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RESUMEN

El &cido y-aminobutirico (GABA), es un aminoacido no esencial presente en
distintos organismos. En algunos hongos el GABA es una fuente de nitrégeno y
carbono. En el humano este neurotransmisor estd localizado en el cerebro, en
otros tejidos y en células del sistema inmune. En la practica médica,
medicamentos analogos (como gabapentina y pregabalina) y agonistas
(benzodiacepinas como lorazepam) son utilizados para contrarrestar el exceso de
Cloro y la deficiencia de Calcio en las neuronas.

Candida albicans forma parte de la micobiota humana. Durante el efecto de
diversos factores de riesgo, la levadura cambia su velocidad de crecimiento y su
morfologia de levadura a hifa, relacionado con la invasién a los tejidos. Se ha
descrito que GABA y algunos derivados tienen un efecto inhibidor sobre el
crecimiento de C. albicans: la formacion del tubo germinativo y de biopeliculas. El
objetivo de este estudio fue determinar si en nuestras condiciones experimentales
el GABA, dos analogos y un antagonista, a diferentes concentraciones, solos o
combinados, ejercen un efecto en el crecimiento de C. albicans in vitro.

A partir de una suspension de cultivo reciente, Candida albicans fue depositada en
medio minimo sintético (MMS), al cual se le afadi6 GABA, pregabalina,
gabapentina y/o lorazepam, en dosis inicial, periédica o en combinacion; se incubd
a 37°C en agitacion. Posteriormente se tomaron alicuotas por duplicado para
medir la Densidad Optica a las 0, 18, 24, 48 y 72 horas. Se conté el namero de
levaduras, y se determiné la viabilidad celular por subcultivo en agar dextrosa
Sabouraud. Se tomaron 15 pl del cultivo para la realizacion de la observacién
microscopica de su morfologia en los mismos tiempos previamente mencionados.

Se realizaron tres pruebas estadisticas (ANOVA, prueba de Tukey vy
Comparaciones multiples mediante el Método de Dunnett) para evaluar diferencias
significativas en el crecimiento de Candida albicans con los farmacos de los
cuales, en dosis Unica y en combinacion no hubo diferencias entre estos.
Lorazepam fue significativamente distinto entre los farmacos y pruebas ya
mencionados, en dosis Unica fue dosis-dependiente en inhibicion y en dosis
periodica inhibio el crecimiento y la viabilidad celular de C. albicans. En el estudio
morfologico se observd que la pregabalina y en menor proporcién la gabapentina,
indujeron la formacién de pseudohifas en las levaduras, bajo la acciéon de una
dosis inicial como durante la adicion peridédica o combinada de los medicamentos.
Se concluye que la pregabalina y gabapentina favorecen la transformacion de
levadura a pseudohifa, estructura fungica que es considerada como un factor de
virulencia del hongo. Es posible que los analogos de GABA puedan influir en el
desarrollo de la candidosis invasiva y el lorazepam inhiba el crecimiento de
Candida albicans.




INTRODUCCION

Acido y-Aminobutirico

El acido y-aminobutirico (GABA) es un aminoacido pequeiio (C4HgNO>),
compuesto por un grupo amino y un grupo carboxilo (Figura 1), por mucho tiempo
fue considerado como un producto del metabolismo de bacterias, hongos y
plantas, posteriormente su presencia fue reconocida en el cerebro humano
(Reyes-Garcia et al., 2012). En la actualidad se sabe que es el principal
neurotransmisor inhibitorio del Sistema Nervioso Central (SNC) y periférico (SNP).
Se le encuentra, junto con sus receptores especificos en las neuronas, en tejidos
periféricos de testiculos, ovarios, pancreas, intestino y células del sistema inmune
como macrofagos, células dendriticas y linfocitos (Jin et al., 2013).

Figura 1. Estructura del &cido gamma aminobutirico. Tomada de: PubChem, 2019.
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/119

En los humanos, el GABA, se produce principalmente en el encéfalo a partir
del glutamato, en un proceso conocido como desviacion del GABA (GABA shunt),
en el que la enzima glutamato-descarboxilasa (GAD; isoformas GAD65 y GAD67)
convierte el glutamato en GABA. En el proceso contrario, el GABA se metaboliza
en semialdehido succinico por la accion de la GABA transaminasa (GABA-t), que
después pasa a acido succinico, el cual, durante el ciclo de Krebs produce el alfa-
cetoglutarato que en presencia de GABA-t, regenera al glutamato (Figura 2)
(Shelp, et al., 1999; Jin, et al., 2013).
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Figura 2. Desviacion de GABA. Tomado de Siegel et al., Basic Neurochemistry: Molecular,
Cellular and Medical Aspects. 1999.




El GABA ejerce su accion al unirse a 3 tipos de receptores de superficie: A,
B y C. Los receptores de GABAA (GABAAR) y GABAc: (GABACR) son canales
idnicos que se activan por el ligando (ionotropicos). Los GABAAR son estructuras
heterodimericas y son codificados por diferentes genes, cuyos productos
corresponden a 19 subunidades (a 1-6, B 1-3, v 1-3, 3, ¢, 0, w, p 1-3) (Prud’homme
et al.,, 2015; Barrargan et al., 2015). Los GABAcR se forman sélo por las
subunidades pl y p2 y funcionan de manera parecida a los GABAAR, aunque son
distintos estructuralmente. Los receptores de GABA tipo B (GABAgR) se
encuentran acoplados a las proteinas G triméricas (GPCR), por lo que se
considera metabotropicos. Estos receptores se expresan tanto en neuronas como
los tejidos periféricos ya mencionados (Bormann, 2000; Versele et al., 2001).

Los receptores de GABA, principalmente GABAa, pueden interactuar con
farmacos de uso clinico como los flavonoides o benzodiacepinas (Estrada-Reyes
et al., 2012), en el caso de las benzodiacepinas, éstas se utilizan para el
tratamiento de la epilepsia, el insomnio y la depresion, entre otros trastornos.
Ademas, el GABAAR también se relaciona con el consumo de alcohol; éste actia
sobre dicho receptor reduciendo la tensién y la inhibicibn en el individuo,
provocando bienestar, por lo que interviene junto con otras substancias y procesos
neuronales en la adiccion a dicha sustancia (Méndez-Diaz, et al., 2010).

Cuando GABA se une a los GABAAR, provoca una hiperpolarizacion de la
membrana plasmatica dado que genera un cambio conformacional que abre el
canal i6nico de cloro; este proceso hace a la permeable membrana al ion Cl-,
inhibiendo la transmision de impulsos nerviosos y causando efectos
tranquilizantes, sedantes o ansioliticos (Estrada-Reyes et al., 2012). Por otra
parte, cuando GABA se une a los GABAgR se produce una disociacion de las
subunidades a, B y v, responsables de la sefializacion intracelular por segundos
mensajeros de las células que los poseen (Heaney and Kinney, 2016).

Los estudios de GABA, se han enfocado a la creacion de farmacos, y al
papel como posible coadyuvante de la respuesta inmune en humanos en
condiciones de estrés (Abdou et al., 2006). En los ultimos afios GABA también ha
sido utilizado como suplemento alimenticio con el objetivo de beneficiar la salud de
los individuos, mejorando la calidad del suefio o reduciendo la ansiedad, este uso
se ha puesto en duda al no tener claro el mecanismo de accion del GABA,
desconociendo si ejercen sus efectos en el SNC atravesando la barrera
hematoenceféalica o fuera de él, en el sistema nervioso entérico (SNE). Se tiene el
concepto de que su participacion en este aminoacido no atraviesa la barrera
hematoenceféalica (Boonstra et al., 2015).




Un ejemplo del papel del GABA, en procesos infectivos es Toxoplasma
gondii. Este parasito utiliza el GABA del humano infectado como fuente de
carbono en su metabolismo y se ha propuesto que interviene en el desarrollo de
las convulsiones en los pacientes con toxoplasmosis como consecuencia de la
interferencia en la sefializacion cerebral. En un estudio reciente en ratones
infectados con Toxoplasma tipo Il ME49, se observd que este parasito altera de
manera especifica las sinapsis GABAérgicas y tiene una relacién con la actividad
convulsiva (Brooks et al., 2015).

La alteracién en la funcion GABAérgica se asocia a trastornos como la
drogadiccion, epilepsia, esquizofrenia, ansiedad, Parkinson, demencia senil,
Alzheimer y enfermedades como la Corea de Huntington (Cortes-Romero et al.,
2011; Diana et al., 2014; Wong et al., 2003). Se ha sugerido que entre el 30 y 40%
de las neuronas utilizan el GABA como neurotransmisor, por lo que de ello deriva
su importancia como mensajero quimico en el tejido nervioso, y su presencia es
de gran importancia en la funcién sensitiva, motora y cognitiva de los individuos
(Cortes-Romero et al., 2011). El estudio de las interacciones GABAérgicas en el
sistema inmune se ha centrado en tres aspectos principales: 1) la expresion de
GABA y la maquinaria molecular GABAérgica correspondiente; 2) la respuesta in
vitro de células inmunes; y 3) las aplicaciones terapéuticas en las enfermedades
autoinmunes (Prud’homme et al., 2015).

Agonistas: Benzodiacepinas

Las benzodiacepinas son farmacos cuya estructura quimica se compone de
un anillo de siete miembros heterociclicos unidos a un anillo aromético con cuatro
grupos fundamentales, los cuales pueden realizar sustituciones sin pérdida de
actividad, por lo que a las benzodiacepinas clasicas se les denomina 1,4-
benzodiazepinas debido a que el nitrdgeno ocupa la primera y cuarta posiciones
del anillo de diazepina (Sankar, 2012).

La primera benzodiacepina fue sintetizada en 1961 en los laboratorios
Hoffman la Roche. Sin embargo, su actividad farmacologica fue descubierta en
una prueba de deteccion sistematica convirtiendo a las benzodiacepinas en uno
de los farmacos mas prescritos por sus importantes efectos como sedantes o
ansioliticos, anestésicos, anticonvulsivos, relajantes musculares e inductores del
suefio (Rang, 2008; Singh et al., 2010).

Las benzodiacepinas son agonistas que potencian de forma selectiva los
efectos de GABA en los receptores GABAa. En este receptor existe un lugar
accesorio de benzodiacepinas llamado “receptor de benzodiacepinas”, por lo que




aumentan la captacion de GABA y aumentan su efecto agonista con ayuda de un
farmaco adecuado perteneciente a este grupo, por ejemplo, diazepam (Figura 3)
(Rang, 2008). Las benzodiacepinas no actdan sobre los receptores de otros
aminoacidos como el de glicina o el de glutamato. Por lo que esta sustancia forma
parte de los agonistas de la molécula de GABA, que, a diferencia de los
barbituricos, tienen el papel de aumentar la apertura de los canales de cloro,
facilitando la apertura del canal mediante el neurotransmisor GABA (Rang, 2008).
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Figura 3. A) Receptor GABA,. Tomada de: Katzung, 2015. “Farmacologia Basica y Clinica”
13ed. https://www.accessmedicina.com. B) Estructura quimica de una 1,4-benzodiacepina
(Diazepam) Tomada de: Sankar, 2012. “GABAA Receptor Physiology and Its Relationship to the
Mechanism of Action of the 1,5-Benzodiazepine Clobazam”.

Sin embargo, se ha demostrado que estos farmacos tienen muchos efectos
secundarios, como somnolencia, disminucién de habilidades psicomotoras,
dependencia, hipersensibilidad, insuficiencia respiratoria, entre otros. Las
benzodiacepinas tienen un alto potencial adictivo en caso de abuso crénico y en
algunos casos se ha reportado que pueden llegar a intensificar los sintomas, tales
como depresion intensa, ansiedad e insomnio como efecto rebote ante la
tolerancia a la dosis (Lopez-Vantour et al., 2010; Goodman y Gilman, 2015).

Lorazepam

Un ejemplo de una benzodiacepina es el lorazepam, el cual es un
medicamento ansiolitico, hipnotico-sedante, anticonvulsivo y relajante muscular.
Es eficaz para el tratamiento contra la ansiedad en pacientes que sufren neurosis
ansiolitica y ansiedades a corto plazo, en tension asociadas con estrés, en pre-
medicacion quirdrgica, como coadyuvante en farmacos antieméticos y también es
usado para el tratamiento de nduseas y vomito asociado con la quimioterapia para
el tratamiento del cancer. Tiene una duracion de accion corta de 12-18 horas y




actia de manera selectiva en los receptores GABA,, aumentado la respuesta a
esta sustancia (GABA) y con ello la apertura de los canales de cloro. Tiene una
buena absorcibn en la mucosa gastrointestinal y alcanza concentraciones
plasmaticas maximas en 30 a 60 min (Rang, 2008; Rodriguez-Carranza, 2013).

Quimicamente esta compuesta por un anillo bencénico y un anillo diazepinico
(Figura 4).

Figura 4. Estructura quimica de Lorazepam. Tomada de: PubChem, 2019.
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Lorazepam

Anélogos de GABA: Pregabalina y Gabapentina

Ambos compuestos son derivados y anadlogos de GABA (Figura 5), los
cuales ejercen efectos analgésicos sobre dolores neuropaticos por lo que
constituyen los farmacos de primera linea mas empleados para el tratamiento de
neuropatias (Hewitt et al., 2016). Ambos compuestos tienen un mecanismo de
accion similar: se unen a una subunidad de los canales de calcio dependientes de
voltaje (a-2-0) inhibiéndolos, proceso implicado en la etiopatogenia del trastorno
bipolar, ansiedad e insomnio (Houghton et al., 2017).
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Figura 5. Estructura de los analogos de GABA, pertenecientes a Pregabalina y Gabapentina
respectivamente. Tomada de: PubChem, 2019. https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/
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Dicho mecanismo los hace eficaces ante las neuropatias debido a que, una
vez logrado el bloqueo de los canales de calcio, modulan la liberacion de
neuropéptidos sensoriales soOlo bajo condiciones correspondientes a la
sensibilizacion significativa inducida por inflamacion de la médula espinal
(Fehrenbacher et al., 2003). La pregabalina también es eficaz ante trastornos de
ansiedad generalizada, para el tratamiento adyuvante de la mania aguda,
depresion, epilepsia y de mantenimiento del trastorno bipolar refractario. Por su
parte, la gabapentina es eficaz en el tratamiento antiepiléptico (Gee et al., 1996),
pero se ha discutido su papel en la eficacia total ante trastornos de ansiedad.
Caso contrario a Gabapentina, el cual se encontré con mayor eficacia a trastornos
de ansiedad pre-operatoria (Berlin et al., 2015). No obstante, frecuentemente
ambos son administrados en conjunto.

