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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DEL EFECTO ANTIFUNGICO DE NANOPARTICULAS DE PLATA FRENTE A
ESPECIES PATOGENAS DE Candida’

AUTOR: JHON JHAMILTON ARTUNDUAGA BONILLA™

PALABRAS CLAVE: Nanoparticulas de plata, Antifiungico, Candida, Microdiluciéon, CLSI,
Citotoxicidad

DESCRIPCION

En esta tesis, se realiz6 la sintesis y caracterizacién de nanoparticulas de plata (AgNPs) obtenidas
mediante reduccion quimica con tres tipos de agentes reductores: cisteina, citrato de sodio e
hidracina. Se selecciondé la sintesis de AgNPs con mejor actividad antifingica sobre especies de
Candida con diferente perfil de sensibilidad al antifungico convencional fluconazol. Las AgNPs
seleccionadas, fueron encapsuladas de forma independiente en tres biopolimeros y se determiné la
actividad anticandidiasica. Posteriormente, se evalud la citotoxicidad de las nanoparticulas sobre
fibroblastos de murino.

Las nanoparticulas fueron caracterizadas mediante espectrofotometria UV-VIS, Microscopia
Electronica de Transmision y de Barrido (TEM/SEM), Dispersién de Luz en Modo Dinamico (DLS) y
mediante potencial zeta. Las AgNPs fueron en general esféricas, con tamafo promedio entre 14 a
36 nm. Por otro lado, el efecto inhibitorio de las AgNPs se evalué mediante la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMlso) de acuerdo con el protocolo M27-A3 del Clinical and
Laboratory Standards Institute y mediante la determinacién de la Concentracion Minima Fungicida
(CMF). El estudio se llevé a cabo en las cepas Candida parapsilosis ATCC 22019, Candida albicans
ATCC 10231 y tres especies de Candida aisladas de pacientes con Candidiasis muco-cutanea.

La CMIlso de todas las AgNPs obtenidas se encontré entre 0.1 a 0.5 ug/mL para las cepas evaluadas,
evidenciando mejor efecto antifungico de las AgNPs sintetizadas mediante reduccién con cisteina.
La encapsulacion en biopolimeros potencializé entre 25 a 50 veces el efecto antifungico de las
AgNPs libres y redujo en un orden de 5 veces la citotoxicidad. La actividad antifingica exhibida por
las AgNPs libres y encapsuladas frente a especies de Candida y el minimo efecto citotéxico, permiten
considerar los nanocompuestos de plata como una potencial alternativa en el desarrollo de nuevos
agentes anticandidiasicos.

" Tesis

** Universidad Industrial de Santander. Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia y Departamento
de Ciencias Basicas de la Escuela de Medicina. Directora: Clara Inés Sanchez Suarez. Codirectora:
Claudia Cristina Ortiz Lopez.
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ABSTRACT

TITLE: STUDY OF THE ANTIFUNGAL EFFECT OF SILVER NANOPARTICLES AGAINST
PATHOGENIC SPECIES OF Candida*

AUTHOR: JHON JHAMILTON ARTUNDUAGA BONILLA**
KEYWORDS: Silver nanoparticles, antifungal, Candida, microdilution, CLSI, Cytotoxicity
DESCRIPTION

In this thesis, silver nanoparticles synthesis (AgNPs) was carried out by chemical reduction using
three kinds of reducing agents: cysteine, sodium citrate and hydrazine. The AgNPs synthesis with
better antifungal activity against Candida species with different susceptibility profile to fluconazole
was selected. Subsequently, the selected AgNPs were separately encapsulated in three different
biopolymers, and then were assessed for anticandidal activity and cytotoxicity on murine fibroblast.

The nanoparticles characterization was carried out using UV-VIS spectrophotometry; Transmission
Electron Microscopy and Scanning (TEM / SEM); Dynamic Light Scattering (DLS) and by Zeta
potential measurements. In general, the AgNPs were in spherical shape with varying size from 14 to
36 nm. On the other hand, AgNPs inhibitory effect was measured by using the minimum inhibitory
concentration (MICso) according to recommendations of the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), protocol M27-A3, and by determining the minimum fungicidal concentration (MFC).
These analyses were performed on C. parapsilosis ATCC 22019, Candida albicans ATCC 10231 and
on three Candida species isolated from patients with mucocutaneous candidiasis.

The experimental evidence showed that the MICso for all acquired AgNPs and tested on the different
Candida strains was between 0.1 and 0.5 ug/mL; the best antifungal effect was observed for AQNPs
synthesized using cysteine. In addition, the polymer encapsulation increased the antifungal activity
of the free AgNPs between 25- and 50-fold, whereas the cytotoxicity was reduced up to 5-fold. Based
on these findings, silver nanoparticles should be considered as a potential alternative for developing
new anticandidal agents.

* Thesis

* Universidad Industrial de Santander. Facultad de Salud. Escuela de Microbiologia y Departamento
de Ciencias Basicas de la Escuela de Medicina. Directora: Clara Inés Sanchez Suarez. Codirectora:
Claudia Cristina Ortiz Lopez.
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INTRODUCCION

En los ultimos anos, las enfermedades fungicas han contribuido de manera
significativa al aumento de la morbilidad y la mortalidad de los pacientes
inmunosuprimidos; en particular, los pacientes con VIH, usuarios de medicamentos
inmunosupresores empleados contra el cancer y trasplante de érganos, y aquellos
individuos con uso prolongado e irracional de antibiéticos de amplio espectro
(Panacek et al., 2009; Allevato et al., 2007). La implementacion de dispositivos
meédicos como los catéteres venosos periféricos y centrales, empleados para
tratamientos como quimioterapia, hemodialisis y nutricion parenteral, contribuyen de
forma importante a la colonizacién e invasion fungica, principalmente del género
Candida (Schommer et al., 2013; Sanglard, 2002).

Las micosis de piel y mucosas constituyen un problema sanitario no sélo en
pacientes inmunosuprimidos, sino en la poblacion mundial de todas las edades y se
calcula que generan al menos entre el 5 al 10% de las consultas dermatolégicas
(Allevato et al., 2007). Asimismo, alrededor del 60% de todas las mujeres sanas
experimentan al menos una vaginitis por Candida albicans y aproximadamente el
5% soportan episodios recurrentes de la patologia (Sanglard, 2002; Sardi et al.,
2013). Actualmente, el género Candida es considerado por el National Nosocomial
Infections Surveillance System (NNISS, USA) como el cuarto patégeno sanguineo
a nivel nosocomial, con una tasa de mortalidad estimada de hasta el 45 %
(Wisplinghoff et al., 2004; Lusvarghi et al., 2007; Hauman et al. 1993; Huffnagle et
al., 2013).

Entre las principales especies de Candida aisladas en micosis humanas, se
encuentran C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guilliermondii y
C. krusei. Las especies antes mencionadas comprenden mas del 90% de las

micosis, siendo relativas a la localizacién geografica, la poblacién de pacientes y la
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condicién clinica. Es preocupante la incidencia por cepas de C. albicans, C. glabrata
y C. krusei que expresan sensibilidad disminuida o resistencia a antifungicos,
principalmente fluconazol. Este antifungico azdlico, es frecuentemente empleado
como tratamiento de micosis muco-cutaneas y sistémicas (Naglik et al., 2011;
Cortés et al., 2011; Huffnagle et al., 2013; Schommer et al., 2013).

El surgimiento de nuevos medicamentos para enfermedades micoticas ha sido muy
modesto si se compara con el desarr~ll~ de los agentes antibacterianos. En la
actualidad, las micosis causadas por levauuras se tratan con agentes antifungicos
que incluyen polienos (anfotericina B), azoles (fluconazol, itraconazol, voriconazol,
posaconazol) y equinocandinas (caspofungina, micafungina y anidulafungina)
(Allevato et al. 2007; Sanglard, 2002; Pfaller, 2006). Sin embargo, la administracion
de los antimicéticos antes mencionados, es acompafiada ocasionalmente de
efectos secundarios como cefalea, nauseas, hipokalemia, edema y efectos
citotoxicos, entendiéndose éstos ultimos como el dafio generado en las células no
microbianas (Sanglard, 2002; Schekerov et al., 2010; Pfaller, 2006).

El uso inadecuado de antimicéticos constituye una de las razones que conlleva al
desarrollo de cepas patdégenas menos sensibles que requieren tratamientos mas
eficaces que los actualmente implementados. Levaduras como Candida exhiben
resistencia frente a casi todos los antifungicos disponibles (Sanglard, 2002; Pfaller,
2006; Cortés et al., 2011). Se ha encontrado resistencia al fluconazol en Candida
albicans cercana al 3%, con variaciones regionales y locales muy notorias. En
Colombia la variabilidad de resistencia o sensibilidad disminuida se encuentra
desde 0 al 20.8%, resultados dependientes del tipo de pacientes, el lugar de
evaluacién y la técnica implementada (Gutiérrez et al., 2007; Rivas et al., 2009;
Torres et al., 2009; Zuluaga et al., 2010).

El actual panorama de sensibilidad disminuida y resistencia quimioterapéutica de

levaduras como Candida frente a los antifungicos convencionales, genera la
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necesidad de desarrollar nuevos agentes que presenten actividad antifungica y con
efectos citotéxicos minimos (Gutiérrez, 2007; Enwuru et al., 2008; Nadeem et al.,
2011). La mayoria de los agentes utilizados comercialmente presentan toxicidad o
un espectro de accién limitado. Una alternativa que ha tenido resultados promisorios
es el uso de nanomateriales como las nanoparticulas de plata (AgNPs). El tamafio
nanométrico permite una interaccion eficiente con el microorganismo al encontrarse
en la misma escala dimensional. Los estudios en su mayoria han sido dirigidos a la
actividad antibacteriana de las AgNPs, no obstante, al revisar sus posibles
mecanismos de accion se presentan como una buena opcién para el control fungico
(Panacek et al., 2009; Nasrollahi et al., 2011; Young et al., 2009; Monteiro et al.,
2014).

Por lo anterior, este trabajo de investigacion se orientd hacia la sintesis y
caracterizacion de AgNPs obtenidas mediante reduccion quimica y su
encapsulacion en biopolimeros. Se determiné el efecto antifungico de AgNPs libres
y encapsuladas frente a varias especies de Candida con diferente perfil de
sensibilidad al antifungico convencional fluconazol. Finalmente, fue determinada la
citotoxicidad de las nanoparticulas sobre fibroblastos de murino. El desarrollo del
proyecto no presentd impacto negativo sobre el medio ambiente, ya que se trabajé

con protocolos de bioseguridad y manejo de residuos bioldgicos y quimicos.

1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE
1.1. GENERALIDADES: Candida
Candida es un hongo levaduriforme, pertenece a la divisibn Ascomycota,
Subdivision Ascomycotina, Clase Ascomycetes, Orden Saccharomycetales, Familia

Saccharomycetaceae. Las especies del género son comensales del ser humano,

estan presentes en las mucosas y habitualmente son aisladas de la cavidad oral,
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conjuntival, el tracto gastrointestinal y urogenital. Sin embargo, cuando hay
deficiencia de las funciones inmunoldgicas, pueden invadir y causar enfermedad a
nivel cutaneo, de mucosas y/o sistémico, por lo cual se conoce como patégeno
oportunista (Panacek et al., 2009; Pfaller et al., 2007; Castrillon et al., 2005).
Candida es considerada una levadura polimaérfica no térmica, con variaciones en su
morfologia desde levaduras redondeadas u ovales, hasta formas alargadas
denominadas hifas y pseudohifas; presenta reproduccion asexual mediante
gemacion o brotacién, en la cual las células hijas se encuentran fisicamente
separadas de la célula madre después de la citocinesis (Pfaller et al., 2007; Allevato,
2007; Lusvarghi et al., 2008). Hasta el momento se ha evidenciado que las especies
C. albicans, C. dubliniensis y C. tropicalis son las unicas que producen hifas
verdaderas, en este sentido serian las Unicas especies dimorficas (Panacek et al.,
2009; Pfaller et al., 2007).

El dimorfismo para Candida esta dado por cambios en condiciones nutricionales del
medio y consiste en el paso de la forma levaduriforme a la filamentosa. En general,
la morfologia levaduriforme predomina durante la colonizacién de la mucosa en el
hospedero sano, y la inhibicion del sistema inmune del individuo favorece la
morfologia filamentosa. Por lo tanto, ambas formas de crecimiento pueden
desempefiar un rol importante en la patogénesis y encontrarse en muchos
microambientes diferentes en el hospedero (Lusvarghi et al., 2008; Felk et al., 2002;
Leng et al., 2001; Aaron, 1998).

El pseudomicelio resulta a partir de células encadenadas originadas por gemacion
que permanecen unidas a la célula madre y se prolongan con varios grados de
elongacion. Los pseudomicelios presentan un cuello entre compartimientos
celulares adyacentes y pueden tener la forma de un rosario o la apariencia de un
filamento. Ahora bien, las hifas verdaderas o micelios se generan a partir de una
célula de levadura o como ramificaciones de una hifa ya formada. Los tubos

germinativos se inician como evaginaciones que se desarrollan en proyecciones
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filamentosas. Durante el proceso de formacion del tubo germinativo (que al
desarrollarse en longitud dara origen al micelio), el nucleo migra de la célula basal
hacia el tubo germinativo en formacion como se puede observar en la Figura 1
(Castrillon et al., 2005; Aaron, 1998; Richard et al., 2005).

=== Anillo del septo A Capuchén

~paroyl e ﬂ
g -
e

Ciclo celular de la formacion de hifas

~4it -

Ciclo celular de |a formacion de pseudohifas

Figura 1. Ciclo celular de Candida. (Sudbery P. 2011; Fotos: Fuente Autor)

1.1.1 Pared celular. Las levaduras poseen una pared esencial para la integridad
y morfologia celular. La rigidez de la pared no solo protege a la célula de condiciones
externas adversas sino que también resiste la presion de turgencia del protoplasto
y evita la lisis de la célula cuando ocurren descensos en la osmolaridad del medio.
De igual forma, actua como barrera frente a sustancias potencialmente nocivas del
medio ambiente y evita que proteinas periplasmaticas sean secretadas al exterior
(Chaffin et al., 1998; Chaffin et al., 2008).

17



La pared celular, que constituye aproximadamente un 30% del peso seco de la
célula, esta compuesta principalmente por tres clases de polimeros de naturaleza
polisacaridica: polimeros de manosa (manano) covalentemente unidos a péptidos
(manoproteinas), polimeros de glucosa (glucanos) y un polimero de N-acetil-
glucosamina (quitina) (Ver Figura 2). El glucano de la pared celular esta constituido
por la union de moléculas de  D-glucosa en configuracion beta (). Segun el tipo
de enlace predominante, se puede clasificar al 3-glucano en dos tipos de polimeros:
el B-1,3-glucano y el B-1,6-glucano. EI  R-1,3-glucano, es el componente mas
abundante (80% del total del R-glucano), esta constituido aproximadamente por
1500 residuos de glucosa por molécula, y forma una cadena lineal con uniones -
1,3 en su mayor proporcion y aproximadamente 3% de ramificaciones unidas
mediante enlaces 3-1,6. En cuanto a las funciones celulares, la fraccion de 3-1,3-
glucano unida a quitina tiene un papel directo en el mantenimiento de la rigidez y

morfologia de la pared celular (Chaffin, 2008).

