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RESUMEN

Las infecciones fungicas invasivas son causadas predominantemente por el
género Candida, siendo algunas especies patégenas oportunistas en humanos. Candida
posee capacidad de adherirse a superficies tanto bidticas como abidticas y formar
biofilm. Las células sésiles del biofilm pueden ser hasta 1000 veces mas resistentes a los
farmacos antimicrobianos que las células planctonicas. La resistencia que presenta el
biofilm hace que se requieran dosis muy altas de farmacos en el tratamiento de
infecciones flngicas. Anfotericina B (AmB) es un antifangico (ATF) de referencia, sin

embargo, presenta alta nefrotoxicidad, entre otros efectos secundarios.

El compuesto natural acido usnico (AU) es un metabolito secundario presente en
liquenes que posee actividad antimicrobiana en células planctdnicas o de vida libre. Una
estrategia contra patdgenos resistentes, podria ser la combinacién de farmacos utilizados
en la clinica con compuestos de origen natural que permitan mejorar la actividad contra

el biofilm.

Por otro lado, se estan estudiando nanoparticulas (NP) con propiedades contra
microorganismos patdgenos. Las NP obtenidas por sintesis biologica tienen especial
interés por ser amigables con el ambiente. Una estrategia emergente es combinar NP,
como las de plata (NP Ag), en busca de sinergia y asi potenciar la actividad

antimicrobiana.

El objetivo de esta tesina fue realizar estudios con el principio activo natural AU
y con NP Ag biosintetizadas que exhiban un perfil antifangico frente al biofilm maduro
de Candida albicans y Candida no albicans, combinados con un ATF de referencia

como AmB para erradicar este factor de virulencia microbiano.

Se utilizaron las cepas de C. albicans SC5314 y de Candida tropicalis NCPF
3111, ambas cepas de coleccion. Se evalud el efecto del AU, extraido de Usnea
amblyoclada, de NP Ag biosintetizadas a partir de Penicillium expansum y de AmB. Se
determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) del AU, de las NP Ag
biosintetizadas y de AmB en celulas planctonicas de ambos géneros fldngicos. Se
formaron los biofilms maduros (48 h a 37 °C) de cada una de las cepas en microplaca de

96 pocillos. Se evalud la actividad de AU, de las NP Ag biosintetizadas, de AmB, y las



Compuestos con actividad antifangica: estrategias para la
erradicacion del biofilm

Facultad de
Ciencias Exactas
Fisicas y Naturales

combinaciones entre AU+AmB; NP Ag+AmB y AU+NP Ag sobre los biofilms
maduros. Se cuantific6 mediante la tincion con cristal violeta y se midi6 por
espectrofotometria a 595 nm. La densidad oOptica (DO) se expres6 como unidades de
biomasa del biofilm (UBB), 0,1 DOsgsnm equivale a 1 UBB. A partir de los resultados
de UBB, se calculd el porcentaje de crecimiento (%C) y el de reduccion (%R) del
biofilm sin tratar (control de crecimiento) y de los tratados. Ademas, tanto el biofilm
control y como el tratado se observaron por microscopia Optica de campo brillante, de
fluorescencia y confocal de exploracion laser (MCEL). Todas las imagenes de
microscopia se procesaron con ImageJ y se analizo la topografia y la arquitectura del
biofilm mediante el software COMSTAT. Los datos fueron analizados mediante el
analisis de la varianza (ANOVA) y se realizé el test de comparaciones multiples Tukey.
Fueron considerados significativos los resultados si *p<0,05, y para el test de Tukey si
*p<0,05.

La CIM del AU se determind en 125 pg/ml para C. albicans, siendo la misma
para C. tropicalis. La CIM de las NP Ag fue de 0,84 nM s6lo para C. albicans. Por
ultimo, la CIM de AmB se determind en 0,25 pg/ml en ambas cepas de Candida.

En C. albicans, la UBB fue de 15 + 0,14. Se determin0, para cada tratamiento, la
concentracion inhibitoria minima que reduce el 50% del biofilm maduro (CIMss),
comparado con el biofilm no tratado. Las NP Ag a la concentracion de 13,5 nM (16
veces mas alta que en células planctdnicas) mostraron una reduccién del biofilm del
49% y AmB a 50 pg/ml (200 veces més alta que la CIM) redujo un 58% el biofilm
(*p<0,05). Las combinaciones ensayadas con el AU (2,5 pug/ml), con las NP Ag (13,5
nM) y con AmB (50 pg/ml) erradicaron hasta el 56% del biofilm maduro con respecto

al biofilm control (*p<0,05).

En C. tropicalis, la UBB fue de 35 = 0,34. AmB a 50 pg/ml redujo un 54% el
biofilm (*p<0,05). La combinaciébn AU+NP presenté una reduccion similar (55%,
*p<0,05) del biofilm, mientras que, las combinaciones AU+AmB y NP Ag+AmB
alcanzaron una erradicacién del 80% del biofilm maduro, resultando mas efectivos que

los tratamientos de los compuestos evaluados por separado (*p < 0,05; “p < 0,05).

A través del analisis de las imagenes obtenidas por microscopias (campo

brillante y MCEL) se observé que los tratamientos produjeron la reduccion del espesor
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promedio y de la superficie adherida del biofilm de ambas cepas de Candida. El analisis
COMSTAT mostr6 que en C. albicans los tratamientos produjeron disminuciones
significativas de biomasa y espesor promedio. La combinacion de NP Ag+AmB
disminuyé la biomasa de 16,77 + 545 um*/um? (biofilm control) a 3,80 + 0,27
pm®pm? (*p<0,05), respectivamente. De manera similar, el espesor promedio también
disminuyd, mientras que el coeficiente de rugosidad (Ra*) aument6 (*p<0,05). En C.
tropicalis, la biomasa del biofilm no tratado fue de 22,42 + 5,78 pm*/um? y con el
tratamiento de NP Ag+AmB se redujo a 1,44 + 0,41 um*/um? (*p<0,05; *p<0,05). El
espesor promedio mostro reducciones significativas y el Ra* aumento6 (*p<0,05). Por lo
tanto, la topografia y la arquitectura del biofilm se modificaron con respecto al biofilm
no tratado de ambas cepas.

Se concluye que, en biofilms maduros de C. albicans, las NP Ag biosintetizadas,
solas y combinadas, presentaron actividad antibiofilm. No obstante, en biofilms
maduros de C. tropicalis el compuesto natural AU y las NP Ag biosintetizadas
potenciaron la actividad del ATF de referencia mediante su uso combinado. Estos
resultados pueden ser alentadores para continuar su estudio como posible estrategia para

el tratamiento de infecciones flngicas resistentes por la formacion del biofilm.
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ABREVIATURAS

%C: Porcentaje de crecimiento

%R: Porcentaje de reduccion

AmB: Anfotericina B

ANOVA: Andlisis de la varianza

ASG: Agar Sabouraud glucosado

ATF: Antifangico

AU: Acido usnico

CC: Control de crecimiento

CDC (en inglés): Centers for Disease Control and Prevention
CFM: Concentracion fungicida minima

CIM: Concentracion inhibitoria minima

CIMs: Concentracion inhibitoria minima del biofilm

ClIMsso: Concentracion inhibitoria minima del 50% del biofilm
CLSI: Clinical and Laboratory Standard Institute

CSG: Caldo Sabouraud glucosado

CV: Cristal violeta

DO: Densidad 6ptica

EPS: Exopolisacarido

ERO: Especies reactivas del oxigeno

IF: Intensidad de fluorescencia

MAPK: Proteinas quinasas activadas por mitégenos



Compuestos con actividad antifangica: estrategias para la
erradicacion del biofilm

Facultad de
Ciencias Exactas
Fisicas y Naturales

MCEL.: Microscopia confocal de exploracion laser
MOPS: &cido 3-N-morfolino propanosulfénico
NCPF (en inglés): National Collection of Pathogenic Fungi
NP Ag: Nanoparticulas de plata

NP: Nanoparticulas

PBS (en inglés): Phosphate-Buffered Saline

Ra*: Coeficiente de rugosidad

RPMI (en inglés): Roswell Park Memorial Institute
SFB: Suero fetal bovino

UBB: Unidades de biomasa del biofilm

UFC: Unidades formadoras de colonias

VIH: Virus de inmunodeficiencia humana
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INTRODUCCION

Candida, de comensal a patdgeno

Los hongos son organismos ubicuos que rara vez causan enfermedades en el
hospedero. Sdélo cerca de 300, de las muchas especies de hongos que se conocen, estan
directamente asociados a enfermedades en los humanos (Hawksworth, 2001). Las
infecciones causadas por hongos se pueden subdividir en tres grupos principales:
superficiales, mucosa y sistémica o invasiva. Los autores Ahmad, Bhatnagar, Ali, y
Dutta (2015) sefialan que la patogenia fangica mas comdn que afecta a
aproximadamente 1.700 millones de personas en todo el mundo son las infecciones de
tipo superficiales; éstas afectan la piel y las ufias (Ahmad, et al., 2015). A menudo se
observa candidiasis superficial en pacientes con virus de inmunodeficiencia en humanos
(VIH). Sin embargo, la candidiasis orofaringea en lactantes inmunocomprometidos y la
vaginitis en mujeres, se observan con mayor frecuencia (Papon, Courdavault, Clastre y
Bennett, 2013). En relacién a la vaginitis, se sabe que el 75% de las mujeres tuvo al
menos un episodio de candidiasis vulvovaginal en su vida (Zhou, et al., 2009). Las
infecciones fungicas sistémicas o invasivas resultan de la interaccion entre: la capacidad
patdgena que presenta el microorganismo durante la colonizacion, la adaptacion, su
propagacion y/o diseminacion, y la respuesta inmune del hospedero. Estas infecciones
fangicas invasivas son causadas predominantemente por el género Candida (Kaushik, y
Kest, 2018).