En un principio la gabapentina fue disefiada como una estructura similar al
GABA, de tal modo que funcionara como un farmaco antiespasmaodico que actuara
sobre los receptores GABA (Houghton et al.,, 2017). Sin embargo, ni la
gabapentina ni la pregabalina se unen a los receptores GABA, si no, que son
ligandos para los canales de calcio dependiente de voltaje. Por otro lado, hay
evidencia de que sus propiedades antiepilépticas y analgésicas estan
directamente relacionadas con su interaccion de dicho canal (Bian et al., 2006).

La absorcion de la gabapentina se lleva a cabo en el intestino delgado por
un proceso de transporte activo, mediado por un transportador de aminoéacidos, el
cual se expresa principalmente en el intestino delgado proximal (Chen et al., 2013)
pero la gabapentina no se une a las proteinas plasmaticas y su metabolismo
hepatico es insignificante, ya que se elimina esencialmente por via renal (Calandre
et al., 2016).

El metabolismo hepético de la pregabalina es igualmente insignificante,
pero en comparacion con la gabapentina, la excrecion renal de la pregabalina es
menor que la excrecidn de creatinina, lo que indica que el farmaco experimenta
reabsorcion tubular (Bockbrader et al., 2010).

Los estudios en torno a esos dos compuestos analogos estdn mas
enfocados a tratamientos contra neuropatias, por lo que se han encontrado y
determinado concentraciones fisiologicas eficaces para el tratamiento de estas.
Asi la dosis minima efectiva de la pregabalina es de 75 pumol/kg; de la gabapentina
es de 146 pmol/kg (Hewitt et al., 2016).

Para los dos analogos, las dosis y las concentraciones séricas que se
buscan mantener en el tratamiento contra la epilepsia se han establecido en
rangos pequenos: en el caso de la pregabalina las dosis de sostén van desde 150
a 600 mg/dia con una concentracion sérica de 5-10 pg/mL; para la gabapentina es




de 900 a 4800 mg/dia con una concentracion sérica de 4-16 pg/mL (American
Epilepsy Society, 2015). Por lo que al requerirse cantidades menores y tener una
vida sérica media mas larga, la pregabalina es méas eficaz y de mas rapida accion
qgue la Gabapentina (Hewitt et al., 2016). Paralelamente para el caso de GABA hay
concentraciones séricas submicromolares cuyo intervalo no esta bien definido,
pero dichas concentraciones estan presentes alrededor de las neuronas en el
cerebro, dentro de los islotes pancreaticos y en la sangre (Barragan et al., 2015).

Cuadro 1. Caracteristicas generales de los farmacos incluidos en este estudio.

Gabapentina

Pregabalina

Lorazepam

Tipo de farmaco

Antiepiléptico

Neuropdtico,
antiepiléptico

Ansiolitico (relajante)

Principales
indicaciones

Epilepsia, crisis
parciales,
ansiedad...

Dolor neuropético
periférico y central,
epilepsia, trastorno

de ansiedad
generalizada...

Insomnio, ansiedad,
depresion, tension y neurosis

Sitio de accién

Subunidad a-2-0

de canal de Ca+

dependiente de voltaje

Sitio accesorio del receptor
GABAA

Dosis (min. - max.)

300 a 3600 mg/dia

75 a 600 mg/dia

1 a 4 mg/dia

Contraindicaciones

Uso de antiacidos
(disminuyen su
absorcion)

Hipersensibilidad

Apnea del sueiio,
hipersensibilidad,
insuficiencia respiratoria

Interaccién con
otros farmacos

No tiene

Oxicodona, etanol
y lorazepam

Alcohol, neurolépticos,
antidepresivos,
antiepilépticos, anestésicos,
antihistaminicos y
barbitaricos (aumenta las
concentraciones plasmaticas
de depresores del sistema
nervioso central)

Efectos
secundarios

Ataxia,
somnolencia,
fatiga, mareo,
temblor, vision

borrosa, diplopia...

Sedacién, aumento
del apetito, euforia,
alteracion del
equilibrio, letargo,
vértigo...

Sedacién, reduccion del
estado de alerta, fatiga,
cefalea, somnolencia, ataxia,
diplopia, confusion,
depresion, mareos, astenia,
debilidad muscular,
reacciones psiquiatricas y
paraddjicas...

Fuente: Vademecum.es




GABA y los microorganismos

El papel del GABA ha sido descrito en bacterias y plantas, en estas ultimas
se sabe que su papel es el de posible mediador en las interacciones animal-planta
0 microorganismo-planta (Lancien et al., 2006). En los hongos se ha descrito el
papel de este aminoacido en algunos hongos ascomicetos como en el género
Aspergillus, Cladosporium fulvum, Stagonospora nodorum, Saccharomyces
cerevisiae y Candida boidinii (Kumar and Punekar, 1997; Solomon et al., 2002;
Mead et al., 2013). En algunas de estas especies, el GABA funciona como un
metabolito intermedio en células de crecimiento (mediante poliaminas), procesos
de adaptacion celular y una fuente de nitrogeno y carbono. Ademas, el
catabolismo del GABA en hongos da como resultado la formacién de succinato a
través del semialdehido succinico, muy similar al proceso en el encéfalo humano
(Kumar and Punekar, 1997).

Género Candida

El género Candida es un grupo de hongos que tiene mas de 200 especies,
también es polifilético. Las especies de Candida son cosmopolitas y se pueden
encontrar en muchas situaciones ecolégicas como la superficie de las frutas y
otros Organos vegetales, la madera podrida, el suelo, el agua de mar o las
asociaciones con mamiferos e insectos (especialmente las abejas), otras viven de
forma natural en el cuerpo humano (Webster and Weber, 2007).

Con mucho, la especie mas conocida es C. albicans, que esté asociada con
enfermedades humanas. Candida dubliniensis es una especie que debido a su
similitud ha sido diagnosticada erroneamente como C. albicans. Otras especies
(C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei) también pueden causar infecciones
oportunistas en el hombre. En contraste, Candida utilis (ahora llamada Pichia
jadinii) se ha utilizado para la produccion de alimentos y forrajes durante mas de
80 afios, y otras Candida spp., también son adecuados para este proposito.
Candida albicans es un poco diferentes al género ya que no estan ampliamente
distribuida en el medio ambiente, pero se encuentran como comensal en la piel de
los humanos y son patdégenos oportunistas, pueden ocasionar micosis cuando las
condiciones inmunoldgicas y/o metabolicas del huésped lo propician (Webster and
Weber, 2007; Lopez-Martinez, 2010).

De manera general, las especies de este género tienen principalmente talo
levaduriforme, pero también forman pseudomicelio y algunas especies como C.
albicans pueden formar un verdadero micelio por lo que ésta es considerada un




organismo dimoérfico o polimorfico (de Bedout et al., 2010; Lim et. al.,, 2012).
Anteriormente se creia que las especies de este género carecian de reproduccion
sexual; actualmente se sabe que algunas de ellas si tienen este tipo de
reproduccion, lo que ha causado confusion con la nomenclatura de las especies
gue presentan una fase anamorfa y otra teleomorfa (Calderone and Clancy, 2012).

La clasificacion taxonomica del género Candida de acuerdo con Mycobank
Database e Integral Taxonomic Information System 2019 es la siguiente:

Reino: Fungi

Phylum: Ascomycota
Subphylum: Saccharomycotina
Clase: Saccharomycetes
Subclase: Saccharomycetidae
Orden: Saccharomycetales
Geénero: Candida

Especies: Candida albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei, C. lusitaniae,
C. tropicalis...

Patologias causadas por Candida spp.

Se considera que el primer reporte de una micosis causada por Candida fue
registrado por Hipécrates, quien describio la presencia de placas blanquecinas en
personas enfermas. Desde entonces fue descrita en afios posteriores causando
diversos padecimientos. En 1842 Gruby describié al hongo causante de infeccion
en su escrito “le vrai muguet des enfants”, y lo clasificd en el género Sporotrichum.
En afos subsecuentes el género fue reportado como agente causal de diferentes
formas clinicas de candidosis y se le asignaron nombres diferentes debido a la
diversidad en su morfologia observada (Rippon, 1988).

En 1980 Zopf nombr6 al agente causal como Monilia albicans. El género
Monilia incluia ciertos hongos filamentosos aislados de fruta y hojas en
descomposicion. Fue hasta 1923 que Berkhout observo que las especies de
importancia médica de “Monilia” diferian morfoldgica y fisioldgicamente de las
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especies de Monilia de la fruta en descomposicion, asignandole el género
Candida. Sin embargo, durante un par de décadas el nombre de Monilia continud
en uso hasta 1954 en el que el género Candida finalmente fue aceptado durante el
Octavo Congreso de Botanica en Paris (Rippon, 1988).

De todas las especies conocidas del género, por lo menos 15 causan
enfermedades en los humanos; sin embargo, mas del 95% de estas son causadas
solo por cinco especies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C.
krusei. (McCarty and Pappas, 2016). De ellas, C. albicans es aislada con mayor
frecuencia. Las infecciones por Candida spp, pueden afectar mucosas, ufas, piel,
y organos internos. El hongo habita principalmente en las mucosas, el tracto
gastrointestinal, el tracto genitourinario y la piel del ser humano (McCarty and
Pappas, 2016), por lo que la mayor parte de las infecciones se consideran de
origen enddégeno.

Las micosis se asocian al desarrollo de una biopelicula (estructura
adherente compuesta por levaduras, hifas y pseudohifas en una matriz
extracelular) constituida por polisacaridos y proteinas, capaz de resistir
antifangicos y evadir la respuesta inmune (Nett, 2016). El género Candida es
causante de infecciones que adquieren diversas formas clinicas dependiendo de
su localizacion:

Candidosis intertriginosa: se presenta principalmente en los pliegues
(intertrigos) donde se genera humedad creando un ambiente apto de
sobrevivencia y colonizacion: pliegues de la axila, ingle, submamario y
suprapubico; interdigital: entre dedos de manos y pies; area del pafal: pliegue
inguinal e intergliteo. Los signos y sintomas a menudo son erupcién, exudado,
ardor, ligera prurito también pueden presentarse placas blanquecinas que en
realidad son colonias de levaduras (Palacios et al., 2011).

Candidosis bucal: se caracteriza por la apariciéon de placas blanquecinas en las
superficies membranosas de la mucosa bucal (lengua, mejillas, paladar). La forma
cronica se disemina al esdfago y se asocia comUnmente a personas con
disfunciones del sistema inmune (VIH, por ejemplo); otros factores predisponentes
pueden ser las protesis dentales y los extremos de edad (recién nacidos-personas
mayores) (Mayer et al., 2013).

La candidosis gastrointestinal: se manifiesta por ulceras en la mucosa gastrica,
intestino delgado o grueso; mediante la endoscopia se pueden observar ademas
placas blanquecinas (Rubio-Calvo et al., 2001). Esta forma clinica se asocia a un
mal prondstico debido a que Candida puede trasladarse al torrente sanguineo a
través de la mucosa gastrointestinal y diseminarse a 6érganos, lo que puede inducir
una candidosis sistémica (Matsubara et al., 2016).
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Candidosis vulvovaginal: un alto porcentaje de mujeres la padece por lo menos
una vez en su vida. Los factores que intervienen en el desarrollo de este tipo de
candidosis no estan bien definidos; sin embargo, se asocia al embarazo, diabetes
mellitus, uso de anticonceptivos orales, antibiéticos y terapias hormonales. Estas
infecciones por Candida albicans no ponen en riesgo la vida a pesar de tener una
alta tasa de morbilidad (Mayer et al., 2013). Algunos sintomas son prurito intenso,
flujo vaginal y edema en genitales externos.

Candidosis balanoprepucial: afecta las zonas del glande, surco balano-prepucial
y el cuerpo del pene, se presentan placas pseudomembranosas, papulas,
erosiones o pustulas superficiales. Se puede presentar en hombres con diabetes
mellitus o que hayan mantenido relaciones sexuales con mujeres que padecen de
vulvovaginitis candiddsica (Araiza et al., 2011).

Onicomicosis: es mas comun en las ufias de las manos, este padecimiento esta
asociado a humedad persistente en la zona, hay un cambio en la coloracion y
puede presentarse onicolisis o hiperqueratosis. Afecta a personas de cualquier
edad y con mayor riesgo en personas diabéticas (Palacios et al., 2011).

Candidosis invasiva

Es una de las formas de candidosis que mayor impacto tiene sobre la salud
del ser humano, ya que afecta principalmente mucosas, el tracto gastrointestinal,
el tracto genitourinario y la piel del ser humano, diseminando a tejidos profundos
(como el higado, bazo, corazdn, ojos, peritoneo, rifibn, hueso, meninges y
pulmones con o sin candidemia concomitante) frecuentemente conduce a la
muerte (Antinori et al., 2016). Tiene una alta tasa de morbilidad y mortalidad. Esta
micosis es principalmente de origen nosocomial. Sus reportes de casos se
mantienen estables en algunos paises como Australia, Canad4d y EE. UU., al
contrario de paises pertenecientes a América Latina, en donde los niameros de
casos estan en aumento (Quindés, 2014).

Existen diferencias geogréficas en la distribucion de las especies de
Candida causantes de candidosis invasiva: C. parapsilosis predomina en Australia,
América Latina y los paises de la cuenca mediterranea de Africa, Asia y Europa.
Por el contrario, C. glabrata se encuentra en los Estados Unidos, en paises
nordicos y paises de Europa central (Quindds, 2014).

Actualmente, la especie C. albicans sigue siendo el agente etiolégico mas
frecuente de esta patologia, por lo que se ha descrito que, durante un proceso
infeccioso, este hongo tiene un conjunto especializado de sensores ambientales
qgue le permiten adecuarse a su ambiente y proteinas (adhesinas) que median la
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adhesion a otras células de C. albicans a otros microorganismos, superficies
abidticas y a células del huésped favoreciendo la colonizacion al mismo. Ademas,
la expresion de algunos genes ayuda a favorecer la infeccion en las células
epiteliales de las mucosas orales y vaginales (Mayer et.al., 2013), propiciando un
cambio dimérfico que permita la penetracion del tejido, la colonizacion de los
organos (placas blanquecinas o biopeliculas en estos) durante las primeras etapas
de una infeccion (hifas y pseudohifas) y la diseminacion en el torrente sanguineo
(levaduras) si las condiciones son adecuadas (Sudbery et al., 2004).

La candidosis invasiva causada por otras especies diferentes a C. albicans
se ha reportado. Algunas especies como C. glabrata y C. krusei, tienen menor
respuesta a antifingicos como el fluconazol, en comparacién con C. albicans
(Quindéds, 2014). La candidosis invasiva se presenta con mayor frecuencia en
pacientes con neutropenia, pancreatitis, insuficiencia renal, con tratamiento a base
de glucocorticosteroides; antibidticos sistémicos por tiempo prolongado o por
instalacién de dispositivos médicos (principalmente por catéter venoso central),
por nutricidbn parental o después de una cirugia abdominal mayor (Netea et al.,
2015) ya que el sistema inmunosuprimido es favorable para su crecimiento.