Levadura

1)0 nw

B-(1,3)-glucano
B-(1,6)-glucano

7 Quitina
. } Membrana celular

L
: #’-(1,3)-glucano sintasa

Figura 2. Estructura celular de levaduras (Chaffin et al., 2008; Sardi et al., 2013)
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1.1.2  Atributos de virulencia. Las especies de Candida han desarrollado una
variedad de atributos de virulencia efectivos y de estrategias especificas que las
capacitan para superar las barreras de defensa y causar enfermedad (Castrillén,
2005; Leng, 2001; Yang, 2003). Diversos atributos de virulencia han sido
considerados para C. albicans: formacién de micelio, moléculas de reconocimiento
superficiales, cambio fenotipico y la produccion de enzimas hidroliticas
extracelulares (Castrillon, 2005; Yang, 2003). Estas ultimas, tienen la capacidad de
degradar polimeros que proporcionan nutrientes para el crecimiento de los hongos,
asi como de inactivar las moléculas utiles en la defensa del organismo. La
produccién de enzimas hidroliticas tales como fosfolipasas, hialuronidasas,
condroitin-sulfatasa y proteasas de aspartil son atributos de virulencia que
favorecen la invasioén de tejidos en la Candidiasis (Challacombe et al., 2003; Naglik,
2003; Schaller et al., 2003; Albrecht et al., 2004).

Las aspartil proteasas secretadas (Sap) tienen un papel principal en la patogénesis
de Candida y han sido ampliamente estudiadas como determinantes clave en su
virulencia. La habilidad de causar enfermedad es probablemente un proceso
complejo que involucra multiples interacciones entre Candida y el hospedero; la
mayoria de los estudios se enfocan en el papel de las Sap, codificadas por la familia
de genes SAP1-10 (De Bernardis et al., 1999; Sardi et al., 2013; Yang, 2003).

La relacién directa entre virulencia y niveles de expresién de las proteasas ha sido
descrita por diferentes autores (Chaffin et al., 2008; Naglik et al., 2003; Castrillon et
al., 2005; Dostal et al., 2003) y refieren las siguientes observaciones: las pruebas
de laboratorio con cepas mutadas de Candida incapaces de secretar proteasas
demostraron ser menos virulentas o avirulentas; los hospederos infectados con
Candida presentan proteinas Sap y anticuerpos de Sap en su sitio de infeccion y
ademas, se ha comprobado que las Sap pueden degradar un amplio rango de

substratos, incluyendo proteinas relacionadas con defensas inmunoldgicas vy
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estructurales, tales como cadenas pesadas de Inmunoglobulinas, queratina,

colageno acidificado y proteinas de matriz extracelular.

1.1.3 Patogénesis de la Candidiasis. Uno de los principales factores que rigen
la etiologia de la Candidiasis es el estado inmunologico del individuo. En
consecuencia, cuando hay alteracion en la respuesta inmune, las levaduras
normalmente comensales desencadenan la enfermedad infecciosa como una
entidad patogena. De hecho, la delgada linea entre la transicién comensal-patégeno
es atribuida a un extenso repertorio de atributos de virulencia expresados en
determinadas condiciones predisponentes (Dostal et al. 2003; Monteiro et al. 2014).
Los diferentes atributos de virulencia se han convertido en estrategias importantes
que permiten y facilitan la capacidad de colonizar tejidos, causar enfermedad y
superar las defensas del hospedero. Estos atributos son expresados de acuerdo
con el tipo de infeccion (muco-cutanea o sistémica), el sitio, la etapa de infeccion y
la naturaleza de la respuesta inmune del individuo afectado (Naglik et al. 2003; Yang
2003).

Segun Naglik et al., 2003 las etapas de infeccidn reconocidas en Candida son cuatro
y dependen de la respuesta inmune del hospedero: etapa 1, colonizacién de la
superficie epitelial; etapa 2, infeccion a este mismo nivel; etapa 3, infecciones
profundas penetrando con mayor severidad en el tejido epitelial, y la etapa 4, genera
una infeccion diseminada por el torrente sanguineo, continuando la infeccién en
otros tejidos del hospedero (Ver Figura 3). De esta manera, se pueden generar

casos clinicos letales por este agente infeccioso.
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1. Colonizacion
Adhesion epitelial &—}%A[%
Adquisicion de nutrientes e o o ° e

2. Infeccion Superficial [E
Penetracioén epitelial
Degradacion de proteinas - e ® ®

3. Infeccién Invasiva
Penetracion de tejido
Evasion inmune

4. Infeccion Diseminada
Adhesion endotelial

Invasion vascular

Infeccion de otros tejidos
Activacion de cascada de
coagulacion

Figura 3. Etapas en la patogénesis de la Candidiasis (Naglik J, et al. 2003).

1.1.4 Tratamiento y resistencia antifungica. La decision de tratar las micosis,
con un preparado tépico o sistémico debe ser individualizada y depende del tipo de

enfermedad micdtica, la extension de las lesiones y el hongo causal.

Existen diferentes tipos de antifungicos, entre ellos, los polienos que alteran la
permeabilidad de la membrana lo que permite una pérdida de proteinas, glucidos y
cationes monovalentes y divalentes, desencadenantes de la muerte celular. La
anfotericina B es el agente mas conocido de esta familia; es extraido de la bacteria
Streptomyces nodosus puede comportarse como fungistatico o fungicida
dependiendo de la sensibilidad del hongo y de la concentracién alcanzada en el

lugar de la infeccion, se fija a los esteroles de la membrana de células eucariotas y
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tienen una gran afinidad por el ergosterol. Como consecuencia de tal fijacion se
altera la estructura de la membrana, se origina una despolarizacion de esta y un
aumento de la permeabilidad para protones y cationes monovalentes con pérdida
de contenido citoplasmatico, conllevando a la muerte celular. Otros polienos de uso

comun son la nistatina y la natamicina (Allevato, 2007; Maestre et al., 2001).

Los azoles tienen un anillo con atomos de nitrégenos libres unidos mediante enlace
C-N a otros anillos aromaticos. La naturaleza de estos anillos modifica las
propiedades fisicoquimicas, el efecto terapéutico, la toxicidad, entre otras
caracteristicas. En funcion del numero de nitrégenos que posee el anillo se dividen
en imidazoles: miconazol y ketoconazol y triazoles: fluconazol, itraconazol y
voriconazol. Tienen actividad fungistatica por inhibicion de la demetilacién del
lanosterol de la membrana citoplasmatica fungica al unirse a una de las enzimas del
citocromo P-450, ello lleva a la acumulacion de metil- esteroles y a la reduccion de
la concentracién de ergosterol, un esterol esencial para la integridad de la

membrana citoplasmatica fungica (Allevato, 2007).

Las alilaminas inhiben Ila enzima escualeno-epoxidasa y disminuyen Ia
concentracion de ergosterol, aumentando los niveles de escualeno. Como
consecuencia, aumenta la permeabilidad de la membrana plasmatica, se altera la
organizacion celular y disminuye el crecimiento del hongo. Entre este tipo de

antimicoticos se encuentra terbinafina y naftifina (Maestre, 2001).

En cuanto a los lipopéptidos actuan inhibiendo la sintesis de glucanos a través de
la inactivacion de la enzima 1,3-beta glucano-sintetasa, enzima responsable de
formar este polimero de la glucosa que es esencial para la estructura de la pared
de la célula fungica. La pared se altera y se torna incapaz de soportar el estrés
osmdtico, por lo que la célula muere. Pertenecen a este grupo las papulacandinas,
equinocandinas y los triterpenos glicosilados, productos naturales derivados de los

hongos, cuyo efecto es fungicida. Estos agentes no afectan a las células de
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mamiferos porque carecen de las enzimas blanco de estos compuestos (Allevato,
2007; Maestre, 2001).

Por otra parte, la incidencia de candidiasis se ha incrementado dramaticamente en
los ultimos afios; sin embargo, la disposicion de antimicoticos se ha limitado a
quinolonas, algunos azoles y polienos; casi todos tienen una o mas limitaciones,
como sus efectos adversos, el espectro antimicético reducido y la escasa
penetracion a ciertos tejidos. El tratamiento se hace mas dificil con el desarrollo de
resistencia a algunos de los agentes convencionales y con la minima actividad

fungicida de los azoles (Allevato, 2007).

La resistencia frente a los antimicéticos ha sido ampliamente estudiada en Candida
albicans, residente en la superficie mucosa de boca, aparato digestivo y sistema
urinario en el 15% al 60% de los individuos sanos (Cowen et al., 2002). Martinez,
2002, describe tres posibles mecanismos de resistencia en Candida spp.: el primero
es la modificacién de la enzima diana; el segundo, la incapacidad de alcanzar
concentraciones adecuadas del antifungico en el sitio de accion por la presencia de
barreras de permeabilidad o sistemas de bombeo activo; y por ultimo, la inactivacion
del antimicético por modificacién del mismo. En particular, la resistencia dada por el
aumento del flujo de salida de los agentes antifungicos se debe a la sobre-expresion
de los genes de eflujo, CDR1, CDR2 (familia ABC de proteinas transportadoras de
membrana) y MDR1 (mayor familia de proteinas de transporte facilitado) (Sardi et
al., 2013).

Asimismo, la eficacia de la terapia antifungica se encuentra afectada por
sustituciones de aminoacidos en la enzima Erg11p (lanosterol 14-a-desmetilasa),
codificada por el gen ERG11, indispensable para la sintesis del ergosterol. La
resistencia a los azoles se ha descrito en aislamientos clinicos en los que se

demuestra una disminucién de la expresion de dicha enzima o la presencia de
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mutaciones especificas que la afectan en su estructura o funcién (Martinez et al.,
2002; Sardi, 2011).

1.2 NANOTECNOLOGIA

En 1974, Norio Taniguchi de la Universidad de Tokio, Japén, definio la
nanotecnologia como el proceso de separacién, consolidacion y deformacion de los
materiales en un atomo o una molécula (Taniguchi, 1974). Actualmente, el programa
National Nanotechnology Initiative (NNI) de EE.UU, el cual coordina la investigacion
y avances en nanotecnologia, considera que la tecnologia a nanoescala implica el
control de la materia a nivel atbmico, molecular o macromolecular en la escala de
tamarno entre 1-100 nm. Esto permite la creacién de estructuras, dispositivos y
sistemas con nuevas propiedades (6pticas, biolégicas y quimicas) en funcion de su
tamarno (Monge, 2009; De la Rosa, 2007).

El surgimiento y progreso de la nanotecnologia esta ligado al desarrollo de nuevos
nanomateriales que no solo se enfocan en la tecnologia sino también en la ciencia.
Los estudios en nanotecnologia involucran diversas areas de investigacion, desde
actividades industriales hasta ciencias aplicadas. Uno de los mayores adelantos en
este nuevo campo de las ciencias es la produccién y aplicacion de nanoparticulas
a las ciencias biolégicas (Liu, 2006; Rai et al., 2009). En la medicina, es
especialmente utilizada como herramienta en la administracién dirigida de
medicamentos, sistemas de entrega de genes, nuevos dispositivos de diagndstico,
en la lucha contra enfermedades como el cancer y en el desarrollo de nuevos

agentes antimicrobianos (Singh et al., 2008; Sanchez et al., 2009).
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1.3 ACCION ANTIMICROBIANA DE LA PLATA

El uso de la plata como agente antimicrobiano ha sido documentado desde el ano
1000 a.C y con el transcurso del tiempo, el interés de su aplicacion ha aumentado
gracias a la actividad inhibitoria frente a diversos microorganismos (Rai et al., 2009;
Ruparelia et al., 2008).

Las propiedades antimicrobianas de la plata fueron evidenciadas desde la
antigledad al utilizar vasos de plata para preservar el agua y el vino. De igual forma,
el polvo de plata era considerado por Hipocrates, padre de la medicina moderna,
como la posible cura de diversas enfermedades (Ruparelia, 2008; Ayala, 2009).
De esta manera, los compuestos de plata entraron en la practica médica
convirtiéndose en las principales armas contra la infeccién de heridas en la Primera
Guerra Mundial hasta el surgimiento de los antibiéticos. En 1884, aparece en
Alemania el nitrato de plata como una solucion oftalmica para la prevenciéon de la
conjuntivitis gonocdcica neonatal, que es tal vez el primer uso médico documentado
de la plata. Ademas, por via topica la sulfadiazina de plata era el tratamiento
estandar antibiético para las heridas graves, quemaduras y sigue siendo
ampliamente utilizado en unidades de quemados (Nair et al., 2007; Chen et al.,
2008).

La actividad antimicrobiana de la plata se ha asociado a su alta reactividad, lo cual
permite unirse facilmente a diversas moléculas entre estas, al ARN y al ADN.
Asimismo, los iones plata interaccionan con grupos tiol y con otros grupos como
carboxilatos, fosfatos, hidroxilos, imidazoles y aminas (Monge, 2009). Esta reaccién
puede ser de forma sencilla o combinada lo que logra alterar procesos vitales para
la célula microbiana, entre ellos, la replicacion, la sintesis proteica, la produccion de
ATP y la respiracion celular (Monge, 2009; Sardi et al., 2013).
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1.4 NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs)

El comité ISO TC 229 WGH1, encargado de la estandarizacion en el area de la
nanotecnologia principalmente en la terminologia, clasificacion y nomenclatura,
define la nanoparticula como un nano-objeto con al menos una de sus tres
dimensiones en el rango de la nanoescala (1-100 nm) (Morones et al., 2005; Rai,
2009).

Las nanoparticulas metalicas entre ellas las AgNPs, presentan propiedades
diferentes a los materiales a mayor escala sintetizados a partir de los mismos
atomos (Solomon et al., 2007). Estas diferencias se hacen notables comparando el
color amarillo-marrén de las dispersiones de nanoparticulas de plata con la solucion
incolora de nitrato de plata o la apariencia metalica de la plata metalica. La plata
coloidal 6 AgNPs presentan especial interés debido a sus propiedades particulares
como la conductividad, la estabilidad quimica, catalitica y la actividad antimicrobiana
(Sharma et al., 2009; Pal et al., 2007).

Con el fin de sintetizar nanoparticulas, se han desarrollado diversas técnicas fisicas
0 quimicas tales como fotorreduccién, microemulsién, reduccion quimica,
biosintesis, ablacion laser, entre otras (Nair et al., 2007; Noritomi et al., 2010). Cada
meétodo tiene sus propias ventajas y limitaciones. Entre los parametros que estan
influenciados por el método de sintesis se incluyen: el diametro promedio de AgQNPs
y el tamafio, la distribucion de tamano, la forma, la carga superficial, la adicion de
agentes estabilizantes, rendimiento de la reaccién, quimica de la reaccion, y la

presencia de impurezas (Solomon, 2007).

La reduccién quimica es el método mas frecuentemente aplicado para la
preparacion de AgNPs, este requiere de tres componentes basicos: precursor
metalico (AgNO3 el mas utilizado), agente reductor y agente estabilizante (Tao et
al., 2006; Sondi et al., 2004; Monge, 2009). Durante la formacion de las

26



nanoparticulas inicialmente ocurre la reduccion de la sal metalica al correspondiente
atomo de plata. Los atomos libres actuan como centros de nucleacion dando lugar
a racimos atomicos. Posteriormente tales racimos se agrupan para permitir el
crecimiento molecular y asi formar las nanoparticulas de plata. Las AgNPs
contienen entre 20-15000 atomos de plata (Ver Figura 4) (Chen et al., 2008; Monge,
2009).

| Agente reductor | Nucleacion
Precursor metalico : :
(AgNO;)
Atomos de plata
libres
_Q\\\’/’J/‘f‘ Crecimiento
i — \
—7 A X
YT

‘ Proteccion

’ Agente estabilizante (terminacién)

Nanoparticula

Figura 4. Formacion de nanoparticulas de plata (Monge, M. 2009).

