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Microbiologia.

Efectos de las nanoparticulas de plata en el hongo patégeno Candida albicans

Resumen aprobado por:

Dra. Ernestina Castro Longoria
Director de Tesis

Las enfermedades infecciosas son la principal causa de muerte en el mundo. Los hongos
patdgenos se han convertido, desde principios de 1980, en una de las principales causas de las
infecciones humanas. El género Candida representa la principal causa mundial de infecciones
fungicas. Hasta el momento, el tratamiento convencional es por medio de sustancias
antifingicas. La diversidad de estas sustancias es muy limitada y presentan algunas
desventajas importantes. Por otro lado, el desarrollo de nuevos antibidticos es un proceso largo
y costoso, por lo que no hay seguridad de que se puedan seguir generando nuevos antibiéticos
al ritmo que se requiere. La plata ha sido reconocida por su capacidad antimicrobiana y
recientemente las nanoparticulas de plata (AgNPs), han sido reportadas como agentes
antimicrobianos, asi mismo al ser utilizadas en combinacion con antibioticos, estas elevan la
efectividad de los mismos. Por lo tanto, los materiales nanoestructurados podrian ser una
buena alternativa para combatir a los microorganismos patégenos. Es por ello que el objetivo
general de éste trabajo fue determinar los efectos y la interaccién de nanoparticulas de plata
quasi-esféricas, funcionalizadas con polivinilpirrolidona (PVP), en el hongo patégeno Candida
albicans. Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion inhibitoria
del 50 % (ICso) de las AgNPs en C. albicans ATCC SC5314. El efecto de las AgNPs se
compar6 con cultivos expuestos al fluconazol (FLZ), el antifingico mas utilizado en la clinica y
también con nitrato de plata (AgNO3), en donde las AgNPs nanoparticulas mostraron mayor
potencia que el AgNO; y el FLZ. Se observo que las AgNPs tienen un efecto fungicida y que al
parecer no presentan el efecto paradoja. También se demostré que las AgNPs tienen un efecto
sinérgico con el FLZ, potenciando la actividad antifangica de éste. Se evalu6 también el efecto
de las AgNPs en otras especies de Candida y en aislados clinicos, encontrando que hay
algunas cepas de C. albicans que resisten concentraciones de AgNPs, superiores a la CMI
establecida para la cepa de referencia. Por otro lado, ninguna de las cepas de C. glabrata, C.
parapsilosis o C. tropicalis resistio a la concentracion de AgNPs equivalente a la CMI de la cepa
de referencia. Mediante el andlisis ultraestructural se determiné que las AgNPs se acumulan de
manera no especifica en el exterior e interior de las células de C. albicans, asi como en la pared
celular. Nuestros resultados sugieren que muy probablemente las AgNPs actGan como
reservorio de iones de Ag+; los cuales son liberados gradualmente hacia el interior de la célula,
pudiendo incluso inducir fragmentacion nuclear. También se encontr6 que en bajas
concentraciones (<ICsy) las AgNPs no inhiben la capacidad dimoérfica de C. albicans. Como
estudio preliminar, se evalu6 la capacidad de C. albicans para generar resistencia contra las
AgNPs, siendo negativa la generacion de resistencia durante el tiempo de observacion. Por lo
tanto las AgNPs pueden ser una alternativa viable para el tratamiento de enfermedades
infecciosas, particularmente por su capacidad de actuar de manera no especifica.

Palabras clave: Nanoparticulas de plata, Candida, bionanotecnologia, bionanomedicina.
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Infectious diseases are the leading cause of death worldwide. Fungal pathogens have become a
major cause of human infections since the early 1980s. The genus Candida is the world's
leading cause of fungal infections. So far, antifungal substances are used as conventional
treatment. The diversity of these substances is very limited and has several significant
drawbacks. On the other hand, the development of new antibiotics is a long and expensive
process, so there is no assurance that new antibiotics can be generated as they are required.
Silver has long been recognized as an antimicrobial agent and recently, silver nanoparticles
(AgNPs) were reported to have antimicrobial activity as well as to raise the effectiveness of
antibiotics. Therefore, nanostructured materials could be a good alternative to combat
pathogens. For that reason, the overall objective of this work was to determine the effects and
interaction of quasi-spherical silver nanopatrticles, functionalized with polyvinylpyrrolidone (PVP),
in the pathogenic fungus Candida albicans. The minimal inhibitory concentration (MIC) and the
half maximal inhibitory concentration (ICs,) of ANPs were determined for C. albicans ATCC
SC5314. The effect of ANPs was also compared with cultures exposed to fluconazole (FLZ),
the most common antifungal agent used in the clinic, and with silver nitrate (AgNO3z). AgNPs
showed higher potency than the AgNO; and FLZ. We observed that AQNPs showed antifungal
effect and apparently do not exhibit the paradox effect. It was found that AgNPs have a
synergistic effect with FLZ, enhancing its antifungal activity. The antifungal effect of AQNPs was
also evaluated against other Candida species and clinical isolates, finding that some C. albicans
strains were resistant to AgNPs concentrations, higher than the MIC established for the
reference strain. However, C. glabrata, C. parapsilosis and C. tropicalis were inhibited by
AgNPs concentration equivalent to the MIC determined for the reference strain. Ultrastructural
analysis revealed that AgNPs accumulated non-specifically in the exterior and interior of C.
albicans cells, and were also found in the cell wall. Our results suggest that most probably
AgNPs act as a reservoir of Ag + ions; releasing them gradually and that once inside the cell
they can induce nuclear fragmentation. Also it was determined that at low concentrations (<
IC50), AgNPs did not inhibit the dimorphic ability of C. albicans. As a preliminary study, we
evaluated if C. albicans is able to generate resistance against AgNPs. Our results show that
over the observed period, C. albicans did not generate resistance to AgNPs. Therefore AQNPs
might be a viable alternative for the treatment of infectious diseases, particularly due to its ability
to act in a nonspecific manner.

Keywords: silver nanoparticles, Candida, bionanotechnology, bionanomedicine.
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Capitulo |

INTRODUCCION

Actualmente, las enfermedades infecciosas representan uno de los problemas de salud mas
importantes a nivel mundial. Existen diversas dificultades asociadas al tratamiento de estas
enfermedades, entre los que destacan: los efectos secundarios no deseados asociados a los
antibioticos, el lento desarrollo de nuevas sustancias y tratamientos, la evolucién de cepas
resistentes, etc. El paradigma actual, para el desarrollo de nuevos antibioticos, no es suficiente
para garantizar el tratamiento adecuado en el mediano y en el largo plazo. Por lo tanto, es
necesario buscar nuevas formas de combatir las enfermedades infecciosas, mediante la aplicacion

de tecnologias mas recientes.

Las nanociencias y la nanotecnologia ofrecen nuevas alternativas para abordar diversos
problemas actuales. En este sentido, el desarrollo de disciplinas como la bionanotecnologia y la
bionanomedicina, presentan una plataforma novedosa para resolver muchos problemas asociados
a la salud. Los nanomateriales, aplicados a la investigacién biomédica, han demostrado ser una

ruta viable para tratar diferentes padecimientos, incluyendo a las enfermedades infecciosas.

El presente trabajo muestra los efectos que tienen las nanoparticulas de plata (AgNPs) sobre el
hongo patégeno Candida albicans. Se presenta una aproximacién de la interaccion que existe
entre los nanomateriales con éste hongo. Se estudian caracteristicas de relevancia clinica, tales
como: la concentracion minima inhibitoria (CMI), la concentracion minima fungicida (CMF),
concentracion minima inhibitoria media Clsg, el efecto de las AgNPs en diferentes especies del
género Candida, tanto en cepas de referencia como en aislados clinicos y su efecto en

aplicaciones prolongadas in vitro, entre otros.



Capitulo 11

ANTECEDENTES

I1.1 El panorama actual de las enfermedades infecciosas y las micosis.

Las enfermedades infecciosas son causadas por diversos agentes patdgenos, tales como virus,
bacterias, protozoarios y hongos. Segun el National Institute of Allergy and Infectious Diseases
(NIAID) y la World Health Organization, las enfermedades infecciosas son la principal causa de
muerte en el mundo (NLM, 2013; WHO, 1997). Estas enfermedades han incrementado su
incidencia en los ultimos afos, por lo que son motivo de preocupacién a nivel internacional (Huh
& Kwon, 2011).

El impacto de las enfermedades infecciosas trasciende a diferentes areas, desde el desarrollo
cientifico hasta el aspecto socio-econémico. Las enfermedades infecciosas representan un
porcentaje notable de los recursos publicos y privados del sector salud, comparable a otros
problemas de salud importantes (Scott, 2009). En los Estados Unidos, se estima que el costo para
combatirlas es de 120 mil millones de ddlares al afio (NIAID, 2009). El tema de las enfermedades
infecciosas es de tal relevancia, que uno de los “Objetivos del Desarrollo del Mileno”, de las

Naciones Unidas, involucra el combate de estas enfermedades (WHO, 2000).

Entre los agentes que provocan las enfermedades infecciosas, ademas de los virus, destacan
las bacterias y los hongos patdgenos. Aunque las infecciones virales y bacterianas presentan los
primeros lugares de incidencia, las micosis han contribuido en la morbilidad y mortalidad de
estas enfermedades (Pfaller & Diekema, 2004 y Pfaller & Diekema, 2007).

Los hongos patdgenos se han convertido, desde principios de 1980, en una de las principales

causas de las infecciones humanas. Estas afectan especialmente a personas
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inmunocomprometidas; y se presentan también como infecciones nosocomiales (McNeil et al.,
2001; Fridkin, 2005; Nucci & Marr, 2005). Como ejemplo de su incremento, en los Estados
Unidos aumento el numero de sepsis fungicas en un 207%, desde 1979 hasta el 2000 (Martin et
al., 2003). Las infecciones fungicas se han convertido en un problema de salud publica
importante (McNeil et al., 2001; Pfaller, 1998; Wilson et al., 2002). El género Candida es el mas

representativo de las micosis (Eggimann et al., 2003).

Son muchos los factores han contribuido al incremento de las infecciones fangicas. Entre los
mas importante destacan: el incremento de la poblacion inmunocomprometida; el incremento en
el uso de antibioticos de amplio espectro, las quimioterapias citotdxicas, la emergencia de cepas
patdégenas no comunes, y hasta la globalizacién, entre otros (WHO, 2008; Nucci et al., 2005;
Pfaller et al., 2004; Walsh et al., 2004). Otro factor importante es la migracion, que permite la

diseminacion de cepas patogenas exéticas (Chu et al., 2006).

El uso de sustancias antibidticas en el tratamiento de enfermedades infecciosas, permite lograr
un efecto positivo en muchos casos. Aun asi, hay muchos problemas relacionados con su uso,
tales como su limitada variedad, la automedicacion, la interaccion negativa que pueden presentar
entre los diferentes tipos (Fothergill et al., 2006) y la resistencia que presentan los

microorganismos.

El desarrollo de nuevos antibidticos es un proceso largo y costoso. Hasta la aparicién de la
oxazolidona en el 2001, no se habian desarrollado nuevos antibidticos por cerca de 25 afios
(Cassell & Mekalanos, 2001). La familia de antifingicos mas recientes san las equinocandinas,
que se aparecieron también en el 2001. En afios posteriores han aparecido algunos antibi6ticos,

resultado de la modificacion de los ya existentes.

11.2 Descripcion y uso de las sustancias fungicidas.

Las infecciones microbianas se tratan por medio de antibidticos y, en el caso especifico de los

hongos, se utilizan sustancias antiftingicas. Estas se clasifican en tres familias: polienos, triazoles

y equinocandinas.



Polienos

Los polienos son sustancias naturales, obtenidas del actinomiceto Streptomyces nodosus. El
mas comun es la Anfotericina B, cuyo mecanismo de accién consiste en unirse al ergosterol de la
membrana celular, alterando su estabilidad y generando poros. Estos poros propician la salida no
controlada del material intracelular, provocando la muerte celular, por lo que es fungicida. Entre
los antifungicos, la Anfotericina B tiene el méas amplio espectro de actividad, con bajas tasas de
resistencia (Gallis et al., 1990).

Azoles

Los azoles se clasifican en imidazoles (ketoconazol, miconazol, etc.) o triazoles (fluconazol,
voriconazol, etc.), segun el nimero de nitrégenos que tengan (dos o tres, respectivamente) en el
anillo azolico. Se usan regularmente para combatir las micosis cutaneas y vaginales (Saag &
Dismukes, 1998). EIl principal mecanismo de accién de los azoles, consiste en la inhibicion de la
Cl4-a esterol demetilasa dependiente del CYP450 fungico. Esto genera una interrupcion en la
sintesis del ergosterol, provocando que éste se consuma mientras que SuUS precursores se
acumulan. Como consecuencia directa, se detiene el crecimiento celular, aunque no mata a la

célula, por lo que su efecto es fungistatico (Nett & Andes, 2012).

El Fluconazol es el azol méas comunmente usado. Tiene actividad contra Candida spp y es mas
activo contra C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. lusitiniae y C. dubliniensis. (Pfaller et
al., 2004). En la clinica es un antifangico de primera linea. El espectro de actividad de los

diferentes azoles es muy similar.

Equinocandinas

Las equinocandinas son polipéptidos semisintéticos, formados por N-hexapéptidos ligados a
una cadena de acido graso. Las equinocandinas que se utilizan actualmente son: caspofunginas,
micafunginas y anidulafunginas. Su mecanismo de accion consiste en la inhibicion de la sintesis
de B-1,3 glucanos, polisacaridos esenciales en muchos hongos patdégenos (Douglas et al., 1997).
Son fungicidas contra Candida spp y fungistaticos contra hongos filamentosos (Bowman et al.,
2002). En la figura 1 se muestran las estructuras quimicas de algunos antifungicos,

correspondientes a las tres clases descritas anteriormente.
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Figura 1. Estructura quimica de algunos antifiingicos representativos. Antiflingicos de diferentes familias, para

resaltar las diferencias entre ellos. Adaptado de

“Antifungals: Drug Class, Mechanisms of action,

pharmacokinetics/pharmacodinamics, drug-drug interactions, toxicity, and clinical use” de Nett & Andes, en:
Calderone R.A. & Clancy C.J. (ed.) Candida & Candidiasis, 2012, p.348.
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Muchos de los agentes antifungicos ofrecen una fuerte actividad contra Candida spp. Aun asi,
es importante desarrollar compuestos que sean efectivos contra las Candida no-albicans y los
hongos filamentosos. La tabla 1 muestra el espectro de accion de diferentes antifingicos contra
las principales especies de Candida spp. Debido a sus caracteristicas quimicas, cada sustancia
antifangica tiene diferentes tipos de interaccion y presentan, por tal motivo, ventajas y

desventajas que se muestran en la tabla 2.

Tabla 1. Espectro de accion de algunos antifungicos contra las principales especies
patdgenas de Candida spp. Adaptado de “Antifungals: Drug Class, Mechanisms of
action, pharmacokinetics/pharmacodinamics, drug-drug interactions, toxicity, and
clinical use” de Nett & Andes, en: Calderone R.A. & Clancy C.J. (Ed.) Candida &
Candidiasis, 2012, P.346.

ESPECIE AMB | 5FC | FLU | ITR | VOR | POS | CAS | MIC | ANI
C. albicans + + + + + + + + +
C. glabrata + + +/- | +/- + + + + +
C. parapsilosis + + + + + + +/- | +/- | +/-
C. tropicalis + + + + + + + + +

Nota: AMB=Anfotericina B; 5FC=Flucitosina; FLU=Fluconazol; ITR=Itraconazol,
VOR=Voriconazol; POS=Posoconazol; CAS=Caspogunfinas; MIC=Miconazol,
ANI=Anidulafungina
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Tabla 2. Historia de las terapias antifingicas. Adaptado de “Antifungals: Drug Class,
Mechanisms of action, pharmacokinetics/pharmacodinamics, drug-drug interactions, toxicity,
and clinical use” de Nett & Andes, en: Calderone R.A. & Clancy C.J. (ed.) Candida &
Candidiasis, 2012, p.348.

Antiflngico Afo Mayor ventajas Principal desventaja

Desoxicolato de

Anfotericina B 1958 | Fuerte, de amplio espectro Toxicidad renal

Actividad contra Candida'y | Aparicion de resistencia como

Flucitosina 1973 .
Cryptococcus monoterapia
Buena biodisponibilidad

Fluconazol 1990 oral y tolerancia; penetra el | Actividad limitada contra hongos.
sistema nervioso; actividad | Interaccion con el CYP450
contra levaduras.

ltraconazol 1992 Actividad contra hongos Biodisponibilidad oral variable.
filamentosos y endémicos. Interaccion con el CYP450

Anfotericina B Menos tdxica que en Se requieren dosis altas

L 1995 :

(lipidica) desoxicolato Costosa.
Muy efectivo contra - —

Voriconazol 2002 | Candida; disponible como Biodisponibilidad oral y

metabolismo variables.
oral y parenteral.

Actividad contra Sélo esté en presentacion oral.

Posoconazol 2006 | _. . Dificultad para llegar a niveles
zigomicetos - . y
terapéuticos debido a su absorcion.

Buena tolerancia; pocas
interacciones entre
farmacos; Buena actividad
contra C. glabrata.

Actividad variable contra C.
parapsilosis; Sélo en formulacion
parenteral.

Caspofungina
Micafungina 2001
Anidulafungina

El uso de antifingicos ha ayudado a mitigar los efectos nocivos de las infecciones causadas por
los hongos. Por otro lado, es importante sefialar que su uso viene acompafiado de efectos
secundarios no deseados; tales como citotoxicidad, biodisponibilidad, etc. (tabla 2). Ademas, el
uso de los antifingicos presenta un gran problema: el desarrollo de mecanismos de resistencia

por parte de los microorganismos patégenos (Perea et al., 2001; White et al., 2002).




11.3 Desventajas de los antibioticos: efectividad y resistencia.

Los microorganismos constantemente se adaptan y evolucionan para sobrevivir en condiciones
nuevas o adversas. La resistencia a antimicrobianos se entiende como la capacidad que tienen
para crecer en presencia de una sustancia que normalmente los inhibe, ya sea que los mate
(microbicidas) o que limite su crecimiento (microbiostaticos). La resistencia incrementa la

dificultad para tratar o curar infecciones microbianas.