Las especies de Candida son muy heterogéneas y presentan dimorfismo fangico
(Pardi y Cardozo 2002). Muchas de las especies de Candida estan presentes en la
naturaleza, mientras que otras conforman la microbiota humana. Especies que son
capaces de adaptarse a una temperatura de 37 °C tales como Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida krusei, entre otras, pueden ocasionalmente convertirse en patégenos
para el hombre. Esto indica que poseen la facultad de pasar de una fase comensal a una
patogena, convirtiendose asi en un patdgeno oportunista. Sin embargo, raramente esto
ocurre en un hospedero sano sino gque, generalmente, es consecuencia de un cambio en
el estado de salud posiblemente porque se debilite su sistema inmunolégico (Papon, et
al., 2013; Pardi, et al., 2002).

11
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Las infecciones causadas por Candida son denominadas candidiasis, cuando la
infeccion es superficial, o candidemia cuando es sistémica (Papon, et al., 2013). La
candidemia frecuentemente esté asociada con la capacidad de Candida para adherirse y

formar biopeliculas o biofilm (Sherry et al., 2014).

Biofilm, una mirada holistica

Los biofilms son estructuras tridimensionales compuestas por células sésiles de
microorganismos que crecen y se adhieren irreversiblemente a superficies tanto vivas
como inertes. Son estructuras que se encuentran envueltas en una matriz de
exopolisacaridos (EPS), la cual es secretada por la poblacién microbiana (Chandra, et
al., 2001). La presencia de la matriz EPS en los biofilms permite su supervivencia en
gran cantidad de entornos. Esta capacidad de desarrollarse tanto en superficies bidticas
como abidticas es una caracteristica que esta directamente relacionada con la salud
humana dado que le permite adherirse a diferentes tejidos del hospedero como el tracto
urogenital y el gastrointestinal, como también a productos médicos como catéteres
intravasculares, valvulas cardiacas e implantes articulares, entre otros (Cavalheiro y
Teixeira, 2018; Sherry, et al., 2014).

Los biofilms pueden estar formados por una especie Unica de bacteria u hongo,
o por diferentes tipos de microorganismos constituyendo asi un biofilm mixto (Douglas,
2003). Hay autores que establecen que cerca del 80% de los microrganismos desarrollan
esta forma de vida sésil y que de esta forma se encuentran en el medio ambiente
(d"Enfert y Janbon, 2016).

El Centro de Control y Prevencion de Infecciones de los Estados Unidos (CDC)
estima que el 65% de las infecciones son causadas por biofilms, implicados
generalmente en infecciones crénicas y resistentes a los tratamientos (CDC, 2007). El
namero de personas susceptibles a infecciones producidas por microorganismos
formadores de biofilms aumenta debido al mayor ndmero de individuos
inmunocomprometidos y el uso de productos médicos permanentes, que pueden servir
como un sustrato para la colonizacion y posterior desarrollo de biofilms. La afeccién
qgue generan este tipo de infecciones en la salud del hospedero es importante (De
Cremer et al., 2015a).

12
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Biofilm de Candida

La virulencia de los microorganismos es su capacidad para causar
enfermedades, estando determinada por varios factores. Algunas cepas pueden ser mas
0 menos virulentas de acuerdo con su grado de patogenicidad. Lim, Rosli, Seow y
Chong (2012) mencionan que en C. albicans varios factores de virulencia han sido los
elementos claves para el éxito de este patdgeno oportunista. Entre ellos se incluyen: la
adherencia a las células hospedero, la secrecion de enzimas degradativas, el cambio de
morfologia y la formacion del biofilm (Lim, et al., 2012; Paraje, et al., 2008 y 2009;
Renna, et al., 2006).

Dentro del género Candida, la especie mas comun asociada a las infecciones
fangicas por biofilm es C. albicans. Ademas, otras especies de Candida no albicans
tales como Candida parapsilosis, C. tropicalis, C. krusei y Candida glabrata que
también son formadoras de biofilms, son reconocidas como causantes de infecciones

emergentes (Silva, et al., 2009).

C. albicans causa enfermedades superficiales, mucosa y sistémica, siendo el
cuarto organismo mas comun en infecciones del torrente sanguineo (Sherry et al.,
2014). C. tropicalis es relevante en las infecciones del tracto urinario (Cavalheiro, et al.,
2018), mientras que C. parapsilosis se asocia a las micosis que se desarrollan en la piel
(Trofa, Gécser y Nosanchuk, 2008). Los sitios cominmente infectados son la cavidad
oral, el tracto urogenital, el tracto gastrointestinal y la piel junto con los catéteres
intravasculares y los catéteres urinarios (ifligo y Del Pozo, 2018). Cabe destacar que
Candida tiene la capacidad de desarrollar biofilms sobre una variedad de materiales
sintéticos como, por ejemplo: metacrilato de polimetilo, silicona, elastomero,
poliuretano, cloruro de polivinilo, polipropileno y poliestireno, a partir de los cuales se
elaboran los productos médicos (ifiigo, et al., 2018). Teniendo en cuenta que uno de los
factores principales en la formacion del biofilm es la naturaleza del material al cual se

adhieren, esto posee relevancia en las infecciones humanas.

13
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Formacion del biofilm

La formacion del biofilm es un proceso multifacético y esta mayormente
estudiado para la especie C. albicans, por lo que es el modelo de eleccion para su
estudio (Figura 1). El primer paso en la formacion es la adhesion. Esta etapa consiste en
la union de las células plancténicas (levaduras/blastdsporas) a un sustrato (vivo o inerte)
formando una capa unicelular que servird de anclaje para el crecimiento del biofilm.
Este proceso estd mediado por proteinas de la pared celular denominadas adhesinas.
Estas proteinas son promotoras de la union a otras células, que pueden ser epiteliales o
también microbianas, o pueden promover la unién a superficies abiéticas. Los
polisacaridos, las glicoproteinas y los lipidos son moléculas de la superficie celular, que

pueden funcionar para promover la unién de C. albicans (Lim, et al., 2012).

Seguida de la fase de adherencia, comienza la fase de proliferacion que
conduce la formacion de microcolonias, conformando un biofilm temprano. En esta
etapa las células se organizan y aumentan en namero, a partir de ellas se producen las
hifas y/o pseudohifas. También se comienza a secretar la matriz de EPS. Esta matriz
forma una barrera fisica que protege al biofilm, la cual es clave en su persistencia y le
confiere integridad estructural. Est4d compuesta principalmente por proteinas,
carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos y en conjunto, todo esto, influye en su

arquitectura final.

Posteriormente sigue la fase de maduracion; el biofilm de C. albicans se
considera maduro después de 24 h aproximadamente, pero hay reportes de fases de
maduracion que duran entre 38 y 72 h (Chandra et al., 2001; Seneviratne, Jin y
Samaranayake, 2008). En esta etapa el biofilm es caracterizado como una estructura
mixta compuesta por células levaduriformes, hifas y pseudohifas, embebido en una
gruesa matriz extracelular constituyendo una densa red, presentando canales en su
interior por donde circulan sustancias como el agua, los nutrientes y desechos de origen

celular.

Finalmente, la Gltima etapa es la dispersion; durante esta fase algunas células
levaduriformes, se desprenden para acceder a otros nichos y continuar con la
colonizaciéon (Cavalheiro, et al., 2018; Lim et al.,, 2012; Lohse, Gulati, Johnson y
Nobile, 2018).
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Figura 1. Etapas del desarrollo del biofilm de C. albicans. La formacion del biofilm
de C. albicans ocurre principalmente en cuatro fases: adhesidn, proliferacion,

maduracion y dispersion (adaptada de Loshe, et al., 2018).