Se ha establecido que la plata y las AgNPs en una solucién acuosa producen la
liberacién de iones de plata, los cuales son biolégicamente activos y con efecto
microbicida. Sin embargo, un estudio comparativo entre AgNPs, nitrato de plata y
cloruro de plata, reveld que las AgNPs tienen mayor actividad antimicrobiana que
los iones de plata libre. Se ha propuesto como mecanismo alternativo que las
AgNPs interactuan con la pared celular de la célula microbiana, provocando la lisis
de la misma. Este hecho conlleva a una mayor permeabilidad en la pared celular
dejando a la célula incapaz de la regulacion del transporte a través de la membrana
plasmatica, lo que culmina con la muerte celular (Sondi, 2004; Morones, 2005; Choi,
2008).
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Por otra parte, como resultado de estudios comparativos entre el efecto de AgNPs
sobre microorganismos resistentes y susceptibles a antimicrobianos, se ha
establecido que las AgNPs no se unen selectivamente a algunas proteinas, sino a
un amplio espectro de dianas que incluyen la membrana, proteinas citoplasmaticas
y acidos nucleicos (Ayala et al., 2009; Noorbakhsh et al., 2011; Young et al., 2009).
Actualmente, el mecanismo mas aceptado de accién de las AgNPs es que éste se
da por un efecto combinado, en el que cada mecanismo propuesto (interaccion con
la pared celular, ADN, ARN y enzimas respitarorias) contribuye a proporcionar una

mayor actividad biocida (Chaloupka et al. 2010).

Existen numerosos estudios que demuestran el efecto antifungico de las AgNPs,
Noorbakhsh et al., 2011 estudiaron el efecto de las AgNPs de forma individual y en
combinacion con antifungicos como fluconazol y griseofulvina frente a Trichophyton
rubrum. Los resultados demostraron que las AgNPs inhibieron el crecimiento del
hongo en concentraciones de 10 ug/ml. De esta forma, presentaron una menor
inhibicion que la griseofulvina (0.8 pg/ml), pero mayor eficiencia que el fluconazol
(40 pg/ml). Ademas, la actividad inhibitoria de los antifungicos fue incrementada en

presencia de las AgNPs.

Nasrollahi et al., 2011, investigaron los efectos antimicoticos de AgNPs sobre
Candida albicans ATCC 5027 y Saccharomyces cerevisiae ATCC 4005027, el
estudio determiné la Concentracion Minima Inhibitoria (CMlso) de las AgNPs en 0.5
Mg/mL y sugirid mayor investigacion sobre el efecto sinérgico de las nanoparticulas

con antimicoticos convencionales.

Panacek et al., 2009, estudiaron la actividad antifungica de las nanoparticulas de
plata frente a Candida spp. Por medio de la determinacién de la concentracion
minima inhibitoria (CMI), la concentracion minima fungicida (CMF) y ensayos de
citotoxicidad de las AgNPs en fibroblastos humanos. Se demostré un efecto

inhibitorio contra las levaduras en concentraciones de 0.21 mg/L de AgNPs. En
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contraste, la plata idnica inhibié el crecimiento de las levaduras en concentraciones

comparables al nivel citotdxico (aprox. 1 mg/L).

1.5 ENCAPSULACION DE AgNPs UTILIZANDO BIOPOLIMEROS

La encapsulacion desde un punto de vista fisico, se puede definir como la
incorporacion de una molécula, farmaco o proteina en una red de agregacion de
polimero/s mediante distintos tipos de procesos de fabricacion (Pinto et al., 2006).
En los ultimos afos las nanoparticulas o microparticulas poliméricas biodegradables
han sido propuestas como nuevos sistemas transportadores de farmacos,
moléculas biolégicamente activas. Todo ello ha sido posible por las grandes
posibilidades que ofrecen estos sistemas para mejorar la eficacia o solucionar
problemas relacionados con la administracion de distintos tipos de moléculas en los
seres vivos (Mora et al., 2010). La encapsulaciéon permite entre otras ventajas,
mejorar la eficacia y aumentar el tiempo de permanencia del farmaco en el lugar de
aplicacion. Por otro lado, disminuye la toxicidad de los farmacos y permite dirigir en
este caso, las nanoparticulas de manera especifica mediante modificacién con
ligandos (Neufeld et al., 2006).

Los nanocompuestos se pueden obtener mediante dos tipos de encapsulacion:
nanocapsulas o nanoesferas (Ver Figura 5) y es posible diferenciarlas por su
organizacion estructural (Kumari et al., 2010). En el primer caso, las nanoesferas
son de tipo matricial, donde el principio activo queda intercalado en la matriz
formada por el biopolimero. El principio activo puede ser absorbido en la superficie
de la esfera o encapsulado dentro de la particula. Las nanocapsulas, en cambio,
son sistemas vesiculares en los que el farmaco se localiza en el interior de la
particula, generalmente disuelto en un vehiculo oleoso y rodeado por la membrana

polimérica (Mora et al., 2010).
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Figura 5. Organizacion estructural de las Nanoesferas y Nanocapsulas (Lima, 2013).

Entre los biopolimeros empleados para encapsular principios activos se destacan:
el acido poli-lactico (PLA), el acido poli-lactico-co-glicélido (PLGA) y el quitosano. El
PLGA es actualmente uno de los polimeros biodegradables mas empleados como
nanotransportadores puesto que por hidrélisis en fluidos corporales se degrada en
sus dos mondémeros, acido lactico y acido glicélico que no tienen efectos tdxicos
asociados a su administracion en la liberacién controlada de farmacos (Danhier et
al., 2012). Las principales estrategias empleadas en la preparacion de
nanocapsulas de PLGA incluyen: los métodos por emulsificacion-difusion, emulsion
del solvente-evaporacién, deposicién interfacial y el método de nanoprecipitaciéon
(Kumari et al., 2010; Mora et al., 2010).

En cuanto al polimero PLA, es ampliamente utilizado como nanotransportador, pues
las unidades libres de acido lactico funcionan como un intermediario natural en el
metabolismo de los carbohidratos. Al igual que los métodos de preparacién del
PLGA, la formacion de nanocapsulas de PLA tiene como clave la eliminacién del
solvente en el que se disuelva el acido. Por lo tanto, las principales estrategias de

preparacion de nanocapsulas de PLA incluyen evaporacién del solvente,
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desplazamiento del solvente, “salting out” y difusién del solvente (Kumari et al.,
2010).

En relacion con el quitosano, es un biopolimero hidrosoluble capaz de formar
peliculas, fibras, hidrogeles, micro y nanoparticulas en condiciones y medio acido
suaves. El caracter policationico le atribuye alta afinidad para asociar moléculas
terapéuticas a las cuales protege de la degradacién hidrolitica y enzimatica. Entre
las metodologias mas frecuentes para preparar nanoparticulas a base de quitosano
se encuentran: precipitacidén, entrecruzamiento covalente y gelificacion ionotrépica
utilizando tripolifosfato pentasédico (TPP) (Vimal et al., 2013; Liu et al., 2009).

1.6 CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad relacionada principalmente al dafio generado en las células no
microbianas, es una gran preocupacion en el desarrollo de nuevos farmacos. En un
esfuerzo para evitar la interaccién directa entre la superficie de las nanoparticulas y
las células mamiferas, las nanoparticulas de metal y otros nanomateriales como los
puntos cuanticos o los nanotubos de carbono, pueden ser modificados mediante
una barrera polimérica. Esta modificacion es una estrategia eficaz para prevenir la
toxicidad inherente derivada del nucleo del nanomaterial (Schrand et al., 2008;
Nafee et al., 2009).

La formacion de una barrera de proteccién interfacial entre el nucleo metalico y las
células, es importante para prevenir la alteracion de células y tejidos sanos
circundantes. Ademas, se ha demostrado que aun con la incorporacion de AgNPs
en barreras poliméricas como quitosano, PLA: acido polilactico o PLGA: acido poli-
(lactico-co-glicdlico) no se altera su actividad antimicrobiana. En otros estudios se

ha encontrado que la interaccién de nanoparticulas de plata con polimeros crea
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dispersiones mas estables en solucion, lo cual es importante para las aplicaciones

biomédicas de interés (Schrand et al., 2008).

A partir de los diversos estudios de citotoxicidad sobre células mamiferas como las
células germinales C18-4 (Braydich et al., 2005); células hepaticas BRL 3A (Rai et
al., 2009) y la linea de células neuroendocrinas PC-12, es un hecho notorio que la
exposicion a las nanoparticulas de plata disminuye significativamente la funcién

mitocondrial, paso inicial y fundamental hacia la apoptosis (Monge, 2009).

Rai y colaboradores 2004, en un estudio con la linea celular hepatica: BRL 3A,
observaron disminucion del nivel de glutation reducido (GSH) y un incremento en
las especies reactivas de oxigeno (ROS). Recientemente, se ha documentado que
los iones Ag* alteran la funcion de la mitocondria a través de interacciones con los
grupos tiol de su membrana interna. Asimismo, se ha descrito interaccién con
enzimas como la tiorredoxina, glutatiéon, SOD y la tiorredoxina peroxidasa, las cuales
estan involucradas en la neutralizacion del estrés oxidativo. Las nanoparticulas de
plata pueden agotar el mecanismo de defensa antioxidante, lo que conduce a la
acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y a la posterior alteracion de

la célula hasta su muerte.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antifungico de nanoparticulas de plata frente a especies
patégenas de Candida.
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2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Seleccionar la mejor estrategia de sintesis de AgNPs con posible actividad

antifungica.

v Seleccionar las AgNPs con mejores caracteristicas fisicas, quimicas y actividad

antifungica sobre especies de Candida.

v' Evaluar la encapsulacién en biopolimeros como estrategia para mejorar la

actividad antifungica y disminuir el efecto citotéxico de las AgNPs.

v Evaluar el efecto de las AgNPs sobre la pared celular y secrecion de proteasas

en Candida spp.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 REACTIVOS Y CEPAS FUNGICAS

3.1.1 Reactivos. Todos los reactivos empleados fueron grado analitico y se
utilizaron sin purificacién adicional. El nitrato de plata (AgNO3, 99.98%), la L-cisteina
(C3H7NO2S, >99%), el monohidrato de hidracina (H2NNH2.H20, 98+%), el Citrato de
sodio (Na3CsHs0 (COO0)s, 99%) y el medio de cultivo Saboraud 2% Dextrosa Agar
(SDA) fueron adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemania). EI Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB, 99%), el acido tanico (C7sHs2046, 99%), el reactivo
fendlico Folin Ciocalteu (2N), el medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute
(RPMI 1640), el fluconazol (C13H12NeF20) y el Polivinil alcohol (PVA, 99%) fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri). Para todos los ensayos se empled

agua desionizada.
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3.1.2 Cepas Fungicas y medios de cultivo

Cepas ATCC

v

Candida parapsilosis ATCC 22019 (cepa de referencia para validacion del
ensayo antifungico estandarizado por el CLSI) fue adquirida de Microbiologics®
(USA).

Candida albicans ATCC 10231 (Genital Pathogens QC) fue donada por la

Escuela de Microbiologia de la Universidad Industrial de Santander.

Aislamientos clinicos de Candida

Los aislamientos de Candida provienen de muestras de lesiones cutaneas
analizadas en la Escuela de Microbiologia de la Universidad Industrial de
Santander. Los aislados fungicos se seleccionaron para el estudio teniendo en

cuenta los siguientes criterios de inclusion:

1. Especies aisladas de pacientes con candidiasis cutanea.

Especies con resistencia antimicética o con sensibilidad disminuida frente a un
antifungico de rutina como fluconazol.
Especies de Candida de importancia clinica, de mayor prevalencia en

Candidiasis mucocutanea.

Todos los cultivos de Candida se realizaron en agar Sabouraud al 2% de Dextrosa

(SDA) a 35°C. Los ensayos de sensibilidad antifungica se llevaron a cabo en medio

Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) con L-glutamina y sin bicarbonato de

sodio, ajustado a pH 7+0.1 y con 0.2% de glucosa, de acuerdo con la norma M27-
A3 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).
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3.2 METODOLOGIA

La metodologia general planteada para la ejecucion del proyecto se describe en el
Esquema 1.

’ Sintesis de AgNPs I

Cisteina I

lCitratodeSodiol | Hidracina I |

I |
v

Seleccion de AgNPs con la mayor actividad
antifungica sobre Candida spp

v

Determinacion de la citotoxicidad mediante prueba MTT

Determinacion del efecto de las AgNPs seleccionadas sobre
la pared celular y las proteasas de Candida

Esquema 1. Metodologia general empleada en el desarrollo del proyecto de investigacion

3.21 SINTESIS DE LAS NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs)

Las condiciones de sintesis de AgNPs empleadas para el desarrollo del presente
trabajo y descritas a continuacion, corresponden a las condiciones seleccionadas
luego del proceso de estandarizacion realizado en el Grupo de investigacién de
Bioquimica y Microbiologia (GIBIM) de la Universidad Industrial de Santander (UIS)
(Paredes, 2011).
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3.211 Sintesis mediante reduccion con Cisteina

La sintesis de AgNPs se realiz6 de acuerdo con lo descrito por Khan et al., 2009. A
partir del AgNO3 (0.01M) se realizé la reduccién quimica empleando cisteina
(0,01M) en presencia del agente estabilizante CTAB (0.01M). Posteriormente, se
adicion6é PVA a una concentracion final de 0.02% (w/v). Finalmente, la reaccién se
expuso a sonicacion durante dos horas. La sintesis fue llevada a cabo a temperatura
ambiente y en presencia de luz. La observacion del color rojo-naranja en la
suspensién indico la formacion de AgNPs. La suspension coloidal obtenida se

almaceno en frascos transparentes a temperatura ambiente.

3.21.2 Sintesis mediante reduccion con Citrato de Sodio

Inicialmente fueron precalentadas a 60°C la solucion de AgNOs (solucién 1) y la
mezcla de citrato de sodio — acido tanico (preparada a una relacion 100:1) (solucion
2). Luego, fue adicionado gota a gota la solucion 1 sobre la solucion 2 bajo
condiciones de vigorosa agitacion magnética. Posteriormente, se dejé en ebullicién
a 300°C durante 30 minutos mientras se observé una transicion de coloracion
hacia un tono verdoso. La suspension coloidal final contenia AgNO3 (0.59 mM),
citrato de sodio (5.5 mM) y &acido tanico (47.8 uM) (Kumar et al., 2007). La

suspensidon de AgNPs fue almacenada en frascos ambar a 4°C.

3.21.3 Sintesis mediante reduccion con Hidracina.

La sintesis de AgNPs consistié en mezclar AQNO3s, CTAB e Hidrato de hidracina en
un matraz con agitacion magnética suave, a temperatura ambiente y en ausencia
de luz. La reaccién fue sometida a sonicacion durante dos horas. La aparicién de
una coloracién amarilla indicé la formacion de las nanoparticulas. La suspensién
final contenia AQNO3s (0.6 mM), CTAB (0.6 mM) e hidrato de hidracina (0.6 mM)
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en un volumen de 20 mL. Las suspensiones coloidales de AgNPs se almacenaron

en frascos ambar a temperatura ambiente.

3.3 ENCAPSULACION DE AgNPs UTILIZANDO BIOPOLIMEROS

La encapsulacion de las AgNPs de forma independiente con PLGA (acido poli-
lactico-co-glicdlido) y PLA (acido poli-lactico) fue realizada empleando la técnica de
doble emulsiéon-evaporacion de solvente. Inicialmente, se prepard la primera
emulsion: fue disuelto el polimero en diclorometano y se adiciond la muestra de
AgNPs seleccionada por sus caracteristicas fisico-quimicas y actividad antifungica.
Esta primera emulsion de polimero-AgNPs se homogenizé a 3000 rpm durante 20
minutos. Posteriormente, se prepard la segunda emulsion, la cual consistié en
adicionar la emulsiébn 1 sobre una solucion de polietilenimina (PEI 0.25%) y
poloxamer (0.5%). Seguidamente, se homogeniz6 a 15.500 rpm durante 10
minutos. Finalmente, la emulsion obtenida fue rotoevaporada durante 1 hora con el
objetivo de retirar el solvente empleado y la solucion obtenida fue centrifugada en
filtros amicon hasta retirar el exceso de polimero y purificar los encapsulados
(Bennewitz et al., 2011).