En afos recientes, se ha observado un rapido incremento en la resistencia de los hongos contra
los antifungicos (Goffeau, 2008), lo que genera un gran problema en la clinica. Se ha sugerido
que la resistencia contra los antifingicos se debe, principalmente, a la limitada variedad de
farmacos disponibles (Kim et al., 2009); aunque también se consideran factores como la
automedicacion y la variabilidad genética propia de los hongos. Por lo tanto, es necesario que se
desarrollen nuevas sustancias y/o materiales, que permitan combatir a las infecciones fangicas de

una manera mas efectiva.

A pesar de toda la investigacion cientifica relacionada con el desarrollo, o modificacion
quimica de los actuales antibioticos, no hay seguridad de que se puedan seguir generando nuevos
antibidticos al ritmo que se requiere (Taylor et al., 2002). En la figura 2 se muestra la cantidad de
antibidticos aprobados por la FDA (Food and Drugs Administration) por periodos de 5 afos,
desde 1983 hasta el 2007.
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Fig. 2. Aprobacion de nuevos antibidticos por parte de la FDA. Se observa que la cantidad de
antibioticos aprobados disminuye con el tiempo. Adaptado de “The bacteria fight back” de Taubes,
2008, Science 321, p.361.

Ante éste panorama, algunos investigadores sugieren que el desarrollo de nuevos antibidticos
no puede alcanzar al ritmo con el que aparecen microorganismos resistentes (Huh et al., 2011;
Taubes, 2008). En la Tabla 3 se muestra una breve historia del desarrollo de algunos antibidticos,

contra la aparicién de cepas microbianas resistentes a los mismos.
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Tabla 3. Historia del desarrollo antibidticos vs la aparicién de la resistencia. Historia del
desarrollo de antibioticos contra la adquisicién subsecuente de resistencia por parte de los
microorganismos. Adaptado de ‘“Nanoantibiotics: A new paradigm for treating infectious
diseases using nanomaterials in the antibiotics resistant era”, de Huh et al., 2011, J Control
Release. 156(2), p. 130

Desarrollo de antibidticos Aparicion de la resistencia

Dispersion de la penicilina (1945)

Penicilina (1942) Penicilinasa transferible en Gonococcus (1976)

Enterococus resistente a la penicilina (1983)

Estreptomicina (1947) Resistencia a la estreptomicina (1947)

Tetraciclina (1952) Resistencia a la tetraciclina (1956)

Raramente usada hasta mediados de la década de 1980

o Enterococus resistente a la vancomicina (VRE) (1987)
Vancomicina (1958)

S. aureus resistente intermedio a la vancomicina (VISA) (1996)

S. aureus resistente a la vancomicina (VRSA) (2002)

o S. aureus resistente a la metilicina (MRSA) (1961)
Metilicina (1959)

MRSA dispersa en la comunidad (1999)

Cefatolina (1964) Resistencia a la cefatolina: primera cefalosporina (1966)
Gentamicina (1967) Resistencia a la gentamicina (1970)

Cefotaxima Resistencia a la cefotaxima (1983)

(aprobado por la FDA: Primer brote de la tercera K. pneuminiae resistente a la
1981) cefalosporina (1987)

Imipenem, (1984)

Acinetobacter baumanii resistente a la carbapenem (1998)
ler. carbapenem

Linezolida, Oxazolidinona

S. aureus resistente a la linezolida y VRE (2001)
Aprobado por la FDA: 2000

Para el desarrollo de nuevas sustancias, es importante considerar la cercania evolutiva
entre hongos y mamiferos; dado que pudiesen ser susceptibles a moléculas similares. También es
primordial considerar la efectividad in vitro vs in vivo, pues ésta puede variar. Otros problemas se

relacionan con el disefio, la especificidad y los blancos particulares que interaccionen con las
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sustancias antifingicas. Asimismo, un factor relevante es la relacion costo-beneficio de la

sustancia a desarrollar, pues el factor economico es determinante.

11.4 Resistencia de Candida spp. a los antifungicos

La resistencia de Candida spp a los azoles es poco frecuente en pacientes con infecciones
orales, no inmunocomprometidos. Un ejemplo es el posoconazol, que presenta muchas ventajas
contra la candidiasis oral refractaria. Por otro lado, las equinocandinas parenterales son muy
utiles contra las candidiasis esofagicas resistentes a los azoles. En los ultimos afios, se ha
incrementado el ndmero de mujeres con cepas resistentes a azoles. En algunos casos de
candidiasis vulvovaginal, los antifungicos no son efectivos, dejando al acido boérico como el

Unico tratamiento alternativo (Sobel, 2007).

La resistencia contra antifungicos es uno de los factores que contribuyen a que los
tratamientos clinicos fallen. Aunque posiblemente no sea un problema tan grande como se ha
pensado, podria convertirse en un en gran reto en los préximos afios (Lewis & Kontoyiannis,
2012). Por tal motivo, las nuevas sustancias antiflngicas deben considerar la posibilidad de que

se generen cepas resistentes, y realizar los estudios correspondientes.

11.5 El género Candida y Candida albicans como modelo de estudio.

Las levaduras representan una de las principales causas mundiales de infecciones fungicas
ungueales, donde las especies de Candida son las mas frecuentes (Manzano-Gayosso et al.,
2011). El genero de Candida incluye a cerca de 150 especies, las cuales crecen principalmente
como levaduras unicelulares, aungque algunas pueden cambiar a formas de hifa y pseudohifa. Uno
de los clados filogenéticos mas importantes en la clinica es el CTG (Fitzpatrick et al., 2006).
Entre los miembros de éste grupo destacan C. albicans, C. tropicalis y C. parapsilosis. Otras
especies de importancia clinica, como C. glabrata y C. krusei, son mas distantes a nivel

filogenético.
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Las especies de Candida son un componente potencial en la biota microbiana del tracto
digestivo en humanos. Bajo ciertas condiciones, Candida puede volverse patogena e infectar al
hospedero. A las infecciones causadas por las especies de éste género se les Ilama candidiasis, y

son un problema clinico grave (Moran et al., 2012).

Los organismos del género Candida son muy versétiles, y tienen la capacidad de crecer bajo
condiciones variables de su entorno. Como resultado, las candidiasis se presentan con muchas
variantes, que van desde superficiales hasta sistémicas. Candida spp puede infectar a diferentes
organos Yy tejidos, e incluso a los ojos y al cerebro (Clancy & Nguyen, 2012). Sin embargo, las
formas méas comunes son las candidiasis vulvovaginal y orofaringea (Revankar & Sobel, 2012).
Cerca del 75% de las mujeres padecen candidiasis vulvovaginal al menos una vez en su vida, y

de éstas, el 8% tiene infecciones recurrentes (Sobel, 2007)

11.5.1 Candida albicans

El organismo de estudio en éste trabajo es el hongo patégeno Candida albicans, debido a su
importancia en el sector salud. Ademaés, C. albicans es el modelo més importante de levaduras
patégenas para los humanos (Molero et al., 1998) y es el hongo patégeno mas comun en el ser

humano.

C. albicans es un ascomiceto y pertenece a la familia Saccharomycetaceae. ES un organismo
diploide, dimorfo, que puede formar pseudohifas, hifas y blastoconidios ovalados (3-8 x 2-7 um),
como se observa en la figura 3. Presenta clamidosporas unicelulares (8-16 um), ovaladas, con
gruesa pared refringente, situadas al final de las hifas, pseudohifas o laterales sobre
blastoconidios ovalados (Ponton et al., 2002). Vive como comensal de animales de sangre
caliente, incluyendo a los humanos y coloniza la superficie de las cavidades mucosas (Matthews,
1994).
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Figura 3. Distintas morfologias de Candida albicans. (A) Levadura; (B) pseudohifa; (C) hifa y (D) clamidospora.
Las flechas sefalan un ejemplo en cada tipo de estructura. Imagenes obtenidas por microscopia de contraste de
fases.

C. albicans es la especie mas comun de hongos en los aislados clinicos humanos. Se encuentra
en hasta el 60% de las personas sanas, y el porcentaje incrementa con la edad y con otros
factores, como el uso de protesis dentales (Clayton & Noble, 1966; Davies et al., 2002). Aunque
regularmente se le considera como patdgeno oportunista, las infecciones no se limitan a pacientes
inmunocomprometidos. C. albicans también puede afectar a pacientes sanos, sobre todo cuando
se presentan factores que perturben la microbiota, tales como el uso de antibidticos o por cambios
hormonales (Moran et al., 2012)
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11.5.2 Candidiasis

La patogenicidad de C. albicans se atribuye a diferentes caracteristicas, entre las que destacan
su dimorfismo. Sus diferentes formas le permiten una mejor diseminacién (levadura), pero la
forma hifal es crucial para la invasion del tejido (Saville et al., 2003). C. albicans presenta una
mayor capacidad adherente que las otras especies del género, con excepcion de C. dubliniensis
(King et al., 1980). Ademaés, C. albicans tiene la capacidad de tolerar un amplio rango de pH,

estrés oxidativo y estrés osmotico.

La candidiasis se clasifica en diferentes tipos, que dependen de la regidn corporal que afecten.
Los principales son la candidiasis superficial y la sistémica (invasiva). Entre las primeras, la
candidiasis mucosa es muy comun y sus indices de prevalencia e incidencia son mucho mayores
que en la candidiasis sistémica. La candidiasis mucosa tiene una considerable morbilidad tanto en
pacientes hospitalizados, regularmente inmunocomprometidos, como en pacientes sanos. Entre
las candidiasis mucosas destaca la candidiasis vulvovaginal, que es la segunda causa de
infecciones vaginales a nivel mundial. Durante la edad fértil, el 75% de las mujeres padece al
menos una infeccion de candidiasis vulvovaginal; y el 40-50% de estos casos incurre en un

segundo ataque (Revankar & Sobel, 2012).

Mas del 90% de los casos de candidiasis invasiva (CI) se deben a cinco especies del genero
Candida: C. albicans, C glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis y C. krusei. C. albicans es
responsable, por si sola, de hasta el 60% de los casos de Cl (Moran et al., 2012). En la tabla 4 se
presenta un caso de distribucion de candidiasis, causadas por diferentes especies del género
Candida. En la tabla 5 se presenta la variacion geogréfica de la distribucion de las principales

especies de Candida que causan fungemias.
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Tabla 4: Distribucién de las principales especies de Candida que provocan candidiasis. Casos de
Candidiasis Invasiva, obtenidos por el programa global antifungico ARTEMIS DISK, entre 1997 y
el 2003. Adaptado de “Epidemiology of invasive candidiasis: a persistent public health problem”,
de Pfaller & Diekema, 2007, Clinical Microbiology Reviews, 20, p. 138.

_ Porcentaje (%) total de casos

Especie

1997/1998 1999 2000 2001 2002 2003
C. albicans 73.3 69.8 68.1 65.4 61.4 62.3
C. glabrata 11.0 9.7 9.5 111 10.7 12.0
C. tropicalis 4.6 5.3 7.2 7.5 7.4 7.5
C. parapsilosis 4.2 4.9 5.6 6.9 6.6 7.3
C. krusei 1.7 2.2 3.2 2.5 2.6
Otras especies 5.2 8.1 6.4 6.6 11.3 8.2
Ndmero total

22,533 20,998 11,698 21,804 24,680 33,002

de casos

La candidemia es la cuarta causa de infecciones sanguineas en los Estados Unidos. Esta
infeccion invasiva tiene una alta mortalidad, que excede el 40% de los casos clinicos
(Gudlaugsson et al., 2003). Otros problemas se asocian a la capacidad de Candida para infectar
practicamente cualquier 6rgano, problema independiente de la candidemia. Asimismo, los
pacientes con candidemia son 20 veces mas propensos a morir en el hospital que los pacientes

que padecen infecciones sistémicas causadas por otras especies.
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Tabla 5: Variacion geografica de la distribucion de las principales especies de Candida que
causan fungemias. Se muestra la distribucion mas reciente de los datos de Pfaller & Diekema
(2007). En el apartado de “otras” se refiere a especies poco comunes cuyo porcentaje por
especie individual es menor al 1% en la mayoria de los casos. Adaptado de “Epidemiology of
invasive candidiasis: a persistent public health problem”, de Pfaller & Diekema, 2007,
Clinical Microbiology Reviews, 20, p. 139.

. ) ) Porcentaje (%) del total de especies
Region Periodo | Aislados
C.alb | C.glab. | C.par. | C.trop. | C.krs | Otras
2001 -
Norteamérica 2,773 51 22 14 7 2 4
2004
1997 -
Europa 2,089 56 14 13 7 2 8
1999
2001 -
Asia 1,314 56 10 16 14 2 2
2004
_ _ 2001 -
Latinoamérica 1,565 50 7 16 20 2 5
2004
Nota: C. alb = C. albicans), C. glab.= C. glabrata), C. par.= C. parapsilosis, C. trop. =C.
tropicalis y C. krs = C. krusei.

11.6 Nanotecnologia y Bionanotecnologia

La nanotecnologia es un &rea inherentemente inter- y multidisciplinaria. Segun el National
Nanotechnology Institute (NNI), es el entendimiento y control de la materia a escala nanométrica.
Asimismo, para Nature Nanotechnology (NN), la nanotecnologia tiene entre sus enfoques a las
tecnologias del ADN, grafenos, nanoporos y a la nanotoxicologia. Esta Gltima es relevante debido
a que considera las interacciones entre los materiales y los sistemas biologicos; también considera
la interaccion con el entorno e incluso, a la regulacion de los nanomateriales. La interaccion de

nanomateriales con sistemas bioldgicos nos lleva a la bionanotecnologia.

La bionanotecnologia consiste en la integracion de las ciencias bioldgicas y las nanociencias y
nanotecnologias. Hay muchas ramas de investigacion y aplicaciones importantes de la

bionanotecnologia, entre estas destacan la produccién de alimentos, el tratamiento de agua (You
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et al., 2011), etc. Para algunos centros de investigacion, como el Institute of Bionanotecnology in

Medicine (IBNAM), su eje central es la bionanomedicina.

Se define como nanomateriales o nanoestructuras a aquellos que se encuentran en la escala
nanométrica, de 1 a 100 nm (Re et al., 2012) o incluso 1000 nm (Buzea et al., 2007, Mohanraj &
Chen, 2006). Un nanémetro es la milmillonésima parte de un metro (1x10° m). En estos tamafios
cambian algunas propiedades de la materia. Asi, las nanoestructuras poseen propiedades
fisicoquimicas Unicas (Kim et al., 2007). Una caracteristica distintiva, es que en la escala
nanométrica, los materiales poseen un gran area superficial y puede haber muchas

nanoestructuras por unidad de masa, segun se observa en la figura 4.

1 millon de 1,000 millones
Cabello humano Microparticula de 60 pm NPzr(:le 600 de NPs de 60 nm

Fig. 4: Comparacion entre nanoparticulas de diferentes tamainos. Se contrasta una microparticula de 60 um de
diametro (grosor promedio del cabello humano), con nanoparticulas (NPs) de 600 y 60 nm. Las NPs de 60 nm
tienen un area superficial 1000 veces mayor que la de 60 um. Adaptado de “Nanomaterials and nanoparticles:
Sources and toxicity” de Buzea et al., 2007, MR33.

Las nanoestructuras se pueden sintetizar a partir de una gran gama de materiales, desde
elementos puros, como carbdn, silicio, titanio, hierro, oro, plata (Winberg et al., 2011), hasta
sustancias bioldgicas complejas, como lipidos y acidos nucleicos. Las propiedades de los

nanomateriales dependen de diferentes parametros, entre los que destacan el tamario, los
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elementos constituyentes y la forma (Mohanraj & Chen, 2006). Otros factores que modifican sus

propiedades son: su entorno de interaccion, moléculas funcionalizadoras, etc.

Ademas de las nanoparticulas sintetizadas por el hombre, existen muchas nanoparticulas
no-antropogeénicas (cenizas, polvo, etc.) que interactian con nosotros (Suh et al., 2009). Por lo
tanto, el tamario es un parametro de interés, debido su impacto a nivel biologico. En la figura 5 se

observa una comparacion entre las NP y los sistemas bioldgicos.

Célula animal 2 um

Fig. 5: Tamaino comparativo entre NPs de 10 nm y los sistemas bioldgicos. En (a) se muestra una comparacion
entre las NPs y una célula animal de 2 um. En (b) se contrasta el tamafio de una NP con la membrana (y sus
componentes) de una célula. Modificado de “Nanotechnology, nanotoxicology, and neuroscience”, de Suh et al.,
2009, Progress in Neurobiology 87, p. 138.

Segun la aplicacion deseada, se pueden emplear diferentes nanomateriales, tales como
nanotubos, liposomas, nanoalambres, grafenos, nanolaminas, etc. (Ghosh et al., 2008). Los
nanomateriales pueden tener estructuras muy diversas y con diferentes niveles de organizacion.
En la figura 6 se muestran diferentes tipos de nanomateriales.



Puntos cuanticos

Liposomas

AgNPs

NP de conversion Fe-Pt NPs

19

Nanotubos de carbono
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Fig. 6: Diferentes tipos de nanomateriales y nanoparticulas.
La mayoria de éstos poseen aplicaciones clinicas potenciales. Adaptado de “Nanoparticles for neuroimaging”,

de Re et al., 2012, J. Phys. D: Appl. Phys. 45, p.3.

La bionanotecnologia puede ayudar a mitigar el impacto de las enfermedades infecciosas.

Dentro de este extenso campo, un area importante es el tratamiento de enfermedades infecciosas.

Actualmente, las diversidad de clases de antifungicos es muy limitada (polienos, azoles y

equinocandinas). Debido a las desventajas asociadas a los antifingicos, es necesario desarrollar

nuevos sustancias para combatir a las enfermedades infecciosas de manera adecuada.

Los materiales nanoestructurados son una alternativa para combatir a los microorganismos

patdgenos. Asi, nace la posibilidad de utilizar materiales novedosos que exhiben propiedades

antibioticas, que ademéas podrian sobrepasar la resistencia de los microorganismos patdégenos
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(Huh et al., 2011; Rai et al., 2009). Esto es relevante, debido a que el incremento en dicha

resistencia resulta en una elevada mortandad y aumenta los costos hospitalarios (Siegel, 2008).