Si bien la formacion del biofilm es un proceso que incluye al menos las cuatro
etapas mencionadas, no todas las especies del género Candida producen el mismo tipo
de biofilm. El biofilm de C. albicans esta constituido por diversos tipos morfologicos
que dan como resultado una estructura heterogénea; mientras que el biofilm de C.
glabrata presentan células del tipo levaduriforme, sin la formacion de hifas verdaderas,
con una masa final del biofilm bastante mas baja comparada con la estructura que

genera C. albicans (Kuhn, et al., 2002a).
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En los biofilms de C. tropicalis se encontraron células levaduriformes e hifas
largas (Hirota et al., 2017). Se puede evidenciar que se encuentran varias diferencias
entre las especies del género Candida e inclusive también hay diferencias a nivel
intraespecifico. Estas desigualdades resultan de multiples factores y dificultan el

descubrimiento de una solucion efectiva contra estas infecciones invasivas.

E

'ADHESION
Candida albicans Candida glabrata  Candida tropicalis Candida parapsilosis
PROLIFERACION

Céluls levaduriforme  Candida albicans Candida glabrata  Candida tropicalis Candida parapsilosis

Hifs

Pseudohifs

Celuls en division

Mstriz de EPS - .
Carbohidratos MADURACION Y DISERSION
Proteinas

. Candida albicans Candida glabrata  Candida tropicalis Candida parapsilosis

Figura 2. Etapas del desarrollo de los biofilms de C. albicans, C. glabrata, C
tropicalis y C. parapsilosis. Existe una variacion entre las especies de Candida en la
formacion del biofilm, en la morfologia celular que desarrollan y en la produccion de

matriz de EPS y sus componentes (adaptada de Cavalheiro, et al., 2018).

Resistencia del biofilm de Candida

La resistencia es la capacidad de los microorganismos de crecer en presencia de
elevados niveles de un antimicrobiano. La resistencia del biofilm de Candida es un
complejo fendmeno multifactorial y, aunque varias hipotesis han sido investigadas, el
mecanismo preciso no esta aun esclarecido. Se postula que los antifungicos (ATF)
podrian penetrar la estructura, pero no alcanzarian concentraciones efectivas por las

caracteristicas fisicas y/o quimicas de la matriz. La limitacion de nutrientes y oxigeno
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dentro del biofilm podria ser también la causa de la variacion fenotipica caracteristica
de las células sésiles del biofilm, que contribuiria también a la resistencia. Analisis de
esteroles han revelado que sus niveles estan significativamente disminuidos en las fases
intermedia y madura de crecimiento del biofilm; una mayor actividad de las bombas de
eflujo también ha sido documentada. Se ha descripto la existencia de microambientes
que antagonizan la accion del antimicrobiano (De Cremer, et al., 2015b). Ademas, el
equipo de trabajo integrado por investigadores de la Catedra de Microbiologia
(FCEFyN, UNC) ha descripto que el aumento en el estrés celular también esta
involucrado en esta resistencia (Angel Villegas, et al., 2013 y 2015; Arce Miranda, et
al., 2011y 2017).

Las infecciones por biofilms son muy resistentes al tratamiento con ATF. Las
células dentro del biofilm pueden ser hasta 1000 veces mas resistentes que sus
contrapartes, las células planctonicas (Fux, Costerton, Stewart y Stoodley, 2005; Paraje,
2011); esto se debe a diferentes factores y mecanismos (Figura 3). Ramage, Rajendran,
Sherry y Williams (2012) explican que esta resistencia del biofilm de Candida es debida

a:

o El estado fisiologico general de las células del biofilm estd involucrado en su
resistencia por ejemplo, el estado de latencia de las células.

o La alta densidad celular que muestra el biofilm influye sobre un fenémeno
denominado quorum sensing. Este es un proceso de comunicacion entre las
células del biofilm que les permite coordinar su comportamiento. Estd mediado
por moléculas sefializadoras que responden a la poblacién celular y que influyen
en la expresion de genes relacionados con la resistencia antifungica. El farnesol
es una de las primeras moléculas sefializadoras que fue identificada en células
eucariotas y esta involucrada, también, en el proceso de morfogénesis de
Candida.

o La sobreexpresion de sitios blanco, esto implica la regulacion positiva de
ciertos genes o proteinas en condiciones de estrés, como la exposicion a ATF,
confiriéndole mayor resistencia al biofilm. Este es el caso del ergosterol y las
bombas de eflujo. La matriz extracelular, particularmente, la composicién
quimica y su regulacién, juegan un papel importante en la resistencia de los

biofilms.
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o La produccién de matriz exopolisacarida es una caracteristica definitoria de
los biofilms fangicos, proporciona proteccion a las células sésiles de factores
hostiles como la inmunidad del hospedero y los agentes ATF. La matriz actua
como una barrera fisica frente a los componentes del sistema inmune
restringiendo su entrada y accion sobre las células sésiles. En relacion a los
ATF, la presencia de la matriz disminuye su penetracion y efectividad. Esto se
debe a que el fArmaco no logra difundir y llegar a todas las células del biofilm a
la concentracion efectiva, o también por la inactivacion de este fa&rmaco por
reaccionar a productos secretados por la matriz o sus componentes.

o Las células persistentes son una variacion fenotipica de las células que
integran el biofilm, se forman estocasticamente, entran en estado de latencia
cuando comienza el proceso de formacion y son altamente resistentes a los
ATF. Estas células pueden representar el 1% de la poblacion celular original,
por lo tanto, constituyen una pequefia fraccion de las células del biofilm (da
Silva, 2018; Lewis, 2001 y 2010).

o La mayor capacidad de respuesta al estrés es un mecanismo que se relaciona
con el estrés oxidativo ya que, los microambientes generados por el biofilm
inducen que las células sésiles se adapten a las diferentes condiciones
generando una respuesta mejorada al estrés (Arce Miranda, et al., 2011; Angel
Villegas, et al., 2015; Kusch, et al., 2007; Marioni, et al., 2016a, 2016b y 2017;
Peralta et al., 2015, 2017 y 2018).

Los hongos patégenos se encuentran con diversos estreses fisioldgicos en
diferentes entornos, incluidos los cambios de temperatura, el estrés iénico, los cambios
en la osmolaridad y el estrés oxidativo mencionado anteriormente. La capacidad
antifangica de los biofilms esta relacionada con la deteccion de al menos uno de los
tipos de estrés de los sefialados, a través de receptores que provocan una respuesta
mediada por vias de sefializacion conservadas. Este es el caso de Mckl1p que pertenece
a la familia de las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK), la cual es
propia de las células eucariotas. Mutantes nulos de Mcklp en C. albicans resultaron
sensibles a azoles, al contrario del fenotipo salvaje y sus representantes plantonicos
(Ramage, et al., 2012).
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Figura 3. Mecanismos de resistencia en el biofilm de Candida. La mayor resistencia
que presentan las células sésiles del biofilm en comparacién con su contraparte
planctonica se debe a un complejo fendmeno multifactorial. Entre dichos factores se
mencionan: el estado fisioldgico, la densidad celular, la sobreexpresion de sitios blanco,
la produccién de la matriz de EPS, las células persistentes y la mayor capacidad de

respuesta al estrés (adaptada de Loshe, et al., 2018).

La resistencia que presenta el biofilm hace que sus células sean de 10 a 1000
veces menos sensibles que sus contrapartes, las células planctdnicas, en consecuencia,
se requieren dosis mucho mas altas de farmacos que a menudo no son toleradas por el
hospedero. En relacion a esto, se informé que la formacion de biofilms, como se expuso
anteriormente, induce varias vias de respuesta al estrés, y Taff, Mitchell, Edward y
Andes (2013) mencionan que este mecanismo perjudica la actividad de los farmacos
azélicos, como la induccién de bombas de eflujo de farmacos (Taff, et al., 2013). Por lo
tanto, las células en el biofilm son hasta mil veces mas resistentes a antifungicos azoles
que las células libres (Marioni, et al., 2016a, 2016b y 2017; Peralta et al., 2015, 2017 y
2018).

En otro estudio Chandra et al. (2001) evaluo la susceptibilidad antifingica del
biofilm de Candida formado en prétesis acrilicas in vitro. Se mostro que los biofilms de

C. albicans fueron mas resistentes a Anfotericina B (AmB), nistatina, clorhexidina y
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fluconazol, pero, por el contrario, el crecimiento plancténico de las células de C.
albicans fueron susceptibles a estos agentes (Chandra, et al., 2001).