La encapsulacion de AgNPs en quitosano se realizd mediante la técnica de
gelificacion ionotrépica utilizando tripolifosfato pentasodico (TPP). Se disolvio el
quitosano en solucidon de acido acético al 2% y se aplicé agitacion magnética
durante 12 horas. Las particulas de quitosano no disueltas se filtraron.
Posteriormente, se agrego6 gota a gota la suspension de AgNPs y seguidamente se
adicionod la solucion acuosa de TPP. Todo se realizd a temperatura ambiente. La
reaccion se dejé durante dos horas y fue centrifugada. Las nanoparticulas obtenidas
en el sedimento fueron lavadas y resuspendidas para su posterior caracterizacion
(Vimal et al., 2013; Liu et al., 2009).
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3.4 CARACTERIZACION DE LAS NANOPARTICULAS

La caracterizacién fisicoquimica de las nanoparticulas se realiz6 mediante las
siguientes técnicas analiticas:

Espectrofotometria UV-VIS. Se basa en el analisis de la cantidad de radiacion
electromagnética en el rango de longitudes de onda del ultravioleta y visible (380-
780 nm) que puede absorber o transmitir una muestra en funcion de la
concentracion de la sustancia presente.

Dispersion de luz en modo dinamico (DLS). También llamada espectroscopia de
correlacion fotonica o cuasi-elastica de dispersion de luz. Es una técnica en la fisica
que se puede utilizar para determinar la distribucion de tamano de particulas
pequefas en suspension o polimeros en solucion.

Potencial Zeta. Es un término cientifico para el potencial electrocinético en los
sistemas coloidales. En la literatura de la quimica coloidal, se denota generalmente
con la letra griega zeta. Desde un punto de vista tedrico, el potencial zeta es la
diferencia de potencial entre el medio de dispersion y la capa estacionaria de fluido
unido a la particula dispersada, entendiéndose esto como la carga superficial de las
particulas.

Absorcion Atémica. La espectroscopia de absorcién atémica con llama es el
método mas empleado para la determinacién de metales en una amplia variedad de
matrices. En este método la muestra es directamente aspirada a una llama de flujo
laminar. La llama tiene como funcién generar atomos en su estado fundamental de
los elementos presentes en la muestra. Temperaturas cercanas a los 1.500—
3.000°C son suficientes para producir la atomizaciéon de un gran numero de
elementos, los que absorberan parte de la radiacién proveniente de la fuente
luminosa.

Microscopia Electronica de Barrido (SEM). Es un instrumento que permite
observar la topografia de una muestra utilizando los electrones secundarios
producidos por la interaccion de un haz de electrones de alta energia con la

muestra. Ademas de la emisidon de electrones secundarios, la interacciéon haz—-
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muestra produce otras sefiales como: retrodispersion de electrones, produccion de
rayos X, electrones Auger, catodo luminiscencia, etc. Los microscopios electrénicos
recientes combinan una serie de detectores para analizar las distintas sefales que
se generan. Las principales utilidades del SEM son la alta resolucién y la gran
profundidad de campo que resuelve una imagen tridimensional de la muestra.

Microscopia Electronica de Transmisién (TEM). Permite la observaciéon de la
muestra en cortes ultrafinos. El TEM dirige el haz de electrones hacia el objeto que
se desea aumentar. Una parte de los electrones rebotan o son absorbidos por el
objeto y otros lo atraviesan formando una imagen aumentada del espécimen. Es
una herramienta importante para la caracterizacion estructural de materiales
nanoestructurados, de los cuales se puede obtener no solo informacion morfologica,
de nuestro interés, sino también cristalografica y de composicién quimica con la

ayuda de la espectroscopia de dispersion de energia de rayos-X (EDS).

En resumen, las nanoparticulas sintetizadas se caracterizaron por
Espectrofotometria UV-Vis en el espectrofotémetro Shimadzu UV-1601-1601 PC,
utilizando un barrido de 300 nm a 600 nm. Dispersion de luz en modo dinamico
(DLS) y determinacion del Potencial zeta con el equipo Malvern Zetasizer Nano-ZS,
utilizando un volumen de muestra de 1.5 mL de la suspension de nanoparticulas en
un intervalo de concentracion de 100-200 ppm. También, las AgNPs se
caracterizaron mediante Microscopia Electronica de Barrido en modo TEM (S-TEM)
en el laboratorio de Microscopia del Parque Tecnoldgico de Guatiguara (PTG) de la
Universidad Industrial de Santander. Finalmente, las AgNPs se caracterizaron
mediante Microscopia Electronica de Transmisién (TEM) en el Centro de
Investigacién de Materiales (CCMR), de la Universidad de Cornell, Ithaca, Nueva
York (USA) y en la Universidad Federal de Rio de Janeiro, Rio de Janeiro (Brasil);
c) La fase cristalina de las AgNPs (cisteina) se determiné por Difraccion de Rayos
X (Ver anexo 1) utilizando un equipo difractémetro Philip a una velocidad de barrido
de 0.02 s-! en un intervalo de 26 de 20 ° a 80 ° con radiacion CuKa (A = 1,5418 A).
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3.5 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA (CMiso)

La CMIsg se consideré como la menor concentracion de AgNPs capaz de reducir la
concentracion microbiana en un porcentaje = 50% con respecto al control de
crecimiento sin AgNPs. El ensayo antifungico se llevd a cabo bajo la metodologia
propuesta por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) en el
documento M27-A3 donde se describe la estandarizacion de las pruebas de
sensibilidad antifungica para las levaduras. Los cultivos de Candida se realizaron
en agar SDA al 2% a 35°C/48 h. El inéculo se ajusté de acuerdo al protocolo a una
concentracion final de 0.5 — 2.5x103 UFC/mL con solucion salina estéril 0.85% (w/v)
y medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) con L-glutamina, sin
bicarbonato de sodio y con 0.2% de glucosa. El medio se ajustdé a pH 7+0.1. La
interpretacion de los resultados se realizé teniendo en cuenta la escala de lectura
visual descrita en el documento M27-A3, con especial interés en la escala 2 que
corresponde a la considerable reduccién de la turbidez (50% de inhibicion) con

respecto al control de crecimiento.

Las concentraciones evaluadas de AgNPs libres y encapsuladas en polimeros
fueron 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.25 y 0.5 uyg/mL. La mezcla de in6culo-AgNPs se
realizé en microplacas de 96 pozos en relacion 1:1 y se incubaron a 35°C. Asi
mismo, se procedié con el control de sensibilidad antifungica: fluconazol, el cual se
empled en un rango de concentraciones de 0.5 — 64 pg/mL. La lectura visual se
realizé a las 0, 24 y 48 h. Se realizaron mas de 3 experimentos independientes por
duplicado con los correspondientes controles de esterilidad del medio de cultivo y

controles de crecimiento (sin exposicion a antimicrobianos).
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3.6 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MIiNIMA FUNGICIDA (CMF)

A partir de la CMIsg seleccionada para cada cepa fungica y sus concentraciones
mayores, se tomo una alicuota de 100 ul de cada una de estas concentraciones y
se resuspendieron en 900 pl de caldo de cultivo RPMI 1640 con el fin de revitalizar
las células fungicas existentes. Los cultivos se incubaron a 35°C durante 24 horas.
Posteriormente, se tomé una alicuota de cada tubo y se realizé la siembra en cajas
petri con SDA al 2% con el fin de corroborar la ausencia de crecimiento fungico.
Estas placas inoculadas se incubaron durante 48 horas a 35°C. Se considero la
CMF como la menor concentracién de nanoparticulas que produjo una reduccién de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) >99,9% en comparacion con el inéculo

sin tratamiento con AgNPs.

3.7 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

La prueba de citotoxicidad fue realizada en el Centro de Investigacion de
Enfermedades Tropicales (CINTROP) de la Universidad Industrial de Santander.
3.7.1 Linea celular de mamifero

Se emplearon células tipo fibroblasto murino NIH/3T3 (ATCC® CRL-1658™) las
cuales fueron mantenidas en medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con 5% de
suero fetal bovino inactivo (SFBi, Hyclone) a 37°C, 5% de CO. y 95% de humedad.

3.7.2 Ensayo MTT

Los fibroblastos NIH/3T3 fueron tratados con diferentes concentraciones de AgNPs

(1.1 -=3.3—-10- 30 pug/mL). Las células control fueron mantenidas sin exposicion a
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nanoparticulas. La citotoxicidad fue determinada por el método colorimétrico de
MTT (Bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico) (Carmichael et al.,
1988; Shanmugasundaram et al., 2013). El MTT es captado por las células y
reducido por la enzima succinico deshidrogenasa mitocondrial de las células
mamiferas viables a su forma insoluble, formazan. El compuesto formazan queda
retenido en las células y es liberado mediante su solubilizacién quimica. La cantidad
de MTT reducido fue cuantificado mediante espectrofotometria a 580 nm
empleando un lector de microplacas (Multiskan Go). El porcentaje de citotoxicidad
fue calculado mediante la formula: % citotoxicidad =100 * (DO grupo control — DO
grupo tratado)) DO grupo control. La citotoxicidad fue expresada como la
concentracion toxica de la muestra para el 50% y 90% de las células (CCso, CCg0)
calculados por regresion sigmoidal utilizando el software Msxlfit ™ (ID Business

Solution, UK); Los ensayos fueron realizados por triplicado.

Para los ensayos de citotoxicidad se consideraron como variable dependiente el
numero de células mamiferas empleadas y la Densidad 6ptica (DO) producto de la
reducciéon del compuesto MTT, y como variables independientes las formulaciones
de AgNPs libres y encapsuladas en el polimero seleccionado, PLGA. En el cuadro
1 se observan las variables medibles que se tuvieron en cuenta para el analisis de

citotoxicidad.

Cuadro 1. Variables de analisis para el ensayo de citotoxicidad

Nombre de la variable Definicion Naturaleza

Concentracién minima del compuesto que
disminuyé 50% la viabilidad celular Cuantitativa
con respecto al control (células sin tratamiento)

Concentracion
Citotoxica 50 (CCso)

Concentraciéon minima del compuesto que
disminuyd 90% la viabilidad celular Cuantitativa
con respecto al control (células sin tratamiento)

Concentracion
Citotdxica 90 (CCyo)
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3.8 DETERMINACION DEL EFECTO DE LAS AgNPs SOBRE LA PARED
CELULAR FUNGICA

El efecto de las AgNPs sobre la pared celular de Candida fue evidenciado mediante
Microfotografias que permitieron observar la interaccion levadura-AgNPs. Los
ensayos se llevaron a cabo en el laboratorio de Quimioterapia antifungica del
Departamento de Microbiologia de la Universidad de Sao Paulo, Brasil y en el
Laboratorio de Biologia Celular de Hongos del Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho de la Universidad Federal de Rio de Janeiro (UFRJ), Rio de Janeiro, Brasil. En
estos laboratorios se realizé Microscopia de fluorescencia con blanco de calcofluor
y DAPI, Microscopia Electréonica de Barrido (SEM) y Microscopia Electronica de
Transmision (TEM) para las células tratadas con AgNPs y los respectivos controles

(sin tratamiento con AgNPs).

Inicialmente fueron preparadas las muestras de Levadura-AgNPs a las
concentraciones previamente determinadas como CMIso. Posteriormente se realizé
fijaciobn quimica con paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 2.5% durante 30
minutos para las muestras de fluorescencia y 1 hora para las muestras de
Microscopia electronica (SEM y TEM). Una vez fijadas las células, se continué con
el procesamiento respectivo para el analisis por cada tipo de Microscopia. Los
protocolos empleados se encuentran en detalle en el anexo 2 (Protocolos de

Microscopia).

3.9 ENSAYOS DE INHIBICION DE PROTEASAS

3.9.1 Ensayo cualitativo de inhibiciéon de proteasas

El ensayo cualitativo para evaluar la produccion e inhibicion de Proteasas asparticas

secretadas (Sap), fue llevado a cabo mediante modificaciéon de la metodologia
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propuesta por Dostal et al., 2003. Inicialmente fueron realizados cultivos liquidos de
Candida en el medio YPD (Extracto de levadura 1%, Peptona 2%, Dextrosa 2%)
con una concentracién sub-inhibitoria de AgNPs y se incubaron a 35°C durante 8-
10 horas. Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se realizd la prueba de
hidrdlisis en un medio de cultivo enriquecido con una fuente proteica. De esta
manera, fue seleccionado el medio Base Carbdén Levadura (YCB) suplementado
con Albumina de Suero Bovino (BSA) al 0.1%, pH: 5.0. Las placas se incubaron por
24-48 horas a 35 °C. La aparicion de halos de aclaramiento en el agar, evidencio la
hidrdlisis enzimatica de la proteina debido a las Sap secretadas en el medio de
cultivo. Como control de produccién de Sap fue preparado un cultivo de Candida sin

tratamiento con AgNPs.

3.9.2 Ensayo cuantitativo de inhibicion de proteasas

Para determinar el efecto inhibitorio de las AgNPs sobre la secrecion de Sap, se
realizaron modificaciones de Chand et al. 2011. A partir un cultivo de Candida en
medio YPD (Extracto de levadura 0.25%, Peptona 0.5%, Dextrosa 0.25%) a
35°C/Overnight en presencia de una fuente proteica como BSA 0.1%. Se procedio
a centrifugar el cultivo y se adicioné 100 yL de sobrenadante en 900 ul de buffer
citrato 0.1M pH: 3.2 suplementado con BSA al 0.1%. Se incubo6 a 35°C y la reaccion
de hidrdlisis fue detenida con acido tricloroacético (TCA al 15%) a intervalos de 1
minuto hasta 4 minutos para encontrar el tiempo de mayor hidrdlisis. La produccion
de las proteasas fue evidenciada mediante la liberacion de péptidos y aminoacidos
producto de la actividad hidrolitica. Los péptidos liberados solubles en TCA que
tienen residuos de tirosina y triptéfano fueron cuantificados colorimétricamente a
750 nm mediante la reduccion del Reactivo de Folin Ciocalteu (Ver Esquema 2). A
partir de una curva patron de tirosina, fue determinada la Unidad de actividad
proteolitica, definida como la cantidad de enzima capaz de catalizar la conversion

de 1 pmol de sustrato por minuto. Las Unidades/mL de enzima fue calculado
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mediante la férmula: U/mL de enzima = (umol tirosina liberada x Volumen total del
ensayo (mL))/ (Volumen de enzima utilizada (mL) x Tiempo de ensayo (min) x

Volumen utilizado en medicion colorimétrica (mL)).

Proteina
(BSA, Caseina)

l Proteasas

Péptidos + aminoacidos

l TCA 15%

Péptidos solubles en TCA que tienen
residuos de tirosinay triptofano

Reactivo Folin Ciocalteu

v

Color azul

Esquema 2. Ensayo cuantitativo para determinar actividad proteolitica de Sap (Chand, R
et al. 2011).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 SELECCION DE LAS CEPAS DE Candida

Teniendo en cuenta el primer criterio de inclusion de las cepas de Candida
mencionado en el numeral 3.1.2, se preseleccionaron 8 cepas; a partir de estas, se
procedio con la seleccion de acuerdo con la sensibilidad disminuida o resistencia
antifungica presentada frente a fluconazol. En consecuencia, fueron elegidas 5
cepas de Candida sobre las cuales fueron desarrollados gran parte de los

experimentos programados de actividad antifungica de los nanocompuestos. En la
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tabla 1 se evidencia los resultados obtenidos mediante la prueba de sensibilidad
para levaduras y se resalta en negrilla las cepas seleccionadas. La CMiIsg
correspondié a la escala 2 de lectura visual, donde se evidencié considerable

reduccion de turbidez (50% de inhibicion) con respecto al control de crecimiento.