Los “nanoantibidticos”, concepto propuesto por Huh et al.,(2011), se definen como
nanomateriales que muestran una actividad antimicrobiana y/o que elevan la efectividad y
seguridad de los antibidticos. Las nanoparticulas de plata (AgNPs) son un buen ejemplo de
nanobidticos y hay muchos estudios relativos a su sintesis quimica, sintesis biologica, efecto en
bacterias, etc. Por otro lado, los estudios en eucariontes son relativamente escasos, tanto para
hongos (Panaceka et al., 2010; Lee et al., 2010) como en protozoarios (Kvitek et al., 2009). El
concepto de “nanoantibiotico” no se ha generalizado todavia, y no ha sido utilizado por otros

autores.

Hay diferentes nanoestructuras que pueden utilizarse en diversas aplicaciones biomédicas. Es
importante sefialar que todavia falta mucha investigacion en ésta area, debido a que se desconoce,
de manera general, la interaccién entre los sistemas bioldgicos y los nanomateriales. En la tabla 7
se muestran diferentes nanomateriales con propiedades antimicrobianas y sus posibles
mecanismos; sin embargo, es importante destacar que faltan muchos estudios todavia, como en el

caso de las nanoparticulas de plata.
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Tabla 6: Nanomateriales antimicrobianos. Se presentan ejemplos de diferentes nanomateriales
que han sido estudiados y que presentan aplicaciones potenciales relevantes. Se proponen
mecanismos de accién en procariontes (bacterias). Adaptado de ‘“Nanoantibiotics: A new
paradigm for treating infectious diseases using nanomaterials in the antibiotics resistant era”, de

Huh et al., 2011 J Control Release. 156(2), p. 132

Nano- ] o _ ) Aplicaciones potenciales:
] Mecanismo antimicrobiano (bacterias) . ) )
material clinicas e industriales
Liberacion de iones de plata; dafio a la o ) o
Revestimiento de material quirargico,
AgNPs membrana celular, al ADN y a la . _
_ ) usos clinicos y tratamiento de agua.
cadena respiratoria
NP Acumulacion intracelular; dafio a la Articulos antibacteriales (cremas, etc.);
nNPs
membrana celular revestimiento de material quirdrgico.
TIONP Produccion de ROS; dafio a la Agente antibacterial; purificador de
10>, S .
membrana y a la pared celular. aguay aire.
Interaccion con la membrana celular, ) o .
AUNPs . . Terapia foto-térmica y uso antifingico.
atraccion electrostatica.
Ruptura y permeabilidad de la _ o
_ . Desinfectante de agua, bacteriostatico,
Quitosan membrana celular. quelacion de metales o
S ) bactericida.
traza e inactivacion de enzimas.
Destruccion de la membrana,
Fullerenos | incremento de la actividad de los Desinfectante
neutrofilos.
Dafio a la membrana celular por ROS; _ _ -
L ) Agente antibacterial, purificador de
NTC oxidacion de proteinas de la membrana o
. agua, revestimiento
y lipidos
NONPs Liberacion de NO y produccion de ROS | Heridas infectadas y pie diabético.
Nano- Dafio a la membrana, destruccion de la | Inhalador antimicrobiano, nano-
emulsiones | cubierta de las esporas transportador de vacunas.

Nota: AgNPs= nanoparticulas de plata; ZnNPs= nanoparticulas de zinc; TiO,NPs= nanoparticulas de dioxido de
titanio; AuNPs= nanoparticulas de oro; NTC= nanotubos de carbono; NONPs= nanoparticulas de dxido nitrico.
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En la tabla 6 se observa que la mayoria de los nanomateriales con actividad antimicrobiana
son metales u Oxidos metalicos, ademas de algunas estructuras basadas en carbono. Los
materiales méas comunes, con fines biomédicos, son las nanoparticulas metalicas. Las
nanoparticulas inorganicas tienen un gran potencial para las aplicaciones biologicas, biomédicas
y farmacéuticas (Sondi et al., 2004). Entre sus ventajas se cita una baja citotoxicidad, la
posibilidad de sobrepasar los mecanismos de resistencia y un costo mas bajo de produccion
(Allaker et al., 2000; Baker et al., 2005).

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) se encuentran entre las estructuras con mayor potencial
en la clinica. Desde la antigiedad se conoce la capacidad antimicrobiana de la plata, asi como
algunas de sus propiedades y aplicaciones, sobre todo antibacteriales (Baker et al., 2005; Silver,
2003; Klansen, 2000 (a); Klansen, 2000 (b) Atiyeh et al., 2007; Zhao & Stevens; 1998).

El uso histérico de plata ha sido en forma de plata coloidal o iones de plata. Se sabe que la
plata coloidal desnaturaliza a las proteinas y las precipita y reaccionan con los grupos amino,
carboxilo, fosfatos, imidazoles, etc. También afectan a las enzimas, al atacar a los grupos
sulfhidrilos; ya sea inactivando o disminuyendo su capacidad, tal es el caso de las lactato-
deshidrogenasa y de la glutatién-peroxidasa (Fung & Bowen, 1996). Estas caracteristicas la

convierten en un potente agente antibiotico.

Es importante destacar que existen problemas asociados al uso de la plata idnica o coloidal. En
estas especies quimicas, la plata tiene baja estabilidad y puede ser facilmente desactivada por
precipitacion o por formacion de complejos (Herrera et al., 2001), lo que limita su uso. La plata

se sigue usando a nivel comercial, como desinfectante (AgNO3) y suplemento alimenticio.

Ademas de los efectos deseados, la plata ionica tiene otros efectos nocivos en el hombre. La
Ag" puede causar efectos no deseados como la argiria y la argiriosis, por lo que representa un
riesgo latente (White et al., 2003; Kwon et al., 2009). Se ha reportado que la plata ionica, como
la contenida en el AgNOs, tiene efectos nocivos en células humanas, inhibiendo la sintesis de
DNA y de proteinas (Hidalgo & Dominguez, 1998). Por otro lado, aunque en general las AgNPs
no se consideran como toxicas para el hombre, hay algunos estudios que sugieren lo contrario
(Asharani et al., 2009).
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La principal aplicacion potencial de las AgNPs es como antimicrobiano (Huh et al., 2011,
Melaiye et al., 2005; Sondi et al., 2004; Morones et al., 2005). Sin embargo es importante sefialar
que tienen otras propiedades, como las siguientes: no estdn electrocargadas; tienen actividad
antiinflamatoria (Nadworny et al., 2008, Jaya et al., 2009), son antivirales (Rogers et al., 2008),
se aplica en tratamientos post-quemaduras (Klansen, 2000), etc. Asi, podrian tener aplicaciones

relevantes en otras areas de interés clinico.

La mayoria de los estudios de las AgNPs se orientan en las aplicaciones biomédicas,
especialmente contra bacterias. Se ha demostrado que pueden impedir la formacion de
biopeliculas (Martinez-Gutiérrez et al., 2013), inclusive cuando éstas se generan en ambientes
marinos (Fabrega et al., 2009). Por otro lado, los estudios contra otros organismos, como hongos
patdgenos y protozoarios, son muy limitados (Kvitek et al., 2009), lo mismo pasa en el caso de
los virus (You et al., 2011). Faltan muchos estudios sobre el impacto de los nanomateriales en los
sistemas bioldgicos, particularmente en aquellos que exhiben propiedades antimicrobianas bajo

diferentes condiciones, como las AgNPs (Weinberg et al., 2011).

Se han propuesto diferentes mecanismos de accion para los nanomateriales y estos tienden a
ser muy generalizados, por lo que necesitan mejorarse y actualizarse (figura 6). En trabajos con
células de mamiferos, Park et al.,(2010), citan la liberacién de ROS, ademas de que detiene el

ciclo celular en la fase S, lo que también lleva a la apoptosis.

Por otro lado, ademas de lo propuesto por Kim et al.,(2007; 2009) para Candida spp, otros
autores (Feng et al., 2000; Guzman et al., 2012; Yamanaka et al., 2005; Yang et al., 2009) han
propuesto mecanismos que necesitan ser evaluados en Candida spp. Estos mecanismos son (Huh
etal., 2011):

1) Dafo a la membrana celular, lo que lleva a la plasmolisis.
2) Interaccién con los compuestos azufrados, lo puede interferir en los puentes disulfuro y
en otros enlaces.

3) Liberacion de iones de plata.
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Fig. 7. Diferentes mecanismos de las NPs metalicas sobre la célula. Se muestran los diferentes mecanismos para
las nanoparticulas mas comunes: nanoparticulas de plata (AgNPs), nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnONPs) y
nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO,NPs). Adaptado de “Nanoantibiotics: A new paradigm for treating

infectious diseases using nanomaterials in the antibiotics resistant era”, de Huh et al., (2011) J Control Release.
156(2), p. 132

La mayoria de los estudios relativos a AgNPs-sistemas bioldgicos, se orientan sélo al efecto
que tienen los nanomateriales en los microorganismos. Son pocos trabajos los que buscan
explicar las interacciones y los posibles mecanismos de accién. En este sentido, el trabajo méas
reciente entre AgNPs y Candida spp, es el de Huang et al.,(2012), que muestra la posible
produccion de ROS en la mitocondria, que aparentemente lleva a la apoptosis. Esto ya se habia
considerado en trabajos anteriores (Park et al., 2009; Benaroudj et al., 2001; Pozniakovsky et al.,
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2005; Kohanski et al., 2007; Carlson et al., 2008), en donde el punto central es la apoptosis, pero
en general no se consideran otros aspectos de la célula. En otros estudios, se ha observado que las
AgNPs interfieren en el ciclo celular, arrestando a las células en las fases G2/M (Kim et al.,
2009), por lo que también podria intervenir en la apoptosis (Phillips et al., 2003).

Entender los mecanismos que influyen en la muerte celular en hongos, podria ayudar a
desarrollar nuevas técnicas clinicas para la aplicacion de las AgNPs. Es importante destacar que
en estos estudios no se toma en cuenta la capacidad que tienen los microorganismos para generar
resistencia contra los nanomateriales. Este punto es importante, debido a que el nimero de
bacterias y hongos patdgenos multirresistente se incrementa rapidamente. Asi, considerando el
tema de los antibioticos y la resistencia a los mismos, las AgNPs son uno de los nanomateriales
mas prometedores y mejor estudiados.

Es vital sefialar que, aunque se conocen los efectos antibacterianos y antifungicos de diferentes
tipos de AgNPs, se ignora mucho sobre sus mecanismos de accion. Esto es mas notorio en el caso
de los hongos pues, aunque hay algunos trabajos que reportan algunas interacciones relevantes
(Kim et al., 2007, Kim et al., 2009, Huang et al., 2012), todavia falta conocer méas acerca de los

efectos y de los mecanismos asociados.

Debido a su importancia, la sintesis y aplicacion de nanoparticulas uniformes, con
caracteristicas definidas de tamafio y forma, son prioritarias para combatir infecciones
microbianas. Bajo estas condiciones, es importante a definir otros parametros de relevancia
clinica, como la concentracion minima inhibitoria, la concentracién minima fungicida, el tiempo
de exposicion requerido para que actlen los nanomateriales, su estabilidad, excipientes,
biocompatibilidad, etc.

Un punto crucial es determinar el efecto de estas NPs tanto in vitro como in vivo. Es necesario
evaluar, su efecto e interaccion en sistemas bioldgicos mas complejos, como el hombre y otros

organismos de interés humanos, como ganado y plantas.
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11.7 Trabajos previos

Hay algunos trabajos que han abordado el efecto y los mecanismos de accion de las AgNPs de
plata en C. albicans y otras especies del género Candida. Son de especial interés aquellos que
muestran la interaccion entre Candida albicans y las AgNPs obtenidas por sintesis quimica y que
tienen un efecto por si mismas. Si bien hay estudios que incluyen hibridos de NPs con otras
sustancias, como AgNPs-péptidos (Liu et al., 2013), las AgNPs, pueden ejercer por si mismas un
efecto microbicida importante, segin su forma y tamafio. Por otro lado, las nanoparticulas
generadas por biosintesis, segin su método de sintesis, pudieran representar un riesgo adicional

en las aplicaciones biomédicas.

Kim et al. (2008), estudiaron el efecto de las AgNPs en los dermatofitos, entre los que destaca
Candida spp. Se reportdé que las AgNPs (esféricas, 3 nm) mostraron una fuerte actividad en
contra del hongo y que hay una actividad sobre el micelio, inhibiendo la transicion de levadura a
hifa de C. albicans (figura 7). Este tipo de estudios es relativamente reciente, y los autores

consideran que posiblemente este es el primer estudio que se haya realizado en dermatofitos

Fig. 8 Efecto de las AgNPs en la transicidon dimérfica de C. albicans. Control (A), Levaduras con Suero Fetal Bovino
(SFB) y sin AgNPs (B), y levaduras con SFB y 2 pg/ml of AgNPs (C). Adaptado de “Antifungal Effect of Silver
Nanoparticles on Dermatophytes” de Kim, 2008, J. Microbiol. Biotechnol. 18(8), p. 1483
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Kim at al (2009), en otro trabajo, sugieren que las AgNPs (esféricas, 3 nm) podrian estar
presentando un efecto antifangico al romper la estructura de la membrana celular, lo que también
inhibe el proceso de gemacion. Los andlisis por TEM, muestran la aparente formacion de “pozos”
en la superficie de la membrana de C. albicans (figura 9). En pruebas adicionales, se observo que
las nanoparticulas de plata tienen un bajo efecto hemolitico. Los autores sugieren una mayor
investigacion sobre los efectos y mecanismos, para la aplicacion clinica de las AgNPs. En otros
estudios con levaduras, como Saccharomyces cerevisiae (Endo et al., 1997) sugieren también

dafios a la membrana celular y la inhibicion del proceso de gemacion.

Fig. 9. Imagen en TEM de células de C. albicans con AgNPs. (A) Sin tratamiento, (B) con 170 |J.g*ml'1 de AgNPs y
(C) con 400 pg*ml'1 de AgNPs. Las células con AgNPs fueron expuestas por 24 horas a 28°C. Adaptado de
“Antifungal activity and mode of action of silver nano-particles on Candida albicans”, de Kim, et al, 2009,
BioMetals 22(2), p. 240.

En estudios posteriores, Panaceka et al.,(2010), observaron el efecto inhibitorio de las AgNPs
en cuatro especies de Candida: C. albicans | y Il, C. parapsilosis, C. tropicalis. Las AgNPs
utilizadas (esféricas, 25 nm), presentaron diferentes valores de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI). Sin embargo, no se proponen mecanismos de accion, solo se muestran los
efectos de inhibicién. También se compararon los resultados con plata coloidal. Reportan que las
AgNPs en las concentraciones antifungicas no son toxicas para las células humanas

(fibroblastos), mientras que la concentracion antifingica de la plata coloidal si es citotoxica.

Estudios mas recientes proponen diferentes mecanismos o efectos a nivel estructural. Hwang

et al.,(2012), estudiaron los efecto y los posibles mecanismos de las AgNPs (esféricas, 3 nm).
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Encontraron que éstas se relacionan con la produccion de ROS y que podrian provocar la
apoptosis de C. albicans, mediante la generacion de radicales hidroxilo, ademas de que

encontraron fragmentacion del ADN (Figura 10).

Por otro lado, lu et al.,(2013), mediante microscopia confocal, encontraron que las AgNPs (10
nm, PVP-SDS), pueden dafar la membrana de la célula. Otros trabajos, como el de Monteiro et
al.,(2013), sefialan que las NPs de plata coloidal afectan la composicion y la estructura de las

biopeliculas de C. albicans y C. glabrata, y que ademas tienen un efecto fungicida.

A
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Fig. 10. Fragmentacion del DNA en C. albicans. (A) DAPI (4’-6-diamidino-2-phenylindole), (B) TUNEL
(desoxinucleotidil transferasa terminal mediada por dUTP-biotina nick de etiquetado terminal). (a) Es el control
negativo y (b) el tratamiento con AgNPS. Adaptado de “Silver nanoparticles induce apoptotic cell death in
Candida albicans through the increase of hydroxyl radicals”, de Hwang et al. 2012, FEBS Journal 279, p. 1333.

Es importante estudiar méas sobre los efectos y las interacciones de los nanomateriales con los
sistemas biologicos. En éste sentido, el estudio de los efectos entre Candida albicans y las

AgNPs presentan una relevancia debido a su posible aplicacion en la clinica.

El presente trabajo utilizd nanoparticulas de plata, esferoides, de un rango de 3-10 nm. Las
AgNPs estan funcionalizadas con el polimero polivinilpirrolidona, lo que les proporciona

estabilidad e incrementa su biocompatibilidad (Buhler, 2006).
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Capitulo 111

JUSTIFICACION

La bionanotecnologia es un area emergente que promete mejorar procesos y productos en
diferentes areas. En el caso de las areas biomédicas, uno de los problemas que se pueden atender
es el de las enfermedades infecciosas; particularmente en lo relativo al creciente nimero de
microorganismos resistentes a las sustancias antimicrobianas. En el caso del género Candida, los
tratamientos para combatirla son escasos, especialmente en la candidiasis refractarias, por lo que
ésta en un gran reto terapéutico. La poca efectividad de los antiflngicos, ofrecen una oportunidad

para el desarrollo de tratamientos alternos (Sanjay et al., 2012).

Ademas del Posoconazol oral y de la forma adhesiva del Micafungina, no se han desarrollado
nuevos antifingicos para tratar las candidiasis orales y lo mismo pasa con las candidiasis
vulvovaginales. Se necesitan tratamientos novedosos con sustancias fungicidas, econémicas y de
amplio espectro. Los agentes tdpicos podrian ser mas féaciles de desarrollar debido a que hay
menos efectos secundarios y complicaciones que con los tratamientos sistémicos. Asi, los
nanomateriales prometen ser una buena alternativa para tratar estos problemas de manera

efectiva.

El presente trabajo busca ampliar el conocimiento actual sobre la interaccidn de las AgNPs en
distintos niveles estructurales de los sistemas bioldgicos, tomando como modelo a Candida
albicans. Destaca la relevancia de estudiar el efecto de las AgNPs en la célula eucarionte, lo que

permite entender mejor las interacciones y compararlas con los modelos procariontes.