En relacion a los agentes nombrados, la AmB es un ATF de la familia de los
polienos. Estos son los antifungicos mas antiguos, productos naturales de un
actinomiceto del suelo, Streptomyces nodosus. AmB se aislé por primera vez en 1955
(Kaushik, et al., 2018). Los polienos son compuestos lipéfilos que actuan sobre la
membrana celular y tienen accion fungicida. La AmB se une al ergosterol, el esterol
principal en la membrana celular del hongo, creando poros transmembrana con el
consiguiente aumento de la permeabilidad de los cationes monovalentes y la muerte
celular por lisis osmética. Es decir que, el mecanismo de accién de AmB es mediante la
formacion de poros y la pérdida de permeabilidad selectiva a través de la fuga de iones
(Guirao-Abad, et al., 2017 y Kaushik, et al., 2018).

El desoxicolato de AmB fue el primer antifingico aprobado en 1958 y es el
farmaco de eleccion contra infecciones sistémicas causadas por C. albicans o
Aspergillus fumigatus que amenazan la vida. Debido a que las infecciones fungicas
invasivas son una causa importante de morbilidad y mortalidad en individuos
inmunodeficientes, en pacientes que son receptores de trasplantes o en pacientes con
tumores que deben ser sometidos a quimioterapia inmunosupresora, AmB se ha
utilizado ampliamente en la practica clinica (Torrado, J., Espada, Ballesteros, y Torrado,
S., 2008).

La farmacocinética de AmB indica que este antimicoOtico produce la muerte
dependiente de la concentracién con un efecto post antifingico prolongado. Por lo tanto,
las dosis diarias grandes son las mas efectivas. Sin embargo, su utilidad es limitada
debido a la nefrotoxicidad grave, que puede conducir a insuficiencia renal. Los efectos
adversos de la AmB incluyen, ademéas de la nefrotoxicidad, fiebre, hipopotasemia,
pérdida de magnesio y anafilaxia (Kaushik, et al., 2018). Desde los 90 se han
desarrollado formulaciones de lipidos con el objetivo de disminuir los efectos adversos
de la AmB convencional (Torrado, et al., 2008). De acuerdo con lo planteado
anteriormente, se necesitan estrategias que permitan aumentar la eficacia, reducir la

toxicidad y minimizar la posibilidad de resistencia fungica a AmB.
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Actualmente no es usual encontrar antimicrobianos novedosos para el
tratamiento de los biofilms fangicos a pesar de que el impacto de estas infecciones es
considerable en la salud humana. Sin embargo, un enfoque a considerar, ademas de las
nuevas formulaciones, es la utilizacion de farmacos que ya estan caracterizados en
relacion a su perfil toxico y se conocen las dosis de administracién, como lo es la AmB,
combindndolo con otro compuesto, con el objetivo de potenciar su actividad antifungica
y antibiofilm (Delattin, et al., 2013).

Estrategias para erradicar el biofilm de Candida

Inhibidores naturales de biofilms microbianos

Algunos productos naturales poseen excelentes propiedades quimicas y
bioldgicas, las cuales son de interés en las investigaciones farmacéuticas. Muchos
metabolitos de origen natural son considerados para la erradicacion de biofilms y debido
a la problemética de la resistencia microbiana, la investigacion de antimicrobianos de
origen natural se debe abordar desde distintos enfoques. No sélo planteando la busqueda
de nuevos agentes antimicrobianos, sino también estudiar compuestos que sean capaces
de mejorar la actividad de los farmacos antimicrobianos de uso clinico, para las cuales
los microorganismos han desarrollado numerosos y variados mecanismos de resistencia
(De Cremer, et al., 2015b).

La flora nativa tiene un papel importante en la bldsqueda de nuevos agentes
antimicrobianos. A partir de ella se pueden obtener productos naturales, por lo tanto es
proveedora de estructuras quimicas o principios activos de interés. Los productos de
origen vegetal, tales como flavonoides y otros compuestos, han demostrado poseer
actividad antimicrobiana y antifingica (Karygianni, et al., 2016 y Lu, et al., 2017).
Existen reportes de los efectos de compuestos de origen natural con actividad sobre el
biofilm (Marioni, et al., 2016a; 2016b y 2017; Pompilio, et al., 2013). Se ha informado
gue metabolitos de tipo flavonoide, como baicaleina, afectan la formacion del biofilm
en cepas de C. albicans y C. no albicans causando la inhibicion (Cao, et al., 2008;
Serpa, et al., 2012 y Wang, et al., 2010), y nuevas investigaciones han indagado sobre el

efecto de otros compuestos naturales en biofilms ya formados, estructuras resistentes,
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muy dificiles de erradicar por los ATF (Marioni, et al., 2017, y Nithyanand, et al.,
2015).

El equipo de investigacion interdisciplinario del IMBIV-CONICET vy la Cét.
Microbiologia, FCEFyN y Laboratorio de Farmacognosia de la FCQ, UNC inform6 que
un flavonoide prenilado obtenido de raices de Dalea elegans (Peralta, da Silva, Ortega,
Cabrera y Paraje, 2015) inhibe el biofilm maduro de C. albicans e incrementa el estrés
oxidativo del biofilm, siendo éstas las primeras investigaciones sobre compuestos
obtenidos de la flora autdctona, en cuanto a sus efectos inhibitorios sobre los biofilms
(Peralta, et al., 2015 y 2017). En un reciente estudio, se investigo la relacion entre la
actividad inhibitoria del biofilm y las propiedades antioxidantes de este flavonoide
prenilado. Se evidenci6 una accion antioxidante dependiente de la concentracion del
compuesto que puede alterar su actividad antifngica en el biofilm (Peralta, Ortega,
Cabrera y Paraje, 2018).

El género de liquenes Usnea esta representado en la flora autoctona de
Argentina por varias especies comdnmente conocidas como “barba de piedra”. Son
utilizadas en la medicina tradicional para combatir infecciones y resfriados, por sus
principios antimicrobianos y expectorantes, respectivamente. El compuesto natural
acido Usnico [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-dimetil-1,3(2H,9bH)-dibenzofurandiona]
(AU) (Figura 4, A) es un metabolito secundario que esté presente en muchos géneros de

liquenes, incluido el género Usnea.

El AU ha sido reportado como agente natural que inhibe la formacién de
biofilms en la especie Staphyloccocus aureus (Francolini, Norris, Piozzi, Donelli y
Stoodley, 2004). También en biofilms de Candida spp. se ha encontrado que el AU
tiene actividad inhibitoria y fungicida (Pires, Lucarini y Mendes-Giannini, 2012).
Ademas, investigaciones recientes de este equipo demostraron que el AU obtenido del
liguen Usnea amblyoclada (Figura 4, B), inhibe el biofilm maduro de una cepa de C.
albicans resistente a azoles, provocando en su accion, un desbalance del estrés oxidativo

y nitrosativo (Peralta, et al., 2017).
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Figura 4. A) Estructura quimica del AU. B) Imagen del liquen Usnea amblyoclada.

Una de las estrategias para la quimiosensibilizacion de patdgenos resistentes a
ATF, es la combinacion de los farmacos utilizados en la clinica con compuestos de
origen natural que permitan la inhibicion de la formacion de biofilms (Niimi, et al.,
2004 y Uppuluri, et al., 2008).

La terapia de combinacion entre compuestos de origen natural y farmacos ha
ganado interés, ya que esto puede mejorar la eficacia terapéutica y ampliar el espectro
antifangico. El entendimiento de los mecanismos sinérgicos podrian ser la base para el
tratamiento de enfermedades infecciosas asociadas al biofilm, revertir la resistencia,
disminuir el uso y/o la concentracién de antiflngicos y, por consecuencia, los efectos

adversos que ellos presentan (Mavridou, Meletiadis, Rijs, Mouton, y Verweij, 2015).

Nanotecnologia y el uso de nanoparticulas metdlicas como inhibidoras del biofilm

La nanotecnologia es un campo de la ciencia que ha sido ampliamente
explorado los ultimos 20 afios y se presenta como otra estrategia a utilizar con el fin de
resolver problematicas como la resistencia microbiana y, por consiguiente, también es
considerada una estrategia prometedora para combatir biofilms. La nanotecnologia
incluye la sintesis, disefio, caracterizacién y aplicaciéon de materiales, aparatos y
sistemas funcionales en una escala de 1-100 nanémetros en una de sus dimensiones.
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Son diversos los desarrollos actuales de la nanotecnologia, sin embargo, las
nanoparticulas (NP) son las més conocidas y estudiadas. Las NP son estructuras con
dimensiones similares a muchas moléculas bioldgicas. Su uso condujo al desarrollo de
la nanomedicina, rama de la nanotecnologia que permite diagnosticar, tratar y prevenir
enfermedades en pos de mejorar la salud humana (Natan y Banin, 2017; Pelgrift y
Friedman, 2013 y Saratale, et al., 2018).