Tabla 1. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMlso) de fluconazol
frente a las cepas de Candida preseleccionadas para el estudio. El ensayo fue
realizado mediante microdilucién en caldo RPMI, pH 7£0.1 y el in6culo evaluado fue
de 0.5 —2.5x10% UFC/mL, de acuerdo al protocolo para levaduras M27-A3 del CLSI.

CM150 de Fluconazol

Especie de Candida (ng/mL)
C. parapsilosis ATCC 22019 2
C. albicans ATCC 10231 16
C. guilliermondii 4
C. krusei 64
C. glabrata 64
C. tropicalis 1
C. parapsilosis 1
C. albicans 1

Con el fin de conocer la clasificacidn de sensibilidad frente a fluconazol de las cepas
de Candida seleccionadas para el estudio, en la tabla 2 se exponen los puntos de
corte segun el CLSI (2008) para levaduras frente al antifungico azdlico. Los puntos
de corte son valores de CMI especificos que permiten clasificar los hongos en las

categorias: Sensible, Sensible dependiente de la Dosis y Resistente.
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Tabla 2. Puntos de corte recomendados por el CLSI (M27 — A3) para levaduras

frente a Fluconazol.

Sensible Dosis

Antifingico Sensible Dependiente Resistente
(S-DD)

Fluconazol <8 ng/mL 16-32 pg/mL 264 pg/mL

De acuerdo con los puntos de corte del CLSI, las cepas de Candida seleccionadas
para el presente estudio, se clasificaron como Resistentes (C. glabrata 'y C. krusei),
Sensible Dosis Dependiente (C. albicans) y Sensibles (C. guilliermondii y

C. parapsilosis).

4.2 CARACTERIZACION DE AgNPs

En la Figura 6 se presentan los espectros de absorcion UV-Vis de las AgNPs
sintetizadas y se observa que los espectros fueron los esperados de acuerdo con el
agente reductor utilizado. Se evidencié el “hombro” de absorcion en la region
comprendida entre 400 — 430 nm producto de la resonancia de plasmoén superficial
de las AgNPs sintetizadas con Cisteina como agente reductor. Los espectros de
absorcién correspondiente a la sintesis de AgNPs con citrato de sodio y con
hidracina fueron los esperados y presentaron un maximo de absorcién caracteristico

para AgNPs alrededor de 410 nm.
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Espectro UV-VIS AgNPs
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Figura 6. Espectro UV-Vis de las AgNPs sintetizadas. Las muestras de AgNPs
fueron diluidas 1:2 con agua deionizada y se procedio a realizar el barrido a una

longitud de onda entre 300 — 600 nm en celdas reducidas.

Los espectros UV-Vis demostraron el comportamiento esperado para las AgNPs, ya
que la interaccion entre AgNPs y la luz produce una oscilacién colectiva de los
electrones de superficie ocasionando bandas de resonancia conocidas como
plasmones de superficie localizados 6 resonancia del plasmoén superficial (RPS)
(Solomon et al., 2007; Barnes et al., 2003). La absorbancia de la RPS de las AgNPs
se encuentra en el espectro visible con un pico alrededor de 410 nm (Sharma et al.,

2009; Nanda et al., 2009; Dongwei et al., 2009). El corrimiento de la absorcion hacia



el azul (menor longitud de onda) en el espectro ultravioletra-visible, como se observa
en la sintesis con Citrato, indica una disminucién en el tamano promedio de las
nanoparticulas. Asimismo, el ancho de la banda refleja la dispersion en la poblacién
de las particulas, es decir, entre mas estrecho sea el pico, las particulas presentan
poblaciones de tamafo promedio cercanas entre si. En efecto, lo anterior fue
demostrado al relacionar los espectros UV-Vis con los tamafos hidrodinamicos
promedio obtenidos mediante Dispersion de Luz en modo Dinamico (DLS),
encontrando mayor tamano y dispersion en la sintesis con hidracina en comparacion

a la sintesis con citrato.

Respecto a la carga superficial determinada como Potencial zeta, la cual indica el
potencial que se requiere para penetrar la capa de iones circundantes en la particula
para desestabilizarla, fueron obtenidas dos tipos de AgNPs con carga superficial
neta positiva (sintesis con cisteina e hidracina) y una con carga neta negativa
(sintesis con citrato). En la Figura 7 se demuestra la carga superficial neta de las
AgNPs obtenidas mediante reduccion quimica empleando diferentes agentes

reductores.
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Figura 7. Carga superficial neta de las AgNPs obtenidas con diferente agente
reductor (A) Cisteina (pH: 3.8) (B) Citrato (pH: 8.2) (C) Hidracina (pH: 10.2). La
medicion se realiz al pH final de reaccion de cada ruta de sintesis de AgNPs y las

muestras fueron diluidas con agua deionizada hasta una concentracién entre 100 —

200 ppm.
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A pesar de lo descrito por Petica et al., 2008, quienes exponen que las particulas
con carga superficial entre el rango de -20 mV a 20 mV presentan menor estabilidad
dado que tienen tendencia a asociarse y formar sedimentos; cabe destacar que las
tres sintesis de AgNPs con carga superficial dentro del rango mencionado, fueron
estables por 12 meses en el caso de la sintesis con cisteina y por 4 meses en el
caso de las otras dos rutas de sintesis. En la sintesis con cisteina, es posible
explicar la mayor estabilidad de la suspensién debido a la accidén del CTAB y de un
segundo agente surfactante como Polivinil-alcohol (PVA) el cual una vez formadas

las AgNPs evita la aglomeracion mediante la formacion de micelas.

El tamafio de las AgNPs fue evidenciado mediante DLS y también fue analizado
mediante microscopia TEM. El tamafo hidrodinamico promedio observado por DLS
fue acorde con el tamafo promedio de las particulas analizadas mediante TEM. En
esta ultima técnica, se observé morfologia esférica en la mayoria de las particulas,
lo cual es un resultado favorable para la actividad antimicrobiana de interés, puesto
que algunos autores (Rai et al., 2009; Morones et al., 2005; Pal et al., 2007)
describen este tipo de morfologia como relevante en el anclaje inicial sobre las
células microbianas. En la Figura 8 se evidencia el rango estrecho de tamafio de
las AgNPs, comprendido entre 14 a 36 nm con un indice de polidispersion (Pdl) de
0.2 a 0.4 y asimismo se observa las microfotografias electronicas de cada tipo de

sintesis.
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Figura 8. Caracterizacién mediante DLS y TEM de las AgNPs sintetizadas con los
diferentes agentes reductores (A) Cisteina (pH: 3.8) (B) Citrato (pH: 8.2) (C)
Hidracina (pH: 10.2). El analisis por TEM se realiz6 adicionando 10 uL de cada tipo

de AgNPs sobre un grid (Formvar) de cobre cubierto con carbén.
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La microfotografia de la sintesis de AgNPs con cisteina permitié detectar la
presencia de largas cadenas aglomeradas y no lineales que indican la interaccién
entre particulas. Esta caracteristica podria generar un mayor efecto antifungico
debido al “ataque” simultaneo de AgNPs aun sin que esta condicién de interaccién
pueda afectar la estabilidad de la suspension coloidal (Khan et al., 2009; Cheow et
al., 2010; Zhang et al., 2010). La interaccion observada, posiblemente se debe a la
formacion del complejo Cisteina-Ag insoluble en el medio de reaccién cuando se
agrega la cisteina entre el precursor metalico y el agente estabilizante (CTAB) (Khan
et al., 2009; Mansoob et al., 2012). El CTAB es empleado durante la sintesis con
cisteina ya que permite una mayor solubilizacion, estabilizacién, adsorcién de los
reactivos y especialmente porque disminuye la formacion del complejo Cisteina-Ag
(Khan et al., 2009). Las AgNPs sintetizadas con iones citrato no presentaron una
forma definida y exhiben agregados que afectarian las propiedades fisico-quimicas
y asi, el efecto antifungico. En relaciéon a las AgNPs sintetizadas con hidracina, la
microfotografia demostré particulas de forma esférica definida, tamafo mono-
dispersos y sin presencia de agregados, caracteristicas favorables para la

estabilidad y actividad antifungica de interés.

En la tabla 3 se presenta el resumen de los resultados del tamafio en solucién
acuosa, la carga superficial neta y el indice de polidispersion obtenido para cada
tipo de AgNPs en la medicion por DLS. De acuerdo con los resultados, las AgNPs
obtenidas mediante cisteina presentaron las caracteristicas mas convenientes y
requeridas para un posible agente antifungico; tamafo promedio aceptable menor
de 20 nm y carga superficial positiva que permite generar una mayor interaccién
electrostatica con las células fungicas (Nasrollahi et al., 2011; Noorbakhsh et al.,
2011; Huh et al., 2011).

Tabla 3. Resumen de la Caracterizacion de AgNPs. Las mediciones de tamano

hidrodinamico y carga superficial (Potencial zeta), se realizaron a pH final de
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reaccion de cada ruta de sintesis y fueron diluidas con agua deionizada en relacion

1:2. Las mediciones se realizaron por triplicado.

, lamano indice de Potencial
Hidrodinamico o o
. Polidispersion Zeta
Agente reductor Promedio (PdI) (mV)
empleado (nm)

Hidracina 36.34 +15.3 0.342 +0.03 +3.98 £0.9
Citrato de Sodio 14.39 £6.4 0.409 0.1 -18.4 *1.5
Cisteina 19.83 +6.2 0.266 +0.15 +4.05 +1.3

4.3 EFECTO ANTIFUNGICO DE AgNPs

Para determinar el efecto antifungico de las particulas sintetizadas y caracterizadas,
los ensayos se realizaron mediante microdilucion en caldo bajo el protocolo
estandarizado del CLSI para levaduras descrito en el documento M27-A3. Se
empled fluconazol como control de inhibicion y los ensayos siempre fueron
realizados con la cepa de referencia que valida la técnica, Candida parapsilosis

ATCC 22019, tal como se describe en el protocolo mencionado.

4.3.1 Determinacion de la CMIso Y CMF

La Figura 9 presenta uno de los experimentos de microdilucion en caldo que
permite determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMlso) de las AgNPs frente
a las cepas de estudio. La CMIsg de todas las nanoparticulas obtenidas se encontro
entre 0.1 a 0.5 pg/mL para las cepas evaluadas, observando mejor efecto

antifungico de las AgNPs sintetizadas mediante reduccién con cisteina. Asimismo,
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en la Figura 9 se evidencia el efecto del antifungico fluconazol, confirmando la
resistencia farmacologica (CMlso 264 ug/mL) de C. krusei y C. glabrata;
Sensibilidad Dosis Dependiente (CMlso: 16-32 pg/mL) de C. albicans y la
sensibilidad (CMlso < 8 ug/mL) de C. guilliermondiiy C. parapsilosis descritas al inicio

del estudio (seleccion de las cepas).

C. albicans ATCC 10231

Fluconazole
AgNPs- Cys s | > -
0.5pug/mL | 0.25pug/mL | 0.1 pg/mL | 0.05 ug/mL | 0.02 pg/mL | 0.01 ug/mL
C. krusei
Fluconazole
AgNPs- Cys
Fluconazole
AgNPs-Cys
0.5pugmL | 0.25pg/mL | 0.1 pg/mL | 0.05pg/mL | 0.02 ug/mL | 0.01 pg/mL
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C. parapsilosis ATCC 22019

8 ng/mL 4pgml | 2pgmL | 1pg/mL cC CE

Fluconazole

ey

AgNPs- Cys & & @f\y@ = Y

0.5ug/mL | 025 ug/ml | 0.1 pg/mL | 0.05 ug/ml | 0.02 pg/mL | 0.01 pg/mL

C. guilliermondii

Fluconazole

0.5ugmL | 0.25ugmL | 0.1pgmL | 0.05pg/mL | 0.02 pg/mL | 0.01 ug/mL

AgNPs- Cys

Figura 9. Determinacion de CMIso de AgNPs (Cisteina) mediante la norma CLSI
para levaduras. Los ensayos se llevaron a cabo en medio RPMI 1640 con L-
glutamina y sin bicarbonato de sodio, ajustado a pH 7+0.1 y con 0.2% de glucosa.
CC: Control de Crecimiento; CE: Control de Esterilidad del medio de cultivo. Las
lineas amarillas indican la Concentracién Minima Inhibitoria (CMIso) de acuerdo

con la lectura visual comparada con los controles.

La Figura 10 muestra uno de los ensayos para determinar la Concentracion Minima
Fungicida (CMF) de las AgNPs (Cisteina) frente a las cepas de Candida. Se
evidencio actividad fungicida (CMF) desde 0.25 ug/mL hasta 2 pg/mL segun la cepa
de estudio y el tipo de AgNPs evaluada. Estos resultados son comparables con los
descritos por otros autores (Panacek et al.,, 2009; Nasrollahi et al., 2011;
Noorbakhsh et al., 2011). La tabla 4 expone el resumen de los resultados obtenidos

en la actividad antifungica de las nanoparticulas.
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Figura 10. Determinacion de CMF de las AgNPs (Cisteina) frente a las cepas de
Candida. Los ensayos se realizaron en cajas petri con SDA al 2% y fueron
incubadas durante 48 horas a 35 °C. Las imagenes demuestran la actividad
fungicida de las AgNPs (Cisteina) sobre (A) C. parapsilosis ATCC 22019 (B) C.
albicans ATCC 10231 (C) C. glabrata (D) C. krusei (E) C. guilliermondii. (I: Control
de Crecimiento; IlI: Control de esterilidad del medio de cultivo; lll: 0.1 yg/mL AgNPs;
IV: 0.25 pg/mL AgNPs; V: 0.5 ug/mL AgNPs).
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Tabla 4. CMIsp y CMF de AgNPs sobre las cepas de Candida. El ensayo fue
realizado mediante microdilucion en caldo RPMI, pH 7+0.1 y el inéculo evaluado fue
de 0.5 —2.5x10% UFC/mL.

AgNPs - AgNPs -

Fluconazol Cisteina Hidracina A = (D

ESPECIE

C. albicans
ATCC 10231

C. parapsilosis
ATCC 22019

C.
guilliermondii

C. krusei

C. glabrata

De acuerdo con los resultados de sensibilidad antifungica, las AgNPs obtenidas
mediante reduccién con cisteina e hidracina exhibieron mejor actividad contra las
cepas de Candida seleccionadas. La accion antifungica de la sintesis con cisteina
e hidracina fue muy similar, sin embargo, por la menor complejidad de preparacion
y la naturaleza quimica es conveniente seleccionar la cisteina como agente reductor
ideal. Respecto a la sintesis con citrato, posiblemente la carga superficial negativa
y los agregados que incrementan el tamano de particulas en la suspensién
influyeron en la disminucion del efecto y en la interaccion electrostatica con la célula
(Petica et al., 2008; Rai et al., 2009; Schrand et al., 2008).

Por otra parte, se evidencia que las AgNPs exhibieron una mayor potencia

farmacoldgica in vitro con respecto al fluconazol, ya que una menor concentracion
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genero el mismo efecto inhibitorio del 50% de las células fungicas. El fluconazol
inhibié el 50% de las células de C. albicans a 16 pug/mL, mientras las AgNPs de
mayor efecto sobre esta cepa requirié sélo 0.1 ug/mL, es decir, una concentracion
160 veces mas baja. También, considerando el caso de las cepas resistentes a
fluconazol (C. glabratay C. krusei), con 0.1 ug/mL de AgNPs (640 veces menos que

fluconazol) se inhibid la mitad de las células levaduriformes.

Del mismo modo, es posible considerar que las AgNPs sintetizadas en este trabajo
presentaron mayor eficacia farmacoldgica in vitro que el antifungico convencional
fluconazol. La intensidad de la respuesta antifungica de las AgNPs fue mayor en
comparacion con el fluconazol, puesto que las AgNPs generaron efecto fungicida
entre 0.25 a 2 pg/mL, mientras que el Azol s6lo generd efecto fungistatico a la

maxima concentracion evaluada de 64 pg/mL.