Es fundamental entender el efecto de las AgNPs en la morfologia y fisiologia de Candida spp.,
cuando es expuesta a diferentes tratamientos con las AgNPs. Otro punto importante es la
observacion de la relacion entre éstas las nanoparticulas y la resistencia contra los antibioticos

gue presentan los hongos, con la finalidad de evaluar su viabilidad en la clinica.
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Capitulo IV

HIPOTESIS

El presente trabajo puso a prueba cuatro hipdétesis, todas relacionadas con los efectos y la
interaccion de las AgNPs en el hongo patégeno C. albicans.

1) Las AgNPs esféricas, de un didmetro de 3-10 nm, inhiben el crecimiento del hongo patégeno

C. albicans a una concentracién determinada.

2) Las AgNPs sobrepasan los mecanismos de resistencia que tiene C. albicans contra los

antibioticos.

3) Las AgNPs presentan mecanismos de accion no especificos, por lo que pueden encontrarse en

diferentes partes de la célula de C. albicans.

4) C. albicans no puede generar resistencia contra las AgNPs.
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Capitulo V

OBJETIVOS

V.1 Objetivo General

Determinar los efectos y la interaccion de las nanoparticulas de plata, esferoides, de un rango de

3-10 nm, en el hongo patégeno Candida albicans.

V.2 Objetivos particulares:

1) Determinar la CMI y la CMF de las AgNPs para inhibir el crecimiento de C. albicans y
contrastarla con la CMI del AgNOs.

2) Determinar la Clso de las AgNPs en C. albicans y compararla contra la del FLZ.
3) Evaluar si el efecto de las AgNPs es fungicida o fungistatico

4)  Evaluar si se presenta el “efecto paradoja” en las AgNPs

5) Determinar si tiene una interaccidn antagonica o sinérgica con el FLZ.

6) Contrastar la CMF de Candida albicans con otras especies del género.

7) Contrastar la CMF de Candida albicans con aislados clinicos de diferentes especies del

género.



8)

9)

10)

11)
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Observar si las AgNPs se depositan en las células de C. albicans y en qué regiones se

presentan.

Observar si hay cambios estructurales en las AgNPs y en las células de C. albicans, post-

tratamiento.

Evaluar si la Clsg y la CMF a las AgNPs se mantiene constante después de exponer a C.

albicans al tratamiento en sub-cultivos continuos.

Determinar, en caso de que se observe tolerancia a la Clso de las AgNPs, si es adaptacion o

generacion de resistencia.
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Capitulo VI

MATERIALES Y METODO

V1.1 MATERIALES Y EQUIPO

V1.1.1 Material Bioldgico:

Se trabajo con cepas de referencia y con aislados clinicos de cuatro especies del género
Candida, obtenidas del cepario de Candida del Laboratorio de la Dra. Rosa Mourifio del
Departamento de microbiologia del CICESE. Las cepas de referencia fueron: C. albicans ATCC
SC5314, C. glabrata ATCC 2001, C. parapsilosis ATCC 46143 y C. tropicalis MYA 5964. Los

diferentes aislados clinicos probados corresponden a cepas de estas cuatro especies.

V1.1.2 Medios de cultivo:

Todos los cultivos en medio liquido se inocularon en caldo de cultivo YPD (1 g. de extracto
de levadura, 2 g. de peptona y 2 g. de dextrosa, por cada 100 ml de H,0), mientras que los
cultivos en placa se realizaron en cajas de Petri con medio YPDA (YPD adicionado con 2 g. de

agar por cada 100 ml).

Los reactivos utilizados fueron los siguientes: Extracto de levadura (Becton & Dickinson
Company), Peptona (Becton & Dickinson Company), Dextrosa (generica) y Agar (Agarmex).
Los medios de cultivo se prepararon con agua destilada y se esterilizaron por los métodos

convencionales.

V1.1.3 Nanoparticulas de plata (AgNPs):
Las nanoparticulas de plata fueron proporcionadas por el Centro de Nanociencias y
Nanotecnologia de la Universidad Nacional Autonoma de Meéxico, en colaboracion con la

empresa Vector-Vita Ltd (Rusia). Las AgNPs son esferoides de 3 a 10 nm de didmetro,
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suspendidas en agua destilada y des-ionizada y estan funcionalizadas con el polimero
polivinilpirrolidona, lo que incrementa su estabilidad y biocompatibilidad (Blhler, 2006). La

concentracion de la solucion original de las AgNPs, fue de 12,000 pug*ml™ de plata.

V1.1.4 Antibiotico: Fluconazol (FLZ):
Se adquirio la formula concentrada inyectable Diflucan (Pfizer). La solucion de Fluconazol

tenfa una concentracion original de 2000 pg*ml™.

VI1.1.5 Nitrato de Plata AgNOs:

Se utiliz6 Nitrato de Plata (AgNO3) S181-100 de la marca Fisher Chemicals. Se prepard una
solucién 0.11 M de AgNOs en agua destilada y se esterilizé por los medios convencionales. La
solucion preparada tenfa una concentracion de plata de 11,880 pg*ml™. Se prepar6 en ésta

concentracion para tener una concentracion de plata similar a las AgNPs.

V1.1.6 polivinilpirrolidona (PVP):

Se utilizé polivinilpirrolidona preparada en una dilucién concentrada (en agua destilada,
esterilizada). La solucion fue proporcionada por la Dra. Nina Bogdanchikova, del Centro de
Nanociencias y Nanotecnologia de la UNAM, y tenia una concentracién de PVP de 187,500

pg*mi™.

V1.2 Efecto de las AgNPs en Candida albicans

V1.2.1 Preparacion de los cultivos.

Para realizar los diferentes experimentos, se cultivaron a las células de Candida en YPDA por
24 horas a 37°C. Para los cultivos en medio liquido, se tomd una muestra del cultivo en YPDA y
se inoculd en YPD. EI medio con las células se agito por 60 segundos a velocidad media-alta, en
un vortex marca Genia Vortex 2 de Scientific Industries. Para determinar la Densidad Optica, se

colocaron 450 pL en una celda de cuarzo y se midieron por espectrofotometria.
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Después de aplicarles los respectivos tratamientos, que se describen en las siguientes
secciones, los cultivos en medio YPD se dejaron incubar por 24 horas a 37°C, en agitacion
constante a 250 rpm. En todos los experimentos se incluyé un control (C. albicans sin
tratamiento), un blanco (medio YPD) y un control positivo con YPD + tratamiento (AgNPs, FLZ

0 AgNOQOg), sin células de Candida.

V1.2.2) Curva estdndar de Candida albicas: densidad celular vs densidad Optica.

Se elabor6 una curva estandar para determinar la concentracion de células por mililitro, en
medio YPD. Se realizaron varias diluciones de un cultivo de C. albicans. Por cada dilucién, se
contaron las células en una cdmara de neubauer, por cuadruplicado y se determind su

absorbancia, por triplicado, a 520 nm, en un espectrofotémetro Jenway 6505 UV-Vis.

Los conteos se correlacionaron con la absorbancia (densidad dptica). Con esta relacion se
generd una curva estandar. En el presente trabajo, todas las mediciones de la densidad Gptica
(D.0.), para determinar la cantidad de cel.»mI™ de Candida spp, se realizaron a una longitud de
onda de 520 nm.

Los inéculos experimentales para C. albicans ATCC SC5314 fueron los siguientes: 4.3x10’
cel.*ml™ (D.0.=0.706), 2.5x10° cel.*mI™ (D.0.= 0.082) y 1x10* cel.*mlI™* (D.0.= 0.040).

V1.2.3) Determinacion de la CMI de las AgNPs.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de las AgNPs, se realizaron
pruebas en base al método de microdiluciones M27-A2 del Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2002), con algunas modificaciones. La CMI se determiné para la cepa de
referencia C. albicans ATCC SC5314. Se realizaron pruebas con tres diferentes concentraciones

de células por mililitro.

Para las pruebas, se sigui0 el procedimiento indicado en el punto VI1.2.0 y se ajust6 la D.O. de
los cultivos hasta llegar a la concentracion de células deseada. Posteriormente se prepararon dos

series de alicuotas y se agregaron diferentes cantidades de AgNPs o de AgNOsj;, segun el
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tratamiento, hasta ajustar un volumen de 2 ml por réplica (fig. 11). En la tabla 7 se describen las
concentraciones de células y de los tratamientos (AgNPs y AgNQOg) utilizados. Los cultivos se

dejaron en incubacién como se sefiala en V1.2.0, junto con los controles respectivos

Tabla 7. Densidad celular vs concentracién de los tratamientos (pug*ml™) para
determinar la CMI. Se probaron diferentes concentraciones de los tratamientos
(AgNPs, AgNO3; y FLZ) en cultivos de C. albicans ATCC SC 5314con diferente
densidad celular inicial.

Tratamiento (D.O0.) Concentracién de plata (pg*ml™)
0.706 3000, 2700, 2400, 2100, 1800, 1200 y 600
AgNPs 0.082 3000, 1500, 600, 150, 90 y 42
0.040 1500, 600, 150, 90, 42y 18
0.082 3000, 1500, 600, 150, 90 y 42
AgNOs 0.040 1500, 600, 150, 90, 42y 18
L7 0.082 500, 250, 125, 63, 31
0.040 250, 125, 63, 31, 15

3

« Ajustea 2 mL
* Tratamiento

« Medio de cultivo

con células

N

Cultivo experimental ajustado a 2mL
(Cultivo + Tratamiento)

Fig. 11. Esquema representativo de los cultivos en YPD,
ajustados a 2 ml
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Después de 24 horas de exposicion en YPD, se revisaron los cultivos. Asimismo, se tomaron
10 pl de cada muestra y se inocularon en una placa con YPDA, por triplicado, como se muestra
en la figura 11a. En otra caja se colocaron 20 pL de cada cultivo, junto con los controles (figura

11b). Se dejaron en incubacién por 24 horas, a 37 °C.

Fig. 12. Esquemas de inoculacion en placa YPDA. En (A) se muestran los inéculos (10 pl), por triplicado (a,
by c), de cada réplica (rl, r2 y r3), por triplicado también, de los diferentes tratamientos (Trat-1y Trat.2,
por ejemplo). En (B) se inocularon 20 pl, de cada réplica de cada tratamiento (T4, T,, T3y Ty), incluyendo
los respectivos controles: el control (sin tratamiento, C-) y el blanco (medio YPD, Cypp), para indicar la
esterilidad del medio.

También se realizd una prueba para determinar si la molécula funcionalizante
(polivinilpirrolidona) posee actividad antifungica. Se evaluo el efecto de la PVP en el crecimiento
de C. albicans ATCC SC5314. Se siguio6 el procedimiento de preparacion del indculo sefialado en
el punto VI1.2.0 y se expuso a una concentracién de 50,000 pg*mL™ de PVP. A las 24 horas se
midio el crecimiento mediante espectrofotometria, a A=520 nm. Asimismo, en placas YPDA se
inocularon 30 ul de cada tratamiento y los controles, con la finalidad de evaluar y contrastar el

crecimiento en los diferentes cultivos.
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V1.2.4) Determinacion de la Cls de las AgNPs vs la Clsp del FLZ en C. albicans.

Se determiné la concentracion minima inhibitoria media (Clsg) de las AgNPs y del FLZ (como
antifungico de referencia). Se realiz6 una prueba en base al método de microdiluciones M27-A2
del CLSI (2002), con algunas modificaciones. Se definié la Clsp para dos concentraciones
iniciales de células por mililitro (D.0.=0.082 y 0.040).

Para las pruebas, se siguio el procedimiento indicado en el punto V1.2.0 y se ajusté la D.O. de
un cultivo para llegar a la concentracion de células deseada. Posteriormente se prepararon dos
series de alicuotas, una para las AgNPs y el otro para el FLZ. En la tabla 8 se muestran los
indculos iniciales de C. albicans, y las concentraciones utilizadas para cada tratamiento. Se
agregaron diferentes volumenes ya sea de las AgNPs o del FLZ, para lograr las concentraciones
deseadas, ajustadas a cultivos de 2 ml (fig. 10). Los cultivos se dejaron en incubacién, como se

especifica en V1.2.0, con sus respectivos controles.

Tabla 8. Densidad celular vs dosis de AgNPs y FLZ para determinar la Clsg. La Clsg
de las AgNPs y del FLZ se determiné para dos cultivos con diferente densidad celular

inicial.
Inéculo C. albicans (D.O.) | Tratamiento Concentraciones (ug*mL™)

AgNPs 150, 120, 90, 60, 42 y 18

0.082
FLZ 300, 125, 63, 31,15
AgNPs 90, 60, 42, 18, 6

0.040
FLZ 125, 63, 31, 15, 7

Los cultivos se revisaron a las 24 horas de exposicion. Para los cultivos con una D.O.= 0.082,
tratados con las AgNPs y del control negativo, se realizaron diluciones de 1x10™ y de 1x10™.
Posteriormente se tomaron 50 pl de cada muestra y se inocularon en una placa con YPDA. Se
distribuyeron de manera uniforme con un asa microbioldgica y se dejaron en incubacion por 24
horas, a 37 °C. A las 24 horas se contaron las colonias por el método de cuenta en placa. Para los
cultivos tratados con FLZ, del inéculo D.0.=0.082, se determind mediante espectrofotometria.
Para el inoculo de D.0.=0.040 se determin6 la Clsg del FLZ y de las AgNPs por

espectrofotometria, con una A= 520 nm.
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V1.2.5) Evaluacion del efecto fungicida / fungistatico de las AgNPs.

Se prepard un cultivo segun lo sefialado en el punto VI1.2.0 y se ajustd la D.O. a 0.082. Se
prepararon alicuotas con concentraciones de plata (AgNPs y AgNO3) equivalentes a la CMI,
CMIx2 y CMIx5 (tabla 9). Las concentraciones del FLZ equivalen a la Clsg, Clsox2 y Clsox4. Los
cultivos se dejaron en incubacion. Ademas de los tratamientos, se incluyd un control negativo (C.
albicans sin tratamiento). Se siguié el método para determinar el efecto fungicida / fungistatico
citado por Quintero-Mora et al.,(2008) y Quezada et al.,(2006), con algunas modificaciones.

Tabla 9. Concentraciones utilizadas de los tratamientos para determinar su
efecto fungicida / fungistatico. Se contrastan con el FLZ como antifingico de
referencia (fungistatico).

_ CMI/ Clso® (pg*mL™)
Tratamientos
x1 X2 x5
AgNPs 42 84 210
AgNO3 42 84 210
*FLZ 31 63 125
Para el FLZ se utilizo la ICs, debido a que no se determin6 una CMI.

A las 24 horas se tomaron 100 pl de cada uno de los tratamientos y se re-inocularon en 2 ml de
medio YPD sin tratamiento. Se dejaron incubar por 24 horas, bajo las condiciones especificadas
en V1.2.0; el proceso se repitié dos veces mas. Cada 24 horas se reviso su turbidez de manera
visual. Al tercer sub-cultivo se observaron con microscopia Optica de campo claro y, ademas, se
revisd su densidad Optica por espectrofotometria. También se tomaron 10 pl de cada uno de los
tratamientos y se inocularon en placas con YPDA. Los cultivos en placa se incubaron por 24

horas a 37 °C. En la figura 13 se muestra la distribucion de los cultivos, en placa YPDA.
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Control

A B

Fig. 13. Esquema de re-inoculacion en placa YPDA. (A) Re-inoculacion de los tratamientos a las 24 horas
de exposicion. Se expusieron las CMI sefialadas y sélo se inocularon los tratamientos con AgNPs/AgNOs.
(B) Al tercer sub-cultivo en YPD, libre de tratamiento, se inocularon 20 pl de cada tratamiento en placa
YPDA, para verificar su respuesta. El Control sirvi6 para sefialar el crecimiento normal de C. albicans sin
tratamiento.

V1.2.6) Evaluacion para determinar si se presenta el “efecto paradoja” en las AgNPs

El efecto paradoja se determind mediante una prueba de exposicion de C. albicans a diferentes
concentraciones de los tratamientos. Se realizd una prueba en base al ya citado método de
microdiluciones M27-A2 del CLSI (2002), con algunas modificaciones, para evaluar si se
presenta éste efecto con las AgNPs. Para las pruebas se prepar6é un cultivo conforme el punto
VI.2.0 y se ajusté a una D.0.=0.040. En el caso de las AgNPs y del AgNO; se probaron
concentraciones sub-CMI vy superiores a la CMI, mientras que con el FLZ se utilizaron

concentraciones superiores a la DLso. En la tabla 10 se indican las concentraciones probadas.
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Tabla 10. Evaluacién del efecto paradoja. Se evalué en C.
albicans ATCC SC5314, en un cultivo con una D.O.=
0.040. En negritas se sefialan la CMI (Ag) y la Clso (FLZ)

Tratamiento Concentraciones (pg=mL™)
AgNPs 1800, 900, 150, 90, 42 y 18
AgNO; 1800, 900, 150, 90, 42 y 18
FLZ 500, 300, 150, 125, 63 y 31

Los cultivos se dejaron en incubacion y se analizaron a las 24 horas. Los cultivos con FLZ se
observaron por métodos visuales y por espectrofotometria. Por otro lado, de los cultivos con
AgNPs, se tomaron 10 pl de cada tratamiento y se inocularon en placa YPDA, siguiendo el
esquema de la figura 11b y se dejaron incubar por 24 horas.

V1.2.7) Evaluacion de la interaccion AgNPs - FLZ

Para determinar qué tipo de interaccion existe entre el FLZ y las AgNPs, se siguio el
procedimiento indicado en el punto VI.2.0 y se generd un inoculo con una D.O.= 0.040. Se
prepararon alicuotas a las que se les aplico diferentes concentraciones de AgNPs-FLZ (tabla 11)

y se dejaron incubar.

Tabla 11. Tratamientos combinados de AgNPs-FLZ. Se realizaron cuatro
combinaciones diferentes, mediante dos concentraciones de AgNPs y dos
concentraciones de FLZ.

Concentraciones FLZ
pg-mL™* 300 31
42 42/300 42/31
AgNPs
18 18/300 18/31
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Los cultivos se observaron por microscopia optica de campo claro. Ademas se inocularon10
ul, por triplicado, de cada tratamiento en placa YPDA (figura 14) y se dejaron incubar por 24
horas a 37°C.

