptibilidad antifungica®®. Estos aspectos se han
comprobado mediante el estudio de la sensibilidad de los biofilmes de C. albicans a anfotericina
B frente a las células planctonicas de la misma. Chandra et al. observaron que la anfotericina B
reduce el nimero de células levaduriformes, lo que es independiente de la tasa de crecimiento
de las levaduras en el interior del biofilme. Este hecho indica que la resistencia no sélo depende
de la velocidad de crecimiento sino del grado de maduracion del biofilme®“®, obteniendo valores
menores de concentracién minima inhibitoria (CMI) en estadios tempranos del desarrollo del
biofilme.

c) Densidad celular: se acepta comunmente que la densidad celular puede afectar la
eficacia de los agentes antimicrobianos. Esto es especialmente cierto en biofilmes, donde
elevadas cantidades de células se concentran en un ambiente pequefio, debido a la baja
disponibilidad de nutrientes necesarios para su crecimeinto y desarrollo, sobre todo en la zona
basal®”). En estas condiciones se requiere una mayor concentracion de antifungico para
erradicar al patdgeno, lo que constituye un mecanismo de resistencia del mismo.

d) Modificacion de la expresion de genes: la exposicion de los biofilmes maduros a los
agentes antimicrobianos habitualmente induce genes de resistencia. Se ha formulado la
hipétesis de que un cambio en la composicion de los esteroles de membrana plasmatica durante
la formacién de las biopeliculas (concretamente del ergosterol) y del glucano de la pared
celular, podria explicar la resistencia de los biofilmes a los azoles y las equinocandinas,
respectivamente*?).

El ergosterol es esencial para el crecimiento de C. albicans, por lo que constituye una
diana ideal para los antifungicos. La biosintesis de ergosterol en C. albicans es un proceso
complejo que incluye numerosas enzimas, donde estan implicados los genes ERG (ergosterol
resistance gene)'?. Debido a que los azoles inhiben la sintesis de dicho compuesto, los
biofilmes de C. albicans aumentan la expresion de los genes relacionados con la produccion
del mismo, tales como ERG1, ERG3, ERG11 y ERG25. En cambio, las células planctnicas

s6lo sobreexpresan ERG9 y ERG11“%), lo que indica una mayor capacidad de las biopeliculas
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de responder al estrés antifingico. Ademas, se ha desscubierto que la eliminacion de los genes
MNN9, MNN11, VAN1, MNN4-4, VRG4, PMR1, BIG1, KRE5 y FKS1 conduce a una mayor
susceptibilidad al fluconazol en las células del biofilme, pero no en las células planctonicas?.

e) Modificacion del sustrato diana del farmaco: otro método usado para evitar la accién
de los agentes antimicrobianos es la fosforilacion de los sustratos, concretamente a través de
mutaciones en ERG3 y ERGS5, cuyo resultado es la resistencia cruzada a anfotericina B y
azoles™,

f) Bombas de eflujo: las bombas de eflujo facilitan el transporte extracelular de
antifungicos, evitando asi su acumulacion intracelular®. Se ha comprobado que las dos
familias principales de bombas de eflujo estan reguladas positivamente durante la etapa de
formacion y crecimiento del biofilme®”; y contribuyen a la resistencia a los farmacos en
C. albicans. Por un lado, los transportadores ABC (casete de union a ATP) codificados por los
genes CDR (Candida drugs resistance), que engloban a CDR1 y CDR2, lo que se pudo
demostrar mediante el marcaje con GFP (proteina verde fluorescente) de las bombas de
eflujo“”. La segunda superfamilia principal esta codificada por los genes MDR (multidrug
resistance), comprendiendo MDR1 y FLU1“®), Sj existe una doble mutacion de los mismos
junto con los CDR, la pérdida de la resistencia del biofilme a los antifiingicos esta asegurada®”.

Aunque estos genes pueden expresarse en cepas planctdnicas resistentes, se ha visto que
se expresan particularmente en los biofilmes®?, siendo resistentes a azoles. Curiosamente, las
equinocandinas no se ven afectadas por las bombas de eflujo®®.

Una caracteristica de las bombas de eflujo es su capacidad para unirse a una variedad de
medicamentos estructuralmente no relacionados®®. Por lo tanto, es concebible que, en el
entorno de las biopeliculas de C. albicans, las bombas de eflujo se empleen principalmente
como un medio de desintoxicacion celular. De este modo, las biopeliculas mantienen un entorno
fisico-quimico local apropiado para el crecimiento y la supervivencia del microbioma.

g) Células persistentes y respuesta al estrés: constituyen un pequefio subconjunto de
células levaduriformes en estado metabolicamente latente, que surgen como variantes
fenotipicas del tipo salvaje dentro de los biofilmes (no se encuentran en poblaciones de células
planctonicas)®” y que son extremadamente resistentes a los farmacos antimicéticos®. Se ha
demostrado que la anfotericina B induce el estrés oxidativo en células fungicas, ocasionando la
muerte por la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)®Y. Sin embargo, en estos
biofilmes previamente tratados se observé la expresion de superdxido dismutasa (SOD), enzima