El efecto antifungico in vitro de las AgNPs sintetizadas es comparable e incluso
mejor a la accion de grupos de antifungicos de amplio uso sobre especies de
Candida: el efecto fungicida de anfotericina B (representante del grupo de
antifungicos polienos), presenta CMF entre 2-16 pg/mL; Azoles: posaconazol CMF
alrededor de 8 ug/mL, itraconazol y voriconazol CMF >10ug/mL y del grupo de
equinocandinas, caspofungina presenta actividad fungicida alrededor de 1 ug/mL
(Sardi et al., 2013; Dos Santos et al., 2014).

Es importante resaltar que el efecto fungistatico y fungicida de las AgNPs sobre las
cepas levaduriformes evaluadas, fue independiente al perfil de sensibilidad
farmacologica exhibido frente a fluconazol. Asi, C. krusei y C. glabrata, especies
con resistencia innata y secundaria a fluconazol y la cepa de referencia C.
parapsilosis, especie sensible a este antifungico, presentaron una sensibilidad
quimioterapéutica in vitro a concentraciones muy similares de AgNPs. De esta

manera, las nanoparticulas sintetizadas se pueden considerar como potencial
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agente anticandidiasico para el control fungico de cepas sensibles y resistentes a

antifungicos convencionales.

El efecto antifungico de las AgNPs exhibido sobre las cepas de Candida, es debido
posiblemente a los multiples blancos y su accidén simultanea, lo que brinda un efecto
fungicida sobre las especies evaluadas (Noorbakhsh et al., 2011; Young et al.,
2009). En contraste, el fluconazol presenta una sola diana cuya accién es reducir la
concentracion de ergosterol, un esterol esencial para la integridad de la membrana

celular fungica (Gregori et al., 2005; Catalan et al., 2006).

Es importante mencionar que el efecto biocida de las particulas de plata se atribuye
a su tamafo nanomeétrico, lo cual facilita la interaccion con la célula microbiana ya
que presenta mayor superficie en relaciéon al volumen. A su vez, la interaccién
electrostatica célula-nanoparticula generada por la carga superficial positiva del
compuesto juega un rol significativo en su adhesion inicial (Mocanua et al., 2014;
Huh et al., 2011).

Se ha descrito que la pared celular puede presentar alteraciones posteriores al
tratamiento con nanoparticulas, ya que éstas pueden interrumpir la transferencia de
electrones transmembranales y causar lisis de la célula (Choi et al., 2008). Esto
induce la entrada de las particulas y genera la oxidacion de los componentes
celulares mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Lok et
al., 2006). Segun Gogoi et al., 2006, las nanoparticulas pueden reaccionar
directamente con el DNA, las proteinas celulares y en consecuencia, afectar la

cadena respiratoria y la divisién celular.

Las nanoparticulas de plata en solucién acuosa promueven la liberacion de iones
de plata potenciando la actividad biocida de las nanoparticulas. Los iones de plata
penetran la pared celular y pueden formar complejos con las bases nitrogenadas en

el ADN y asi, condensar y reducir el proceso de replicacion (Choi et al., 2008).
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Asimismo, los iones plata pueden inhibir la expresion de enzimas y proteinas
indispensables para la produccion de ATP. La reaccion de Ag* con los grupos tiol,
carboxilo, fosfato, hidroxilo, amina, imidazol e indol pueden generan la inactivacion
de enzimas vitales para la célula y producir la muerte (Noorbakhsh et al., 2011; Choi
et al., 2008; Nasrollahi et al., 2011). Kumar y colaboradores 2004, propusieron que
el oxigeno se asocia con iones plata y reacciona con grupos sulfhidrilo (-S-H) sobre
la pared celular formando uniones R-S-S-R, lo cual bloquea la respiracion y causa

la muerte celular.

4.4 ENCAPSULACION DE AgNPs UTILIZANDO BIOPOLIMEROS

Teniendo en cuenta las caracteristicas fisico-quimicas y la actividad antifungica
exhibida por las AgNPs obtenidas mediante reduccién con cisteina, fue
seleccionado este tipo de sintesis para la encapsulacién en biopolimeros. La
encapsulacion de AgNPs en polimeros se realizd como estrategia eficaz para
mejorar la actividad antifungica y disminuir la citotoxicidad derivada del nucleo
metalico de la nanoparticula. Los polimeros empleados en este trabajo: el acido poli-
lactico (PLA), el acido poli-lactico-co-glicélido (PLGA) y el quitosano, fueron
seleccionados con base en la literatura cientifica como vehiculos de amplio uso
debido a la baja citotoxicidad y eficiencia en la entrega de farmacos (Danhier et al.,
2012; Dongwei et al., 2009; Nafee et al., 2009).

En la tabla 5 se exponen las condiciones finales empleadas en la encapsulacion de
AgNPs con los polimeros PLA y PLGA. A partir de las condiciones presentadas, se
logré obtener nanocompuestos poliméricos de un tamafo y carga superficial neta
aceptable e incluso mejor a los resultados descritos en otras investigaciones
(Cheow et al., 2010; Mora et al., 2010; Danhier et al., 2012). El procedimiento de
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encapsulacion fue estandarizado en el Grupo de Investigacién en Bioquimica y

Microbiologia de la UIS.

Tabla 5. Condiciones experimentales para encapsulacién en polimeros (PLA y PLGA)

VARIABLES VALORES

[Polimero] mg/mL 1.8
Acuosa : organica: Acuosa 1:10:100
[AgNPs] 177 ppm
[Polietilenimina] (% w/v) 0.25
[Poloxamer] (%w/v) 0.5
Velocidad Ultraturrax (rpm) 15.500
Polimero:AgNPs 1:2
Fase organica Diclorometano: 1 mL
Fase acuosa 1 0.1 mL
Centrifugacion 10000 rpm 10 min
Ajuste pH 6.5

En la Figura 11, se presentan los nanocompuestos sintetizados de PLA@Ag y
PLGA@Ag mediante Microscopia Electrénica de Barrido en modo TEM (S-TEM).
En las microfotografias se observa las nanoesferas obtenidas de cada polimero
conteniendo las particulas de plata (puntos de mayor brillo) insertadas y/o
absorbidas en la matriz polimérica. Por otro lado, la microfotografia de las AgNPs
libres (Imagen C) evidencia el tamafio esperado de las nanoparticulas sintetizadas.
Las AgNPs se observan como puntos brillantes debido al contraste generado por
su naturaleza metédlica. De esta manera se evidencido la formacion de
nanocompuestos poliméricos que permitieron el transporte de un principio activo,
las AgNPs.
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Figura 11. Microfotografias S-TEM de encapsulados de AgNPs: (A) PLGA@Ag;
(B) PLA@Ag (C) AgNPS libres (sin encapsular). La medicién se realiz6 adicionando
10 uL de cada tipo de AgNPs sobre un grid (Formvar).

Las nanoparticulas encapsuladas fueron consideradas como nanoesferas de
acuerdo con las caracteristicas observadas en las microfotografias de S-TEM
(Kumari et al., 2010; Lima, 2013; Mora et al., 2010). Las AgNPs se observaron
intercaladas y/o absorbidas en la matriz formada por el polimero. Todas las sintesis
de encapsulacion en polimeros presentaron un tamafo promedio entre 208 a 246
nm, aceptable para este tipo de compuestos (Mora et al., 2010; Danhier et al., 2012)
y se obtuvo la carga superficial neta positiva para las diferentes matrices poliméricas
(Ver Tabla 6).

Tabla 6. Caracterizacion de encapsulados de AgNPs utilizando biopolimeros. Las
muestras fueron analizadas a pH 6.5 sin dilucién previa y las mediciones de tamafio

y carga superficial se realizaron por triplicado.

famano indice de Carga “oce
Hidrodinamico "y o 82 Encapsulacién*
Nanocompuesto romedio polidispersion  superficial
P (PdI) (mV)
(nm)

PLA@Ag 246.70 £+ 11.58 0.22 +0.01 +6.31+ 1.76 35
PLGA@Ag 208.63 +23.17 0.46 £ 0.07 +5.67 £ 0.30 40
Quitosano@Ag 211.70 £5.12 0.31 +0.02 +56.36+1.3 1

* El porcentaje de encapsulacion fue determinado mediante la férmula:
% de Encapsulacion= 100 * (Concentracion final de AgNPs (mg)/ Concentracion

inicial de AgNPs (mg)).
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En general se obtuvieron encapsulados con caracteristicas muy similares de
tamafio y carga superficial. En el caso de los encapsulados en quitosano,
presentaron mayor carga superficial aportada por la naturaleza policationica del
polimero (Vimal et al., 2013; Liu et al., 2009). El tamafio y la carga de los
compuestos obtenidos fueron comparables con otras investigaciones (Cheow et al.,
2010; Mora et al., 2010; Danhier et al., 2012).

Enrelacion a la actividad biocida de las AgNPs, fue potenciada tras la encapsulacion
en los biopolimeros PLA y PLGA. En contraste, las nanoparticulas encapsuladas en
quitosano no exhibieron mejoramiento en la accién antifungica de las AgNPs,
incluso para inhibir algunas cepas evaluadas se requiri6 de una mayor
concentracion de este nanocompuesto. La tabla 7 expone los resultados de la
actividad antifungica de los encapsulados obtenidos y de las AgNPs libres. Cada

ensayo se realizo por duplicado en tres experimentos independientes.

Tabla 7. Determinacion de CMlso y CMF de los compuestos encapsulados. La
actividad antifungica de las AgNPs fue realizada mediante el protocolo descrito en
el documento M27-A3 del CLSI, a una concentracion final de 0.5 — 2.5x103 UFC/mL
de levaduras. De igual forma se evaluaron los blancos de reaccion (polimeros) y se
descarté la posible actividad antifungica a las concentraciones empleadas para este

estudio.
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Quitosano@
Ag
Cisteina

AgNPs - PLGA@Ag - PLA@Ag -
Cisteina Cisteina Cisteina

ESPECIE

C. albicans

ATCC 10231 0.25 0.5 0.01 0.01 0.01 0.05 0.25 >0.5

C. parapsilosis

ATCC 22019 0.1 0.25 0.01 0.01 0.01 0.01 0.1 0.5

C. guilliermondii 0.1 0.25 0.01 0.01 0.01 0.01 0.25 >0.5

C. krusei 0.1 0.5 0.01 0.01 0.01 0.05 0.5 >0.5

C. glabrata 0.1 0.25 0.01 0.01 0.01 0.05 0.5 >0.5

Los nanocompuestos encapsulados presentaron un mayor efecto antifungico
comparado con las AgNPs libres, posiblemente este resultado fue producto de la
entrega simultanea de AgNPs adsorbidas o intercaladas en la matriz del polimero,
por lo cual el efecto es potenciado. En otras palabras, es posible que el polimero
transporte mayor numero de AgNPs y las descargue sobre la superficie celular, en
contraste con la cantidad de particulas de plata individuales que alcanzan a

interactuar con las células (Zhang et al., 2010; Danhier et al., 2012).

A partir de los resultados de caracterizacion y de actividad antifungica de las
nanoparticulas encapsuladas en polimeros, se consider6 que el mejor
nanocompuesto fue logrado con el co-polimero PLGA, con el cual se obtuvo el
mayor porcentaje de encapsulaciéon de AgNPs. El nanocompuesto PLGA@Ag
presentd actividad fungicida frente a todas las especies de Candida a una

concentracion de 0.01 yg/mL, la menor concentracion evaluada. En consecuencia,
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este compuesto fue entre 25 a 50 veces mas potente en comparaciéon con las
AgNPs libres y se necesitd una concentraciéon 200 a 6400 veces menor que el
fluconazol para inhibir el 50% de las células fungicas. Estos resultados fueron
comparables con los nanocompuestos obtenidos en otros estudios (Nasrollahi et al.,
2011; Ruparelia et al., 2008; Sharma et al., 2009).

4.5 CITOTOXICIDAD

Determinar la citotoxicidad de los nanocompuestos obtenidos en este trabajo
significd un analisis indispensable debido a la gran discusion sobre la toxicidad de
nanoparticulas metalicas frente a las células no microbianas (Pan et al., 2007;
Shanmugasundaram et al., 2013; Yen et al., 2009; Schrand et al., 2008). Se conoce
que las AgNPs presentan multiples blancos, de accién simultdnea sobre células
microbianas, descritos en el numeral 4.3, y se ha encontrado que tales mecanismos
de las AgNPs también se presentan sobre las células mamiferas (Braydich et al.,
2005; Rai et al., 2009; Monge, 2009). Las nanoparticulas pueden interactuar con
enzimas como la superéxido dismutasa (SOD) y la tiorredoxina peroxidasa hasta
agotar el mecanismo de defensa antioxidante de las células mamiferas, lo que
conduce a la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Monge, 2009).
Esta acumulacion puede iniciar una respuesta inflamatoria y provocar la alteracion
y destruccién de la mitocondria. En consecuencia se liberan factores apoptogénicos
resultando en la muerte celular (Almofti et al., 2003).

Por lo anterior, la citotoxicidad de las AgNPs (Cisteina) y el compuesto encapsulado
PLGA@Ag fue analizada mediante la prueba de MTT, que permite determinar la
actividad metabdlica de las células mamiferas posterior al tratamiento con los
compuestos de interés. Para esta prueba fueron empleadas células de fibroblastos
teniendo en cuenta el interés de desarrollar un agente antifungico sobre una

patologia principalmente cutdanea que posteriormente puede diseminarse a nivel
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sistémico (Naglik et al., 2011; Monteiro et al., 2014). Para llevar a cabo el ensayo
de citotoxicidad fue necesario cambiar el pH final de las suspensiones coloidales y
por tanto fueron caracterizados nuevamente los compuestos (Ver tabla 8) ya que el

pH es un factor importante en el tamafio y carga de las particulas sintetizadas.

Tabla 8. Caracterizacion de compuestos para ensayo MTT. Las muestras fueron

analizadas sin dilucion previa y por triplicado.

Compuesto Tamaiio (nm) Carga (mV) pH
AgNPs (Cisteina) 49.0 £5.7 +22.0 7.4
PLGA@Ag 295.6 +27.3 +12.7 7.4

Las AgNPs libres (Cisteina) sintetizadas en el presente estudio presentaron efecto
citotéxico en el 50% de las células (CCso) de fibroblasto murino a un rango de
concentracion de 7.12 —9.08 pg/mL considerando la desviacion estandar (Ver Tabla
9). La CCsp hallada, fue entre 71.2 a 90.8 veces mayor a la CMlso (0.1 pg/mL) con
la cual se obtuvo la inhibicion de la mitad de las células de Candida evaluadas in
vitro 'y entre 14.24 a 18.16 veces mayor a la CMF (0.5 pg/mL) con la cual se eliminé

la totalidad de las células fungicas (Tabla 5).

Tabla 9. Citotoxicidad de nanocompuestos sobre fibroblastos de murino NIH/3T3.
La tabla expone en detalle los resultados de la prueba de citotoxicidad y presenta la
concentracion toxica de los compuestos para el 50% y 90% de las células (CCsp,
CCg0). El compuesto PLGA@Ag se evaluo en concentraciones menores (0.037 — 1
Mg/mL) debido a que la muestra patron sintetizada se encontraba en menor

concentracion que las AgNPs.
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% CITOTOXICIDAD (+DS)

CC - CC%

Compuesto Concentracion (pg/mL)
(pg/mL £DS) | (pg/mL £ DS)

6.55%0.7 | 17.88 +4.39 6313+77 8.1+0.98

Concentracion (ug/mlL) CC

90
Compuesto

0.11 0.33 (pg/mL+DS) | (pg/mL =+ DS)

PLGA@Ag 0.39x1.9 0.64+0.59 3.19%£2.0 1.24+4.6 >1* >1*

* Mayor concentracion evaluada; CC: Concentracion Citotoxica; DS: Desviacion estandar.