Pruebas diagndésticas

El diagnostico de las formas clinicas antes mencionadas se realiza con
procedimientos de laboratorio dependiendo del 6rgano u érganos afectados. En
consecuencia, las muestras utiles pueden ser sangre, exudados, orina, escamas
de piel o ufas, o tejido (dependiendo del caso particular). Los procedimientos
pueden ser examen directo con hidréxido de potasio (KOH) (Badiee et al., 2019);
frotis con tincion de Gram, Giemsa, PAS y Wright; cultivo; histopatologia con
tincion de hematoxilina-eosina, PAS o Grocott. En el estudio microscopico se
busca la presencia de levaduras, pseudohifas y/o hifas, estructuras que muestran
indicios de patogenicidad de las especies C. albicans y C. dubliniensis (Arenas,
2014).

El hongo crece en los medios de cultivo habituales: agar dextrosa
Sabouraud, agar sangre, agar extracto de levadura, agar infusion cerebro corazon,
en los cuales se pueden apreciar el aspecto levadurifome; sin embargo, bajo
ciertas condiciones Candida albicans, in vitro puede desarrollar estructuras hifales
y pseudohifales, asi como clamidoconidios cuando estan en medios especificos
como el agar harina de maiz con tween 80 (Larone, 2003; Arenas, 2014). Candida
albicans, crece rapidamente. Este hongo desde las 24 horas de su cultivo a
temperatura ambiente, a 28°C o a 37°C, forma colonias de color crema, lisas y de
bordes bien limitados (Larone, 2003).

-13 -



Existen algunos medios especificos para diferenciar tanto género como
especies de Candida. Por ejemplo, el agar Niger ayuda a discriminar entre
Candida y Cryptococcus ya que el primero forma colonias blancas y el segundo
colonias de color marrén gracias a que puede degradar el acido cafeico del medio
a melanina (Mazuelos y Garcia, 2010). Otro medio de cultivo Gtil para diferenciar
algunas especies de Candida es el CHROMagarCandida®; la identificacion se
basa en el color de la(s) colonia ya que el medio contiene un sustrato cromogeno,
el cual libera compuestos de diferentes colores, que, al ser degradados por
enzimas especificas de la especie, permite diferenciar especies con pocas
pruebas de confirmacion. Pues Candida albicans forma colonias de color verde, C.
krusei, de color rosa; C. tropicalis forma colonias azul metélico. (Becton Dickinson,
2014).

El diagnostico de candidosis invasiva sigue siendo el hemocultivo; un método
diagnostico utilizado para la deteccion de microorganismos en sangre y la
identificacion del agente causal. Se realiza mediante el cultivo de muestras
estériles tomadas de sangre, liquido peritoneal y liquido pleural depositadas en
botellas de transporte y cultivo. Dichas muestras deben de tomarse en un intervalo
de tiempo de al menos 30 minutos durante el pico febril, no obstante, por salud del
paciente también se recomienda tomar muestras (2-3) de diferentes sitios de
puncion y evitar la refrigeracion de estas para ser procesadas con prontitud ya sea
por métodos tradicionales o en equipo automatizado.

Es importante reconocer las dos presentaciones de las botellas para la
realizacion de hemocultivos: botellas de adultos (nifios mayores de dos afios y
adultos, botellas con una capacidad de 5-10 mL) y botellas pediatricas (recién
nacidos, botellas con capacidad de 2-3 mL; lactantes menores a dos afios,
capacidad de 3-5 mL) (Fernandez de Bobadilla, 2003; Ferrete-Morales, 2011;
ProLab, 2015). Sin embargo, algunos factores intervienen en la sensibilidad de
este método diagndstico, como el tiempo de crecimiento de algunas especies, la
exposicion a antifungicos o la técnica de cultivo. El desarrollo de otros métodos
para el diagndstico oportuno y confiable resulta de vital importancia para incidir en
una intervencion y tratamiento adecuado debido a la alta mortalidad que esta
forma clinica induce (McCarty and Pappas, 2016).
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Candida albicans, el cambio de forma y la patogenicidad

Candida albicans es un hongo polimérfico que puede crecer como una
levadura ovoide, como alargadas células elipsoides que permanecen unidas con
constricciones en los septos (pseudohifa), o como hifas verdaderas de lados
paralelos. Ademas, también puede formar estructuras de resistencia al ambiente
llamadas clamidoconidios (Sudbery et al., 2004; Jacobsen et al., 2012).

La transformacion de levadura a su fase filamentosa (pseudohifa o hifa)
denominada dimorfismo, es un factor determinante de la virulencia de Candida
albicans. El dimorfismo esta estrechamente regulado por una red de vias de
transduccion de sefales en respuesta a estimulos ambientales, como lo son la
inanicion, la presencia de suero o N-acetilglucosamina, la temperatura fisiologica,
el CO, y por la deteccion de quérum (mecanismo de comunicacién microbiana), lo
cual indica que esta levadura tiene la capacidad de adaptarse a diferentes
condiciones ambientales (Sudbery et al., 2004; Jacobsen et al., 2012; Mayer et al.,
2013; Quindds, 2014).

Estos cambios generan diferentes vias de sefializaciéon que favorecen el
cambio de una estructura levaduriforme a una pseudohifa o hifa (Grald et al,
2012). Por ejemplo, en un pH bajo (<6), las células de C. albicans crecen
predominantemente en forma de levadura, mientras que a pH alto (> 7) se induce
el crecimiento de las hifas. Sin embargo, una temperatura de cultivo por encima a
los 35°C y pH neutro también induce la formacién de hifas y pseudohifas (Sudbery
et al., 2004).

Candida albicans cuenta con otros mecanismos de patogenicidad o factores
de virulencia ademas del dimorfismo, tales como: el encendido de genes que
codifiquen para la expresion del fenotipo (colonias blancas a opacas), la expresiéon
de adhesinas e invasinas en la superficie celular, la formacion de biopeliculas,
secrecion de enzimas hidroliticas (proteasas, fosfolipasas y lipasas), la medicién y
regulacion al pH, y la respuesta al estrés ambiental, entre otros. Las biopeliculas
son de gran interés clinico ya que tienen la capacidad para formarse en superficies
abibticas (catéteres, las dentaduras postizas) o biéticas (superficies celulares de
las mucosas) mediante un proceso de adherencia de las levaduras al sustrato, la
proliferacion de estas, la formacion de hifas en la parte superior de la biopelicula,
la acumulacion de matriz extracelular y, finalmente, la dispersion de las levaduras
de la biopelicula, ademas de que las biopeliculas maduras son mucho mas
resistentes a los agentes antimicrobianos y a los factores inmunes del huésped
(Mayer et al., 2013).
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ANTECEDENTES

Kumar y Punekar (1997) describieron el metabolismo de GABA en los
hongos y las enzimas involucradas en mismo; en los hongos algunos genes
codificaban para semialdehido, sustancia necesaria para catabolizar GABA, de
modo que el GABA puede ser una fuente de nitrégeno o carbono. Ademas, la
descarboxilacion del L-glutamato durante el proceso metabdlico del GABA esta
asociada con la conidiacién/metabolismo de los conidios en los hongos. Los
autores reportan que la actividad de la GABA transminasa ha sido detectada en
varios hongos ascomicetos, entre ellos el género Candida.

En estudios con hongos fitopatdgenos como Cladosporium fulvum vy
Stagonospora nodorum, se han generado cepas mutantes en las que se eliminan
genes que codifican para las enzimas involucradas en el metabolismo de GABA;
las cepas mutadas muestran una disminucion de la virulencia y patogenicidad.
GABA puede ser una fuente de nitrégeno del hongo durante la infeccion. En
Stagonospora nodorum, el GABA se asocia a la respuesta por estrés ambiental al
tiempo que estimula el desarrollo asexual (Solomon and Oliver, 2002; Mead et al.,
2013).

Bonnighausen et al., (2015) reportaron que en Fusarium graminearum
(hongo ascomiceto patdgeno de cereales) eliminaron dos GABA-transaminasas y
lo inocularon en agar adicionado de GABA. El resultado fue que F. graminearum
disminuy6 su crecimiento, por lo que los autores asumen que este hongo redujo su
capacidad para utilizar GABA como fuente de nitrégeno, el cual podria ser
esencial para el desarrollo del microorganismo patdégeno. La utilizacion de GABA
podria estar relacionada con la virulencia de F. graminearum. Estos resultados
aun no son determinantes sobre la importancia de GABA en el metabolismo de
hongos fitopatdgenos, debido a que son pocos los estudios que abordan este
tema.

Candida albicans posee dos tipos de GPCR: el receptor de feromonas de
clase D (Ste3 y Ste2) y el receptor de detecciéon de nutrientes (Gprlp). Se ha
demostrado que GABA puede acoplarse a estos receptores y asi la levadura
puede metabolizar ese compuesto (Versele et al., 2001).

Reyes-Garcia y cols. (2012) reportaron que el suero humano enriquecido
con GABA estimula la formacion del tubo germinativo, asi como la expresion de
MRNA de la fosfolipasa B1 (BPLB1) en dos cepas de C. albicans.

Ziegler-Rivera (2013) determind que GABA aumenta significativamente la
cantidad de linfocitos Treg CD4, CD25 y FoxP3 de ratones CD1 inoculados con C.
albicans; ademas que los ratones tratados con la asociacibn GABA — C. albicans
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inducia la formacion de abscesos en higado, hallazgo corroborado por retro-
cultivo. La autora sugiere que GABA facilita la invasion por C. albicans y que
podria actuar como un inmunomodulador.

Para el caso de los agonistas de GABA, en Singh y cols. (2010)
describieron que las 1,5-benzodiacepinas tienen un efecto antifingico en hongos
como Aspergillus fumigatus y Candida albicans.

Skrobik y Laverdiere (2013) reportaron que, en las unidades de cuidados
intensivos, al administrar benzodiacepinas y fluconazol en pacientes con
Candidemia, la benzodiacepina aumentaba los niveles séricos del fluconazol por
inhibicion competitiva, aumentando el efecto del farmaco contra la enfermedad.

Paulussen et al., (2014), probaron in vitro las 1,4-benzodiacepinas contra
dermatofitos, mohos filamentosos y levaduras clinicamente relevantes. Las
benzodiacepinas funcionaron como antifUngicos prometedores contra los
dermatofitos (Microsporum canis, Trichophyton mentagrophytes y Trichophyton
rubrum), por lo que evaluaron la eficacia del agonista in vivo en un modelo
experimental de dermatitis por Microsporum canis en cobayas, reduciendo las
lesiones ocasionadas hasta en un 90%.

Por otra parte, Kathwate y cols. (2015) evaluaron cuatro medicamentos
agonistas del receptor GABA (lorazepam, diazepam, midazolam y fenobarbitona),
y dos bloqueadores del canal de sodio dependiente de voltaje (fenitoina y
fosafenitoina) en el crecimiento de Candida albicans. Los agonistas del receptor
de GABA inhibieron el crecimiento, la transformacion de levadura a hifa, la
induccion del tubo germinativo y la formacion de biopeliculas, mientras que los
bloqueadores no mostraron ningun efecto en el desarrollo de la levadura.

Severance y cols. (2017), identificaron que el tratamiento para la
esquizofrenia altera la microbiota del hospedero humano favoreciendo el
crecimiento de Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae. Este desequilibrio
propicia la invasion por Candida a través de la via intestino-cerebro. La exposicion
a estos hongos induce un aumento de los niveles de IgG en los pacientes con
esquizofrenia.

Para el caso de los analogos de GABA, sus estudios estdn mas enfocados a
respuesta neurolégica por separado o en duo que a estudios de interaccién con
microorganismos.
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JUSTIFICACION

GABA es un aminoacido presente en diversos seres vivos: en las bacterias
les confiere resistencia ante medios acidos; en las plantas, participa en la
respuesta al estrés; en los hongos representa una fuente de nitrégeno y carbono —
favoreciendo su crecimiento e invasividad. En el ser humano el GABA funciona
como neurotransmisor, aunque diversos autores también lo consideran como
inmunomodulador, es decir, puede aumentar o disminuir la respuesta inmune (Jin,
et al., 2013).

En diversos estudios se ha comprobado que existe una relacion entre
GABA y Candida albicans. Esta levadura posee un transportador de polianiones
que introduce GABA, por lo que puede utilizar este aminoacido, al igual que otros
hongos, como fuente de nitrégeno (McNemar et al., 2001). Ademas, en un estudio
in vitro, se evidencio que GABA favorece la expresion del ARN para 2 factores de
virulencia: fosfolipasa B y la induccion de tubo germinativo (Reyes-Garcia et al.,
2012).

Respecto a los agonistas de GABA como las benzodiacepinas, se sabe de
manera experimental, que en combinacion con otros farmacos pueden inhibir el
crecimiento de algunos hongos de interés médico (Skrobik and Laverdiere, 2013;
Paulussen et al., 2014; Kathwate et al., 2015; Navin et al., 2017).

Por otro lado, se ha reportado que algunos farmacos analogos de GABA
utilizados para el tratamiento de la epilepsia, como el topiramato, vigabatrina o el
acido valproico, aumentan la concentracion de GABA en cerebro (Tremont-Lukats,
et al., 2000; Errante, et al., 2003; van Veenendaal, et al., 2015; Spritzer, et al.,
2016; Falco-Walter and Bleck, 2016). Esta condicidon que implica que en el cerebro
se modifique la concentracion de GABA, lo que podria influir en la poblacion de C.
albicans presente en el individuo si esta levadura se encuentra en ese sitio. Por lo
anterior, es necesario determinar si GABA, sus analogos o agonistas tienen
alguna influencia en el crecimiento y o morfologia asociada a virulencia de C.
albicans.

HIPOTESIS

Si en algunos hongos ascomicetos se ha demostrado que GABA funciona
como una fuente de nitrdgeno y los agonistas inhiben el crecimiento de algunos
hongos; entonces el compuesto GABA, sus analogos gabapentina y pregabalina, y
el agonista lorazepam afectaran el crecimiento y/o morfologia de Candida albicans
in vitro.
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OBJETIVOS

General
% Determinar el efecto que tienen GABA, dos analogos y un agonista en el
crecimiento in vitro de Candida albicans.

Particulares

i. Determinar si GABA, dos analogos (Pregabalina y Gabapentina) y un
agonista (Lorazepam) tiene algun efecto en el crecimiento de Candida
albicans.

ii. Determinar si el efecto de GABA, Pregabalina, Gabapentina y Lorazepam
en el crecimiento de C. albicans es dependiente de la concentracion.

iii. ldentificar cambios morfolégicos en C. albicans inducidos por GABA,
Pregabalina, Gabapentina y Lorazepam.

iv. Determinar si la adicion periédica de GABA, Pregabalina, Gabapentina y
Lorazepam tiene algun otro posible efecto en el crecimiento de C. albicans.

v. Determinar si las combinaciones de GABA, Pregabalina y Gabapentina
tienen algun efecto en el crecimiento de C. albicans en comparacion con la
adicion en solitario.