Las NP pueden ser obtenidas mediante sintesis quimica o bioldgica, en
particular, esta ultima recibe especial atencion debido a su bajo costo, la reduccion de
quimicos dafiinos y la facilidad en cuanto al procesamiento. La utilizacién de entidades
biologicas para sintetizar NP también se denomina “sintesis verde" y esta ruta se
considera respetuosa con el medio ambiente, econémica y superior a los métodos de

sintesis quimica tradicionales (Ahmad, et al., 2015; Quinteros, et al., 2016 y 2018).

La biosintesis se realiza utilizando bacterias, levaduras, hongos y/o extractos de
plantas, por medio de una reduccion extracelular de precursores metalicos. Incluso es
interesante resaltar que biofilms bacterianos pueden proporcionar condiciones
controladas para la biosintesis de NP, tales como, bajas concentraciones de precursores,
una gran area de superficie, y una atmosfera inerte obtenida al resistir la difusion de
agentes fuertemente cargados o altamente reactivos en las zonas mas profundas de la
matriz del biofilm. Ademas, estas propiedades del biofilm bacteriano minimizan el
riesgo de contaminacién y oxidacion de las NP, lo cual es de gran importancia en otros

procesos de sintesis (Tanzil et al., 2016).

Las NP han demostrado poseer gran capacidad antimicrobiana de amplio
espectro por si mismas y también son utilizadas para el transporte de antimicrobianos.
Entre las NP que han demostrado tener propiedades microbicidas las mas importantes
son las de plata (Ag), 6xido de zinc (Zn0O), cobre (Cu) y todos los 6xidos de hierro que
forman NP. Existen recientes estudios realizados acerca de la accion antimicrobiana de
las NP; particularmente, las metéalicas han resultado efectivas como sefialan
Ramalingam, Parandhaman y Das (2016), quienes informaron que las NP ZnO inhiben
a S. aureus, y NP Ag exhiben actividad antimicrobiana contra Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa (Ramalingam, et al., 2016). Ademas, Quinteros et al. (2016)
encontraron que NP Ag biosintetizadas poseen actividad bactericida contra patdgenos

humanos Gram positivos y Gram negativos (Quinteros, et al., 2016 y 2018).

24



Compuestos con actividad antifangica: estrategias para la
erradicacion del biofilm

Facultad de
Ciencias Exactas
Fisicas y Naturales

La capacidad antimicrobiana de las NP reside en alguno de estos mecanismos:
induccion de estrés oxidativo, liberacion de iones metalicos, 0 mecanismos no
oxidativos. Todos estos mecanismos pueden ocurrir simultdneamente y los procesos
subyacentes a los efectos de las NP son la ruptura de la membrana celular, la generacién
de especies reactivas del oxigeno (ERO), la penetracion de la membrana celular y la
induccion de efectos antimicrobianos intracelulares (Quinteros, et al., 2016 y 2018;
Wang, Hu y Shao, 2017).

Caracteristicas como el tamafio, la forma, la superficie y el interior de las NP,
son determinantes en cuanto al control de las infecciones causadas por biofilms (Liu, et
al., 2019). Gdémez (2018) sefiala que se ha estudiado acerca de la estrategia de adicionar
NP a implantes, ya que esto interfiere en el desarrollo del biofilm sobre el dispositivo
meédico. En este caso las NP se transfieren, adhieren y penetran el biofilm (Gomez-
Garzon, 2018). La nanotecnologia y el uso de las NP son consideradas herramientas
prometedoras para la creacion de novedosos antimicrobianos y sistemas de

administracion, capaces de penetrar biofilms y combatir cepas resistentes.

De la misma forma que se planted el uso combinado de productos naturales con
antimicrobianos, existe una practica de combinar NP Ag con agentes
quimioterapéuticos para potenciar la actividad antimicrobiana (Natan, et al., 2017). Un
ejemplo de esto es la combinacion de cloranfenicol con NP Ag que demostr6 tener un
mejor efecto antibacteriano contra Enterococcus faecalis (Katva, Das, Moti, Jyoti, y
Kaushik, 2017). También se han investigado combinaciones sobre biofilms. En un
estudio donde se combinaron NP Ag con aztreonam mostré un efecto sinérgico

inhibiendo el biofilm de P. aeruginosa (Habash, Park, Vis, Harris, y Khursigara, 2014).

Uno de los factores de resistencia que presentan los biofilms es la produccion de
la matriz de EPS, esta estructura actia como barrera limitando la penetracion y
dispersion de los antimicrobianos hacia las células sésiles del biofilm. Esta limitacién
reduce la eficacia de estos agentes aun cuando presentan actividad sobre las células
planctonicas. Debido a esto, se requieren estrategias alternativas para combatir a este
tipo de infecciones. Una de las planteadas en este trabajo de tesina esta dada por la
accion antimicrobiana de los productos de origen natural y su posible combinacién con
un ATF de referencia, potenciando el efecto del mismo. Se considera que esta

combinacion podria minimizar la toxicidad y obtenerse una actividad sinérgica.
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Por otro lado, la nanotecnologia representa un enfoque moderno y progresista
para desarrollar nuevas formulaciones basadas en NP metalicas con propiedades
antimicrobianas, por lo tanto otra opcion es la provista por el uso de estas NP, las cuales
presentarian caracteristicas mejoradas frente a los farmacos tradicionales dadas
principalmente por su alta relacion superficie-volumen, lo que genera nuevas
caracteristicas mecanicas, quimicas, eléctricas, Opticas, magnéticas, electroopticas y
magnetoopticas ofreciendo una alternativa a la creciente resistencia (Hajipour, et al.,
2012). También se contempla su posible combinacion con farmacos usados en la terapia

contra las infecciones producidas por hongos, mejorando su actividad antifangica.

En concordancia con lo expresado antes y en busca de resultados prometedores
a partir de las estrategias mencionadas para combatir biofilms de Candida, este trabajo
analiza la combinacion de productos de origen sintético (AmB), natural (AU) y
nanoparticulas biosintetizadas (NP Ag), en pos de mejorar el resultado de la accion
contra biofilms de C. albicans y C. no albicans. Esta investigacion se focaliz6 en el
estudio del efecto del AU y de NP de Ag biosintetizadas por separado y en combinacién

con un ATF de referencia como lo es la AmB.
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HIPOTESIS

El AU y las NP Ag actian como agentes antifungicos sobre el biofilm de
Candida potenciando la actividad del ATF poliénico de uso clinico, AmB, mediante un

uso combinado.

OBJETIVO GENERAL

Realizar estudios con principios activos naturales y con NP biosintetizadas que
exhiban un perfil antifangico frente al biofilm de C. albicans y de C. no albicans,
combinados con un ATF de referencia con el objeto de poder erradicar este factor de

virulencia microbiano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto antifungico del AU, las NP Ag biosintetizadas y AmB

sobre células planctonicas y células sésiles de C. albicans y C. tropicalis.

2. Efectuar estudios de actividad antifingica y erradicacién del biofilm de
AmB mediante la combinacion con el compuesto natural AU obtenido de liquenes del

género Usnea.

3. Realizar estudios de accion antifungica y erradicacion del biofilm de
AmB mediante la combinacion con NP Ag obtenidas por sintesis bioldgica.

4. Combinar el AU y las NP Ag para estudiar de erradicacién del biofilm.

5. Identificar y comparar las alteraciones ocasionadas por las diferentes
combinaciones en el dimorfismo fungico y en la matriz de EPS del biofilm de ambas
cepas, analizando el impacto sobre su topografia y arquitectura mediante diferentes

técnicas de microscopia.
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MATERIALES Y METODOS

Seleccion de cepas

En esta tesina se trabajé con cepas de C. albicans y C. no albicans. Una de las
cepas seleccionadas fue C. albicans SC5314. La otra fue C. tropicalis NCPF (National
Collection of Pathogenic Fungi) 3111 que, continuando con estudios realizados en la
tesis doctoral de da Silva (2018), donde se investigd la capacidad de formacién de
biofilms de diferentes especies de Candida, se clasifican como fuertes formadoras (da

Silva, 2018). Ambas cepas escogidas son de coleccion.

Conservacion de cepas

Para el uso periddico de las cepas, se conservaron en picos de flauta con agar
Sabouraud glucosado (ASG, Britania), realizando repiques cada quince dias. Antes de
cada experimento se incubd la cepa por 24 h en caldo Sabouraud glucosado (CSG,

Britania) a 37 °C, de ahora en adelante cultivo “overnight” (Peralta, et al, 2015).