Fig. 14. Siembra en placa de los tratamientos combinados de AgNPs+FLZ en C.
albicans. Se muestran los in6culos (10 pl), por triplicado (a, b y ¢), de cada réplica
(r1, r2 y r3), por triplicado también, de los diferentes tratamientos (Trat-1 y Trat.2,
por ejemplo).

V1.3 Comparacion del efecto de la CMI en otras especies del género Candida y en aislados

clinicos de las especies representativas

Se determind la respuesta de las diferentes especies del género Candida, al tratamiento con
AgNPs. Ademés de C. albicans, las especies de Candida estudiadas fueron: C. glabrata, C.
parapsilosis y C. tropicalis. Se realizaron pruebas en las cepas de referencia y en aislados

clinicos de las especies citadas.
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Las AgNPs se probaron en 21 aislados clinicos de C. albicans, en 14 de C. glabrata y en 4 de
C. parapsilosis. En todas las especies se incluyo la cepa de referencia, En el caso de C. tropicalis
solo se probd en la cepa de referencia. En total, se determind el efecto de la CMI de las AgNPs en
42 cepas, ademas de la cepa de referencia C. albicans ATCC SC5314.

Para las pruebas, se siguio el procedimiento sefialado en el punto V1.2.0. Los cultivos en YPD
se ajustaron a una concentracion de la 2.5x10° cel..ml™. A cada cepa se le aplicé un tratamiento
de AgNPs igual a la CMI (150 pg*mL™) y a la CMIx2 (300 pg*mL™) obtenida de C. albicans
ATCC SC5314 (punto VI1.2.2) y se dejaron en incubacion. A las 24 horas, se tomaron 10 pl de
cada muestra y se inocularon en placa YPDA, como se observa en el esquema de inoculacion de
la figura 15.

Las cepas y los aislados clinicos se clasificaron, segln su respuesta, en susceptible, resistente a
CMI y resistente a CMIXx2.

DI ¢4 b3 | th D5 B

Fig. 15. Esquema de inoculacion para probar la CMI de C. albicans en diferentes especies y
aislados clinicos del género Candida. Se agregaron 5 pl de cada tratamiento por cepa, segin
la CMI y su CMIx2 de C. albicans ATCC SC5314. Las réplicas, por triplicado, de los
indculos de la CMIx1 corresponden a las letras “A” y “C”, mientras que la CMIx2 se
inoculé en “B” y en “D”.
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V1.4 Analisis Microscépico.

Se prepararon cultivos de C. albicans SC5314, segun el punto V1.2.0 y se les dio un tratamiento

con la CMI y la DLsg de las AgNPs, en medio liquido, por 24 horas.

V1.4.1) Microscopia 6ptica:

Se observo la estructura de la célula de manera general, pre- y post-tratamiento. Se utilizo
microscopia oOptica de contraste de fases y de fluorescencia. Se utilizé un cultivo con una
D.0.=0.040 y se le aplicé la DLsg de las AgNPs (18 pg*mL™).

Por otro lado, para evaluar algunos de los efectos intracelulares de las AgNPs, se utilizé
microscopia de fluorescencia. Las células control y las células con tratamiento se tifieron con
DAPI (4"-6-diamidino-2-fenilindol). EI DAPI se utilizé para determinar si habia fragmentacion
nuclear o del ADN (Huang et al., 2012). Ademas, se utiliz6 la excitacion en verde para
determinar si era posible observar a las AgNPs por fluorescencia (Castro-Longoria et al., 2011).
Las muestras con DAPI se excitaron con una A= 358 nm (UV) y emitieron a A= 461 nm (azul),

mientras que las AgNPs se excitaron a A= 488 nm (azul) y emitieron a A= 509 nm (verde).

Se utilizé un equipo de Microscopia Confocal Olympus IXF1/Fluoview FV1000 y un equipo
Zeiss Axiovert 200M. La microscopia de contraste de fases se utilizé para mejorar la observacién

y comparacién de la morfologia de las células control y las células con AgNPs, post-tratamiento.

V1.4.2) Microscopia Electrénica de Transmision:

Se prepar6 un cultivo con una D.0.=0.082 y se dividi6 en dos sub-cultivos: el cultivo control y
el cultivo con tratamiento (150 ug*mL™ de AgNPs). A las 24 horas de crecimiento, los cultivos
se procesaron para la microscopia electronica. La preparacion de las muestras consistio en fijar y
deshidratar a las células, para después embeberlas en la resina de soporte. La preparacién

consistio en los siguientes pasos:
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a) Fijacion de las células, con glutaraldehido al 2% por 2 horas

b) Post-fijacion con OsO, al 1% por 30 minutos.

c) Deshidratacion, por medio de series de etanol/agua (30, 60, 90 y 100% de etanol).

d) Infiltracion de las muestras en una serie de resina/etanol (30, 60, 90 y 100% de etanol).
e) Las muestras se embebieron en una resina de incrustacion al 100%

f)  Montaje, en portaobjetos.

g) Polimerizacién a 60°C por 24 horas.

Para obtener las muestras para el analisis en el TEM, se realizaron cortes con un
ultramicrotomo Leika Ultracut R. Se realizaron cortes de 70 nm de grosor y se montaron en
rejillas de cobre de 75 mesh y en rejillas de Lacey-Carbon de 300 mesh (Ted Pella).

Las muestras se analizaron en un TEM Hitachi H7500, del Laboratorio del Departamento de
Microbiologia Experimental y Aplicada, de la DBEA-CICESE. También se realizaron analisis de
microscopia electronica de alta resolucion, se realizaron en el HR-TEM Tecnai F300, del
Laboratorio Nacional de Investigaciones en Nanociencias y Nanotecnologia del Instituto
Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica A.C. (LINAN-IPICyT).

Las observaciones y analisis realizados se describen a continuacion:

1. Microscopia Electronica de Transmision (TEM), para observar la ultraestructura celular y
la distribucién de las nanoparticulas en la célula. Con esta técnica se observaron las células a
diferentes escalas, iniciando de una panordmica de un conjunto de células (aumentos de
10,000x), hasta el analisis de estructuras internas de una sola célula (aumentos de 100,000x).

2. Se utilizé también la Microscopia Electronica de Transmisién y Barrido (STEM), para
analizar regiones particulares en la célula, y realizar otros analisis, como el DF-TEM, EDX y
Cristalografia. Esta técnica se fundamenta enfocar el haz de electrones en un punto estrecho
gue es escaneado sobre la muestra.

3. Microscopia Electrénica de Transmision de Campo Oscuro (DF-TEM), para iluminar
regiones especificas de la célula, y generar mayor contraste entre éstas y las AgNPs. Esta
técnica se fundamenta en la exclusion del haz de electrones no dispersos, lo que genera un
campo oscuro. Ademas, la DF-TEM permitidé analizar si la muestra tenia una estructura

cristalina.
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4. El analisis de Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS/EDX) se utilizd para
determinar los perfiles quimicos de las regiones intercelulares observadas (en cultivos con y
sin AgNPs). Esta técnica analitica permitio la identificacion quimica de los elementos de la
muestra, debido a su interaccion con los rayos X.

5. Por ultimo, el analisis de cristalografia se realizo para determinar la estructura interna de

las AgNPs, post tratamiento.

V1.5 Ensayos para evaluar la capacidad de generar resistencia a los tratamientos.

Se prepard un cultivo de C. albicans ATCC SC5314, segun el punto VI1.2.0 y se ajusté a D.O.
a 0.040. A partir del cultivo, se prepararon dos series de sub-cultivos, por triplicado, ajustados,
con los tratamientos, a 2 ml. Para ajustar los sub-cultivos, se agregé la Clsy de las AgNPs y del
FLZ (18 y 31 pg*mL™, respectivamente) y se dejé incubar (figura 16a). Como controles se
incluyeron el control sin tratamiento, blanco (medio YPD) y medio YPD + FLZ (Clsp). En la

tabla 12 se muestran los tratamientos de los cultivos utilizados.

Tabla 12. Concentraciones de los tratamientos para evaluar la capacidad de
C. albicans para generar resistencia. Tratamientos para los sub-cultivos
sucesivos, para evaluar la respuesta de C. albicans ante una exposicién
constante a las AgNPs y al FLZ.

Tratamiento ug*mL™* Concentracion equivalente
Control negativo N/A N/A
AgNPs 42 CMI
FLZ 31 DLso

A las por 24 horas se midio la densidad Optica de cada réplica, por espectrofotometria.
Posteriormente, de cada cultivo con tratamiento, se tom6 el volumen necesario para hacer un
nuevo sub-cultivo, ajustado nuevamente a la D.O. a 0.040. El ajuste se realiz0 agregando un
volumen del cultivo anterior, y agregando el volumen de los tratamientos y llevando cada réplica

a un volumen de 2 ml con medio YPD (figura 16b).
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Esta operacion se repitid por 10 dias consecutivos, con la finalidad de determinar si C.
albicans pudiese generar resistencia bajo una serie de cultivos sucesivos, expuesta

constantemente a los tratamientos. En la figura 17 se muestra el diagrama de flujo del proceso.

Ty

\'-—-IJ \——/

RS « Ajuste a2 mL e « Ajuste a2 mL
« Tratamiento « Tratamiento

S oy

= Wedio YPD
== Nedio de cultivo

con células
—y Medio de cultivo

v \ / con células

Cultivo experimental ajustado a 2 mL Cultivo experimental ajustado a 2 mL
(Cultivo + Tratamiento) (Cultivo anterior + tratamiento +YPD)

A B

Figura 16. Representacion de (A) los cultivos iniciales y (B) de los sub-cultivos sucesivos. Los cultivos se
ajustan a 2 ml, con una exposicion constante a los tratamientos.
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Figura 17. Diagrama de trabajo para la prueba de resistencia.
Se muestra el diagrama general del experimento, en donde el ciclo de sub-cultivos se repito 10 veces.

Al finalizar de todo el proceso, se tom6 una muestra de cada serie de tratamientos (AgNPs y
FLZ) con un asa microbioldgica y se inoculd en una placa YPDA. El inoculo se sembré por el

método de estriado francés y se dejo crecer a 37°C. A las 24 horas, se prepar6 un cultivo por el
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método descrito en el punto VI.2.0, en YPD vy se aplicaron los tratamientos y concentraciones

sefalados en la tabla 13.

Tabla 13. Tratamientos aplicados en

experimental.

las cepas, después del periodo

Tratamiento

o ng*mL? Concentracion equivalente
original
N/A N/A
Control negativo | 42 (AgNPs) CMI
31 (FLZ) DLso
42 CMiIx1
AgNPs
126 CMIx3
31 DLsox1
FLZ
150 DLsox5




Capitulo VII

RESULTADOS

VI1.1.- Efecto de las AgNPs en Candida albicans

VI1.1.1 Determinacion de la CMI de las AgNPs.

La concentracion minima inhibitoria se define como la concentracion mas baja que inhibe
el crecimiento visible de los hongos. Por otro lado, la concentracion minima fungicida, se
define como la CMI en la que puede haber crecimiento (fungistatica) o no (fungicida) de los
hongos, post-tratamiento, después de re-inocularlos en placas libre de tratamiento (Scorzoni et

al., 2007). La determinacion de dichas concentraciones es relevante para la clinica.

Se determind la concentracion minima inhibitoria para los tratamientos con AgNPs y
AgNOs. No se estableciéo una CMI para el FLZ. Las CMI para las AgNPs y el AgNO3 se
presentan en la tabla 14. Se observa que la CMI de las AgNPs pueden ser iguales 0 menores
que las CMI del AgNOs. En la figura 18 se muestran imagenes de los cultivos expuestos a los
tratamientos con AgNPs, AgNO; y FLZ. Se determin6 que la CMI en los compuestos con

plata es equivalente a la concentracion minima fungicida (CMF).

Tabla 14. CMI de las AgNPs y el AgNO3. Determinacién de la CMI en C.

albicans ATCC SC5314, a diferentes concentraciones celulares.

D.O. del cultivo Concentracién de plata (ug*mL™)
inicial (A=520) AgNPs AgNO;
0.706 600 -
0.082 150 150
0.040 42 90




Tratamiento con AgNPs Tratamiento con AgNO3

Fig. 18. Im&genes representativas de los cultivos en placa de las cepas de C. albicans expuestas a AgNPs,
AgNO; y FLZ. Cultivos con tratamientos (A) AgNPs y (B) AgNOs. Se inocularon las réplicas (a, b y c), por
triplicado, de cada tratamiento, en placas YPDA. En (A) se observa el crecimiento y la inhibicion de las
células, conforme disminuye la concentracion de las AgNPs (7 y 8). En (B) se observa el crecimiento
gradual de los cultivos conforme disminuye la concentracion del tratamiento (6 y 7), AgNO3; en este caso.
En (C) se presenta las placas YPDA por cada tratamiento, que incluyen los controles de C. albicans sin
tratamiento (1), al blanco (2) y al control FLZ (3). Los tratamientos inoculados fueron los equivalentes a la
CMI (4y5)oalalCs (6).
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En la prueba de C. albicans tratada sdlo con polivinilpirrolidona, se observé crecimiento
post-tratamiento. Los cultivos de la cepa de referencia de C. albicans fueron tratados con de
50,000 pg*mL™ de PVP. En la tabla 15 se muestran los resultados y en la figura 18 las
graficas comparativas entre el Control sin tratamiento (C-) y la PVP. Los resultados por
espectrofotometria muestran un crecimiento muy similar entre los cultivos sin tratamiento y
los cultivos tratados con PVP. Por otro lado, en la figura 19 se muestra el crecimiento
comparativo entre los tratamientos y los controles, inoculados en placa con medio YPDA. En
el medio en placa también se observa un crecimiento similar entre los controles y los cultivos

expuestos a PVP.

Efecto de la PVP en C. albicans ATCC SC5314
2.203 2.207
2.300 |
2.100 -
1.900
8 1.700 -
pej
&
= 1500 -
)
=2
[
5 1.300
a
1.100 |
0.900 -+
0.700 -
0.500
Control Negativo Polivinilpirrolidona

Figura 19. Efecto de la PVP en el crecimiento de C. albicans. La concentracién de la PVP fue de 50,000
ug*mL™. En la figura se observa que el crecimiento entre el control (sin tratamiento) y la PVP son muy
similares.
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Tabla 15. Efecto de la PVP en el crecimiento del C. albicans

Tratamiento Concentracion (ug*mL™) Medicion
Control N/A 2.203 (0 =0.055)
PVP 50,000 2.207 (0 =0.042)

Figura 20. Crecimiento comparativo en cultivos de C. albicans tratados con
PVP. Los cultivos con tratamiento de 50,000 pg*mL™ de PVP (PVP,y PVP,), el
control sin tratamiento (C+) y el blanco (C-), medio YPD, sin células ni

tratamiento.

VI11.1.2) Determinacion la concentracion minima inhibitoria media (Clso) de las AgNPs
vs la Clso del FLZ en C. albicans.

La Clsg se define como la concentracion de la sustancias antimicrobiana que inhibe el
crecimiento del cultivo en un 50%, comparada con el control sin tratamiento. Su
determinacion es importante, pues es utilizada en diferentes pruebas, tales como la medida de

la potencia de un farmaco antagonista, en la investigacion farmacolégica.
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Se obtuvo la Clsy de las AgNPs y del FLZ, en C. albicans ATCC SC5314. Las Cls, del
indculo D.O.= 0.040 se sefialan en la tabla 16. Se observa que la Cls de las AgNPs es menor

que la Clso del FLZ. Las mediciones se obtuvieron por espectrofotometria.

Por otro lado, para el cultivo de D.0.=0.082, se diluyeron las muestras en medio YPD,
para contar las UFC, por el método de cuenta en placa. Se seleccionaron las placas que
tuvieran entre 30 y 300 colonias. En la figura 21 se muestra un cultivo representativo de las
placas con YPDA, utilizadas para determinar la Clso por el método de cuenta en placa. En los
cultivos de D.0=0.082, la Clsy de las AgNPs fue de 60 ug*mL'l, mientras que la DLsy del
FLZ fue de 125 pg*mL™.

Tabla 16. Determinacion de la Clsy para los diferentes tratamientos.

Concentracion

Tratamiento L Medicion
(Mg*mL"™)
Control N/A 2.151 (0 =0.032)
FLZ 31 1.002 (o =0.025)

AgNPs 18 1.029 (0 =0.012)
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Fig. 21: Imagen representativa de una de los cultivos para realizar el método de cuenta en
placa. Esta técnica se utilizo para determinar la Cls, de los cultivos tratados con AgNPs y para
el control positivo. El calculo de células por mililitro se realizé para diferentes concentraciones.

VI11.1.3) Evaluacion del efecto fungicida / fungistatico de las AgNPs.
Las sustancias fungistaticas son aquellas que inhiben el crecimiento de los hongos,
mientras que las sustancias fungicidas son aquellas que los matan. La determinacién de efecto

fungicida vs el efecto fungistatico es importante en la clinica.

Esta prueba se realizo para evaluar si el efecto de las AgNPs en C. albicans. Los sub-
cultivos con AgNPs y el AgNOs; no presentaron crecimiento después de haber sido re-
inoculados en medio YPD sin tratamiento, en tres sub-cultivos sucesivos, de 24 horas cada

uno. En los cultivos tratados con FLZ si se observo el crecimiento desde el primer sub-cultivo.

En las tabla 17 se muestran los resultados para los tres sub-cultivos y para la placa YPDA,
que fue inoculado al tercer sub-cultivo, mientras que en la figura 22 se observan imagenes de
los sub-cultivos. Se midi6 por turbidez (observacion visual y espectrofotometria), y se observo
por microscopia éptica y por siembra en placa al tercer sub-cultivo.



Tabla 17. Determinacion del efecto fungicida/fungistatico de los tratamientos con plata y el
FLZ. Se utiliz6 un in6culo de D.O.= 0.040. El apartado de crecimiento es cualitativo, por lo
que el signo (-) indica que no hubo crecimiento, mientras que el singo (+) sefiala el
crecimiento, independientemente de su cantidad. El cultivo en YPDA se realiz6 de manera
simultanea con el tercer sub-cultivo en YPD.