MATERIAL Y METODOLOGIA

Aislado Clinico e Iné6culo

Se utiliz6 la cepa Candida albicans FM905, aislada de un paciente con
candidosis bucal. La cepa fue obtenida de la Facultad de Medicina de la
Universidad Nacional Autbnoma de México. La levadura fue crecida en agar
dextrosa Sabouraud (ADS) durante 24h a 28°C. Se preparé una suspension a
partir anicamente de levaduras de forma ovoide, con un tamafio de 4 um en su eje
mayor y algunas gemantes. Se partié de una suspensién con conteniendo total de
1X10® células (levaduras)/mL (Shui-Xiu et al., 2017) en 10 ml de PBS. De esta
suspensiéon se tomaron 5 pL con un total de 1X10° levaduras/mL para ser
adicionados al medio de cultivo, Medio Minimo Sintético (MMS).
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Preparacion de Medio de Cultivo

Se prepararon cinco matraces (M) conteniendo 60 ml de MMS (Férmula y
preparacion en Anexo 2), pH 5.0.

Preparacion de solucion de farmacos

Se prepararon distintas soluciones para cada farmaco, con base en su
solubilidad (Anexo Ill). De las soluciones preparadas, se consideraron dos con
base en la concentracion sérica humana normal (CSHN) reportada en la literatura
y dos con las concentraciones extremas iguales para todos los grupos. Se
realizaron diferentes pruebas: con los farmacos solos, en combinacion, con una
sola dosis inicial y con dosis periddicas bajo los mismos métodos de preparacion.

Cuatro de las matraces con MMS fueron adicionados con las soluciones del
medicamento debidamente etiguetado y se agitaron suavemente para
homogenizar. El quinto matraz no contenia medicamento y fue utilizado como
control negativo. De cada matraz se extrajeron 10 mL del medio para determinar la
densidad o6ptica (D.O.) A todas se les adicion6 el inoculo con levaduras de C.
albicans.

Gabapentina (GBP)

Se prepardé una soluciéon inicial de Gabapentina (marca comercial Aurax;
Cronix) conteniendo 10 mg/mL en 30 mL de agua destilada, a pH 7.4. Se
distribuyeron en 5 matraces de acuerdo con las siguientes concentraciones:

a) M1, Control con 5 pL de suspension de C. albicans.

b) M2, 5 pL de suspension de C. albicans + 8 pg/mL de GBP.
c) M3, 5 pL de suspension de C. albicans + 15 pg/mL de GBP.
d) M4, 5 pL de suspension de C. albicans + 50 pug/mL de GBP.
e) M5, 5 pL de suspension de C. albicans + 100 pg/mL de GBP.

Pregabalina (PGB)

Se preparé una solucion de Pregabalina (marca comercial Aurax; Cronix)
contenido 10 mg/mL en 7.5 mL de metanol, se emplearon las siguientes
concentraciones:

a) M1, Control con 5 pL de suspension de C. albicans.
b) M2, 5 uL de suspension de C. albicans + 7 pg/mL de PGB.
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c) M3, 5 pL de suspension de C. albicans + 10 pg/mL de PGB.
d) M4, 5 pL de suspension de C. albicans + 50 pg/mL de PGB.
e) M5, 5 pL de suspension de C. albicans + 100 pg/mL de PGB.

GABA
Se preparé una solucién de GABA (Sigma, Aldrich) contenido 10 mg/mL en 15
mL de PBS, se emplearon las siguientes concentraciones:

a) M1, Control con 5 pL de suspension de C. albicans

b) M2, 5 uL de suspension de C. albicans + 5 pg/mL de GABA.
c) M3, 5 L de suspension de C. albicans + 25 pug/mL de GABA.
d) M4, 5 pL de suspension de C. albicans + 50 ug/mL de GABA.
e) M5, 5 pL de suspension de C. albicans + 100 pug/mL de GABA.

Lorazepam (LZP)

Se prepar6 una solucion de Lorazepam (marca comercial Ativan; Pfizer)
contenido 2 mg/mL en 10 mL de Etanol, para probar este medicamento fue
necesario realizar alicuotas a 2 mL con etanol al 45% para las cuatro
concentraciones empleadas, asegurandonos que el Etanol no sea agresivo con las
levaduras, pero al mismo tiempo se conserve el principio activo en el disolvente.

a) M1, Control con 5 pL de suspension de C. albicans

b) M2, 5 pL de suspension de C. albicans + 5 pug/mL de LZP.
c) M3, 5 pL de suspension de C. albicans + 25 pug/mL de LZP.
d) M4, 5 pL de suspension de C. albicans + 50 pug/mL de LZP.
e) M5, 5 L de suspension de C. albicans + 100 pug/mL de LZP.

Para confirmar el efecto inhibidor del Lorazepam que se ha reportado en un
estudio (Kathwate, 2015) se realizaron dos pruebas control del MMS con C.
albicans: en el primer control al MMS se le afiadi6 solamente etanol a la
concentracion mas alta que se utilizé en este estudio, este fue el control negativo.

En el segundo control se adicioné lorazepam disuelto inicialmente en etanol
y aforado posteriormente en agua (no en etanol al 45% como se habia preparado
en los experimentos iniciales). Fue el control positivo.

La razén por la que se realizaron estos controles es porgue al investigar la
solubilidad del Lorazepam, en el etanol era mas soluble que en otras sustancias,
ademas, accesible, sin embargo en el estudio mencionado anteriormente no
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hacian mencién del procesamiento del principio activo, de tal modo que buscamos
asegurarnos de nuestros posibles resultados.

Condiciones de incubacion. Efecto de la dosis Unica de los farmacos

1. Los matraces anteriormente preparados con los farmacos fueron
incubados a 37°C en agitacion. A las 0, 18, 24, 48 y 72 horas se tomaron alicuotas
de 1 mL por duplicado (salvo LZP, que fue por triplicado) para determinar los
siguientes parametros:

a) Densidad 6ptica (Absorbancia/tiempo) por espectrofotometria.

La densidad éptica (DO) es utilizada en Microbiologia para estimar los
indicadores de crecimiento de bacterias o levaduras como una alternativa
a los recuentos de las placas tradicionales. Permite evaluar de forma
indirecta, la cantidad de microorganismos presentes en una suspension a
través de la turbidez, en donde a mayor nimero de células, estas
absorben mayor cantidad de luz (Tortora et al., 2007; Acebo-Gonzalez y
Hernandez-Garcia, 2012) y en consecuencia la DO es mayor.

b) Numero de células (levaduras) por mL con ayuda la cAmara de Neubauer
(también conocida como hemocitometro).

c) Numero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC). Se inocularon dos
placas de agar Sabouraud (AS) con 3 pL del medio de cultivo inoculado con
C. albicans y el medicamento respectivo. Fueron incubadas a 37°C por un
maximo de 48 horas y se conté el numero de UFCs.

La viabilidad celular también interpretado como UFC, nos indica un
aproximado de células que son capaces de reproducirse. Por cada
colonia formada, el origen es atribuido a un solo microorganismo
presente en la muestra (Camacho et al., 2019). Una disminucién en este
parametro, indica la inhibicion de la reproduccion en respuesta a
condiciones de estrés, proporcionando informacién sobre la posible
presencia de uno o varios factores inhibidores en el entorno celular
(Rodriguez et al., 2018).

2. Comparacion de resultados: Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utilizd el programa Minitab 18. Se aplicé un
analisis de varianza para determinar las diferencias entre los distintos grupos
de farmacos y dentro del mismo grupo con las diferentes concentraciones. La
prueba de Tukey se aplicO para determinar si habia diferencias significativas
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entre las concentraciones de todos los grupos. El andlisis por el método de
Dunnett se utiliz6 para comparar el control contra todas las concentraciones de
todos los medicamentos.

3. Para el analisis de la morfologia de Candida albicans en los diferentes
farmacos y concentraciones:

a. Se realiz6 un examen directo y se observaron al microscopio las
estructuras fungicas.
b. Se hizo un registro fotografico a partir del examen directo.

Efecto de la adicion periddica de los diferentes farmacos

En esta fase se adicionaron los diferentes medicamentos en una dosis
inicial y después espaciada cada 18 horas, hasta llegar a las 72 horas de
incubacion. Los parametros medidos fueron los mismos que en la etapa anterior.

Combinacién de farmacos

Para esta prueba se adicionaron combinaciones de las tres sustancias
(GBP, PGB y GABA) al MMS; se usaron sélo las concentraciones mas altas (50 ug
y 100 ug), quedando tres combinaciones de la siguiente forma:

A) GBP-PGB (50 ug y 100 ug)
B) GBP-GABA (50 pgy 100 pg)
C) PGB-GABA (50 pg y 100 ug)

Se prepararon 7 matraces conteniendo 60 mL de MMS, se extrajeron 10 mL
para medir D.O. quedando 50 mL a los que se les afadio la combinacion antes
mencionada (el séptimo matraz correspondio al control negativo, sin medicamento,
pero inoculado con 5 pL de Candida albicans).

Para la determinacion de los efectos de los farmacos en combinacion sobre C.
albicans se siguieron los pasos a, b y ¢ del punto 1 antes mencionado.
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Disefio Experimental

Efecto del GABA, GBP, PGBy LZP en el

crecimiento de
C. albicans

Resiembra de C. albicans
24 ha?28°C

Elaboracion de MMS 60 mL L7P

Solucién GBP, PGB, GABA o

Inoculo 1x10% en PBS

M1: Control (C. albicans)

M2: 8,7 0 5 pg/mL GBP/PGB/GABA/LZP
M3: 15, 10 0 25 ug/mL GBP/PGB/GABA/LZP
M4: 50 pg/mL GBP/PGB/GABA/LZP
M5: 100 pg/mL GBP/PGB/GABA/LZP

Extraccién 10 mL para
Blancos.

Adicion de in6culos.

Incubacion.
Tiempos 0, 18, 24, 48 y72 h:

Crecimiento:
D.O.
Conteo Celular
UFCs

Morfologia:
Tomay registro de fotografias,

Analisis Estadistico
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RESULTADOS

Efecto de Gabapentina, Pregabalina, GABA y Lorazepam en dosis Unica sobre el
crecimiento de Candida albicans

Densidad Optica

Para todos los grupos de Gabapentina, Pregablina y GABA se observé un patrén
en el que el crecimientro se iniciaba a las 24 horas, alcanzaba el pico maximo a
las 48 horas y a partir de este tiempo se estabilizaba (Gréafica 1, 2y 3).

Efecto de GBP sobre el crecimiento de Candida albicans

—— Control
—&—8ug de GBP
—e—15 pg de GBP
——50 ug de GBP
—=—100 pg de GBP
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Grafica 1. Evaluacién de la densidad 6ptica con la adicién de GBP a diferentes concentraciones.
Se observa que el crecimiento de C. albicans en el grupo control fue constante, mientras que las
concentraciones de GBP tuvieron un menor crecimiento a las 48 horas, sin embargo se igualaron a
las 72 horas con el grupo control.

48 72

Efecto de PGB sobre el crecimiento de Candida albicans
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Gréfica 2. Evaluacion de la densidad 6ptica con la adiciébn de PGB a diferentes concentraciones.
Se observa que el crecimiento de la levadura en el grupo control y las demas concentaciones
crecieron de manera similar y constante. Se observa un ligero decrecimiento de la concentracion a
100 pg/mL en los ultimos tiempos.
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Efecto de GABA sobre el crecimiento de Candida albicans
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Graéfica 3. Evaluacion de la densidad 6ptica con la adicion de GABA a diferentes concentraciones.
Se observa que el crecimiento de la levadura en el grupo control y las demas concentaciones
cecieron de manera similar.

Analisis estadistico del estudio con gabapentina, pregablina y GABA

El andlisis de varianza, la prueba de Tukey y la prueba de comparaciones
multiples mediante el método de Dunnett (estas Ultimas con P ajustado), arrojaron
un valor de p = 1.00 para todos los compuestos, con el cual se acepta la hipotesis
nula que establece que todas las medias son iguales: no hay diferencia
significativa entre las concentraciones.

Para lorazepam a las concentraciones de 5y 25 pg/mL se observd un crecimiento
retardado respecto a los demas farmacos a partir de las 48 h, mientras que a las
concentraciones de 50 y 100 pug/mL no hubo crecimiento (Gréafico 4).

Efecto de LZP sobre el crecimiento de Candida albicans

——Control
—A—5 g de LZP
—e—25ugde LZP
—e—50 pg de LZP
—=—100 pug de LZP

= i

0 18 24 48 72
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Gréfica 4. Evaluacién de la densidad 6ptica con la adicion de LZP a diferentes concentraciones. Se
observa que el crecimiento de la levadura en el grupo control fue elevado y constante a las 72
horas, mientras que en las demas concentraciones a mayor de estas menor fue el crecimiento.
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Densidad Optica
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Andlisis estadistico del estudio con Lorazepam

El andlisis de varianza mostré una p = 0.204. La prueba de tukey mostro valores
de p ajustado entre 0.241 y 1.00. En la prueba de comparaciones multiples
empleando el metodo de Dunnett el valor de p ajustado estuvo entre 0.135 y
0.576. El analisis mostré que estadisticamente no hay diferencia significativa entre
las concentraciones.

Numero de Células (levaduras x mL) y UFCs

Se realizé el conteo de células tomando 10 pL del medio de cultivo conteniendo
los diferentes compuestos quimicos y se extrapolé al niumeros de levaduras
contenidas en 1 mL. Para el conteo de UFCs los resultados fueron incontables,
debido a que las colonias eran muy abundantes en todas las concentraciones de
gabapentina, pregabalina, GABA y el control a partir de las 18 h (Tabla 1, 2y 3).

Tabla 1. Conteo de células y de UFCs para Candida albicans + GBP.

Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 11,158,333 Incontables
8 ug 7,033,333 Incontables
15 ug 13,300,000 Incontables
50 pg 8,025,000 Incontables
100 pg 11,033,333 Incontables
Tabla 2. Conteo de células y de UFCs para Candida albicans + PGB
Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 15,775,000 Incontables
7 ug 12,891,667 Incontables
10 pg 14,041,667 Incontables
50 ug 12,166,667 Incontables
100 ug 16,733,333 Incontables

Tabla 3. Conteo de células y de UFCs para Candida albicans + GABA

Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 14,725,000 Incontables
5ug 15,150,000 Incontables
25 ug 17,883,333 Incontables
50 ug 16,116,667 Incontables
100 pg 17,083,333 Incontables
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En el matraz que contenia lorazepam (Tabla 4), el nimero de levaduras con todas
las concentraciones fue bajo hasta las 48 h, por lo que pudo realizarse el conteo
celular. A las 72 h, en todas las concentraciones se observé un efecto inhibidor en
el numero de células y este fue dependiente de la concentracion del medicamento

(Tabla 4) .