Enrelacion a la citotoxicidad del compuesto encapsulado (PLGA@AQ), es necesario
fijar un punto de comparacion entre las AgNPs libres y encapsuladas a una
concentracién cercana a 1 ug/mL debido a la diferencia de concentraciones
evaluadas para cada compuesto. De esta manera, se evidencia que las AgNPs
libres a la concentracion de 1.1 yg/mL presentaron 6.55% de toxicidad celular
frente a un 1.24% de citotoxicidad del PLGA@Ag (1 pg/mL) para los fibroblastos de
murino. Aunque se observa menor toxicidad del compuesto encapsulado, los
resultados obtenidos presentan dos contextos discutibles. El primero, es para el
polimero empleado ya que se esperaba una diferencia marcada en la citotoxicidad
con respecto a las AgNPs libres (Danhier et al., 2012; Kumari et al., 2010; Mora et
al., 2010) y el segundo, se enfoca en la minima citotoxicidad exhibida por las AgNPs
sintetizadas mediante reduccién con Cisteina. En este punto, es importante tener
en cuenta que el efecto citotoxico de los nanomateriales, especificamente de las
nanoparticulas de plata, es directamente proporcional a la concentracién del metal,
el agente reductor empleado y el tamafo de particula (Pan et al., 2007; Yen et al.,
2009). Cabe resaltar que la naturaleza quimica de la cisteina la enmarca dentro de
la quimica verde o quimica sostenible, que explica la posible disminucion en la

formacion de residuos quimicos toxicos (Sharma et al., 2009).
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De acuerdo con los resultados de citotoxicidad obtenidos para los blancos de
reaccion (Ver Tabla 10), es decir los polimeros empleados en la sintesis de
encapsulados, se observa que a la concentracién inicial de las sintesis se generé
un porcentaje mayor del 80% de citotoxicidad. Sin embargo, de acuerdo con el
procedimiento descrito para la encapsulacion, se procedid a realizar una serie de
lavados que diluyeron 100 veces la concentracion inicial de polimeros. Una vez se
obtuvieron los encapsulados (muestra patron) se realizaron las respectivas
diluciones (desde 1:5 hasta 1:50) para preparar las concentraciones a evaluar
(rango de 0.01 a 0.5 pg/mL). En consecuencia, la citotoxicidad real, es decir, la
citotoxicidad a la concentracion de polimeros utilizados en este trabajo se ubico en

el porcentaje (%) de citotoxicidad para dilucion 1:1000 (menor de 1.4%).

Tabla 10. Citotoxicidad de los polimeros utilizados en la encapsulacién de AgNPs.
Los polimeros empleados para el ensayo de MTT fueron evaluados en diluciones
seriadas 1:10 bajo la misma metodologia utilizada frente a los nanocompuestos de

plata.

% CITOTOXICIDAD (x£DS)
CC CC

50 90
Compuesto Diluciones

(1g/mL=DS)  (pg/ml +DS)

PEI 0.5% (V/V) 82.99+0.8 55.5£3.7 11.01+3.2 0 0.05% >0.5% *
SInB
Pol 0.05% + PEI
(Pol 0.5% + PEI | 85.99+0.1 45.0+0.9 1.91+1.7 0 >[]1SInB*
0.02%
0.25%)

PLGA(5 mg/mL
it g/ml) 88.61+0.4 42.82+3.3 1.017+0.6 1.41+2.4 0.5 mg/mL >5 mg/mL *

SIn: Solucion; Pol: Poloxamer; PEI: Polietilenimina; CC: Concentracion Citotdxica;

[ ]: Concentracion
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4.6 EFECTO DE LAS AgNPs SOBRE LA PARED CELULAR FUNGICA

4.6.1 Fluorescencia con Blanco de Calcofltor

El efecto de las AgNPs sobre la pared de Candida fue evidenciado mediante
diferentes tipos de Microscopia, entre ellas, Microscopia de Fluorescencia
empleando Blanco de Calcofluor (BC) afin a la quitina de la pared celular (Pringle et
al., 1989; Badrane et al., 2012). Para analizar el efecto de la CMIso de AgNPs a nivel
de la quitina, se procedi¢ a diferenciar el patron de fluorescencia con BC de las
células tratadas y no tratadas con las nanoparticulas (Ver Cuadro 2). Se analizaron
100 células/ensayo y se evidencid en general diferencias minimas entre las
muestras. Las cepas empleadas para este ensayo fueron C. albicans ATCC 10231
y C. parapsilosis ATCC 22019. Los patrones de marcaje considerados fueron:
Fluorescencia en la superficie/citoplasma de la célula, septo o tabique y zona de

brotacion o sitio de salida de las células hijas (Borde de la célula).

Cuadro 2. Fluorescencia con Blanco de Calcofluor (BC) de C. albicans y C.
parapsilosis expuestas a AgNPs. Las células tratadas con la CMIsp de AgNPs
posteriormente fueron fijadas con paraformaldehido al 4% y glutaraldehido al 2.5%.
La coloracién con BC se realizo a una concentracion de 1 mg/mL durante 5 minutos

en camara oscura.
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Fluorescencia con BC

Superficie
Septo o Tabique Zona de Brotacion

celular/citoplasma

Controlde
+4++ ++ +
C. albicans

C. albicans tratada
con 0,25 pg/mlL de +++ + ++
AgNPs

Controlde
++++ + +
C. parapsilosis

C. parapsilosis
tratada con ++++ ++ +

0,1 pg/mL de AgNPs

(+) 1 — 20 Células; (++) 21 — 40 Células; (+++) 41 — 70 células; (++++) 71 — 100 células

Mediante la técnica de fluorescencia con Blanco de Calcofluor, no se logro
evidenciar un patrén caracteristico de las células tratadas con AgNPs frente a las
células control. De acuerdo con los resultados, se esperaba la deteccién de este
polisacarido en los septos y zonas de brotacion, ya que generalmente el contenido
de quitina es mayor en estas areas (Chaffin, 2008; Pringle et al., 1989; Sardi et al.,
2013). Sin embargo, la marcacion fue muy semejante en las células expuestas a
AgNPs como en los controles, indicando ausencia de alteraciones cualitativas a este
nivel. No obstante, el patron de fluorescencia sobre la superficie celular/citoplasma
fue notorio. Se debe tener en cuenta que la quitina esta compuesta por unidades de
N-acetilglucosamina y para formar el polisacarido, la enzima quitina sintetasa

deposita tales unidades en el espacio extracelular proximo a la membrana
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citoplasmatica (Ponton, 2008). Por esa razon, es posible que la fluorescencia
detectada en la mayoria de las células fuera producto de la interacciéon con las

unidades de quitina inmersas en la membrana.

También, es necesario recordar que la estructura celular de la pared de Candida
esta constituida por polisacaridos y glicoprotreinas intercaladas. Algunos autores
(Qu et al., 2012; Pringle et al., 1989) indican que el BC solo interactua con
microfibrillas de quitina y cadenas de polimeros nacientes con conformaciones (3-
1,4 y que la interaccién de polimeros con conformacion B-1,3 (glucanos) es
significativamente mas débil o indetectable. Por el contrario, otros investigadores
(Evans, 1996; Badrane et al., 2012) afirman que el BC puede unirse a cadenas (1,3)
B-D-glucano, En resumen, aunque la fluorescencia encontrada pueda ser el
resultado de interacciones entre el BC con quitina u otros polisacaridos de la pared,
el patrén observado en las células tratadas no fue alterado, por lo cual se realizaron
otras técnicas microscopicas para corroborar el efecto de AgNPs en la superficie

celular.

4.6.2 Microscopia Electréonica de Barrido (SEM) y Microscopia Electrénica de

Transmisién (TEM)

Uno de los mecanismos de accion de las AgNPs vy tal vez el mas descrito en la
literatura cientifica (Nasrollahi et al., 2011; Noorbakhsh et al., 2011; Morones et al.,
2005), es la accion sobre la pared celular. Segun los resultados obtenidos mediante
las microfotografias electronicas de barrido, es evidente el anclaje de las AQNPs y
el posterior dafio en la superficie de la célula (Ver Figura 12). En este trabajo se
demuestra que las nanoparticulas estan implicadas en alteraciones de la capa
superficial de la célula levadurifome (flechas). Aunque no es una alteracién muy
destacada, cabe mencionar que la concentracién evaluada de AgNPs fue sub-
inhibitoria ya que se requeria obtener suficiente numero de células previendo la

pérdida inevitable de muestra durante su procesamiento.
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Ademas, en las microfotografias de las células tratadas con AgNPs, se observan
agregados adheridos a la superficie de la célula fungica. Esto, corresponde a AgNPs
que posiblemente estan interactuando entre si, tal como se pudo observar en la
imagen de TEM de las nanoparticulas sintetizadas mediante reduccidn con
Cisteina. En este sentido, es posible pensar que el “ataque” de las AgNPs obtenidas
con esta ruta de sintesis, se enfoca en una “red” de particulas con accion simultanea
sobre la célula (Khan et al., 2009; Cheow et al., 2010; Zhang et al., 2010).

Controlde C. parapsilosis ATCC 22019 en medio RPMI

Figura 12. Efecto de AgNPs sobre C. parapsilosis evidenciado mediante
microscopia electronica de barrido (SEM). Las células fueron tratadas durante 48 h
con la CMisp de las AgNPs (cisteina) y fueron fijadas quimicamente con
glutaraldehido al 2.5% y paraformaldehido al 4%, se realizé la deshidratacion y

secado mediante la técnica de punto critico v posteriormente fue metalizado con oro
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y observado al microscopio. Todo el procedimiento fue realizado de la misma

manera para el control (sin tratamiento con AgNPs).

De acuerdo con las imagenes de TEM (Ver Figura 13), en primer lugar se confirman
las alteraciones a nivel de la superficie celular observadas en las microfotografias
electronicas de barrido. La pared de las células (CW) tratadas con AgNPs presentan
una menor compactibilidad, se observan discontinuas y exponen un incremento de
su grosor con respecto al control, indicando desorganizaciéon estructural de los
componentes. Los efectos encontrados son comparables con el dafio generado en
la célula posterior al proceso de esterilizacion como se evidencia en el trabajo de
Kasperkovitz et al. 2011. En contraste, se muestra que las células control tienen un
citoplasma electro-denso con membrana citoplasmatica continua (flechas) y pared
celular compacta. La alteracién en la membrana y pared celular de las levaduras
tratadas con AgNPs, permite a su vez mayor accesibilidad de las nanoparticulas al
interior de la célula, interactuando con las enzimas vitales y desencadenando
inhibicion de la replicacion y multiplicacion celular (Monge, 2009; Sardi et al., 2013),

como se evidencié en la fluorescencia con DAPI, presentada en el siguiente item.

Los dafios generados en la pared celular de los hongos tienen efectos profundos en
el crecimiento y morfologia de la célula, puesto que la pared es la encargada
principalmente de la rigidez celular, de soportar la presion osmotica y de limitar la

entrada de moléculas téxicas (Chaffin, 2008).
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Controlde C. albicans ATCC 10231 en medio RPMI

b————i 500 nm
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C. parapsilosis ATCC 22019 tratada con 0,1 pg/mL de AgNPs

}——————1 200 "M

Figura 13. Efecto de las AgNPs sobre Candida albicans y C. parapsilosis

evidenciado mediante Microscopia Electrénica de Transmision (TEM). Las células
fueron tratadas durante 48 h con la CMlso de las AgNPs (cisteina) y fueron fijadas
con glutaraldehido al 2.5% y paraformaldehido al 4%, se realizé la deshidratacién e
inclusion en resina y posteriormente se realizaron cortes ultrafinos contrastados con
metales pesados para observar al microscopio. Todo el procedimiento fue realizado

de la misma manera para el control (sin tratamiento con AgNPs).

4.7 Fluorescencia con DAPI

La Microscopia de Fluorescencia utilizando el fluorocromo DAPI (4‘,6-diamino-2-
fenilindol), fue realizada con el fin de analizar el posible efecto de las AgNPs sobre
la division celular de la levadura, ya que tiene afinidad con regiones de Adenina y
Timina del ADN. Se consideraron tres fases del ciclo levaduriforme (Fase |, II, lll) y
una fase de filamentacion (Ver Figura 14), este ultimo, se observa especialmente

en C. albicans debido al dimorfismo exhibido por la especie.
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Figura 14. Etapas de la division celular en Candida y la respectiva transferencia de

material genético marcado con DAPI.

La técnica de fluorescencia empleando DAPI aprovecha la capacidad de este
compuesto de pasar a través de la membrana celular y unirse al material genético
de las células. Este marcaje permitié hacer seguimiento de la division celular de
Candida posterior al tratamiento con AgNPs (Ver Tabla 11). Para el ciclo
levaduriforme (Fases |, Il y Ill), los resultados indicaron que el comportamiento es
independiente a la especie evaluada. Una vez fue expuesto a AgNPs, C.
parapsilosis presentd un mayor numero de células individuales (en Fase I), sin
indicio de brotacién (o gemacién), y el numero de células gemantes sin transferencia
de ADN (Fase Il) fue disminuido a la mitad. Posiblemente, esta inhibicién en la
transferencia de material genético esta implicada en la detencién de la multiplicacion
celular luego de la exposicion a AgNPs, confirmando lo descrito por otros autores
(Monge, 2009; Sardi et al., 2013).

En cuanto a los resultados obtenidos en C. albicans, se evidencia que posterior al
tratamiento con AgNPs, se incrementé el numero de células gemantes con
transferencia de material genético (en Fase lll), pero se observa que las gemantes
permanecieron como células individuales (incremento en Fase I) y no continuaron

a su fase filamentosa. La inhibicion de la filamentacion de C. albicans es un
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resultado relevante, puesto que es uno de los atributos de virulencia que influyen en
gran medida en la patogénesis de la Candidiasis (Castrillén et al., 2005; Naglik et
al., 2011; Naglik et al., 2003).

Tabla 11. Efecto de AgNPs sobre el ciclo celular de Candida. Se evidencia el efecto
de las AgNPs (cisteina) sobre la division celular de las especies de Candida albicans
y C. parapsilosis. Los datos presentados corresponden al analisis realizado en 200
células/ensayo. Se exhiben de igual forma los resultados obtenidos de las células

no tratadas con AgNPs. Las células de cada ensayo fueron contadas por triplicado.

N° de N° de N° de N° de Células

Muestra Células Células Células En Fase
En Fase | En Fase II En Fase III Filamentacion

Control de 147 3 3845 14 +3 10
C. parapsilosis
C. parapsilosis tratada
con 0.1 pg/mkL de 169 +4* 17 +3* 10 +2 00
AgNPs
Control de C. albicans 81 +3 46 £2 65 +2 8 0
C. albicans tratada con 90 +2* 42 +4 86 +3* 2 +0*

0.25 pg/mL de AgNPs

*Alteracion evidenciada

4.8 EFECTO DE AgNPs (Cisteina) SOBRE LA SECRECION DE PROTEASAS
4.8.1 Ensayo cualitativo sobre proteasas fungicas
Teniendo en cuenta la importancia de la secrecion de proteasas como uno de los

atributos de virulencia en Candida, el interés de este trabajo también se centr6 en

determinar de forma cualitativa la produccion de proteasas asparticas posterior al
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tratamiento con AgNPs. Diferentes métodos han sido implementados por los
investigadores para medir la actividad de proteasas en levaduras (Chand et al.,
2011; Kantarcioglu et al., 2002; Ray et al., 1990; Sachin et al., 2012; Ramos et al.,
2014). La deteccidn cualitativa de proteasas inicialmente fue estandarizada
teniendo en cuenta variables como la fuente proteica, medio de cultivo para detectar
la hidrdlisis y pH del medio de cultivo. Las fuentes de proteina consideradas, la
albumina de suero bovino (BSA) y la caseina, empleadas a concentraciones
menores de 0.2%; el pH evaluado para secrecién de proteasas in vitro entre 3 a 5;
y los medios de cultivo base nitrogeno levadura (YNB) y base carbén levadura
(YCB) fueron condiciones que permitieron alcanzar una metodologia que detectara
cualitativamente la secrecion de proteasas (Ramos et al., 2014; Chand et al., 2011,
Sachin et al., 2012). El medio de cultivo YCB suplementado con 0.1% de BSA y

ajustado a pH 5.0, fue el que favorecio la deteccion de las enzimas secretadas.