Tratamiento

Concentracién

Concentracion

Crecimiento (sub-cultivos)

(Hg*mL™) equivalente 2 3 YPDA*
Control (-) N/A N/A + + +
CMI
42 - - -
x1
AgNPs
84 CMI x2 - - -
210 CMI x5 - - -
90 CMI x1 - - -
AgNO3 180 CMI x2 - - -
450 CMI x5 - - -
31 C|50 x1 + + +
FLZ 63 Clsg x2 + + +
125 Clso x4 + + +
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Fig. 22. Esquema de re-inoculacion para determinar el efecto fungicida.

(A) cultivos en medio liquidos YPD, ajustado a 2 ml (1= control sin tratamiento, 2=AgNPs, 3=AgNOs,
4=FLZ y 5=control YPD) y (B) Cultivo post-tratamiento inoculado en YPDA al tercer sub-cultivo en
YPD. Se agregaron 20 pl de cada tratamiento en placas YPDA y se distribuyeron con un asa
microbioldgica. D1=AgNPs, D2=AgNO; y D3=FLZ. El Control sirvié para sefialar el crecimiento normal
de C. albicans sin tratamiento, mientras que el blanco (medio YPD) para garantizar la esterilidad del
medio.

VII.1.4) Evaluacion para determinar si se presenta el “efecto paradoja” en las AgNPs

El efecto paradoja, en los antibidticos, se define como una notable reduccion en la
capacidad para inhibir microorganismos, cuando se usan concentraciones superiores a la CMI
(Holm et al., 1990). Aungue no se conocen sus implicaciones en la clinica, es importante
determinarlo.
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No se observo crecimiento en los cultivos tratados con AgNPs y AgNOs, en
concentraciones equivalentes a la CMI y superiores. Por otro lado, en todos los cultivos

tratados con FLZ si se observé crecimiento.

En la figura 23 se muestra la curva de crecimiento de C. albicans expuesta a diferentes
concentraciones de FLZ. Se observa que la respuesta al tratamiento de FLZ no sigue una
tendencia lineal. En la tabla 18 se presenta el crecimiento de C. albicans tratada con FLZ,
mientras que la tabla 19 se observan los resultados para los cultivos expuestos a las AgNPs y
el AgNO:s.

Crecimientovs FLZ
2.200
2.119

2.000

1.800

1.600

Densidad celular

1.400

1.200

1.002
1.000 t

Densidad optica

- 0.877

T~

0,800 .
N({I}
0.600 ‘
0.730

0419

0.400

0.200
Q 31 63 125 250 500

Tratamiento de FLZ en pg*mi*

Fig. 23. Curva de crecimiento de C. albicans expuesta al FLZ. C. albicans (DO= 0.040) expuesta a diferentes
concentraciones de FLZ, con la finalidad de determinar su efecto en el crecimiento.
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Tabla 18. Crecimiento de C. albicans tratada con FLZ.

Concentracion (ug*mL™) Absorbancia (A=520 nm)
Control sin tratamiento 2.199 (0=0.028)

31 1.002 (o = 0.025)

63 0.877 (o = 0.019)

125 0.677 (0=0.107)

300 0.419 (o = 0.079)

500 0.730 (0 =0.078)

Tabla 19. Determinacion de la presencia del efecto paradoja en los
tratamientos con AgNPs y AgNOs;. El signo (-) representa la ausencia
de crecimiento, mientras que el signo (+) el crecimiento,
independientemente de su abundancia.

Cantidad de plata en pg*mL™ vs crecimiento.
3000 | 1800 | 900 150 90 42 18
AgNPs - - - - - - +
AgNO3 - - - - - + +

Tratamiento

VI11.1.5) Evaluacion de los efectos en el tratamiento combinado de AgNPs — FLZ

El estudio de los efectos que pudiesen tener dos o mas sustancias en un tratamiento
combinado es relevante en la clinica. Se ha reportado que los antibidticos pueden tener
diferentes interacciones entre si, generando efectos sinérgicos o antagonicos. Evaluar el efecto
resultante de un tratamiento combinado, entre las AgNPs y el FLZ, es relevante en este tipo de

estudios.

Los cultivos expuestos a los tratamientos combinados de AgNPs-FLZ se inocularon en

placa de YPDA, después de una exposicion durante 24 horas. No hubo crecimiento en los
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tratamientos con la combinacién de 42 pg*mL™ de AgNPs con el FLZ (42/300 y 42/31). En
los cultivos con 18 pg*mL™ de AgNPs con FLZ (18/300 y 18/31) si se observé crecimiento.

En la tabla 20 se muestran los resultados del crecimiento, mientras que en la figura 24 se
muestra una grafica comparativa del crecimiento con respecto al control. En las figura 25 se
muestran imagenes de los cultivos en placa, después de exponerse a los tratamientos
combinados de AgNPs-FLZ.

Tabla 20. Respuesta del crecimiento vs los diferentes tratamientos combinados de
AgNPs-FLZ. Los cultivos expuestos a la CMI no tuvieron crecimiento.

Tratamientos pg*mL™ o )
Crecimiento Absorbancia
AgNPs FLZ
300 - 0.037 (o =0.004)
42¢
31 - 0.039 (o =0.003)
300 + 0.475 (0 =0.025)
18
31 + 0.670 (o =0.085)
Control FLZ (31 pg*mL™) + 1.002 (o = 0.025)
Control sin tratamiento + 1.958 (o =0.064)
“Las absorbancias de los cultivos tratados con 42 pug*mL™ de AgNPs + FLZ (31 y
300 pg*mL™) no representan crecimiento. La absorbancia se debe a la presencia de
AgNPs en el medio.
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Fig. 24. Gréfica de crecimiento para contrastar la respuesta a los tratamientos combinados. AgNPs/FLZ.
AgNPs/FLZ (ng*mL™): 18/300 y 18/31. Se incluye el Control negativo (sin tratamiento) y un tratamiento con
31 pg*mL™" FLZ. Las barras que representan a los cultivos tratados con 42 pg*mL™" de AgNPs + FLZ (31y
300 pg*mL™) no representan crecimiento. La absorbancia se debe a la presencia de AgNPs en el medio.
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AgNPs (42 pg*mL™) AgNPs (18 pg*mL™)
31 pg*mL™* (FLZ) | 300 pg*mL* (FLZ) 31 pg*mL* (FLZ) | 300 pg*mL* (FLZ)

Fig. 25. Efecto de la interaccion entre AgNPs y FLZ. Efecto combinado del FLZ y de las AgNPs. No se observo
antagonismo en el tratamiento. Fotografias AgNPs/FLZ (pg*mL™): (A) 42/31 (izquierda) y 42/300 (derecha); y
(B) 18/31 (izquierda) y 18/300 (derecha).

VI1.2 Comparacion del efecto de la CMI en otras especies del género Candida y en aislados

clinicos de las especies representativas

Debido a diferencias biol6gicas propias inherentes a cada ser vivo, algunas especies de
microorganismos presentan resistencias, o susceptibilidades, intrinsecas contra distintas
sustancias antimicrobianas. Con la finalidad de evaluar la respuesta de diferentes especies a
los tratamientos con AgNPs, se probd la CMI obtenida de la ATCC SC5314 en cepas de

referencia y en aislado clinicos de las especies mas representativas del género Candida.

Se observé crecimiento en algunos aislados clinicos de C. albicans, tanto para la CMI
(150 pg*mL™) como para la CMIx2 (300 pg*mL™) de las AgNPs. En la tabla 21 se muestran
los resultados de los aislados de C. albicans.



63

Tabla 21. Efecto del CMI en aislados clinicos de C. albicans. Resultados de la
exposicion a las AgNPs, expuestas a la CMI y a la CMIx2

Aistado clinico Crecimiento vs tratamientos Efecto
150 pg*mL™ 300 pg*mL™

*ATCC SC5314 - - Susceptible

A20 - - Susceptible

A30 + - Resistente a CMI
A36 + + Resistente a CMI x2
A43 - - Susceptible

A47 - - Susceptible

A66 + - Resistente a CMI
AT5 + - Resistente a CMI
A81 - - Susceptible

A84 + - Resistente a CMI
A90 - - Susceptible

Al40 + - Resistente a CMI
LHR17 + + Resistente a CMI x2
GRL25 + + Resistente a CMI x2
GRNL26 - - Susceptible
VPBO27 - - Susceptible
CHRE31 - - Susceptible

MDN33 - - Susceptible

GGK43 + + Resistente a CMI x2
CMADS55 - - Susceptible

RSM62 + + Resistente a CMI x2
LZNAS83 + + Resistente a CMI x2

No se observo crecimiento en ninguno de los aislados clinicos de las especies de Candida no-
albicans tratados con las AgNPs. Las concentraciones utilizadas fueron la CMI (150 pg*mL™)
y la CMIx2 (300 pg*mL™) de las AgNPs. En la tabla 22 se muestran los resultados de los

efectos en el crecimiento. En la figura 26 se muestran iméagenes de los cultivos de los aislados



64

clinicos de las cuatro especies. En la figura 27 se presenta una grafica que muestra la cantidad

de aislados clinicos y cepas de referencia y su respuesta al tratamiento.

Tabla 22. Efecto del CMI en aislados clinicos de Candida no-albicans. Resultados de la
exposicion a la CMI y a la CMIx2 de AgNPs en las cepas de C. glabrata, C.

parapsislosis y C. tropicalis.

Crecimiento vs
Especie Aislado clinico tratamiento Efecto
CMI CMIx2
*ATCC 2001 - - Susceptible
A2 - - Susceptible
A32 - - Susceptible
A52 - - Susceptible
A54 - - Susceptible
A83 - - Susceptible
Al125 - - Susceptible
C. glabrata Al34 - - Susceptible
A136 - - Susceptible
P7 - - Susceptible
SCV72 - - Susceptible
PBF35 - - Susceptible
TRY32 - - Susceptible
HGMJ79 - - Susceptible
POG90 - - Susceptible
*ATCC 46143 - - Susceptible
LAS4 - - Susceptible
C. parapsilosis | HTD19 - - Susceptible
UTG47 - - Susceptible
PDN56 - - Susceptible
C. tropicalis *MYA5664 - - Susceptible
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Fig. 26. Iméagenes representativas para evaluar el efecto de la CMI de las AgNPs en los aislados clinicos del
género Candida. Se evalu6 la respuesta de las diferentes cepas a los tratamientos sometidos a la CMIl y a la
CMIx2, inoculada en placa YPDA. (A) y (B) aislados clinicos de C. albicans. Se observa desde la inhibicion
total hasta el crecimiento denso. En los cultivos de las especies de Candida no-albicans, (C), C. glabrata y (D)
C. parapsilosis, no se observo crecimiento.
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Candida
35
30
Candida No-albicans
® C. albicans

w 25
(7]
€
]
2

o 20
v
a8
5]

S 15
o
Q
£
z

10

5

0

Inhibidos CMI CMIx2
Resistencia a los tratamientos

Fig. 27. Gréfica de la respuesta general, a la CMI de las AgNPs, de las cepas de referencia y de los asilados
clinicos del género Candida. El niimero en las barras indican la cantidad de cepas, mientras que el “0” indica
gue no hubo cepas resistentes. En total se analizaron 43 cepas, incluyendo las 4 cepas de referencia y 39
aislados clinicos.

VI11.3 Anéalisis Microscopico

Con la finalidad de analizar con gran detalle la interaccion y efecto de las AgNPs en las
células de C. albicans ATCC SC5314, se realizaron analisis microscopicos. Las observaciones se

realizaron por medio de diferentes técnicas de microscopia dptica y electrénica. Los analisis en
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las diferentes escalas proporcionaron una vision mas amplia de los efectos provocados por las
AgNPs.

VI11.3.1) Microscopia éptica:
En las observaciones realizadas en por medio de Microscopia Optica de Campo Claro se
analizaron a las células con tratamiento de AgNPs (fig. 28a y 28b). También se observaron

estructuras irregulares (fig. 28c) y a las células sin tratamiento (28d).

Fig. 28. Interaccién entre células de C. albicas y AgNPs. Se observa una acumulacién de AgNPs alrededor
de las células (A y B). Ademas, se observaron otras acumulaciones de AgNPs (C). En (D) se presenta el
control (células sin tratamiento). La barra de escala representa 5 pm.
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Por medio de microscopia confocal se observaron y compararon los cultivos con y sin
tratamiento. Las células sin tratamiento, tefiidas con DAPI, presentan ndcleos definidos,
(figura 29). Por otro lado, las células tratadas con la Clso de las AgNPs, tefiidas con DAPI, no

presentan un nucleo bien definido (figura 30). Las muestras se excitaron con luz UV.

A

Fig. 29. Microscopia de fluorescencia, de C. albicans sin tratamiento, tefiidas con DAPI. (A) Campo claro (B)
Fluorescencia y (C) Combinacion de imagenes. Se observan los nucleos bien definidos en las células
observadas. La barra de escala representa 1 pm.
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Fig. 30. Microscopia de fluorescencia, de C. albicans con tratamiento, tefiidas con DAPI. (A) Campo claro (B)
Fluorescencia (DAPI) y (C) Combinacion de imé&genes. Los nucleos no se observan definidos, se observa una
fragmentacion y dispersion del material genético. La barra de escala representa 1 pm.

Para observar la fluorescencia de las AgNPs y localizarlas mejor, las muestras tratadas con

AgNPs también se excitaron con luz azul, tal y como se observa en la figura 31. Se observa la
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emision independiente de las AgNPS (31 C) con respecto al DAPI (31 B). Por otro lado, en los
cultivos expuestas a bajas concentraciones de AgNPs (menores a la Clso) se observaron hifas y

pseudohifas en los cultivos (Figura 32).

A

Fig. 31. Microscopia de fluorescencia, de C. albicans expuestas a la Cls, de las AgNPs. Las células se tifieron
con DAPI y se excitaron con luz UV y azul. (A) Campo claro (B) Excitacion en UV, (C) excitacién en luz
verde y (D) Combinaciéon de imagenes. La barra de escala representa 1 pm.
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Fig. 32. Presencia de hifas en cultivos de C. albicans expuesta a la Cls, de las AgNPs. Las células se tifieron
con DAPI y se excitaron con luz UV y azul. (A) Campo claro (B) Excitacion en UV, (C) excitacién en luz
verde y (D) Combinacion de imagenes. . La barra de escala representa 5 pm.

VI11.3.2) Microscopia Electronica:

Las observaciones se realizaron mediante Microscopia Electronica de Transmision de Alta
Resolucion (HR-TEM). Se contrastaron células sin tratamiento (fig. 33) y tratadas con AgNPs
(fig. 34).
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Fig. 33. Analisis ultraestructural C. albicans. (A), (B) y (E) Iméagenes de las células completas de C. albicans
sin tratamiento. En (B) se observa la forma de pseudohifa. En (C) se observa una regién a mayor aumento,
mientras que en (D) se aprecia la pared celular (flecha). De (A) a (D) las imagenes corresponde a TEM de
campo claro, mientras que (E) se obtuvo mediante TMD de campo oscuro.

Las micrografias electrénicas mostraron la presencia de particulas oscuras, AgNPs, en
diferentes regiones de la célula, desde el exterior (fig. 34), hasta en la pared celular (fig. 35) y

en el interior (fig. 36).
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Fig. 34. Acumulacién de las AgNPs en el exterior de las células. Se observa que las AgNPs tienden a
agregarse y acumularse en la parte exterior de la célula. (A) a (C), TEM de campo claro y (D) TEM de
campo 0scuro.
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f 100 nm

Fig. 35. Distribucion de las AgNPs en el interior de las células. Se observa su distribucién una distribucion
no especifica, practicamente en toda la célula. En (A) se observan en el citosol y en el ndcleo (estructura
oscura, deformada). En (B) y (C) se observan diferentes formas y tamafios de las AgNPs. (A) TEM de

campo claro, (B) y (C), TEM de campo oscuro.
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f 100 nm

Fig. 36. Presencia de las AgNPs en la pared celular. Se observa que las AgNPs pueden quedarse en la pared
celular y acumularse. (A) TEM de campo claro y (B) TEM de campo oscuro.
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Para determinar si realmente eran AgNPs las particulas encontradas en el interior de las
células. Se realizaron anélisis de EDS lineal y puntual. Se determind la presencia de plata en
las estructuras identificadas como AgNPs. Los perfiles quimicos realizaron en las células sin
tratamiento (fig. 37) y con tratamiento (fig. 38).

l‘nhllmnﬂiﬂl h"hllhlhuum:_

- At

Fig. 37. Analisis de EDS/EDX de las células de C. albicans, sin tratamiento. Se realizé un analisis de
composicion quimica (EDS/EDX) para demostrar la presencia de plata en el interior de las células. (A)
regiones analizadas de la célula. La linea representa el transecto del analisis lineal, mientras que el (+) la
region puntual. (B) Analisis de composicién quimica, en donde se observa la ausencia de plata. Se observan
los simbolos (Ag) para mostrar que no se encontro en la muestra (no hay picos de plata en la gréafica). (C)
analisis para mostrar que no hay plata en la muestra (linea verde, en la base de la gréafica).
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Fig. 38. Andlisis de EDS/EDX en las células de C. albicans, con AgNPs. Se realizaron analisis de
composicion quimica, (A) lineal y (B) puntual, para determinar la presencia de plata en el interior de las
células. Si se encontrd plata, los picos se sefialan en los circulos rojos. En B (1, 2 y 3, se muestra, en
diferentes aumentos, la region de la célula en donde se realizé el andlisis. Las barras de escala

corresponden a 500 nm (1), 250 nm (2) y 150 nm (3)
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Por otro lado, se realizé un andlisis de cristalografia en las células con tratamiento, con la

finalidad de determinar la estructura de las AgNPs (figuras 35).
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Fig. 39. Analisis cristalogréafico de las AgNPs. Se realiz6 un andlisis cristalografico para demostrar la
estructura cristalina de las particulas encontradas en el interior de la célula.
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VII1.4 Analisis de resistencia

La aparicion de cepas resistentes a los antibidticos es un problema grave en la clinica. Se ha
sugerido que los microorganismos no podrian generar resistencia contra las AgNPs (Panacék et
al., 2009; Prucek et al.,, 2011, Noorbakhsh, 2011), pero no se han reportado estudios

experimentales que aborden éste hecho.