Tipificacion de cepas

Para realizar la correspondiente confirmacion de la tipificacion se llevaron a

cabo distintas técnicas.

3.1- Coloracion Gram: esta técnica permite visualizar la morfologia vy
agrupacion celular y detectar posible contaminacion bacteriana. La coloracion Gram es
empleada para la tincién de pared de células procariotas; sin embargo, también es
habitualmente usada para la tincion de levaduras que se observan como Gram positivas.
Los resultados de la tincion Gram se observaron en al menos 20 campos, utilizando un

microscopio optico de campo claro Zeiss con objetivo 100x, con aceite de inmersion.

3.2- Técnica agar-leche: esta metodologia permite conocer si la cepa se trata de
C. albicans a través de la observacién de tubos germinativos y filamentizacion
(Jitsurong, Kiamsiri y Pattararangrong, 1993). Cuando es una cepa de C. albicans los

tubos germinativos se desarrollan dentro de las 3 h de incubacion, mientras que los
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clamidosporos terminales, que nacen individualmente o en racimos de la pseudohifa, se
observan luego de las 48 h. También se observa el desarrollo de abundantes
pseudomicelios. Para esta técnica, se tomoO una ansada del cultivo “overnight” y se
sembré por método de estriado en placa de agar- leche la cual se llevé a estufa de 37 °C
por 3 h. Posteriormente se dejo la placa por 48 h a temperatura ambiente (25 °C). Los
resultados se observaron en al menos 20 campos, a través de un microscopio Optico de

campo claro utilizando objetivo de 10x para C. albicans y 40x para C. tropicalis.

3.3- Cultivo en medio cromogénico: el medio CHROMagar permite la
distincion de las especies de Candida a través de la coloracién diferencial que posee
cada una y que se evidencia en el medio cromogénico (Hospenthal, Beckius, Floyd,
Horvath, y Murray, 2006). Las colonias de C. albicans presentan un color verde claro y
las colonias de C. tropicalis, de azul verdoso a azul metalico. Partiendo del cultivo de
cada cepa de 24 h de crecimiento en agar-agar a 37 °C se sembrd en la placa que

contiene el medio selectivo. Esta placa se incubo en estufa a 37 °C por 48 h.

Compuestos y elementos con potencial actividad antifuangica

El compuesto AU fue obtenido y provisto por la Dra. Peralta, mediante
extraccion de la especie U. amblyoclada con benceno en aparato soxhlet durante 24 h,
purificacion y aislamiento por técnicas cromatogréficas, e identificacion a través de
técnicas espectroscopicas de resonancia magnética nuclear en una y dos dimensiones
(Peralta et al., 2017).

En este trabajo fueron evaluadas también, NP Ag biosintetizadas por Penicillium
expansum. Las NP Ag fueron obtenidas y caracterizadas por el grupo de la Dra. Silvana
Alborés del Laboratorio de Biotecnologia, Area Microbiologia de la Facultad de

Quimica de la Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.
Se evalud la actividad antifingica de AmB (98% pureza) como ATF de

referencia (Sigma-Aldrich).

Determinacion de la concentracion inhibitoria minima y de la concentracion
fungicida minima en células planctdnicas

La concentracion inhibitoria minima (CIM) se determind en las cepas C.
albicans SC5314 y C. tropicalis NCPF 3111 para AU, NP Ag y AmB mediante el
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método estandarizado de microdilucion en placa de acuerdo con las normas del Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). En base a resultados preliminares se
ensayaron diluciones seriadas 1:2 de AU, NP Ag y AmB cuyos rangos de

concentraciones se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Concentraciones ensayadas de cada compuesto y elemento para la

determinacion de la CIM en células planténicas de Candida.

Compuestos y elementos Rango
AU 1,95-250 pg/mi
NP Ag 0,42-13,5 nM
AmB 0,03-16 pg/mi

Se prepar6 una suspension celular de 1x10° unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mI) y se diluy6 1000 veces hasta obtener un inéculo de 1-5x10° UFC/ml.
A 100 pl de las diluciones seriadas correspondientes a cada compuesto se agregaron 100
pl del indculo y se llevd a la estufa de cultivo por 48 h a 37 °C. Para el control de
crecimiento se utilizaron 100 pl de suspension celular mas 100 ul del medio Roswell
Park Memorial Institute 1960 (RPMI, Sigma Aldrich). Tanto la suspension celular como
las diluciones seriadas se realizaron en medio RPMI con glutamina, sin bicarbonato de
sodio, tamponado con acido morfolino propano sulfénico (MOPS, Sigma Aldrich)
0,164 M, con glucosa 0,2% y pH 7. Posterior a las 48 h de incubacion se procedié a la

determinacion de la CIM a través de la observacion directa de la placa.

El valor de la CIM correspondié al primer pocillo en el que no se observo un
crecimiento visible de Candida. Para el control negativo se utilizaron las soluciones de
los compuestos ensayados mas medio RPMI y en el control de esterilidad se uso el
RPMI (CLSI, 2008).

La concentracion fungicida minima (CFM) de los compuestos en estudio fue
determinada por medio del recuento de UFC/ml. Se sembraron 30 pl de hasta tres
diluciones por encima de la CIM obtenida (dependiendo el compuesto) en placas de
ASG. Los valores fueron expresados en UFC/ml y la CFM correspondio a la
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concentracion de cada compuesto que alcanz6 la eliminacion del 99,9% del in6culo
inicial (CLSI, 2008).

Se analizo la relacion entre la CFM y la CIM para determinar, si correspondiera,
el efecto fungicida (CFM/CIM < 2) o el efecto fungistatico (CFM/CIM > 2) de los
compuestos (Hafidh, et al., 2011).

Biofilms: formacién, cuantificacion y determinacion de la actividad de los
compuestos y elementos

Se formaron los biofilms de Candida en microplaca de 96 pocillos (Greiner Bio-
one) segun la metodologia descripta por O'Toole y Kolter (1998) (O'Toole, et al., 1998),
con modificaciones realizadas por el equipo de investigacion del IMBIV-CONICET,
Céat. Microbiologia, FCEFYN (Arce Miranda, et al., 2017; da Silva, 2018; 2011;
Marioni, et al., 2016a, 2016b y 2017; Peralta, et al., 2015, 2017 y 2018). Dicha
metodologia consiste en la formacién del biofilm en una superficie de poliestireno. La
cuantificacion del biofilm se realiz6 a través de la tincion con cristal violeta (CV)
mediante la cual se pudo cuantificar la biomasa total del biofilm, ya que colorea a las
células sésiles y a la matriz EPS (Angel Villegas, et al., 2015 y Arce Miranda, et al.,
2011).

Previo a cada ensayo de formacién de los biofilms se realiz6 un cultivo
“overnight” de C. albicans SC5314 y C. tropicalis NCPF 3111. Se realiz6 el pre
tratamiento de la placa con 100 pl en cada pocillo de una solucién compuesta por 5 ml
de suero fetal bovino (SFB) y 5 ml de CSG. La placa se llevé a estufa de 37 °C por 30
minutos. Este pre tratamiento favorecid la adhesion de las células sésiles ya que genera
una superficie rugosa en el pocillo. Luego se retir6 el sobrenadante y se lavé con 100 pl
de buffer fosfato salino (PBS) 10 mM pH 7. Se obtuvo una suspension celular de
concentracion 1 en la escala de Mc Farland (equivale a 1-5x10" UFC/ml) ajustado por
densitometro Tecan Sunrise, TECAN (da Silva, 2018).

A aquellos pocillos utilizados como control positivo o control de crecimiento
(CC), es decir biofilm no tratado, y los pocillos utilizados para los tratamientos se les
agreg6 200 pl de dicha suspension y se llevo a estufa de 37 °C por 90 minutos, mientras

que al control de esterilidad solo se le agregd 200 pl de CSG. Transcurrido el tiempo de
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incubacion se descartd el sobrenadante y se procedi6 a lavar los pocillos con 200 ul de
PBS para eliminar las células no adheridas. Seguidamente se afiadieron 200 pl de CSG
y se incubd por 48 h a 37 °C para el desarrollo del “biofilm maduro” (Arce Mirada, et
al., 2011). Al cabo de las 48 h de incubacidn se eliminé el sobrenadante y se lavo con
200 pl de PBS. Seguidamente se adicionaron 200 pl de una solucion compuesta por 100
pl de CSG mas 100 pl de cada concentracion del compuesto y elemento a ensayar (AU,
NP Ag y AmB). Se incub6 por otras 48 h a 37 °C, cada tratamiento se realizd por
triplicado como asi también el biofilm control. Posteriormente, cada sobrenadante fue
descartado y se lavd con 200 pl de agua destilada y se dejo secar la placa en estufa de
37 °C por 24 h (Marioni, et al., 2016; Peralta, et al., 2015, 2017 y 2018).