Tabla 4. Conteo de células y de UFCs para Candida albicans + LZP.

Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 19,060,000 Incontables
5 ug 6,870,000 37,000
25 g 3,710,000 5,000
50 ug 910,000 2,000
100 ug 160,000 3,000

Efecto de los diferentes medicamentos en la morfologia de Candida
albicans

Con la adicion de gabapentina se observaron algunos cambios morfoldgicos; se
observaron algunos cumulos de pseudohifas y levaduras deformadas, globosas
(Figura 6). Estas estructuras fueron mas evidentes a las 72 h de incubacion.

L ¢ HOo. 2 %
Figura 6. Morfologia de C. albicans en presencia de GBP (72 h). A) Control: levaduras. B) 8
pg/mL: algunas levaduas de mayor tamafio (aprox. 8-10 um de diametro). C) 15 pg/mL: levaduras
de mayor tamafio. D) 50 pg/mL: sin cambios morfélogicos notables. E) 100 pug/mL: algunas
pseudohifas. (10x).




Durante la etapa final de incubacién de C. albicans con pregabalina se observé la
formacién de pseudohifas en todas las concentraciones y a partir de las 24 h. Este
efecto fue mas notable a las 72 h como se muestran en la Figura 7.

Figura 7. Morfologia de C. albicans en presencia de PGB (72 h). A) Control: levaudras. B) Control
Metanol (40x). C) 7 ug/mL: hay pseudohifas. D) 10 pg/mL. E) 50 pg/mL. y F1) y F2) 100 pg/mL.
(10x). Se observan pseudohifas en los campos C) a F). En F1 y F2 las pseudohifas fueron mas
nortables. (10x).

En el caso de GABA se observaron escasas pseudohifas y un mayor numero de
levaduras en cadena, en comparaciéon al control, en el cual sélo se observaron
levaduras de forma y tamafio normal (Figura 8).

Figura 8. Morfologia de C. albicans en presencia de GABA (72 h). A) Control: levaduras. B) 5

pg/mL: pseudohifas; C) 25 pug/mL. D) 50 pg/mL: hay levaduras de mayor tamafio. E) 100 pug/mL.:
hay pseudohifas. (10x).

()
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En el estudio con lorazepam (Figura 9) el hecho mas notable fue la disminucién
de el numero de levaduras con las primeras concentraciones (5 y 25 pg/mL). La
concentracion de 50 pg/mL indujo una disminucion importante del crecimiento de
C. albicans y con 100 pg/mL no se observaron levaduras. Para corroborar que
este efecto de inhibicion de crecimiento de C. albicans fue causado por el
lorazepam y no por el disolvente (etanol) del medicamento, se incluyd un control
conteniendo solamente la concentracién de etanol mas alta y la levadura (Figura
9B), el cual no mostro efecto alguno.

Figura 9. Morfologia de C. albicans en presencia de LZP (72 h). A) Control: levaduras. B) Control
con Etanol. C) 5 pug/mL. D) 25 pug/mL. E) 50 pg/mL. F) 100 pg/mL. En C) y D) se aprecia reduccion
del nimero de levaduras. En E) las levaduras son escasas y en F) son nulas. En B) el efecto del
Etanol en el crecimiento de C. albicans.

Andlisis estadistico integral de los farmacos

Se realizé un analisis de analsis de varianza, prueba de Tukey y comparaciones
multiples mediante el método de Dunnett en conjunto para conocer el efecto de los
cuatro farmacos y observar diferencias estadisticas en la D.O., no obstante, no
hay diferencias significativas entre los farmacos: p = 0.918.
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ICs simultaneos de 98% de Dunnett
Media de nivel - Media de control para ABS

GABA 100 - Control .
GABA 25 - Control .
GABAS5 - Control .
GABA 50 - Control .
GBP 100 - Control o
GBP 15 - Control o
GBP 50 - Control o
GBP 8 - Control .
LZ100 - Control . |
L7 25 - Control . |
LZ5 - Control ; L L
12 50 - Control L] !
PGB 10 - Control L
PGB 100 - Control o
PGB 50 - Control .
PGB7 - Control .
-10 -5 0 5 10

Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de
la media de control.

Gréfica 5. Grafica de Intervalos de confianza empleando el Método de Dunnett para
comparaciones multiples de los farmacos en una dosis inicial. Todos los intervalos establecidos
contienen al cero con respecto al control por lo que no hay diferencias significativas entre los
farmacos de manera conjunta.

Efecto de Gabapentina, Pregabalina, GABA y Lorazepam en dosis periodicas
sobre el crecimiento de Candida albicans

Densidad Optica

Para todos los grupos de Gabapentina, Pregablina y GABA en adiciones
periddicas de cada 18 h, se observo nuevamente que el patron de crecimientro se
iniciaba a las 24 horas, alcanzaba el pico maximo a las 48 horas y a partir de este
tiempo se estabilizaba (Gréafica 6, 7 y 8).

Efecto de GBP sobre el crecimiento de Candida albicans
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Gréfica 6. Evaluacién de la densidad optica con la adicion de GBP a diferentes concentraciones.
Se observa que el crecimiento de la levadura en el grupo control fue similar como se ha descrito
anteriormente, mientas que las concentraciones de GBP tuvieron un menor crecimiento a las 48
horas, sin embargo se igualaron a las 72 horas con el grupo control.

Efecto de PGB sobre el crecimiento de Candida albicans
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Graéfica 7. Evaluacion de la densidad 6ptica con la adicién de PGB a diferentes concentraciones. El
crecimiento de la levadura en el grupo control y las demas concentraciones crecieron de manera
similar. Se observan dos cosas: que el control tuvo el crecimiento mas alto y un ligero
decrecimiento de la concentracién a 100 yg/mL en los ultimos tiempos.

Efecto de GABA sobre el crecimiento de Candida albicans
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Gréfica 8. Evaluacion de la densidad 6ptica con la adicién de GABA a diferentes concentraciones.
Se observa que el crecimiento de la levadura en el grupo control y las demas concentaciones
cecieron de manera similar. A pesar de que el contol tuvo un mayor crecimiento no difiere mucho
con las concentraciones de GABA.

Analisis estadistico de gabapentina, pregabalina y GABA
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El analisis de varianza mostré una p = 0.999, la prueba de Tukey mostré valores P
ajustado de p = 0.999-1.00 y para la prueba de comparaciones multiples
empleandio el metodo de Dunnett el valor P ajustado fue de p = 0.997-1.00, con el
cual se acepta la hipotesis nula que establece que todas las medias son iguales:
no hay diferencia significativa entre las concentraciones.

Para lorazepam so6lo se observé crecimiento en la matraz que contenia al control
en el mismo patron que se ha descrito anteriormente (Gréfica 9).

Efecto de LZP sobre el crecimiento de Candida albicans
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Grafica 9. Evaluacién de la densidad 6ptica con la adicién de LZP a diferentes concentraciones.
Se observa que el crecimiento de la levadura en el grupo control fue elevado y constante a las 72
horas, mientras que en las deméas concentraciones no se observo crecimiento.

Densidad Optica
O P N W b U1 OO N 00 O

Andlisis estadistico de lorazepam

El analisis de varianza muestra una P=0.047, la prueba de tukey mostré valores P
ajustados de P=0.088-1.00 y para la prueba de comparaciones multiples
empleandio el metodo de Dunnett el valor P ajustado fue de P= 0.045, por lo que
estadisticamente hay diferencias significativas entre las concentraciones usadas.

Numero de Células (levaduras x mL) y UFC

Se realiz6 el conteo de células tomando 10 pL del medio de cultivo conteniendo
los diferentes compuestos quimicos y se extrapol6 al numeros de levaduras
contenidas en 1 mL. Para el conteo de UFCs los resultados fueron incontables,
debido a que las colonias eran muy abundantes en todas las concentraciones de
gabapentina, pregabalina, GABA y el control a partir de las 18 h (Tabla 5,6y 7).
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Tabla 5. Conteo de células y de UFCs para Candida albicans + GBP.

Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 33,233,333 Incontables
8 ug 16,660,000 Incontables
15 ug 16,980,000 Incontables
50 ug 18,580,000 Incontables
100 pg 22,250,000 Incontables

Tabla 6. Conteo de células y de UFCs para Candida albicans + PGB.

Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 23,560,000 Incontables
7 ug 22,000,000 Incontables
10 pg 16,470,000 Incontables
50 ug 14,860,000 Incontables
100 pg 15,610,000 Incontables

Tabla 7. Conteo de células y de UFCs para Candida albicans + GABA

Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 22,500,000 Incontables
5 ug 20,650,000 Incontables
25 ug 31,020,000 Incontables
50 ug 19,630,000 Incontables
100 pg 19,090,000 Incontables

En el matraz que contenia lorazepam (Tabla 8) el nimero de levaduras se
mantuvo bajo durante todo el estudio, por lo que pudo realizarse el conteo celular,
cuyos resultados fueron escasos.

Tabla 8. Conteo de células y de UFCs para Candida albicans + LZP.

Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 20,670,000 Incontables
5 ug 210,000 2000
25 ug 70,000 2000
50 ug 60,000 1000
100 ug 10,000 0

Efecto de los diferentes medicamentos en la morfologia de Candida

albicans
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A lo largo del estudio en adicion periddica de gabapentina se observaron algunos
cambios morfoldégicos que refieren se observd a la presencia de pocas
pseudohifales y levaduras de mayor tamafio (Figura 10), fueron més evidentes a
las 72 h de incubacion.

Figura 10. Morfologia de C. aIbicn presnc d GBP 72 h). A) Control: levaudras. B) 8
pg/mL C) 15 pg/mL.. D) 50 pg/mL. En B), C) y D) hay pseudohifas. (40X). E) 100 pg/mL: levaduras
deformadas, globosas (100x).

El estudio morfolégica de C. albicans incubada con pregabalina indujo la
formacién de pseudohifas (Figura 11), las cuales estuvieron presentes en todas
las concentraciones a partir de las 24 hasta, siendo ain mas abundantes y largas
alas 72 h.

Figura 11. Morfologia de C. albicans con adicion periodica de PGB (72 h). A) Control: levaduras
(40x); B) 7 pg/mL (40x). En C) (10 pg/mL), D) (50 pg/mL) y E) (100 pg/mL) se observan
pseudohifas. (100x).
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La morfologia de C, albicans frente a GABA (Figura 12) consisiti6 en escasas
pseudohifas en las concentracioens empleadas y cumulos de levaduras tanto en el
control como en presencia del medicamento.

) &

Figura 12. Cultivo de C. albicans en presencia de GABA con adicion periodica 72 h). A) Control:
levaduras (10x). B) 8 ug/mL: formacion de levaduras en cadena. (100x). C) 15 ug/mL: pseudohifa.
(100x). D) 50 pg/mL: hay pseudohifas. (40x). E) 100 ug/mL: levaduras de mayor tamafio (100x).

1% o i

En el control de lorazepam solo se observan levaduras de aspecto tipico. Con las
diferentes concentraciones no se observé crecimiento levaduriforme (Figura 13).

Figura 13. Morfologia de C. albicans en presencia de LZP con adicion periodica (72 h). A) Control.
Se obervan levaduras de aspecto normal. En B) (5 pg/mL), C) (25 pg/mL), D) (50 pg/mL) y E)
(100 pg/mL) (40x) no se observan levaduras.
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Analisis estadistico integral de los farmacos adicionados periddicamente

Se realiz6 un analisis en conjunto para conocer el efecto de los cuatro
farmacos y observar diferencias estadisticas, no obstante, de manera grupal no
hay diferencias significativas entre los farmacos: p = 0.727, ain cuando el farmaco
lorazepam ocasion6 diferencias en un analisis individual.

ICs simultaneos de 98% de Dunnett
Media de nivel - Media de control para ABS

GABA 100 - Control ¢
GABA 25 - Control .
GABA 5 - Control .
GABA 50 - Control &
GBP 100 - Control * |
GBP 15 - Control 'y
GBP 50 - Control .
GBP 8 - Control .
LZ 100 - Control . |
1Z 25 - Control . 1
LZ5 - Control . 1
12 50 - Control . !
PGB 10 - Control - o/
PGB 100 - Control o
PGB 50 - Control .
PGB 7 - Control ol
-10 -5 0 5

Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de
la media de control.

Gréfica 10. Grafica de Intervalos de confianza empleando el Método de Dunnett para
comparaciones multiples de los farmacos en una dosis inicial. Todos los intervalos establecidos
contienen al cero con respecto al control por lo que no hay diferencias significativas entre los
farmacos de manera conjunta.

Efecto de Gabapentina, Pregabalina, GABA en combinacion (dosis Unica)
sobre el crecimiento de Candida albicans

Para esta fase experimental se realizaron combinaciones entre tres farmacos
(GBP, PGB y GABA) obtenido un total de tres combinaciones (GBP-PGB, GBP-
GABA y PGB-GABA), se emplearon las concentraciones de 50 y 100 ug/mL y un
control. Se evalué el crecimiento con una dosis inicial y con dosis periddicas.

Densidad Optica

Se observo el mismo patron: el crecimientro se dispara a las 24 horas, alcanzo el
pico maximo a las 48 horas y a partir de este tiempo se estabilizd, de manera
general, las combinaciones tuvieron un crecimiento similar (Grafica 11, 12 y 13).
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Efecto de la combinacion GBP-PGB sobre el crecimiento de Candida

8 albicans.
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Grafica 11. Evaluacion de la densidad 6ptica con la adicion de GBP-PGB en dos concentraciones.
El crecimiento de la levadura en el grupo control y con 50 pg/mL fue constante a las 72 horas,
mientras que la concentracion mas alta tuvo menor crecimiento.

Andlisis estadistico de GBP-PGB
El andlisis de varianza muestra una p = 0.980, la prueba de Tukey mostr6 valores
P ajustado de P=0.980-0.999 y para la prueba de Dunnett el valor P ajustado fue
de P=0.973-0.999, se concluye que no hay diferencia significativa entre las
concentraciones de las combinaciones en D.O.

Efecto de la combinacion GBP-GABA sobre el crecimiento de Candida
8 albicans.

——— Control

S
& —e—50 g de GBP-
© GABA
S 2 —e—100 pg de GBP-
S GABA
Do

0 18Tiempo (Horas)24 48 72

Grafica 12. Evaluacion de la densidad 6ptica con la adicion de GBP-GABA en dos
concentraciones. El crecimiento de la levadura en el grupo control y con 50 pg/mL fue constante
a las 72 horas, mientras que la concentracién mas alta (100 pg/mL) tuvo un ligero incremento.