Para evaluar la posibilidad de que C. albicans pudiese generar resistencia contra las AgNPs, se
disefio un protocolo basado en un estudio de Hebeka & Solotorovsky (1962), utlizando al FLZ

como antifangico de referencia.

Los cultivos de C. albicans ATCC SC5314 fueron expuestas a tratamientos continuos de la
Clso de las AgNPs y del FLZ en sub-cultivos sucesivos. Después de los ciclos de tratamientos, las
células se dejaron crecer en medio YPDA sin tratamiento. De cada réplica se prepar6 un cultivo
con una D.0.=0.040 y las alicuotas de los cultivos se expusieron a las Clso del FLZ y a la CMI de
las AgNPs (31 y 42 pug*ml™, respectivamente). Como control adicional, unas réplicas de las
muestras del control negativo, se expusieron también a los mismos tratamientos. Los cultivos se

dejaron incubar a 37 °C, a 250 rpm.

Los cultivos expuestos a AgNPs no mostraron crecimiento en medio YPD. Estos cultivos se
inocularon en YPDA para determinar si habia crecimiento (fig. 40) y se dejaron incubar a 37°C

por 24 horas. Los cultivos no mostraron crecimiento.



Tabla 23. Respuesta de los cultivos post-tratamiento. La absorbancia de los
cultivos tratados con las AgNPs no representa crecimiento. Se presenta s6lo como
un dato adicional. Esta absorbancia se da por la presencia de AgNPs en el medio.

Tratamiento

Nuevo tratamiento

Concentracion

Medicion

original pg*mi™ _ D.O. (desv. std.)
equivalente
N/A N/A 1.855 (0= 0.162)
Control
_ 42 (AgNPs) CMI 0.052 (0= 0.012)
negativo
31 (FLZ) DLso 0.788 (0= 0.113)
42 CMix1 0.049 (o= 0.005)
AgNPs
126 CMIx3 0.126 (0= 0.008)
31 DLsox1 0.771 (0= 0.045)
FLZ
150 DLsox3 0.630 (o= 0.050)
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Figura 40. Cultivos expuestos a la CMI de las AgNPs (42 pg*ml™) sembrados en YPDA. No hubo
crecimiento a las 24 horas. Todas las muestras son réplicas de los cultivos de C. albicans expuesto a las
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A las 24 horas de crecimiento, los cultivos se midieron por espectrofotometria, a una A= 520 nm.
Los resultados de las mediciones se muestran en la tabla 23. Ademas, en la figura 41 se muestra

de manera grafica el crecimiento de los cultivos expuestos a FLZ, post-tratamiento.

Evaluacion de resistencia a las AgNPs y al FLZ
1.855
2,000 ¥
1.500
[}
=
o
‘Q
®
© 1.000
@ 0.788
=
L 0.771
Q o
0.6-30
0.500 ~
0.099
0.052 0.049 =
&L
C- C-/FLZ FLZ/31 FLZ/150 C-/AgNPs AgNPs/42 AgNPs/126
Controles y Tratamientos

Figura 41. Respuesta de los cultivos a los diferentes tratamientos. “C-“= control negativo, sin tratamiento;
“C-/FLZ”=control negativo con 31 ug*ml'1 de FLZ; “FLZ/31”= cultivo expuesto a la prueba de resistencia,
tratado con 31 pg*ml” de FLZ; “FLZ/150”= cultivo expuesto a la prueba de resistencia, tratado con 150
pg*ml’ de FLZ; “C-/AgNPs”=control negativo tratado con 42 pg*ml™” de AgNPs; “AgNPs/42”= cultivo
expuesto a la prueba de resistencia, tratado con 42 pg*ml™” de AgNPs y “AgNPs/126”= cultivo expuesto a la
prueba de resistencia, tratado con 126 ug*ml'1 de AgNPs.
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Capitulo VIII

DISCUSION

La creacion de nuevas sustancias antifingicas representa un gran reto para la investigacion
biomédica. Algunos autores (Huh et al., 2011; Taubes, 2008) consideran que la tendencia en la
tasa de produccién de nuevos antibioticos es mas lenta que la capacidad que tienen los
microorganismos para generar resistencia. En éste contexto, es necesario considerar a las nuevas
tecnologias y materiales para la industria farmacéutica. Es prioritario desarrollar sustancias de
bajo costo, estables, faciles de sintetizar y que tengan un amplio rango de accion, ademas de que
sean poco toxicas para el hombre. Es aqui en donde la bionanotecnologia ofrece un panorama de

exploracién completamente nuevo.

El uso de materiales nanoestructurados en biomedicina es un tema relativamente nuevo. La
nanotecnologia ofrece materiales con propiedades Unicas y novedosas. Muchos nanomateriales
son faciles de sintetizar, son de bajo costo y pueden tener una buena estabilidad. Algunos de estas
nanoestructuras, pueden tener relevancia en las areas biomédicas. En el caso de enfermedades
infecciosas, los materiales mas estudiados han sido las nanoparticulas metalicas, especialmente
las de plata (AgNPs) y las de didxido de titanio (TiO,NPs).

Un problema importante asociado al uso de nanomateriales, es el poco conocimiento de sus
efectos e interacciones en los sistemas bioldgicos. Aunque hay estudios con diferentes
microorganismos, particularmente en bacterias (Duran et al., 2010; Li et al., 2010) y hongos (Rai
et al., 2009; Huh & Kwon, 2011; Hwang et al., 2012) se sabe muy poco sobre sus mecanismos de

accion. En el caso de protozoarios y virus, los estudios son mas escasos todavia.

En el presente trabajo se estudid el efecto inhibitorio que tienen las AgNPs en el hongo
patogeno Candida albicans y se comparé con el efecto que tienen el AgNO; y el Fluconazol. Se

evaluaron las propiedades de relevancia antimicrobianas, de las AgNPs, que ya se habian
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evaluado en otros trabajos (Huh et al., 2011; Rai et al., 2009; Kim et al., 2009; Hwang et al.,
2012), tales como su efecto a diferentes concentraciones, su interaccion con antifangicos, etc.
También se evaluaron caracteristicas que no se han considerado en otros trabajos, tales como el
efecto paradoja y la respuesta de las células ante tratamientos sucesivos. Asimismo, se realizd un

estudio comparativo con aislados clinicos de diferentes especies del género.

VI11.1.- Efecto de las AgNPs en Candida albicans

VI11.1.1 Determinacién de la CMI de las AgNPs.

Las AgNPs presentaron un efecto inhibitorio en todos los cultivos de C. albicans ATCC
SC5314. Por lo tanto, se determind su CMI y su Clso. En contraste con el AgNO3, La CMI de las
AgNPs fue relativamente baja en los diferentes indculos probados, por lo que muestran una buena
potencia farmacologica. ElI desempefio de las AgNPs fue igual (cultivo D.0.=0.082) o mejor
(cultivo D.0.=0.040) que el desempefio del AgNOj; (tabla 14).

Bajo condiciones similares, las AgNPs mostraron una mayor capacidad que el AgNO; para
inhibir a las células de C. albicans. Hay numerosos estudios que muestran que el AgNO3 no es
recomendable para atender, de forma regular, problemas la salud, debido a sus efectos toxicos
(Fung & Bowen, 1996; Hidalgo & Dominguez, 1998; Herrera et al., 2001; White et al., 2003;
Kwon et al., 2009; Asharani et al., 2009).

El efecto tdxico de las nanoparticulas se puede regular mediante modificaciones en su forma,
tamafo, funcionalziante, etc. Ademas, se ha observado que las AgNPs ofrecen ventajas
adicionales en la clinica, lo que las vuelve mas atractivas. Entre sus propiedades destacan su
capacidad antiinflamatoria (Nadworny et al., 2008, Jaya et al., 2009), y en la regeneracion de
tejidos con quemaduras (Klansen, 2000). Ademas de sus efectos antimicrobianos, las AgNPs son
antivirales (Rogers et al., 2008). Ademas, por comunicacién personal con diferentes grupos, se ha

confirmado sus propiedades antivirales y antimicrobianas en diferentes taxa.
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Al evaluar la CMI, se encontro que ésta es equivalente a la concentracion minima fungicida
(CMF). Los cultivos expuestos a la CMI no mostraron crecimiento en sub-cultivos posteriores, en
medios libres del tratamiento. La determinacion de la CMF tiene relevancia en la clinica, debido

a que no solo se inhibe el crecimiento, sino que las células son incapaces de recuperarse.

Aunque no todas las NPs que se utilizan para evaluar el efecto antimicrobiano se funcionalizan
con otras moléculas, las AgNPs que se usan en este trabajo estan funcionalizadas con PVP. Por
tal motivo, la evaluacion de la interaccion entre la molécula funcionalizante y las células es una
prueba importante. Los resultados ayudan a discernir con mayor certidumbre qué componente
estd ejerciendo la accion antifingica. Esto es particularmente cierto cuando la molécula

funcionalizante se considera biocompatible, como en el caso de la PVVP (Bihler, 2006).

En cultivos expuestos a la PVP, se demostrd6 que ésta sustancia no presenta efectos
antifangicos contra la cepa de referencia (C. albicans ATCC SC5314). Los cultivos expuestos a
una concentracion de 50,000 ug*mL™ mostraron un crecimiento similar al del control negativo.
En la tabla 12 se muestran los resultados para el PVP vy el control sin tratamiento (2.203 y 2.207
de absorbancia, respectivamente). En los datos de observan que no existen diferencias notables
entre el crecimiento de los tratamientos con respecto al control. Por lo tanto se puede atribuir el

efecto antifungico a la plata y no a la PVP.

VI111.1.2) Determinacion la Clsp de las AgNPs vs la Clsg del FLZ en C. albicans:

La DLso de las AgNPs fue menor que la del FLZ: 18 vs 31 pg*mL™, respectivamente (tabla
17). Esto sugiere que, in vitro, las AgNPs son més potentes que el FLZ. En base a lo demostrado
en otros trabajos, como los que se citan en la tabla 24 y en el presente estudio, la CMI y la Clsg

muestran que las AgNPs son una alternativa viable para inhibir el crecimiento de C. albicans.

Las concentraciones de AgNPs de la CMI y la DLs, difieren de los datos sugeridos por otros
autores (tabla 24). Es importante resaltar que en los diferentes trabajos se utilizaron distintos
parametros, tales como: cepas de referencia, inoculos iniciales, medios de cultivo, métodos de

evaluacion, etc.
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Tabla 24. Concentraciones de AgNPs utilizadas en algunos trabajos con C. albicans. Se comparan
las respuestas de los cultivos con los tratamientos de AgNPs, en base a sus densidades iniciales y
al pardmetro evaluado. La tabla no es exhaustiva, es un ejemplo representativo para mostrar las
diferencias entre las concentraciones de plata utilizadas por algunos trabajos.

Aut Caracteristicas de las Concentracion Inéculo inicial
utor
AgNPs ug*ml™ | Parametro** Cel.*ml*
42 1x 10°*
150 CMI/ CMF 2.5x 10°
Presente estudio Esferoides de 3-10 nm 600 4.4 x 107
18 1x 10°*
Clso
60 2.5x 10°
Kim et al.,(2008) Esferoides de 3 nm 7* DLgo 0.5a2.5x10°
Kim et al.,(2009) Esferoides de 3 nm 2 | cMI 2 x10*
Panaceka et al.,(2009) | Esferoides de 25 nm 27 | CMF 2.5 x 10°
Monteiro et al.,(2011) | Esferoides de 5 nm 3.3* CMI 1 x10°
) ) 2000 Clgo No se
Nasrollahi et al.,(2011) | No se menciona )
500 Cls menciona
Stevanovi¢ et _ 5
Esferoides de 4.5 nm 0.12 CMI 0.5a2.5x10
al.,(2012)

Nota: *SOlo se sefiala la maxima concentracion del rango reportado por el autor.
**CMI=concentracion minima inhibitoria; CMF= concentracion minima fungicida; Clx=
concentracion inhibitoria; DLx = Dosis letal. X=50, 80, 90, etc., que representa el porcentaje de
inhibicion.

Las diferencias entre las respuestas de C. albicans reportadas en otros trabajos, también puede
atribuirse a distintos factores asociados a las AgNPs. Entre estos factores destacan: el tamafio,
forma y constitucion de las nanoparticulas, las moléculas funcionalizantes, método de sintesis,
etc. (tabla 25). Ademas, las caracteristicas estructurales inciden en las propiedades fisico-
qguimicas de las nanoparticulas. Por lo tanto, muchas de las diferencias encontradas entre los
diferentes trabajos (incluyendo al presente estudio), puede ser debido a los diferentes tamafios y

formas de las AgNPs.
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Una caracteristica importante de las AgNPs utilizadas en el presente estudio, es que estan
funcionalizadas con PVP. Ademas de sus funciones como estabilizador, anti-agregante y para
proporcionar biocompatibilidad, ésta sustancia podria actuar como un regulador de liberacion de
iones de plata, induciendo a que se liberen gradualmente. Esto podria explicar porque se
requieren mayores concentraciones de AgNPs que en otros estudios, pero falta realizar los

respectivos ensayos.

Tabla 25. Diferencias entre las AgNPs utilizadas en algunos trabajos con C. albicans. Se comparan
diferentes AgNPs, en base a sus diferentes métodos de sintesis y sus diferencias fisico-quimicas.
La tabla no es exhaustiva, es un ejemplo representativo para mostrar las diferencias entre las
concentraciones de plata utilizadas por algunos trabajos. Las moléculas implicadas incluyen a los

precursores y a los catalizadores.

Autor

Método de sintesis

Moléculas implicadas

Funcionalizante

Kim et al.,(2008, 2009)

Hwang et al.,(2013)

Reduccion de Ag”

mediante NaCl

Ag, HNO; y NaCl

No reportado

Panaceka et al.,(2009)

Modificado de Trollens
(Kvitek et al., 2005)

Ag’, sacaridos y NHs.

No reportado

Monteiro et al.,(2011)

Turkevich et al.,(1951)

AgN03, Na3C6H507,
NHs.

No reportado

Nasrollahi et al.,(2011)

Reduccion de AgNO3
mediante PVP

NaBH4, AgNOs, PVP

No reportado

Stevanovi¢ et
al.,(2012)

Modificado de Yu
(2007)

AgNO3, NH,OH

a, v, L-acido
glutamico (PGA)

Es importante mencionar se observo que las AgNPs utilizadas en este estudio sedimentan

lentamente en medio YPD y se difunden lentamente en medio YPDA. Este sedimentacion no se

observo en diluciones con agua destilada ni en agua destilada des-ionizada. Por otro lado, no se

evalud la respuesta de sedimentacion en otras condiciones. La evaluacion de estas condiciones

permitiria entender mejor su interaccion con el medio celular interno y externo. La sedimentacion
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podria incidir, directa y negativamente, en la eficacia de las AgNPs, por lo que es necesario

evaluarse de manera cuantitativa en diferentes medios.

VI111.1.3) Evaluacion del efecto fungicida / fungistatico de las AgNPs.

Las AgNPs presentan diversas caracteristicas antimicrobianas relevantes, tales como su efecto
fungicida. Las sustancias fungistaticas son aquellas que inhiben el crecimiento de los hongos,
mientras que las sustancias fungicidas son aquellas que los matan. Otra forma de definir a éstas
ultimas, es por la CMI (Graybil et al., 1997). Siguiendo el método sefialado en el punto V1.2.4, se
determind que el efecto de las AgNPs es fungicida. Los cultivos tratados con la CMI, la CMIx2 y
la CMIX5 (42, 84 y 210 pug*mL™; respectivamente) fueron incapaces de recuperarse post-
tratamiento, incluso después de inocularse en medio libre del tratamiento, en sub-cultivos

Sucesivos.

El AgNO3 también presentd un efecto fungicida, y se probd en las mismas concentraciones de
plata que las AgNPs. Los cultivos tratados con AgNOj3 respondieron de manera similar a los
cultivos tratados con AgNPs, a concentraciones similares. En los sub-cultivos sucesivos, post-

tratamiento, libres de AgNQs, las células fueron incapaces de recuperarse.

Segun lo esperado, el FLZ no presentd una CMI total, por lo que se utilizd la DLsg, DLsoX2 y
la DLsox4 (31, 63 y 125 pug*mL™; respectivamente). Los cultivos tratados con FLZ crecieron
normalmente al re-inocularse en medio YPD libre de tratamiento. No se encontrd ninguna

concentracion de FLZ que inhibiera completamente a los indculos utilizados.

VIII.1.4) Evaluacion para determinar si se presenta el “efecto paradoja” en las AgNPs

El efecto paradoja, en los antibioticos, se define como una notable reduccion en la capacidad
para inhibir microorganismos, cuando se usan concentraciones superiores a la CMI (Holm et al.,
1990). Este efecto se ha observado en diferentes antibi6ticos, tanto antibacterianos como
antifangicos. En el caso de éstos, la mayoria sefiala éste efecto en las equinocandinas (Stevens et
al., 2004; Stevens et al., 2005; Bink, 2011), pero también se citan antifingicos de otras clases,

como el itraconazol (Arikam et al., 2005). No se conoce con certeza cuales son las repercusiones
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en la clinica (Holm et al., 1990), aunque se han tratado de elucidar los mecanismos en diferentes

antifangicos (Stevens et al., 2004).

No se encontraron trabajos sobre el efecto paradoja en el fluconazol, aunque hay un estudio
que sefiala que en combinacion FLZ-Ibuprofeno, presenta efecto paradoja (Arai et al., 2005). Los
resultados muestran que el efecto paradoja que presenta el FLZ es en concentraciones

equivalentes a 500 pg*mL™ (figura 23).

Hasta donde se sabe, no existen trabajos que hayan determinado si se presenta el efecto
paradoja con AgNPs o con otras nanoparticulas o nanomateriales. Durante los ensayos, las
células expuestas se re-inocularon en YPDA para verificar el efecto antifingico. En todos los
casos se presentd una inhibicion total y ningln cultivo presentd crecimiento post-tratamiento.
Como se observa en la tabla 19, en los cultivos tratados con AgNPs, no hubo crecimiento celular
ni tampoco con AgNOs3, cuando se expusieron a concentraciones iguales o superiores a la CMI

(42 y 90 pg*mL™*, respectivamente).