Una vez secada la placa se afiadieron 200 pl de CV (Anedra) 1% p/v y después
de tres minutos se descarto el colorante, se lavo con 200 pl de PBS y se eluy6 con 200
pl de una solucion de alcohol:acetona 70:30 (Porta/Merck). Por dltimo, se leyo la
absorbancia a 595 nm en lector de microplaca TECAN. La densidad o6ptica (DO) se
expresd como unidades de biomasa del biofilm (UBB), 0,1 DOsgs,m equivale a 1 UBB
(Angel Villegas, et al., 2015 y Arce Miranda, et al., 2011).

Las cepas fueron clasificadas en funcion de su capacidad para formar biofilm
como se indica en la Tabla 2 (Arce Miranda, et al., 2011; da Silva, 2018 y Stepanovic,
et al., 2000).

Tabla 2: Clasificacion de cepas de Candida segun su capacidad para formar

biofilm.
Valor de DO Clasificacion
DO=DO0Oy No formadora
DO, <DO < (2 x DOy) Débil formadora

(2xDO0Op) <DO < (4 x DOp) Moderada formadora

(4 xDOyp) <DO Fuerte formadora

DOy: Densidad del blanco

Ademas, se calcularon los porcentajes de crecimiento (%C) y los porcentajes de

reduccion (%R) segun las siguientes ecuaciones:
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UBE tratado x 100

2C= %eR=100-%C.

UEE control crecimiento

El CC se considero el 100% de crecimiento.

Estudios de combinaciéon de antifiingicos

Se trabajo utilizando concentraciones fraccionarias de CIM de AmB, realizando
combinaciones con AU y NP Ag a fin de evaluar posibles sinergismos utilizando placas
de 96 pocillos. Se formé el biofilm como se explicd en el item 6 y una vez obtenido el
biofilm maduro se agregaron diferentes concentraciones de los compuestos en distintas
combinaciones. Como control de esterilidad se utilizé CSG, el biofilm se cuantificd por
tincion con CV y se midi6 por espectrofotometria. Se realiz6 el calculo de %C y %R
como se describio en el item 6 (Uppuluri, et al., 2008). De acuerdo con los %R se
determind la concentracion inhibitoria minima de células sésiles del biofilm (CIMs),

para los ensayos de los compuestos por separado (da Silva, 2018).

Técnicas microscodpicas

8.1- Microscopia optica: A partir de esta metodologia se pudo visualizar la
morfologia de las células levaduriformes plancténicas y de las células sésiles que
conforman el biofilm. Mediante la microscopia Optica de campo claro, donde la luz pasa
a través de la muestra o es reflejada por el microorganismo. Se observaron a través del
microscopio Optico Carl Zeiss, objetivo 40x. Para el caso de la observacion de las
células sésiles del biofilm, se trabajé con microscopia 6ptica de campo brillante donde
la luz pasa directamente y se aprecian detalles que estén naturalmente coloreados, el
microscopio utilizado fue el de Epifluorescencia Axioplan Zeiss, objetivo 60x oil. Se
observaron en al menos 20 campos (Arce Miranda, et al., 2017; da Silva, 2018; 2011;
Marioni, et al., 2016a, 2016b y 2017; Peralta, et al., 2015, 2017 y 2018).

8.2- Microscopia de fluorescencia: Permitié observar cambios en el dimorfismo

de las células en el biofilm con los diferentes tratamientos y sus combinaciones. La
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formacion de biofilm se realizé de acuerdo al procedimiento descripto en el item 6, pero
esta vez se formaron sobre portaobjetos de vidrio (12mm). Se tifié el biofilm con 30 pl
Calcofluor White (Calcofluor White M2R and Evans Blue 0.5 g/L, Sigma-Aldrich) méas
10 pl de KOH 10% (v/v). Posterior a los 5 minutos se lavo cada soporte con 100 pl de
PBS vy, después de un secado por 30 minutos, se montaron los soportes de forma
invertida en un portaobjetos de vidrio. Por ultimo, para adherir cada soporte al
portaobjetos, se colocaron unas gotas de liquido de montaje. ElI microscopio utilizado
fue el de Epifluorescencia Axioplan Zeiss, objetivo 60x oil. Se observaron al menos 50
campos (Arce Miranda, et al., 2017; da Silva, 2018).

Esta tincion (Calcofluor White) es particularmente atil en Candida, ya que se
une a la quitina y betaglucanos presentes en la pared del hongo y en la matriz del
biofilm (Paraje, 2010, Marioni, et al., 2016a, 2016b y 2017; Peralta, et al., 2016 y
2018).

8.3- Microscopia confocal de exploracion ldser: La microscopia confocal de
exploracion laser (MCEL) permite el estudio no destructivo del biofilm realizando un
recorrido por todo su espesor, obteniendo planos a diferentes profundidades con los que
se construye una estructura tridimensional (Douglas, 2003). Los stacks o imagenes de
cada plano se obtuvieron a través de un microscopio confocal invertido espectral
Fluoview FV 300 (Olympus), objetivo 60x oil, a una longitud de onda de 405 nm,
realizando cortes Opticos cada 0,4 um (slices) sobre el eje Z. La intensidad del laser,
ganancia, zoom optico, resolucién y tamarfio de la imagen fueron fijados para analizar
cuantitativamente las iméagenes (da Silva, 2018; Peralta, et al., 2016 y 2018).

El conjunto de iméagenes obtenidas se proces6 con el programa Imagel
(Schneider, Rasband y Eliceiri, 2012), y por medio de este programa se cuantificé la
intensidad de fluorescencia (IF).

Para el estudio de cuantificacion del biofilm se utilizé el software COMSTAT, a
través del cual se midieron los siguientes parametros: biomasa, rugosidad de la
superficie, espesor promedio y distancia de difusion promedio (Heydorn, 2000 y
Vorregaard, 2008). La biomasa es el bio-volumen dividido el area de sustrato. La
rugosidad de la superficie es medida por el coeficiente de rugosidad (Ra*), este
coeficiente es adimensional y define topograficamente el biofilm porque permite medir
la variacion del espesor en cada punto. El espesor promedio mide, en el eje Z, la
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distribucion de la altura en cada punto del biofilm; mientras que la distancia de difusion
promedio es calculada como la distancia mas corta desde cada pixel ocupado por la
biomasa a un pixel vacio. Este ultimo pardmetro da conocimiento de cuanto debe
difundir un nutriente o un compuesto como es el ejemplo de los ATF, entre un espacio
vacio y las células que se encuentran en una micro o macro colonia dentro del biofilm
(Heydorn, 2000 y Vorregaard, 2008).

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se realizd con el programa
Infostat (Di Rienzo, et al. 2016) mediante el analisis de la varianza (ANOVA), seguido
del test Tukey para comparaciones multiples. Los datos se presentan como la media +
desviacion estandar y fueron considerados significativos si *p<0,05. Las comparaciones

del test de Tukey son significativas si “p<0,05.
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RESULTADOS

Tipificacion de cepas

1.1-  Tincién Gram

Las células de C. albicans y de C. tropicalis se visualizaron con la tipica forma
oval, levaduriforme y se colorearon de violeta. Ademas, en C. tropicalis se observaron
filamentos. La morfologia y coloracién observada por microscopia Optica de campo

claro (100x, con aceite de inmersion) se muestra en la Figura 5.

A) C. albicans B) C. tropicalis

Figura 5. Tincion Gram en células planctdnicas. A) C. albicans y B) C. tropicalis.
Imagen vista en microscopio Optico con aumento de 100x con aceite de inmersion.

Imagen representativa de 20 campos.

1.2-  Técnica agar-leche
La cepa C. albicans se caracteriz6 por desarrollar tubos germinativos luego de 3
h de incubacion. La formacion de clamidosporos tipicos de la especie se observan en la

Figura 6.
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Figura 6. Técnica Agar-Leche C. albicans. Después de 48 h de incubacion a 25 °C.
Las flechas rojas indican los clamidosporos terminales y los circulos negros indican la
formacion de pesudomicelio. Imagen vista en microscopio éptico de campo claro con

aumento de 10x. Imagen representativa de 20 campos.

Por otra parte, la cepa C. tropicalis present6 filamentizacion en el medio agar-

leche, sin la presencia de clamidosporos (Figura 7).