Analisis estadistico de GBP-GABA

El andlisis de varianza muestra una p = 0.998, las pruebas de Tukey y de Dunnett
el valor P ajustado mostro valores que iban de P=0.998-1.00, por lo que no hay
diferencia significativa entre las concentraciones de las combinaciones en D.O.
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Efecto de la combinacion PGB-GABA sobre el crecimiento de Candida

8 albicans.
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Grafica 13. Evaluacion de la densidad optica con la adicion de GBP-GABA en dos
concentraciones. Las concentraciones tuvieron un menor crecimiento con respecto al control.

Andlisis estadistico de PGB-GABA

El andlisis de varianza muestra una p = 0.984, la prueba de Tukey mostré valores
P ajustado de p=0.986-1.00 y para la prueba Dunnett el valor P ajustado fue de
p=0.982-0.983, se concluye que no hay diferencia significativa entre las
concentraciones de las combinaciones en D.O.

Numero de Células (levaduras x mL) y UFCs

Se realizé el conteo de células tomando 10 pL del medio de cultivo conteniendo
los diferentes compuestos quimicos y se extrapolé al numeros de levaduras
contenidas en 1 mL. Para el conteo de UFCs los resultados fueron incontables,
debido a que las colonias eran muy abundantes en todas las concentraciones de
las combinaciones A, B, C y en el control apartir de las 18 h (Tabla 9, 10 y 11).

Tabla 9. Conteo de células y de UFCs para Candida albicans + GBP-PGB

Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 19,920,000 Incontables
50 ug 16,340,000 Incontables
100 pug 10,640,000 Incontables

Tabla 10. Conteo de células y de UFCs para Candida albicans + GBP-GABA

Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 19,920,000 Incontables
50 pg 13,950,000 Incontables
100 ug 17,870,000 Incontables
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Tabla 11. Conteo de células y de UFCs para Candida albicans + PGB-GABA

Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 19,920,000 Incontables
50 pg 18,380,000 Incontables
100 pg 11,190,000 Incontables

Efecto de la combinacion de medicamentos sobre la morfologia de
Candida albicans

La adicibn de GBP-PGB indujo la formacion de estructuras pseudohifales y
levaduras en gemacion las cuales fueron mas notorias con 100 pg/mL (Figura 14).

% , e R
Figura 14. Morfologia de C. albicans en presencia de GBP-PGB (72 h). A) Control: levaduras. En
B) (50 pg/Ml). (40x). C1 y C2) 100 ug/MI (40x y 100x) hay presencia de pseudohifas.
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Para la combinaciéon B (GBP-GABA) se observo la presencia de pseudohifas y
levaduras en mayor tamafo las cuales fueron abundantes en las concentraciones
usadas (Figura 15).
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Figura 15. Morfologia d C abicansen presenci d GBP-AA ( h). A Control: levaduras
(40x).; B) 50 pg/mL: pseudohifas. (40x). y C) 100 pg/mL: pseudohifas largas (100x).

En la combinacion PGB-GABA se observaron escasas pseudohifas (Figura 16).

Figura 16. Morfologia de C. albicans en presencia de PGB-GABA (72 h). Cnt levaduras. B)
50 pg/mL: hay pseudohifas. C) 100 pg/mL: pseudohifas y pequefios cimulos de levaduras. (40x).

Andlisis estadistico integral por combinacion de farmacos

Se realiz6 un andlisis en conjunto para conocer el efecto de las
combinaciones de los farmacos y asi, observar diferencias estadisticas, no se
observan diferencias estadisticas: p = 1.000
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Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de
la media de control.

Grafica 14. Grafica de Intervalos de confianza empleando el Método de Dunnett para
comparaciones multiples de los farmacos en una dosis inicial. Todos los intervalos establecidos
contienen al cero con respecto al control por lo que no hay diferencias significativas entre los
farmacos de manera conjunta.

Efecto de Gabapentina, Pregabalina, GABA en combinacion (dosis
periodica) sobre el crecimiento de Candida albicans

Densidad Optica

El patron de crecimiento de C. albicans fue similar a los resultados previos.
La combinacion GBP-PGB mostr6 una ligera tendencia a inhibir el crecimiento a
partir de las 48 h. Sin embargo, no hubo diferencia estadisticamente significativa
(Grafica 15, 16 y 17).

Efecto de la combinacion GBP-PGB sobre el crecimiento de Candida

10 albicans.
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Gréfica 15. Evaluacion de la densidad optica con la adicion de GBP-GABA en dos
concentraciones. La combinacion indujo un ligero crecimiento menor con respecto al control.
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Andlisis estédistico de GBP-PGB.

El andlisis de varianza arroja una p = 0.962, la prueba de Tukey mostré valores P
ajustado de p=0.960-0.995 y para la prueba de Dunnett el valor P ajustado fue de
p=0.947-0.976, se concluye que no hay diferencia significativa entre las
concentraciones de las combinaciones.

Efecto de la combinacion GBP-GABA sobre el crecimiento de
10 Candida albicans.
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&4
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< 2
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0 18 24 48 72

Tiempo (Horas)
Gréfica 16. Evaluacion de la densidad Optica con la adicion de GBP-GABA en dos
concentraciones. Los medicamentos y el control tuvieron un crecimiento similar.

Andlisis estadistico de GBP-GABA
El andlisis de varianza muestra una p = 0.993, la prueba de Tukey mostré valores
P ajustado de p=0.993-1.00 y para la prueba de Dunnett el valor P ajustado fue de
p=0.991-0.995, se concluye que no hay diferencia significativa entre las
concentraciones de las combinaciones.

Efecto de la combinacion PGB-GABA sobre el crecimiento de
10 Candida albicans.
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Gréfica 17. Evaluacion de la densidad optica con la adicion de GBP-GABA en dos
concentraciones. Las concentraciones tuvieron un menor crecimiento con respecto al control.
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Andlisis estadistico de PGB-GABA

El andlisis de varianza muestra una p = 0.985, la prueba de Tukey mostr6 valores
P ajustado de p=0.984-0.998 y para la prueba de Dunnett el valor P ajustado fue
de p=0.979-0.997, se concluye que no hay diferencia significativa entre las
concentraciones de las combinaciones.

Numero de Células (levaduras x mL), UFC y Analsis Estadistico

Se realizé el conteo de células tomando 10 pL del medio de cultivo conteniendo
los diferentes compuestos quimicos y se extrapolé al numeros de levaduras
contenidas en 1 mL. Para el conteo de UFCs los resultados fueron incontables,
debido a que las colonias eran muy abundantes en todas las concentraciones de
las combinaciones A, B, C y en el control apartir de las 18 h (Tabla 12, 13y 14).

Tabla 12. Conteo de células y de unidades formadoras de colonias (UFC).

Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 23,420,000 Incontables
50 ug 13,910,000 Incontables
100 pg 15,420,000 Incontables
Tabla 13. Conteo de células y de unidades formadoras de colonias (UFC).
Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 23,420,000 Incontables
50 ug 28,430,000 Incontables
100 ug 24,100,000 Incontables

Tabla 14. Conteo de células y de unidades formadoras de colonias (UFC).

Tratamiento N° células/mL UFC/mL
Control 23,420,000 Incontables
50 ug 18,290,000 Incontables
100 pg 18,510,000 Incontables

Efecto de la combinacion de medicamentos sobre la morfologia de
Candida albicans

La morfologia observada a la combinacion A (GBP-PGB) hace referencia a
cumulos de levaduras principalmente, no obstante también se aprecian levaduras
en cadena y levaduras en gemacion (Figura 17).
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Figura 17. Morfologia de C. albicans en presencia de GBP-PGB con adicion periodica (72h). A)
Control (40x). B) 50 pg/mL. (40x). En C1) (40x) y C2 (100 pg/MI) (100x) se observan
principalmente cumulos de levaduras y algunas pseudohifas.

Bajo la combinacion GBP-GABA (Figura 18) se observaron levaduras globosas,
en cadena, con la concentracion mas alta.

Figura 18. Morfologia de C. albicans en presencia de GBP-GABA, en adicion periodica (72 h). A)
Control: levaduras. B) 50 pg/mL. (40x). C) 100 upg/mL: levaduras de mayor tamafio y en cadena.

(100x).

La combinacion PGB-GABA indujo la formacion de pseudohifas en las dos
concentraciones utilizadas (Figura 19).

° ' £ d
s y g °
Figura 19. Morfologia de C. albicans en presencia de PGB-GABA en adicion periodica (72 h). A)
Control: levaduras. B) 50 ug/Ml (40x). C) 100 ug/MI (100x). En B y C se observan pseudohifas.
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Andlisis estadistico integral por combinacion de farmacos

El andlisis estadistico, sugiere que no hay diferencias estadisticas entre las
combinaciones periédicas: p = 1.000.
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Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de
la media de control.

Grafico 18. Grafica de Intervalos de confianza empleando el Método de Dunnett para
comparaciones multiples de los farmacos en una dosis inicial. Todos los intervalos establecidos
contienen al cero con respecto al control por lo que no hay diferencias significativas entre los
farmacos de manera conjunta.




Podemos resumir la morfologia obtenida de la siguiente forma:

Cuadro 2. Morfologia obtenida a las concentraciones mas altas usadas.

Unico

En combinacién

Compuesto

Dosis Unica

Control

GBP

PGB

GABA

LZP

Dosis periddica

Dosis Unica

GBP-PGB

GBP-GABA

PGB-GABA

Dosis periddica

GBP-PGB

PGB-GABA

No se realizd

No se realizd
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DISCUSION

El medio minimo utilizado en este trabajo tiene la caracteristica de ser
quimicamente definido, por lo que se encuentra clasificado como un medio
sintético (Tortora et al., 2007). Este medio en particular contiene la cantidad
minima de nutrientes que permiten el crecimiento de cualquier microorganismo;
entre sus componentes se encuentra un medio basal y una fuente de carbono
(Negroni, 2009). Para este estudio el medio minimo estuvo constituido por YNB
como medio basal y glucosa como fuente de carbono. EIl YNB (o base de
nitrégeno de levadura) es un medio adecuado para estudiar el efecto metabdlico
de ciertas vitaminas en las levaduras. En este estudio en lugar de vitaminas,
estudiamos el efecto de algunos farmacos, condiciones para las cuales el medio
minimo fue considerado adecuado.

Desde los afios 90s, los compuestos analogos a GABA, la gabapentina y la
pregabalina han sido utilizados para tratar enfermedades neuroldgicas,
particularmente la epilepsia y la ansiedad; pero también han mostrado efectividad
en el trastorno bipolar y diversas neuropatias (enfermedades neuronales) ya
mencionadas a lo largo de este estudio. Previamente (en los afios 60s), el
lorazepam, una benzodiacepina sintética habia mostrado efectos como ansiolitico
e inductor del suefio.

Por otra parte, GABA es un neurotransmisor inhibidor del SNC, también
presente en distintos tejidos y érganos del cuerpo humano; su funcion es la de
activar los canales de cloro y con ello producir efectos sedantes o ansioliticos
mientras inhibe la transmisién de impulsos nerviosos, por lo que GABA no se
administra como tal en los pacientes con problemas relacionados, pero sus
derivados si, ya que la alteraciéon en la produccion de GABA esta fuertemente
ligado a enfermedades neuronales como las que se mencionan al principio de este
apartado.

Al aplicar los diferentes parametros (D.O., conteo y viabilidad celulares)
observamos que el crecimiento de C. albicans en ausencia de -cualquier
medicamento (control negativo), es evidente a partir de las 24 horas y alcanza un
pico maximo a las 48 horas. Este nivel de crecimiento se visualiz6 como una
meseta que se mantiene constante hasta las 72 horas, tiempo maximo de
observacion en este trabajo. Este patron de reproduccion se observo en presencia
de GABA, pregabalina y gabapentina, de modo que, al presentarse tanto en el
control como en los farmacos, estos no tienen efecto alguno sobre el crecimiento
de C. albicans.

En la literatura existen algunos reportes de estudio con GABA, en 2012,
Reyes y colaboradores reportaron que, In vitro, la adicion del compuesto GABA
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induce la formacion de tubos germinativos en C. albicans y la expresion de
fosfolipasa B, el cual es un factor de virulencia de la levadura. En este estudio se
encontré escasa formacién de pseudohifas inducidas por el GABA, fendmeno que
podria estar estrechamente relacionado con la formacién de tubo germinativo,
previamente en 2007, la autora y colaboradores habian probado la expresion de
receptores a GABA en macréfagos de ratdn, evidenciando su papel en las células.

Cabe mencionar que las concentraciones usadas por Reyes vy
colaboradores para observar este cambio fueron de 1 a 20 mM, mucho menor a la
concentracion que en este estudio utilizamos y con una metodologia distinta:
inoculados en placa, con otro medio y en menor tiempo. En nuestro estudio
esperabamos encontrar algun tipo de efecto notorio al aumentar la concentracion,
asi como un efecto que pudiese compararse entre los farmacos a las mismas
concentraciones.

Por otra parte, se ha reportado que C. albicans posee un transportador de
polianiones que introduce GABA, por lo que puede utilizar este aminoéacido, al
igual que otros hongos, como fuente de nitrdgeno (McNemar et al.,, 2001), sin
embargo, en nuestro estudio la formacion de pseudohifas fue escasa por lo que
suponemos que aun cuando C. albicans puede utilizar GABA, es probable que
requiera otros factores o estimulos para una mayor expresion.

Kruszewska et. al. (2004), estudiaron la gabapentina, ellos evaluaron la
actividad antimicrobiana de diversos medicamentos no antibiéticos (incluida la
gabapentina) contra cuatro microorganismos patégenos (S Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans); las
autoras indican que que no hay efecto de GBP contra C. albicans. En el presente
trabajo, durante la incubacion C. albicans con gabapentina se observaron
pseudohifas; sin embargo, el crecimiento no fue estadisticamente diferente al
control; este farmaco no tuvo efecto en el crecimiento, pero si en la morfologia.

Para pregabalina, no se cuenta con informacién o referencia bibliogréafica
sobre su efecto en microorganismos. En el presente estudio ninguno de los
compuestos evaluados tuvo algun efecto en el crecimiento de Candida albicans.

Respecto al agonista, sea descrito que, junto con otras benzodiacepinas, el
lorazepam inhibe el crecimiento y el dimorfismo (entre otras caracteristicas) de C.
albicans en medio RPMI (Kathwate et al., 2015). En este trabajo pudimos
confirmar el efecto en el crecimiento de la levadura. Durante la incubacion de C.
albicans con lorazepam, el comportamiento de la D.O fue diferente en una sola
dosis inicial o en dosis periddicas al medio de cultivo: En una dosis inicial de 5
png/mL, el crecimiento (determinado por D.O.) fue evidenciado hasta las 48 h
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(retrasado con respecto al control). Con 25 pg/L, el crecimiento fue minimo; y con
50y 100 pg/mL no hubo crecimiento, lo cual se observé en la Gréafica 4.