que detoxifica los ROS, provocando una mayor supervivencia de C. albicans®Y.
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4.6. Potenciales dianas terapéuticas
Actualmente, no existen farmacos especificos de biofilmes para el tratamiento de ninguna
infeccion producida por éstos, por lo que la erradicacion de dichas infecciones es
particularmente problematica.
4.6.1. Inhibicién de la formacién del biofilme: esta estrategia tiene como objetivo evitar que
el biofilme llegue a formarse, gracias a la difusién de una alta concentracion de antifungico en
la luz del catéter durante horas o dias, lo que evita la toxicidad sistémica en el paciente. Se han
obtenido resultados prometedores con micafungina (5 y 15 mg/L), capsofungina (5 y 25 mg/L)
y posaconazol (10 mg/L), siendo la micafungina la mas efectiva®. Ademas, si la micafungina
se combina con etanol al 70%, los resultados son mucho mas efectivos, como en el estudio
realizado por Piersegilli et al®®.
4.6.2. Recubrimiento del catéter: el revestimiento del material médico con nanoparticulas o
moléculas con actividad farmacoldgica que eviten la aparicion de estas infecciones se considera
uno de los principales objetos de estudio. Se ha observado un niumero menor de infecciones
sistémicas con recubrimientos de clorhexidina, sulfadiazina y minociclina-rifampicina en el
catéter, lo que también es aplicable a protesis de zirconio y titanio para implantes®®.
4.6.3 Polimeros: Ademas de recubrir las superficies con moléculas especificas, otra estrategia
se basa en la modificacién de polimeros incorporados en dispositivos médicos. Los derivados
de polietilamina insolubles en agua y organolubrificables son capaces de inhibir el crecimiento
de C. albicans, residiendo su actividad en la alteracion de la integridad de la membrana.
Ademas, el quitosano (polimero natural), también es eficaz contra los biofilmes de
C. albicans®,
4.6.4. Nuevos productos naturales o péptidos sintéticos: recientemente se han descrito
nuevas moléculas con actividad antifingica. Entre ellas, destacan los fenilpropanoides y
terpenoides de origen vegetal, y las fenazinas producidas por Pseudomonas aeruginosa. Dentro
de los compuestos sintéticos, destaca el peptido KSL-W y el SM21. Todos ellos inhiben la
transicion de levadura a hifa, asi como la formacion del biofilme(®.
4.6.5. Antifangicos en combinacion:
e Combinacion de antifungicos: las combinaciones de anfotericina B y posaconazol, y
anfotericina B con flucitosina son sinérgicas contra las biopeliculas de Candida®".
e Antifungicos y moléculas de quorum sensing: en C. albicans, el farnesol (molecula
del QS) inhibe la formacién de hifas y de los biofilmes por lo que es un excelente

candidato como antifangico.
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Antifungicos y péptidos cationicos: los antibidticos peptidicos catidnicos han
mostrado un efecto sinérgico cuando se usan en combinacién con agentes antifingicos,
como la polimixina B con azoles®®,

Antifungicos y agentes antibacterianos: la asociacion de antibioticos como
rifampicina y tetraciclina con anfotericina B mejora la actividad del agente antiflngico.
Esto se debe a que la anfotericina B se une a los esteroles de la membrana fungica
aumentando su permeabilidad, lo que permite la entrada y posterior interferencia del
resto de antibi6ticos®”. Lo mismo sucede con las fluoroquinolonas, que inhiben la

replicacion del DNA flngico una vez el antifiingico ha alterado la membrana celular®®.

4.6.6. Nuevas formulaciones: a pesar de las resistencias y gracias a las nuevas formulaciones,

hay ciertos antifungicos que siguen siendo efectivos. Es el caso de las formulaciones lipidicas

de polienos, como la anfotericina B liposomal y el complejo lipidico de anfotericina B. Cuando

se usan en modelos bioprostéticos, se observa una CMI similar a la de las células planctonicas.

Ademas, en el mismo modelo, que las equinocandinas, la capsofungina y la micafungina

vuelven a ser eficaces contra el biofilmes 9,

4.6.7. Otras terapias:

Aspirina: el &cido acetilsalicilico es eficaz a concentraciones de entre 0,43-1,736 mM,
ademas de tener efectos sinérgicos en combinacion con la anfotericina B©?. La aspirina
ha demostrado actividad antiflngica, antibacteriana y antiviral debido a su capacidad de
producir cambios en el potencial de membrana y la produccion de factores de virulencia,
reduccion en la produccion de polisacaridos extracelulares y prostaglandinas.
Inactivacion fotodindmica: se basa en el uso de luz visible y un colorante no toxico
Ilamado “fotosensibilizador” que cuando se activa conduce a la produccion de especies
ROS. Posteriormente, las ROS matan a las células microbianas especificas debido al
dafio provocado en el DNA, las proteinas y/o la membrana celular, siendo eficaces el
azul de toluidina (0,1 mg/mL) y el azul de metileno. La ausencia de toxicidad de los
colorantes y el bajo costo de la técnica hacen que este enfoque alternativo tenga un gran
potencial ©),

Otras: recientes estudios sugieren que las proteinas de la superficie celular Hwpl, Alsl
y Als2, asi como la proteina relacionada con la pared celular Sun41, podrian ser posibles
dianas terapéuticas dado su papel critico en la adhesion y virulencia del biofilme™. Por

ultimo, el ibuprofeno y el ambroxol, en combinacién con el fluconazol y voriconazol,
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respectivamente, reducen la expresién de bombas de eflujo y, por tanto, una mayor
eficacia en el tratamiento de las candidiasis®?.

. CONCLUSIONES

. Los biofilmes de C. albicans tienen gran repercusion clinica debido a que constituyen un

elevado porcentaje de las infecciones fungicas humanas y su tratamiento es dificil debido a

la resistencia que presentan a los antifungicos.

. La liberacion de las nuevas células fangicas desde el biofilme hace que la infeccion se

disemine por el organismo, especialmente en individuos inmunocomprometidos.

. Es necesario desarrollar nuevos métodos para la eliminacion y control de biofilmes en

implantes y catéteres, a fin de disminuir el riesgo y la gravedad de las infecciones producidas.

. Los genes implicados en la formacion y desarrollo de biofilmes, asi como los sistemas de

quorum sensing, constituyen nuevas dianas en el desarrollo de inhibidores especificos como

alternativa a los tratamientos disponibles actualmente.
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