La tabla 12 presenta los resultados del efecto de las AgNPs sobre la actividad
proteolitica de las especies de Candida. Este ensayo fue realizado por duplicado en
tres experimentos independientes. En la figura 15 se muestra uno de los ensayos

realizados.

Tabla 12. Ensayo cualitativo del efecto de AgNPs sobre la secrecion de proteasas.
Los ensayos fueron realizados en cajas de petri con medio de cultivo base carbon

levadura (YCB) suplementado con BSA 0.1% y ajustado a pH 5.0.
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. . Diametro de halo (cm)
Especie de Tiempo de

Candida incubacién | Control (sin AgNPs) | Tratamiento con AgNPs*

C albicans 18 h 2.6 £0.2 2.7 0.2
ATCC 10231 24 h 3.0 £0.2 2.8 0.1
C. parapsilosis 18 h 1.5 0.2 1.0 0.1
ATCC 22019 24h 2.5£0.1 2.2 0.1
18 h 1.920.2 1.5 +0.1

C. guilliermondii
24 h 2.7+0.1 2.5%0.1

* Las cepas se expusieron a la CMIso de AgNPs

Figura 15. Ensayo cualitativo de secrecién de proteasas de (A) C. albicans ATCC
10231 (B) C. parapsilosis ATCC 22019 (C) C. guilliermondii. Cada imagen presenta
las células tratadas con AgNPS (Ag) y el respectivo control sin tratamiento. Las

fotografias fueron tomadas a las 18 horas de incubacion.

Los resultados del ensayo cualitativo, exponen minimas diferencias entre la
produccién de proteasas en condiciones estrictas del ensayo. Por ello, se considera
que la actividad proteolitica de Candida no fue alterada de forma importante ante la
exposicion a AgNPs. Lo anterior, fue confirmado en el ensayo cuantitativo descrito
en el siguiente item, aun considerando que el comportamiento de secrecién de Sap

puede presentar diferencias en medio solido (ensayo cualitativo) con respecto al
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medio liquido (ensayo cuantitativo) debido a la velocidad de crecimiento y la

disposicién de la fuente nutritiva (Chand et al., 2011).

De acuerdo con los resultados, se puede considerar que los medios de cultivo
sélidos suplementados con una fuente proteica son una alternativa viable y facil de
usar para detectar la accion de proteasas (Kumar et al., 2006; Ramos et al., 2014;
Chand et al., 2011; Sachin et al., 2012). El uso de esta metodologia puede tener
una gran aplicabilidad, permitiendo evidenciar la secrecion de enzimas proteoliticas
posterior al tratamiento de interés, en este caso con AgNPs. Asimismo, la técnica
en cuestion permite establecer la relacién directa entre la produccién de proteasas
y la patogenicidad de las levaduras como se describe en diferentes estudios (Sachin
et al., 2012; Junior et al., 2011; Ramos et al., 2014)

4.8.2 Ensayo cuantitativo sobre proteasas fungicas

Considerando la importancia de establecer de forma cuantitativa la accion
proteolitica de las proteasas secretadas por Candida posterior a la exposicidon con
AgNPs, se determind la actividad enzimatica, definida como la cantidad de enzima
capaz de catalizar la conversién de 1 pmol de sustrato por minuto. Para tal fin, la
actividad hidrolitica de las proteasas fue determinada con base en la hidrdlisis de
BSA al 0.1% y posteriormente fue cuantificada mediante espectrofotometria. Los
datos presentados en la tabla 13 fueron calculados a partir de la curva patrén de
tirosina, las absorbancias obtenidas y la formula descrita en el anexo 3. Se descarté
interferencia de las AgNPs con el reactivo de folin empleado en la cuantificacion
espectrofotométrica y asimismo del caldo YPD (extracto de levadura 0.25%,
peptona 0.5%, dextrosa 0.25%) empleado durante el ensayo. Las condiciones
finales del ensayo se obtuvieron tras la estandarizacién empleando variables

presentadas en otras investigaciones (Chand et al., 2011; Ramos et al., 2014).
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Tabla 13. Efecto de las AgNPs sobre la actividad proteolitica de Sap. El ensayo fue
realizado en buffer citrato 0.1M pH: 3.2 suplementado con BSA a 0.1%. La reaccién
de hidrdlisis se realizé a 35°C y fue detenida con acido tricloroacético (TCA al 15%).

Los ensayos se realizaron por triplicado.

ACTIVIDAD

ENSAYO PROTEOLITICA
(Unidades/mL enzima)

Control de C. parapsilosis 7.94 +1.8

C. parapsilosis tratada con
0.1pg/mL de AgNPs 71711
Control de C. albicans 11.47+2.1
C. albicans tratada con 0.25ug/mL 8.5742.5

de AgNPs

Los resultados del efecto inhibitorio en la secrecion de proteasas de Candida tanto
en el estudio cualitativo como cuantitativo, demuestran que no hay una inhibicién
marcada de estas enzimas proteoliticas posterior al tratamiento con AgNPs a la
CMlso.

Existen numerosas publicaciones en las cuales se relaciona la secrecién de
proteasas en aislados de Candida albicans y su rol en la patogénesis de la
candidiasis cutanea e invasiva (Hube et al., 1997; Correia et al., 2010; Sachin et al.,
2012; Junior et al., 2011). Sin embargo, es escasa la literatura cientifica sobre la
produccién de enzimas proteoliticas en otras especies del género, y aun menor el
numero de trabajos donde se relacione la inhibicion de proteasas asparticas con las
AgNPs (Kantarcioglu et al., 2002; De Bernardis et al., 1999; Junior et al., 2011). Por
lo anterior, el enfoque de este estudio hacia la posible inhibicion de las proteasas
de Candida como efecto del tratamiento con AgNPs es novedoso y a su vez, limita

la comparacioén con otros estudios.
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Considerando las diferentes investigaciones que determinan o detectan la actividad
proteolitica de las cepas de Candida con el fin de relacionarlas con el sitio de
aislamiento y la virulencia (Kumar et al., 2006; Ramos et al., 2014; Chand et al.,
2011; Sachin et al., 2012), cabe mencionar que este trabajo logré evidenciar la
actividad de proteasas secretadas por las especies C. albicans ATCC 10231, C.
parapsilosis ATCC 22019 y C. guilliermondii, resultados similares a los obtenidos
por otros autores (De Bernardis et al., 1999; Yamamoto et al., 1992; Kantarcioglu et
al., 2002) donde demostraron actividad proteolitica por especies diferentes a C.

albicans.

Los ensayos cualitativos y cuantitativos realizados en la determinacion de proteasas
fueron utiles para evidenciar que las especies de Candida seleccionadas en el
estudio presentaron accion proteolitica y para determinar que el tratamiento con
AgNPs no generd una marcada inhibicion en la secrecién enzimatica. Es importante
mencionar que las proteasas como atributos de virulencia no representarian una
preocupacion ya que el tratamiento con AgNPs evita la secrecion de estas enzimas

dado el efecto fungicida sobre las especies de Candida.

84



5. CONCLUSIONES

La sintesis de AgNPs empleando cisteina como agente reductor fue seleccionada
como la mejor estrategia de sintesis debido a que constituyé un método reproducible
y rapido para la obtencién de AgNPs estables y adicionalmente este tipo de sintesis
presentd los mejores resultados de actividad antifungica sobre las cepas de Candida

evaluadas.

Las AgNPs sintetizadas evidenciaron mayor potencia y eficacia farmacoldgica in
vitro con respecto al antifungico convencional, fluconazol y en consecuencia, se
pueden considerar como un potencial agente anticandidiasico para el control

fungico de cepas sensibles y resistentes a fluconazol.

La metodologia de microdilucién en caldo estandarizada por el CLSI para levaduras,
es una técnica reproducible y confiable para el analisis de la actividad antifungica

de nanoparticulas de plata.

La encapsulacién de AgNPs con PLGA presentoé la mayor actividad anticandidiasica
con respecto a la demostrada con los otros biopolimeros y potencializé entre 25 a

50 veces la actividad antifungica de las nanoparticulas.

El compuesto encapsulado PLGA@Ag fue en promedio 5 veces menos toxico para
los fibroblastos de murino, en comparacion con las AgNPs libres que demostraron

minima citotoxicidad.
Las nanoparticulas de plata sintetizadas en el presente estudio tienen como blanco

la pared y la membrana celular de la levadura y constituyen las causas de inhibicion

y/o muerte de las especies de Candida.
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El tratamiento con AgNPs inhibe la filamentacion de C. albicans y en consecuencia,
disminuye la virulencia de la especie puesto que es uno de los principales atributos

que influyen en la severidad de la Candidiasis por este agente.

Los resultados del efecto inhibitorio en la secrecién de proteasas de Candida tanto
en el estudio cualitativo como cuantitativo, demostraron que no hay una destacada

inhibicion proteolitica posterior al tratamiento con AgNPs.

Finalmente, la actividad antifungica exhibida por las AgNPs libres y encapsuladas
frente a especies de Candida y el minimo efecto citotoxico, permiten considerar los
nanocompuestos de plata como una potencial alternativa en el desarrollo de nuevos

agentes anticandidiasicos.
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6. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto antifungico de las AgNPs sobre otras especies de levaduras y
hongos filamentosos de interés en salud publica y determinar la citotoxicidad de las

AgNPs frente a otros tipos de lineas celulares y a nivel in vivo.

Realizar ensayos moleculares que permitan determinar mas a fondo las posibles
alteraciones a nivel del material genético de las células fungicas y asimismo
continuar con otras técnicas que evidencien dafos en la integridad de los
componentes celulares y subcelulares de los hongos como por ejemplo

inmunofluorescencia.

Por ultimo, teniendo en cuenta el efecto hallado de las AgNPs sobre la membrana
y pared celular de Candida, seria importante evidenciar mediante microfotografias
electronicas tal efecto en funcidén del tiempo de exposicidon a nanoparticulas y

analizar la progresion del dano causado en la célula fungica.
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ANEXOS

ANEXO 1. Determinacion de la fase cristalina de las AgNPs (cisteina) mediante
Difraccion de Rayos X (DRX).
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El espectro corresponde a la difraccion de rayos X de AgNPs utilizando cisteina
como agente reductor. Estos patrones se compararon y se interpretaron con datos
estandar del Centro Internacional de Datos de Difraccion (ICDD). Los picos
caracteristicos de la plata fueron consistentes con un sistema cubico centrado en
las caras (FCC). Los principales picos a 26 de 38.08°, 44.32°, 64,5° corresponden
a faceta cubica (111), (200), (220), respectivamente. El espectro de difraccion de
rayos X confirma la estructura cristalina de nanoparticulas de plata. Todos los picos
en el difractograma de rayos X pueden ser facilmente indexados a una estructura
cubica centrada en la cara de plata segun la literatura disponible (JCPDS, No. 4-
0783). Sin embargo, la aparicién de diferentes picos en la muestra indica la

presencia de impurezas producidas posiblemente por iones bromuro (Br) a partir de

CTAB y Ag* no reducido en solucion.
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ANEXO 2. Protocolos de Microscopia empleados en el desarrollo del presente

proyecto.
Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Procedimiento

Recoger las células fungicas de interés

Fijar en Paraformaldehido 4% + Glutaraldehido 2.5%, diluidos en

tampdn Cacodilato 0.1M

Lavar la muestra con tampon Cacodilato 0.1M

Pos-fijacion con OsO4 1% + Ferrocianato de potasio 1.25 % + CaClz

5mM en tampdén Cacodilato 0.1M

Lavar con tampdn Cacodilato 0.1M

Deshidratacion con Etanol 30%

Deshidratacion con Etanol 50%

Deshidratacion con Etanol 70%

Deshidratacion con Etanol 90%

Deshidratacion con Etanol 100%

Deshidratacion con Etanol 100% Ultraseco

Infiltrar con Spurr 1:3 Etanol

Infiltrar con Spurr 1:2 Etanol

Infiltrar con Spurr 1:1 Etanol

Infiltrar con Spurr 2:1 Etanol

Infiltrar con Spurr 3:1 Etanol

Infiltrar con Spurr puro

Emblocamiento con Spurr puro

Piramidar y hacer cortes ultrafinos

Contrastar con acetato de uranilo

Contrastar con citrato de plomo

Visualizar en microscopio electronico de transmision
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Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Procedimiento

Recoger la muestra fungica de interés

Fijar en Paraformaldehido 4% + Glutaraldehido 2.5%, diluidos en

tampon Cacodilato 0.1M

Lavar la muestra con tampdn Cacodilato 0.1M

Adherir la muestra sobre una lamina de vidrio con Poli-L-lisina

Pos-fijacién con OsO4 1% + Ferrocianato de potasio 0.8% +

CaCl2 5SmM en tampon Cacodilato 0.1M

Lavar con tampdn Cacodilato 0.1M

Deshidratacion con Etanol 30%

Deshidratacion con Etanol 50%

Deshidratacion con Etanol 70%

Deshidratacion con Etanol 90%

Deshidratacion con Etanol 100%

Deshidratacion con Etanol 100% Ultraseco

Punto Critico

Adherir las laminas en soporte metalico

Metalizar con oro

Visualizar en microscopio electrénico de barrido
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ANEXO 3. Datos empleados para determinar actividad enzimatica de proteasas

Curva Patrén de Tirosina
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.... 2=
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[

0 005 01 015 02 025 03 03 04 045 05 0,55
pmoles de Tirosina

C. albicans ATCC 22019

Hidrolisis de BSA 0.1% Hidrolisis de BSA 0.1% en

Tiempo de en cultivo (sin AgNPs) Cultivo con CMIso de AgNPs
reaccion (min)
0.D (750 nm) 0.D (750 nm)
0 0.030 +0.02 0.030+ 0.01
1 0.122 +0.05 0.083 £0.06
2 0.283 +0.08 0.137 £0.05
3 0.328 +0.06 * 0.248 +0.07 *
(0.459 pmoles) (0.343 umoles)
4 0.295 +0.03 0.206 £0.05
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C. parapsilosis ATCC 22019

Hidrélisis de BSA 0.1% Hidrdlisis de BSA 0.1% en
Tiempo de en cultivo (sin AgNPs) Cultivo con CMIso de AgNPs
reaccion (min)
0.D (750 nm) 0.D (750 nm)
0 0.040 +0.03 0.030+ 0.03
1 0.072 £0.04 0.064 +0.06
2 0.183 +0.03 0.161 +0.04
3 * 0.230 £0.05 * 0.209 £0.03 *
(0.312 umoles) (0.287 umoles)
4 0.215 +0.02 0.192 +£0.04

* La absorbancia fue reemplazada en la ecuacién de la curva patron de tirosina y
fue hallada la concentracion en ymoles de tirosina liberada. Esta concentracion fue
empleada para determinar la actividad enzimatica presente en la tabla 15. La

férmula aplicada se expone a continuacion:

umolestirosinaliberada X Volumen total
del ensayo (1,5mL)
Unidades/mL enzima =
Volumen . Volumen
de enzima X Tiempode X Utilizado en

utilizada gnli?i}: medicién

(0,1 mL) ( ) colorimétrica
(0,2mlL)
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