El efecto paradoja no se presento en los cultivos tratados con plata. Esto se podria asociar a un
dafio cada vez mayor en la célula, de tal forma que la célula muere o es incapaz de recuperar su
actividad normal y de reproducirse. En base a la hipotesis de que las AgNPs tengan un
mecanismo de accion no especifico y que liberen Ag®, es factible pensar en la dificultad de que
las AgNPs tengan interacciones negativas entre si. Esto es contrario a lo que se observa en los
antibidticos tradiciones en los que, al incrementar la concentracién, se manifiesta una interaccion

negativa con ellos mismos.

VI111.1.5) Evaluacion de los efectos en el tratamiento combinado de AgNPs — FLZ

El estudio de los efectos combinados que pudiese existir entre las AgNPs y los antibi6ticos es
un elemento importante. Los antibidticos pueden tener diferentes interacciones entre si, tanto
positivas como negativas (Fothergill et al., 2006). Dependiendo de la interaccion, los

tratamientos combinados van a tener un efecto sinérgico o antagonico
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Evaluar el efecto combinado de las AgNPs con antibiéticos tiene una relevancia en la clinica,
debido a que las AgNPs podrian potenciar el efecto antimicrobiano de las diferentes sustancias.
Los antibidticos tienen un efecto mas o menos especifico, segin su naturaleza, y esa
especificidad limita su mecanismo de accidn. Actualmente se utilizan combinaciones de
antibioticos para tratar algunas infecciones. Por lo tanto es importante evaluar los efectos de los
tratamientos combinados antes de llevarlos a la clinica. Las AgNPs tienen un afecto inhibitorio
no especifico, por lo que su espectro de accion es muy amplio. Si se determina que tiene un
efecto sinérgico con distintos antibidticos, podria ayudar a reducir las concentraciones usadas de
dichas sustancias, reduciendo en consecuencia sus efectos secundarios. Al mismo tiempo, se

utilizarian dosis mas bajas de las AgNPs, reduciendo también sus posibles dafios.

Existen pocos estudios que han evaluado los efectos entre diferentes antibidticos con distintos
nanomateriales. Entre los estudios que evallan tratamientos combinados de antibidticos y
AgNPs, se han observado efectos sinérgicos y antagénicos. Se han determinado efectos
sinérgicos con amoxicilina (Li et al., 2005), ampicilina, kanamycina, erytromycina, y
cloranfenicol (Fayaz et al., 2010), penicilina G, clindamycina, y vancomycina (Shahverdi et al.,
2007), etc. Por otro lado, también se han detectado interacciones antagonistas, como las sefialadas
por De Sousa et al.,(2006) con la combinacion amoxicilina-AgNPs- S. aureus resistente a

meticilina (MRSA), asi como con el cloranfenicol por parte de Jaya et al.,(2009).

En este trabajo se probaron dos concentraciones de AgNPs en combinacién con dos
concentraciones de FLZ, con resultados favorables en todos los casos (tabla 20). Ademas, se
contrastd el crecimiento con controles sin tratamiento y s6lo con FLZ. No se observaron efectos
antagonicos en las pruebas de interaccion entre los diferentes tratamientos. Los resultados
muestran que las AgNPs y el FLZ presentan un efecto sinérgico. Los tratamientos con 18 pg*ml™
de AgNPs (DLso) + 31 pg*ml™ de FLZ, mostraron un crecimiento mucho menor que aquellos
tratados sélo con 31 ug*ml™ de FLZ (figura 24). Los tratamientos tratados con 42 pg*ml™ de
AgNPs (CMI) + FLZ, no presentaron crecimiento en ninguna de las réplicas, por lo que se

conservo la capacidad inhibitoria de las AgNPs a pesar de la presencia del FLZ.
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VI111.2 Comparacion del efecto de la CMI en otras especies del género Candida y en aislados

clinicos de las especies representativas.

Algunas especies del género Candida pueden presentar distintos grados de resistencia contra
algunos antifungicos, como en el caso de C. glabrata vs el FLZ. Esta misma diversidad en la
respuesta a los tratamientos se puede observar en la variedad de cepas de una misma especie
(Lewis & Kontoyiannis, 2012).

Existen reportes en donde se muestran diferencias muy grandes en las respuestas a los
tratamientos con AgNPs. Kim et al.,(2008), Panaceka et al.,(2009) y Monteiro et al.,(2011)
reportan diferencias muy grandes entre las CMI a las AgNPs en las diferentes especies de
Candida, como se observa en la tabla 26. Se observa que en general obtuvieron una mayor CMI
para C. parapsilosis, mientras que C. tropicalis y C. glabrata tienen una CMI superior a C.

albicans, pero inferior a C. parapsilosis.
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Tabla 26. Concentraciones de AgNPs utilizadas en diferentes especies de C. albicans. Se
muestran los resultados de algunos trabajos que han utilizado AgNPs (de sintesis quimica)
para determinar la CMI de diferentes especies del género Candida. La tabla no es exhaustiva,
es un ejemplo representativo para mostrar las diferencias entre las respuestas de las diferentes
especies de Candida, en diferentes estudios.

_ ) Concentracion de
Autor Especie Parametro evaluado L
AgNPs (ug*ml™)
C. albicans 150-450
Presente C. glabrata <150
) _ CMI/CMF
estudio C. parapsilosis <150
C. tropicalis <150
C. albicans 2-4
Kim et C. glabrata 1-7
- CMI
al.,(2008) C. parapsilosis 4-25
C. tropicalis 7
C. albicans | 0.42
Panaceka et | C. albicans Il 0.21
- CMI
al.,(2009) C. parapsilosis 1.69
C. tropicalis 0.84
C. albicans ATCC 10231 0.8-1.6
Monteiro et | C. albicans 324LA/94 oMl 0.4-0.8
al.,(2011) C. glabrata ATCC 90030 0.4-0.8
C. glabrata D1 1.6-3.3

En el presente estudio, no se determind la CMI individual para cada una de las especies de
Candida no-albicans. Sin embargo, tanto las especies no-albicans como los aislados clinicos se
expusieron a la CMI obtenida para C. albicans ATCC SC5314. Ninguna de las cepas de
referencia ni los aislados clinicos de C. glabrata, C. parapsilosis y C. tropicalis, sobrevivieron al
tratamiento (150 pg*ml™ de AgNPs). Debido a la disponibilidad de los aislados clinicos, se
evalué a una cantidad diferente de aislados por cada especie de Candida. Por tal motivo, se
requiere extender el estudio para incluir mas especies y aislados clinicos del género, con la

finalidad de tener una mayor certeza de la respuesta de cada especie.
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Contrario a lo esperado, se observo que algunos aislados clinicos de Candida albicans
pudieron crecer a pesar de los tratamientos con AgNPs. Estos aislados clinicos presentaron
distintos grados de resistencia contra la concentracion de AgNPs equivalente a la CMI y a la
CMIx2 (150 y 300 pg*ml™, respectivamente) de C. albicans ATCC SC5314. La respuesta del
crecimiento vs los tratamientos fue diferente en algunas cepas, pues mientras algunas, como la
cepa GGK43, mostraron un crecimiento incipiente, otras cepas, como la A84, tuvieron un

crecimiento abundante (figura 26).

Se desconoce cudl es la relacién entre la capacidad de sobrevivir de las cepas resistentes a la
CMI de AgNPs y su fisiologia. Aparentemente, el efecto e interaccion de las AgNPs se presenta
independientemente de la respuesta que tengan las cepas de Candida vs los tratamientos. Un
trabajo por realizar, con las cepas de C. albicans, es contrastar su resistencia a los antifangicos vs

su resistencia contra las AgNPs.

VI11.3 Analisis microscopico

Existen pocos trabajos que reportan, a nivel microscopico y ultraestructural, la interaccion de
las AgNPs vs Candida. Esta poca productividad se presenta tanto para los analisis por medio de
microscopia Optica como por medio microscopia electrénica de barrido (SEM) (Ghosh et al.,
2010; Nasrollahi et al., 2011), y del microscopio electronico de transmision (TEM) (Kim et al.,
2009). Por lo tanto, para determinar la presencia y distribucion de las AgNPs en las células, éstas

se observaron pre- y post-tratamiento, por microscopia optica y electrénica.

VI111.3.1) Microscopia éptica:

Al exponer los cultivos de C. albicans a las AgNPs, se observa a simple vista que se forma un
precipitado. Al observarse bajo el microscopio se hace evidente, que dicho precipitado se debe a
la acumulacion de las AgNPs en el exterior de las células (fig. 32a). En la periferia de la célula se

encontraron acumulaciones masivas de AgNPs, al punto de ser visibles bajo la microscopia
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oOptica (figura 28). La naturaleza y tipo de interaccion de estos cimulos se desconocen, pues no se
sabe hasta qué punto interactuaron con el medio, con biomoléculas extracelulares, con la pared
celular, etc. Por medio de microscopia Optica, se observd una gran cantidad de estructuras
rodeadas de AgNPs, posiblemente células muertas.

Se observo que C. albicans puede conservar su capacidad de cambiar de forma levaduriforme
a hifal incluso después de exponerse a las AgNPs. Esto difiere de lo que habia reportado Kim et
al.,(2008), quien reporté que las AgNPs inhibian la transicion dimorfica de C. albicans. Es
importante destacar que, en el experimento de Kim et al., se indujo la transicion dimorfica por
medio de suero fetal bovino, mientras que en el presente estudio dicha transicién ocurrié de
manera espontanea. Asi, Kim et al.,reportan las células no pudieron cambiar de forma (figura 8),
en el presente trabajo se observd la presencia de pseudohifas e hifas, post-tratamiento con

AgNPs, en concentraciones menores a la CMI (figura 28).

VI111.3.2) Microscopia Electronica:

Las AgNPs se distribuyen de manera no especifica en el interior de la célula (fig. 31b y c). Se
observo su presencia en el interior y exterior de una estructura celular, posiblemente el nicleo. En
la mayoria de las células observadas, esta estructura estaba muy deformada y en otras, no se
presentaba. Estas observaciones, sumadas a las de microscopia de fluorescencia (fig. 29), que
muestran los efectos de fragmentacion nuclear, sugieren que las AgNPs tienen un efecto directo
sobre el nucleo, ya sea afectando a las proteinas y/o directamente al material genético. Esto
concuerda con lo reportado por Hwang et al.,(2012), en donde se observa la fragmentacién

nuclear por medio del DAP1'y TUNEL, post-tratamiento con AgNPs.

Se encontraron AgNPs en diferentes regiones de la pared celular, pero no se observaron dafios
en dicha estructura (fig. 33d). Kim et al.,(2009) reportaron la presencia de “pozos” en la pared
celular de las celulas tratadas con AgNPs (figura 9), algo que no se observd en el presente
estudio. Las variaciones entre los resultados obtenidos por otros grupos y el presente estudio,
podria deberse a las diferencias entre las diferentes AgNPs. Las distintas nanoparticulas tienen
caracteristicas diversas (tamafio, forma, funcionalizante, etc.) y presentan diferentes propiedades,

y por lo tanto, interacciones.
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Otra observacion destacada, fue que en el interior de la célula, las AgNPs tienen diferentes
formas y tamafios (fig. 34). Esto podria deberse a procesos dinamicos de acumulacion y
degradacion de las AgNPs en el interior de las células. Incluso, debido a lo que se sabe sobre
biosintesis de AgNPs, la presencia de iones de plata Ag*, podria propiciar la sintesis de nuevas

AgNPs en el interior de la célula, con caracteristicas fisico-quimicas diferentes.

La microscopia electrénica de transmision de campo oscuro revelé una mayor cantidad de
AgNPs que las observadas con campo claro. Las AgNPs se encuentran distribuidas en toda la
célula, desde el citoplasma hasta la pared celular. Esto podria apoyar la hipotesis de que las
AgNPs tienen un mecanismo de accion generalista, por lo que se encuentran en diferentes

regiones de la célula.

Los resultados por EDS confirman la presencia de plata en las células tratadas con AgNPs,
mientras que en las células control no se detecto plata. Se realizaron andlisis lineares y puntuales,
en diferentes regiones de la célula y s6lo se encontr6 plata en las muestras de células con

tratamiento.

Por otro lado, se realizaron andlisis por cristalografia en las nanoparticulas, para determinar su
naturaleza estructural. Los resultados muestran una arreglo cristalino, por lo que se confirma que

la plata esta en forma de nanoparticulas.

En base a las observaciones a nivel ultraestructural de las AgNPs y a los resultados
comparativos con el AgNO; y el FLZ, se considera que las AgNPs son mas potentes. La mayor
potencia inhibitoria de las AgNPs se podria asociar a los posibles mecanismos de accion de las
AgNPs. Estas podrian estar actuando como reservorios de plata, liberando iones de plata de
manera gradual, incrementando la duracion de los efectos. Por otro lado, en el AgNOs, los Ag” se
disocian mas rapido, por lo que el efecto, aunque fungicida, podria ser en un intervalo de tiempo

mas reducido.
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VII1.4 Analisis de resistencia

Como se menciono en la introduccion, la aparicion de cepas resistentes a los antibiéticos es un
problema grave. La mayoria de las sustancias antimicrobianas presenta éste inconveniente, que
depende de factores tales como la naturaleza de la sustancia, la variabilidad genética de los

microorganismos Yy la interaccion entre ambos.

Se ha sugerido que los microorganismos no podrian generar resistencia contra las AgNPs
(Panaceék et al., 2009; Prucek et al., 2011, Noorbakhsh, 2011), pero no se han reportado estudios
experimentales que aborden ésta hipotesis. Ademas, se han encontrado algunas cepas que son
naturalmente resistentes a la plata idnica, lo que es motivo de preocupacion para algunos autores
(Li et al., 1997; Percival et al., 2005). Por otro lado, otros investigadores consideran que la
generacion de resistencia contra las AgNPs seria muy improbable, en base a lo que se sabe de la

interaccidn con la plata idnica con los sistemas bioldgicos (Chopra, 2007).

En el presente trabajo, se realizd un estudio preliminar para evaluar la capacidad de C.
albicans para generar resistencia contra las AgNPs. El experimento se elabor6 en base a un
estudio de Hebeka & Solotorovsky (1962), debido a que reportan la aparicion de cepas resistentes

a un antifungico. En el presente estudio se expusieron al FLZ y a las AgNPs.

Después de exponerse de forma continua a las Clsy de las AgNPs y del FLZ, en sub-cultivos
sucesivos, no se observo la generacion de cepas resistentes. Las cepas expuestas presentaron una
respuesta de crecimiento similar a aquellas que no habian sido sometidas a los tratamientos a lo

largo de experimento (figura 38).

Es importante destacar que éste fue un estudio preliminar, por lo que se sugiere realizar
algunas modificaciones y probar diferentes métodos, para determinar la factibilidad de que
aparezcan cepas resistentes a las AgNPs. Aunque se considera que seria improbable la generacion
de la resistencia a las AgNPs, la capacidad de adaptacion y evolucion de las células se debe de

tomar en cuenta.



100

Faltan realizar muchos estudios para conocer mejor las interacciones y mecanismos de accion
que tienen las AgNPs con las células de C. albicans. Otros autores han reportado dafio en la
mitocondria (Hwang et al., 2012), por lo que se deberia evaluar ese efecto con diferentes tipos de

AgNPs, incluyendo las utilizadas en el presente estudio.

No se conocen los mecanismos de accion de las AgNPs, pero una propuesta es la liberacion
gradual de Ag® en la célula. Se sabe que la plata idnica no tiene blancos especificos, pero
interactia de forma negativa con grupos funcionales y con proteinas, particularmente a las
enzimas, aminoacidos, etc. También afecta al material genético. Por otro lado, una desventaja que
tiene la plata idnica, es su baja estabilidad y que se precipita facilmente. Parte de éste problema se
soluciona con las AgNPs, pues estan funcionalizadas con un polimero biocompatible, que ademas
retarda la agregacion y podria promover la liberacion gradual de los iones de plata.

Las propiedades y efectos que ejercen las AgNPs les confieren muchas ventajas que relevantes
para la clinica. Aunque falta por estudiar y explicar mejor los posibles mecanismos de accién y
que sus propiedades fisicoquimicas pueden variar por muchos factores, su capacidad

antimicrobiana es constante en los diferentes estudios.
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CONCLUSIONES

La concentracion minima inhibitoria de las AgNPs es igual o mejor que la CMI del AgNOs3.
La concentracién minima inhibitoria es mayor que las IC reportadas (ICgo, ICgp). LA CMI
fue equivalente a la CMF.

La concentracion minima inhibitoria media (ICsp) de las AgNPs en C. albicans ATCC
SC5314 es similar a la del AgNO3 y menor que la del FLZ.

Las AgNPs presentaron un efecto fungicida. Después de la exposicion a la CMF, los cultivos

son incapaces de recuperar el crecimiento.

El efecto paradoja no se observo en las AgNPs ni en el AgNO3, aunque si se presentd en el
FLZ.

Las AgNPs tienen una interaccién sinérgica con el FLZ. Los tratamientos combinados de

AgNPs + FLZ presentaron una mayor inhibicion que el tratamiento de sélo FLZ.

La CMI de las AgNPs (150 pg*ml™) de Candida albicans ATCC SC5314 inhibi6 al 50% de

los aislados clinicos, pero el otro 50% resistié parcialmente al tratamiento.

La CMI de las AgNPs (150 pg*ml™) de Candida albicans ATCC SC5314 inhibi6 totalmente

a las cepas de referencia de Candida no-albicans y a los aislados clinicos.

Las AgNPs se encontraron en diferentes regiones de las células de C. albicans, como la

pared celular y el citoplasma.

Se observaron AgNPs de diferentes tamarfios en el interior y exterior de las células. Pero se

desconocen las interacciones involucradas a los cambios en la estructura de las AgNPs.
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Las AgNPs inciden en la fragmentacion nuclear. No se observaron dafios en la pared celular,
pero si diferencias en la topologia de las membranas entre las células control y las células

con tratamiento.

La Clso y la CMI a las AgNPs y del FLZ se mantienen constantes después de exponer a C.

albicans, de manera continua, sub-cultivos sucesivos.

Los resultados obtenidos complementan a las investigaciones actuales sobre el uso potencial

de los nanomateriales en la biomedicina.
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