Con la adicion de dosis periddica de lorazepam no se detectd crecimiento
(ver Grafica 8). Nuestros resultados sugieren que efectivamente el Lorazepam
inhibe el crecimiento de C. albicans, y este efecto es dosis-dependiente, lo cual
también coincide con lo reportado por Kathwate y colaboradores (2015) aunque
utilizando otra metodologia (microscopia electronica, formacién de biopeliculas,
pruebas de tubo germinativo y RPMI como medio de cultivo) y concentraciones
que iban de los 25-125 pg/mL.

Respecto a los dos controles, el control negativo, el cual contenia sélo Etanol;
el crecimiento de C. albicans (determinado por D. O.) fue evidente a las 48 h de
incubacion. En contraste con el segundo control el cual fue diluido en agua y que
contenia lorazepam; el efecto inhibidor de este farmaco sobre el crecimiento de C.
albicans fue evidente, por lo que podemos atribuir que lorazepam tienen un efecto
inhibidor contra C. albicans.

La viabilidad de C. albicans en presencia de lorazepam tanto con una dosis
Gnica como con dosis periddicas, fue notablemente afectada: el numero de
colonias fue muy reducido y de aparicién retardada respecto al control. Esta parte
fue diseflada de manera original, por lo que no hay antecedentes del empleo de la
viabilidad celular en el crecimiento de C. albicans con lorazepam.

Durante la incubacion de Candida albicans con GABA, gabapentina y
principalmente con pregabalina en todos los tiempos y todas las concentraciones,
se observaron pseudohifas; este cambio morfolégico no se vio reflejado en
cambios relacionados con el crecimiento (D.O. y niumero de levaduras) y viabilidad
celular. Las pseudohifas son estructuras que se caracterizan por tener una forma
elipsoidal, son septadas y en la agrupacién celular cada célula cuenta con un
nacleo y membrana unicos (Thompson et al., 2011). En casos de infeccidn,
estructuras tanto hifa, pseudohifa como levadura son encontradas en un huésped
infectado con el hongo (Jacobsen et al., 2012), por lo que podemos atribuir a que
el medio, junto con los compuestos generan un estrés ambiental dando lugar al
cambio morfoldgico de la levadura a pseudohifa.

Particularmente para pregabalina, compuesto con el que se observaron
abundantes pseudohifas se demostré que el metanol (disolvente del farmaco) no
influyé6 en la formacion de pseudohifas, por lo que el efecto se atribuye
especificamente a la pregabalina.
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En el caso de GABA se observaron escasas pseudohifas y con lorazepam
hubo escaso crecimiento, aun asi, al igual que en el in6culo sélo se observaron
levaduras.

El pH del MMS antes de la incubacién fue de cinco (pH 5.0), al terminar la
incubacion, el pH del control fue de tres (pH 3.0), mientras que el de las
concentraciones fue dos (pH 2.0), de acuerdo con lo reportado por Sudbery y
colaboradores (2004), a un pH menor a seis (pH <6) se observan generalmente
levaduras, lo cual se observo en el control, mientras que a pH mas altos (pH>7) se
observa pseudohifas e hifas, lo cual fue contrario a las concentraciones que
usamos, en los que a pesar de tener un pH muy acido se observaron pseudohifas.

De acuerdo con los mecanismo de patogenicidad de Candida albicans
descritos por Mayer y colaboradores (2013) aunque el pH juega un papel
importante hay mas factores que intervienen en el dimorfismo, como lo es la
temperatura y el sensor ambiental (sensing emviromental), en este trabajo tuvimos
temperaturas elevadas y pH acidos tanto para el control como las
concentraciones, sin embargo, en el control estos factores no indujeron el
dimorfismo pero en las concentraciones si, por lo que se concluye que
pregabalina, gabapentina y (en menor medida) el GABA en el medio indujeron el
dimorfismo.
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CONCLUSIONES

Sobre el crecimiento de Candida albicans:

% En presencia de gabapentina, pregabalina y GABA en medio minimo
sintético, en dosis Unica y periddicas, Candida albicans no mostré
modificacién en su crecimiento, viabilidad, ni cambios estadisticamente
significativos con respecto al control negativo.

% Las combinaciones de los tres farmacos en dosis Unica y peridédica no
mostraron un efecto diferente a los medicamentos evaluados por separado
sobre el crecimiento de Candida albicans.

% De los farmacos evaluados, solamente el lorazepam en dosis Unica y
periodica afecto la viabilidad de Candida albicans e inhibi6 el crecimiento de
manera dosis-dependiente.

% Los disolventes empleados no tuvieron efecto alguno en el crecimiento de
Candida albicans.

Sobre la morfologia de Candida albicans:

< Pregabalina, y en menor grado Gabapentina y GABA, indujeron la
formacién de pseudohifas, estructuras asociadas a virulencia de Candida
albicans tanto en dosis Unica y periédicas.

«+ En presencia de Lorazepam no se observé un cambio en la forma del talo
con respecto a los controles.

% La combinacion gabapentina-pregabalina indujo una mayor formacion de
pseudohifas que las otras combinaciones empleadas tanto en dosis Unicas
y periédicas.
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PERSPECTIVAS

Hoy en dia el uso de biologia molecular ha ayudado a conocer con mayor
certeza los factores genéticos responsables relacionados con la patogenicidad de
los microorganismos. Estudios como la secuenciacion masiva, podrian brindar
informacion sobre el efecto que pudieran tener los farmacos incluidos en este
estudio en el crecimiento, viabilidad y morfologia de Candida albicans. Este
procedimiento permitiria estudiar de forma integral los cambios genéticos de
Candida albicans frente a dos 0 méas condiciones experimentales usadas.

Considerando que Candida albicans en el hospedero humano se encuentra en
un ambiente rico en nutrientes y por tiempo indefinido, el cambio de algunos
pardmetros de estudio como los componentes del medio de cultivo, tiempos mas
prolongados (dias) y temperatura, ayudaria a observar si se propician cambios en
la morfologia de Candida albicans ante un ambiente mas nutritivo y con los
farmacos.

Un modelo de estudio in vivo podria fortalecer el efecto inhibidor del lorazepam
sobre la viabilidad de Candida albicans. Asi como la formacion de pseudohifas por
Pregabalina principalmente.

Lo anterior en conjunto podria ayudarnos a vislumbrar un escenario futuro en
donde estos medicamentos puedan influir positiva o negativamente en el
desarrollo de la candidosis invasiva en humanos.
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ANEXOS

l. ELABORACION DE PBS

Concentracion 10X

Compuestos Para 250 mL Para 500 mL
NaCl 20.15¢ 40.3 ¢
KCI 0.55¢ 11¢9
Na,HPO4 28759 5759
KH,PO4 059¢g 19
dH,0 250 mL 500 mL

Una vez obtenido el volumen final:

Tomar 10 ml del PBS a 10X para preparar la concentracion a 1X con base de la
siguiente formula:

C1vV1l = C2V2

De tal modo que:
(10X)(x) = (1X)(100 ml)

Despejamos x:

_ (1X)(100mL) _
B 10X B

Se toman 10 mL y se aforan a 70 mL para ajustar pH (a 7.4), después se termina
de aforar a 100 mL y se esteriliza.

10 mL




1. ELABORACION DE MEDIOS DE CULTIVO
MEDIO MINIMO SINTETICO (MMS)

Componentes:

¢ YNB (Base Nitrogenada de Levadura) 0.04008 g

e Glucosa 129
e Agua destilada estéril 60 mL
Elaboracion

- Vaciar la Glucosa y YNB en un matraz
- Afadir 60 mL de agua destilada y tapar
- Disolver a temperatura ambiente

- Esterilizar a 120°C durante 15 minutos

AGAR DEXTROSA SABOURAUD (ADS)
Componentes:

e Agar ADS
e Agua destilada

Elaboracion

- Disolver 60g de Agar en 1000 mL de agua destilada
- Calentar hasta completar la disolucion

- Esterilizar a 120°C durante 15 minutos

- Vaciar en cajas Petri
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[l. SOLUCIONES MADRE EMPLEADAS

Descripcion Gabapentina Pregabalina GABA Lorazepam
Presentacion Céapsulas Céapsulas Compuesto Tabletas
Gramaje 300 mg 75 mg 109 1 mg
Cantlﬁﬁd de 1 capsula 1 capsula 150 mg 10 tabletas
Disolvente Agua destilada, Metanol PBS Etanol

pH 7.4
Cantidad 30 mL 7.5 mL 15 mL 5 mL
Disolvente
Concfeirgglamon 10 mg/mL 10 mg/mL 10 mg/mL 2 mg/mL

e Cada farmaco fue disuelto en su respectivo disolvente y almacenado en
refrigeracion dependiendo del mismo hasta el momento de su uso (para
sustancias volatiles como Metanol y Etanol.

e Cada disolvente fue elegido con base a la solubilidad del farmaco o

compuesto reportado en la literatura de sus propiedades fisico-quimicas.
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IV.  TABLAS - ANALISIS ESTADISTICO

DOSIS UNICA
ANOVA de un solo factor: ABS vs. Grupo

* NOTA * No es posible dibujar la gréfica de intervalo para el procedimiento de Tukey. Las gréaficas de
intervalo para las comparaciones son ilegibles con mas de 45 intervalos.

Método

Hipdtesis nula: Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna:  No todas las medias son iguales
Nivel de significanciaa = 0.02

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

Grupo 17  Control, GABA 100, GABA 25, GABA 5, GABA 50, GBP 100, GBP 15, GBP 50, GBP 8,
LZ 100, LZ 25, LZ 5, LZ 50, PGB 10, PGB 100, PGB 50, PGB 7

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorFValorp
Grupo 16 104.9 6.554 0.54 0918
Error 68 830.8 12.218

Total 84 935.7

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

349540 11.21% 0.00% 0.00%
Medias

Grupo N Media Desv.Est. IC de 98%
Control 5 3.09 413 (-0.64, 6.81)
GABA 100 5 3.20 4,03 (-0.52, 6.93)
GABA 25 5 321 4,03 (-0.51, 6.94)
GABA 5 5 317 416 (-0.55, 6.90)
GABA 50 5 3.33 4.22 (-0.40, 7.05)
GBP 100 5 2.84 3.85 (-0.89, 6.56)




GBP 15 5 2.83 3.78 (-0.90, 6.55)
GBP 50 5 2.80 3.66 (-0.93, 6.52)
GBP 8 5 271 361 (-1.02, 6.43)
LZ 100 5 000793 0.00471 (-3.71629, 3.73215)
LZ 25 5 0431 0.940 (-3.293, 4.155)
LZ5 5 1.36 281 (-2.37, 5.08)
LZ 50 5 0.0195 0.0259  (-3.7047, 3.7438)
PGB 10 5 290 3.94 (-0.82, 6.63)
PGB 100 5 2.87 3.90 (-0.85, 6.60)
PGB 50 5 275 374 (-0.97, 6.48)
PGB 7 5 2.82 3.74 (-0.90, 6.54)

Desv.Est. agrupada = 3.49540
Grafica de intervalos de ABS vs. Grupo

98% IC para la media
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La desviacién estandar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 98%

Grupo N Media Agrupacién
GABA 50 5 333 A
GABA 25 5 321 A
GABA 100 5 320 A
GABA 5 5 317 A
Control 5 309 A
PGB 10 5 290 A
PGB 100 5 287 A
GBP 100 5 284 A
GBP 15 5 283 A
PGB 7 5 282 A
GBP 50 5 280 A
PGB 50 5 275 A
GBP 8 5 271 A
LZ5 5 136 A
LZ 25 5 0431 A
LZ 50 5 00195 A
LZ 100 5 0.00793 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.




Comparaciones multiples de Dunnett con un control

Pruebas simultaneas de Dunnett para la media de nivel - Media de control

Diferencia
de las EE de Valor p
Diferencia de niveles medias diferencia IC de 98% ValorT ajustado
GABA 100 - Control 0.12 221 (-7.12,7.35) 0.05 1.000
GABA 25 - Control 0.12 221  (-7.11,7.36) 0.06 1.000
GABA 5 - Control 0.08 221 (-7.15,7.31) 0.04 1.000
GABA 50 - Control 0.24 221 (-6.99,7.47) 0.11 1.000
GBP 100 - Control -0.25 221 (-7.48,6.98) -0.11 1.000
GBP 15 - Control -0.26 221  (-749,6.97) -0.12 1.000
GBP 50 - Control -0.29 221  (-7.52,6.94) -0.13 1.000
GBP 8 - Control -0.38 221 (-7.61, 6.85) -0.17 1.000
LZ 100 - Control -3.08 221 (-10.31,4.15) -1.39 0.798
LZ 25 - Control -2.66 221 (-9.89,4.57) -1.20 0.909
LZ 5 - Control -1.73 221 (-8.96, 5.50) -0.78 0.997
LZ 50 - Control -3.07 221 (-10.30, 4.16) -1.39 0.801
PGB 10 - Control -0.19 221 (-7.42, 7.05) -0.08 1.000
PGB 100 - Control -0.22 221 (-7.45,7.02) -0.10 1.000
PGB 50 - Control -0.34 221 (-7.57, 6.90) -0.15 1.000
PGB 7 - Control -0.27 221 (-7.50, 6.96) -0.12 1.000
Nivel de confianza individual = 99.83%
ICs simultaneos de 98% de Dunnett
Media de nivel - Media de control para ABS

GABA 100 - Control :p

GABA 25 - Control *

GABAS - Control ‘ﬁ

e —

PGB 100 - Control o

PGB 50 - Control o

PGB7 - Control o

-10 -5 0 5 10
Si un intervalo no contiene cera, las media corresp 1te es significativamente diferente de

la media de control.

DOSIS PERIODICA

ANOVA de un solo factor: ABS vs. Grupos (DP)

* NOTA * No es posible dibujar la gréfica de intervalo para el procedimiento de Tukey. Las gréaficas de
intervalo para las comparaciones son ilegibles con mas de 45 intervalos.

Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipotesis alterna No todas las medias son iguales Nivel de

significancia o = 0.02




Informacion del factor

Factor  Niveles Valores

Grupos 17  Control, GABA 100, GABA 25, GABA 5, GABA 50, GBP 100, GBP 15, GBP 50, GBP 8,
LZ 100, LZ 25, LZ 5, LZ 50, PGB 10, PGB 100, PGB 50, PGB 7

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Grupos 16 1326 8.286 0.76 0.727
Error 68 745.1 10.957

Total 84 877.7

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

331017 15.10% 0.00% 0.00%
Medias

Grupos N Media Desv.Est. IC de 98%
Control 5 3.15 4.06 (-0.37, 6.68)
GABA 100 5 3.13 3.98 (-0.40, 6.65)
GABA 25 5 3.32 4.22 (-0.21, 6.85)
GABA 5 5 3.29 434 (-0.23,6.82)
GABA 50 5 317 4.07 (-0.36, 6.69)
GBP 100 5 249 3.26 (-1.04, 6.02)
GBP 15 5 2.86 378 (-0.67, 6.38)
GBP 50 5 270 3.56 (-0.82, 6.23)
GBP 8 5 2.67 3.55 (-0.85, 6.20)

LZ 100 5 0.01367 0.01024 (-3.51320, 3.54053)
LZ 25 5 0.00907 0.00554 (-3.51780, 3.53593)
LZ5 5 0.00840 0.00750 (-3.51846, 3.53526)
LZ 50 5 0.01307 0.00852 (-3.51380, 3.53993)
PGB 10 5 2.90 373 (-0.63, 6.42)
PGB 100 5 248 3.29 (-1.05, 6.00)
PGB 50 5 2.65 347 (-0.88, 6.18)
PGB 7 5 2.87 3.70 (-0.66, 6.39)




Desv.Est. agrupada = 3.31017

Grafica de intervalos de ABS vs. Grupos
98% IC para la media
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La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 98%

Grupos N Media Agrupacién
GABA 25 5 332 A
GABA 5 5 329 A
GABA 50 5 317 A
Control 5 315 A
GABA 100 5 313 A
PGB 10 5 290 A
PGB 7 5 287 A
GBP 15 5 286 A
GBP 50 5 270 A
GBP 8 5 267 A
PGB 50 5 265 A
GBP 100 5 249 A
PGB 100 5 248 A
LZ 100 5 0.01367 A
LZ 50 5 0.01307 A
LZ 25 5 0.00907 A
LZ5 5 0.00840 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Comparaciones multiples de Dunnett con un control

Pruebas simultaneas de Dunnett para la media de nivel - Media de control

Diferencia
de las EE de Valor p
Diferencia de niveles medias diferencia ICde98% ValorT ajustado
GABA 100 - Control -0.03 209 (-6.87,6.82) -0.01 1.000
GABA 25 - Control 0.17 209 (-6.68,7.02) 0.08 1.000

GABA 5 - Control 0.14 2.09 (-6.71, 6.99) 0.07 1.000



GABA 50 - Control 0.01 2.09 (-6.83, 6.86) 0.01 1.000
GBP 100 - Control -0.66 209 (-7.51,6.18) -0.32 1.000
GBP 15 - Control -0.30 209 (-7.14,6.55) -0.14 1.000
GBP 50 - Control -0.45 2.09 (-7.30, 6.40) -0.21 1.000
GBP 8 - Control -0.48 209 (-7.33,6.37) -0.23 1.000
LZ 100 - Control -3.14 209 (-9.99, 3.71) -1.50 0.722
LZ 25 - Control -3.14 2.09 (-9.99, 3.70) -1.50 0.720
LZ 5 - Control -3.14 2.09 (-9.99, 3.70) -1.50 0.720
LZ 50 - Control -3.14 2.09 (-9.99, 3.71) -1.50 0.722
PGB 10 - Control -0.26 2.09 (-7.10, 6.59) -0.12 1.000
PGB 100 - Control -0.68 2.09 (-7.52,6.17) -0.32 1.000
PGB 50 - Control -0.50 2.09 (-7.35, 6.35) -0.24 1.000
PGB 7 - Control -0.29 2.09 (-7.13, 6.56) -0.14 1.000
Nivel de confianza individual = 99.83%
ICs simultaneos de 98% de Dunnett
Media de nivel - Media de control para ABS
GABA 100 - Control *
P .
GABA 50 - Control ‘b
PGB 7 - Control 710 - .é .
Si un intervalo no contiene cero, las media correspandiente es significativamente diferente de
la media de control.
COMBINACIONES
ANOVA de un solo factor: ABS 1 vs. Comb.
Método
Hipotesis nula Todas las medias son iguales
Hipdtesis alterna No todas las medias son iguales Nivel
de significancia o =0.02
Informacion del factor
Factor Niveles Valores
Comb. 7  Control, GBP-GABA 100, GBP-GABA 50, GBP-PGB 100, GBP-PGB 50, PGB-GABA 100,

PGB-GABA 50

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorFValorp
Comb. 6 1.324 0.2207 0.02 1.000
Error 28  364.998 13.0357




Total 34 366.323

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

3.61049 0.36% 0.00%  0.00%

Medias

Comb. N Media Desv.Est. IC de 98%
Control 5 298 3.83 (-1.01, 6.96)
GBP-GABA 100 5 3.07 3.77 (-0.91, 7.06)
GBP-GABA 50 5 292 361 (-1.06,6.91)
GBP-PGB 100 5 252 344 (-1.46, 6.51)
GBP-PGB 50 5 288 3.87 (-1.10,6.87)
PGB-GABA 100 5 263 343 (-1.35,6.61)
PGB-GABA 50 5 262 3.28 (-1.36, 6.60)

Desv.Est. agrupada = 3.61049

Grafica de intervalos de ABS 1 vs. Comb.
98% IC para la media
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La desviacién esténdar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 98%

Comb

. Media Agrupacién
GBP-GABA 100

N

5 3.07
Control 5 2.98
GBP-GABA 50 5 292

5

5

5

5

GBP-PGB 50 2.88
PGB-GABA 100 263
PGB-GABA 50 262
GBP-PGB 100 252

> > > > > > >




Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ICs simultaneos de 98% de Tukey
Diferencias de las medias para ABS 1

‘GBP-GABA 100 - Control
GBP-GABA 50 - Control
GBP-PGB 100 - Control
GBP-PGB 50 - Control
PGB-GABA 100 - Control
PGB-GABA 50 - Control
GBP-GABA 50 - GBP-GABA 100
GBP-PGB 100 - GBP-GABA 100
GBP-PGB 50 - GBP-GABA 100
PGB-GABA 100 - GBP-GABA 100
PGB-GABA 50 - GBP-GABA 100
GBP-PGB 100 - GBP-GABA 50
‘GBP-PGB 50 - GBP-GABA 50
PGB-GABA 100 - GBP-GABA 50
PGB-GABA 50 - GBP-GABA 50
GBP-PGB 50 - GBP-PGB 100
PGB-GABA 100 - GBP- PGB 100
PGB-GABA 50 - GBP-PGB 100
PGB-GABA 100 - GBP-PGB 50
PGB-GABA 50 - GBP-PGB 50
PGB-GABA 50 - PGB-GABA 100
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Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

diferentes.

Comparaciones muiiltiples de Dunnett con un control

10

Pruebas simultaneas de Dunnett para la media de nivel - Media de control

Diferencia de niveles

GBP-GABA 100 - Control
GBP-GABA 50 - Control
GBP-PGB 100 - Control
GBP-PGB 50 - Control
PGB-GABA 100 - Control
PGB-GABA 50 - Control

Nivel de confianza individual = 99.59%

GBP-GABA 100 - Control

GBP-GABA 50 - Control

‘GBP-PGB 100 - Control

GBP-PGB 50 - Control

PGB-GABA 100 - Control

PGB-GABA 50 - Control

Diferencia

de las EE de Valor p
medias diferencia ICde98% ValorT ajustado
0.10 228 (-7.05,7.24) 0.04 1.000
-0.05 228 (-7.19,7.09) -0.02 1.000
-0.45 228 (-7.60, 6.69) -0.20 1.000
-0.09 228 (-7.24,7.05) -0.04 1.000
-0.35 228 (-7.49, 6.80) -0.15 1.000
-0.36 228 (-7.50,6.79) -0.16 1.000

ICs simultdneos de 98% de Dunnett

Media de nivel - Media de control para ABS 1

+
8 % -4 2 é 2 4 3 8

Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de

la media de cantrol.

ANOVA de un solo factor: ABS 2 vs. Comb. (18h)

Método

Hipotesis nula

Hipdtesis alterna

de significancia

Todas las medias son iguales

No todas las medias son iguales Nivel

o =0.02



Se presupuso igualdad de varianzas para el andlisis.

Informacion del factor

Factor Niveles Valores

Comb. 18h 7 Control, GBP-GABA 100, GBP-GABA 50, GBP-PGB 100, GBP-PGB 50, PGB-
GABA 100, PGB-GABA 50

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MCAjust. ValorF Valorp
Comb. 18h 6 3.773 0.6289 0.04 1.000
Error 28 413.891 14.7818

Total 34 417664

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
S R-cuad. (ajustado) (pred)

3.84471 0.90% 0.00% 0.00%

Medias

Comb. 18h NMedia Desv.Est. IC de 98%
Control 5 326 416 (-0.98, 7.50)
GBP-GABA 100 5 354 417 (-0.70,7.78)
GBP-GABA 50 5 347 391 (-0.77,7.72)
GBP-PGB 100 5 260 3.52 (-1.65, 6.84)
GBP-PGB 50 5 282 3.74 (-142,7.06)
PGB-GABA 100 5 284 3.66 (-1.40,7.09)
PGB-GABA 50 5 310 3.69 (-1.14,7.34)

Desv.Est. agrupada = 3.84471

Grafica de intervalos de ABS 2 vs. Comb. 18h
98% IC para la media

Comb. 18h

La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos




Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey y una confianza de 98%

Comb. 18h N _Media Agrupacién
GBP-GABA 100 5 354 A
GBP-GABA 50 5 347 A
Control 5 326 A
PGB-GABA 50 5 310 A
PGB-GABA 100 5 284 A
GBP-PGB 50 5 282 A
GBP-PGB 100 5 260 A

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Pruebas simultaneas de Tukey para diferencias de las medias

Diferencia

de las EE de Valor p
Diferencia de niveles medias diferencia ICde98% ValorT ajustado
GBP-GABA 100 - Control 0.28 243 (-8.38,8.95) 0.12 1.000
GBP-GABA 50 - Control 0.22 243 (-8.45, 8.88) 0.09 1.000
GBP-PGB 100 - Control -0.66 243 (-9.33, 8.00) -0.27 1.000
GBP-PGB 50 — Control -0.44 243 (-9.10, 8.23) -0.18 1.000
PGB-GABA 100 — Control -0.41 243 (-9.08, 8.25) -0.17 1.000
PGB-GABA 50 — Control -0.16 243 (-8.82,8.51) -0.06 1.000
GBP-GABA 50 - GBP-GABA 100 -0.07 243 (-8.73,8.60) -0.03 1.000
GBP-PGB 100 - GBP-GABA 100 -0.94 243 (-9.61,7.72) -0.39 1.000
GBP-PGB 50 - GBP-GABA 100 -0.72 243 (-9.39,7.95) -0.30 1.000
PGB-GABA 100 - GBP-GABA 100 -0.70 243 (-9.36,7.97) -0.29 1.000
PGB-GABA 50 - GBP-GABA 100 -0.44 243 (-9.10, 8.23) -0.18 1.000
GBP-PGB 100 - GBP-GABA 50 -0.88 243 (-9.54,7.79) -0.36 1.000
GBP-PGB 50 - GBP-GABA 50 -0.65 243 (-9.32,8.01) -0.27 1.000
PGB-GABA 100 - GBP-GABA 50 -0.63 243 (-9.30, 8.04) -0.26 1.000
PGB-GABA 50 - GBP-GABA 50 -0.37 243 (-9.04, 8.29) -0.15 1.000
GBP-PGB 50 - GBP-PGB 100 0.22 243 (-8.44, 8.89) 0.09 1.000
PGB-GABA 100 - GBP-PGB 100 0.25 243 (-8.42,891) 0.10 1.000
PGB-GABA 50 - GBP-PGB 100 0.51 243 (-8.16,9.17) 021 1.000
PGB-GABA 100 - GBP-PGB 50 0.02 243 (-8.64, 8.69) 0.01 1.000
PGB-GABA 50 - GBP-PGB 50 0.28 243 (-8.38, 8.95) 0.12 1.000

PGB-GABA 50 - PGB-GABA 100 0.26 243 (-841,8.92) 0.11 1.000




Nivel de confianza individual = 99.87%

ICs simultaneos de 98% de Tukey
Diferencias de las medias para ABS 2

GBP-GABA 100 - Control -
‘GBP-GABA 50 - Control -

GBP-PGB 100 - Control L]
GBP-PGB 50 - Contral .t

PGB GABA 100 - Control -
PGB GABA 50 - Control -

GBP-GABA 50 - GBP-GABA 100 -
GBP-PGB 100 - GBP-GABA 100 +
GBP-PGB 50 - GBP-GABA 100
PGB-GABA 100 - GBP-GABA 100
PGB-GABA 50 - GBP-GABA 100
GEP-PGE 100 - GEP-GABA 50
GBP-PGB 50 - GBP-GABA 50
PGB-GABA 100 - GBP-GABA 50
PGB-GABA 50 - GBP-GABA 50
GBP-PGB 50 - GBP-PGB 100 -
PGB-GABA 100 - GBP- PGB 100 -
PGB-GABA 50 - GBP-PGB 100 +&
PGB-GABA 100 - GBP-PGB 50 »
o
-
0

PGB-GABA 50 - GBP-PGB 50
PGB-GABA 50 - PGB GABA 100
-10 -5

Si un intervalo no contiene cero, las medias correspondientes son significativamente

Comparaciones muiiltiples de Dunnett con un

10

control

Pruebas simultaneas de Dunnett para la media de nivel - Media de control

Diferencia de niveles Diferencia EEde IC de 98% Valor T
Valor pdelas  diferencia ajustado
medias
GBP-GABA 100 - Control 0.28 243 (-7.32,7.89) 0.12 1.000
GBP-GABA 50 - Control 0.22 243 (-7.39,7.82) 0.09 1.000
GBP-PGB 100 - Control -0.66 243 (-8.27,6.95) -0.27 1.000
GBP-PGB 50 - Control -0.44 243 (-8.04,7.17) -0.18 1.000
PGB-GABA 100 - Control -041 243 (-8.02,7.19) -0.17 1.000
PGB-GABA 50 - Control -0.16 243 (-7.76,7.45) -0.06 1.000

Nivel de confianza individual = 99.59%

ICs simultaneos de 98% de Dunnett
Media de nivel - Media de control para ABS 2

GBP-GABA 100 - Control ‘e
i
i

GBP-GABA 50 - Control e
|
GBP-PGB 100 - Control .
|
1
GBP-PGB 50 - Control .
i
PGB-GABA 100 - Control .
H
PGB-GABA 50 - Control I 4
1
H

-10 5 0 5 10

Si un intervalo no contiene cero, las media correspondiente es significativamente diferente de
la media de control
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