Figura 7. Técnica Agar-Leche C. tropicalis. Después de 48 h de incubacion a 25 °C.
Imagen vista en microscopio optico de campo claro con aumento de 40x. Imagen

representativa de 20 campos.
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1.3- CHROMagar

En la Figura 8 se observan las colonias de C. albicans y C. tropicalis sembradas
en el medio cromogénico CHROMagar. Las colonias de C. albicans desarrollaron el
caracteristico color verde, mientras que las colonias de C. tropicalis presentaron color

azul.

A) C. albicans B) C. tropicalis

Figura 8. Medio CHROMagar. A) C. albicans de color verde y B) C. tropicalis de

color azul.

Concentracién inhibitoria minima y concentracion fungicida minima
en celulas planctonicas

En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de CIM y CFM de AU, NP
Ag y AmB para ambas cepas de Candida y se determind la relacion CFM/CIM segun el
protocolo del CLSI. Para la cepa C. albicans la CIM del AU se determin6 en 125 pg/ml
y la CFM en 250 pg/ml. Para la cepa C. tropicalis la CIM fue el mismo valor y la CFM
fue de 125 pg/ml. El célculo de la relacién CFM/CIM para C. albicans (250 pg/ml/ 125
pg/ml) fue de 2 y para C. tropicalis (125 pg/ml/ 125 pg/ml) fue de 1. Esto indicé que el

AU tiene accion fungicida para ambas cepas.

En la cepa de C. albicans la CIM y la CFM de las NP Ag no pudo ser

determinada en el rango de concentraciones ensayado (>13,5 nM) por lo tanto, no se
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pudo determinar la relacion CFM/CIM. En la cepa de C. tropicalis el valor de la CIM y
la CFM fue de 0,84 nM, la relacion CFM/CIM (0,84 nM/ 0,84 nM) fue de 1 indicando

que las NP Ag tuvieron accién fungicida para esta cepa.

En cuanto a la AmB, tanto la CIM como la CFM se estableci6 en 0,25 pg/ml en
ambas cepas. Mediante el resultado de la relacion CFM/CIM (0,25 pg/ml/ 0,25 pg/ml=

1) se corrobord su accion fungicida.

Tabla 3. CIM, CFM vy relacién CFM/CIM de C. albicans y C. tropicalis para AU, NP
Agy AmB.
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C. albicans C. tropicalis
CIM CFM CFM/CIM CIM CFM CFM/CIM
125 pg/ml 250 pg/ml 2 125 pg/ml 125ug/ml 1
AU equivale a equivale a funaicida equivale a equivale a funaicida
3,6x10°nM | 7,6x10°nM g 3,6x10°nM | 3,6x10° nM g
NP Ag >13,5nM >13,5nM - 0,84 nM 0,84 nM funglicida
0,25 pg/ml 0,25 pg/ml 1 0,25 pg/ml 0,25 pg/ml 1
AmB equivale a equivale a . equivale a equivale a -
27x10° M | 2.7x10°nM | TUNGICida 501050 | 2.7x10°5nm | Tungicida

>: La CIM y CFM se determina a concentraciones mayores a 13,5 nM,

-2 No se determino la relacién CFM/CIM

Determinacion de la actividad antifangica en células sésiles del biofilm

Ambas cepas de Candida fueron formadoras de biofilm. De acuerdo con la
escala presentada en la Tabla 1 en la seccion de Materiales y Métodos tanto la cepa C.
albicans (BBU= 15 + 0,14), como la cepa C. tropicalis (BBU= 35 % 0,34), fueron

fuertes formadoras de biofilm. Esto concuerda con estudios previos (da Silva, 2018).

A partir de los biofilms maduros se ensayaron las siguientes concentraciones:
diluciones 1:2 para AU y el rango fue de 2,5 pg/ml a 2,5 mg/ml. Para AmB 0,5-25-50-
100 y 200 pg/ml. Para las NP Ag la concentracién fue 13,5 nM. Las concentraciones
experimentadas se basaron en resultados obtenidos de la CIM de cada compuesto y de
AmB y AU, particularmente, en datos publicados por el equipo de investigacion de la
Catedra de Microbiologia, FCEFyN, UNC (da Silva, 2018; Peralta, et al., 2016).
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Se determind la concentracion inhibitoria minima en células sésiles, CIMssg que
reduce el 50% la biomasa del biofilm, a partir de las concentraciones mencionadas. Esta
medida permitié comparar el efecto ATF de diferentes compuestos en biofilms. Las

CIMsso de los compuestos se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Determinacion de la CIMsso en C. albicans y C. tropicalis para AU, NP Ag y
AmB.

ClMssg
AU | NP Ag AmB

50 pg/ml

C. albicans | N/D | 13,5nM | equivale a
5,4x10° nM

50 pg/ml

C. tropicalis | N/D | N/D equivale a
5,4x10° nM

N/D: No determinado dentro de los rangos ensayados

No se encontré CIMss, dentro del rango ensayado de AU para ninguna de las
cepas. Para NP Ag se determind la CIMsspen 13,5 nM en la cepa C. albicans. En cuanto
a AmB la CIMss, fue de 50 pg/ml tanto para C. albicans como para C. tropicalis. Para
la cepa C. albicans las concentraciones iguales o mayores a 50 pg/ml mostraron
reducciones similares entre si, para 100 pug/ml, fue del 61% y para 200 pug/ml fue del
66%. Estas mismas concentraciones para la cepa C. tropicalis presentaron reducciones
del biofilm mayores al 50%: para 100 pg/ml la reduccion fue del 79% y para 200 pg/ml
fue del 97%.

Estudios de combinacién del acido Usnico, de nanoparticulas de plata
obtenidas por sintesis biologica y de Anfotericina B

De acuerdo con el item anterior, se ensayaron combinaciones de las
concentraciones de los compuestos y elementos en las que se obtuvo una disminucién
del 50% del biofilm maduro. Estas combinaciones se realizaron para estudiar una
posible actividad sinérgica entre los compuestos y elementos en comparacion con el

resultado del efecto sobre el biofilm de los compuestos y elementos por separado.
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Particularmente, el compuesto AU se ensayd a una concentracion de 2,5 pg/ml
(equivale a 7,26x10° nM) que se corresponde con resultados obtenidos en el estudio
realizado por Peralta et al. (2017). En relacion a AmB, como la concentracion de 50
pg/ml de AmB redujo a la mitad el biofilm de las dos cepas de Candida, esta
concentracion fue seleccionada para el estudio de las combinaciones. Debido a que no
se alcanz6 la ClIMssg para AU y NP Ag en la cepa de C. tropicalis, se decidid utilizar las
mismas concentraciones que las evaluadas en C. albicans para los estudios de
combinacion con AmB. La accion sobre el biofilm maduro de cada compuesto por

separado y en combinacion, se presenta en la Figura 9.

En C. albicans se encontr6 que el AU a la concentracion de 2,5 pg/ml no
presentd una reduccion significativa (*p>0,05). Para las NP Ag, con una concentracion
de 13,5 nM se encontr6 una reduccion del 50% de biofilm formado, comparando ambos
resultados mencionados con el biofilm no tratado (CC=100%) (*p<0,05). En relacion al
ATF de referencia AmB, a la concentracion de 50 pg/ml redujo un 58% el biofilm
maduro comparado con el biofilm control (*p<0,05). De manera similar al efecto de
AmB, la combinacién entre AU+NP Ag produjo una reduccion del 47% del biofilm,
AU+AmMB redujo un 56% y NP Ag+AmB redujo el 54% del biofilm con respecto al
control del biofilm no tratado (*p<0,05). Cuando se realizo el test estadistico Tukey, los
tratamientos NP Ag (13,5 nM), AmB (50 pg/ml) y todas las combinaciones (AU+NP
Ag, AU+AmB y NP Ag+AmB) no fueron significativamente diferentes entre si. En
consecuencia, las combinaciones no ejercieron un efecto mayor al logrado por AmB y

NP Ag por separado (Figura 9, A).

En C. tropicalis tanto el AU (2,5 pg/ml) como las NP Ag (13,5 nM), no
lograron una reduccion significativa del biofilm (*p>0,05). Se encontrd la reduccién del
50% de biofilm formado Unicamente con el ATF de referencia AmB a la concentracion
de 50 pg/ml comparado con el biofilm control (*p<0,05). Con respecto a las
combinaciones, todas lograron mayores reducciones comparadas con las reducciones de
los compuestos y elementos ensayados por separado. La combinacion AU+NP Ag
redujo el biofilm en un 55% con respecto al biofilm control (*p<0,05), mejorando el
efecto de cada compuesto cuando fue evaluado solo a la misma concentracion. Las

mayores reducciones se lograron combinando el AU con AmB y las NP Ag con AmB,
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con 79% y 81% de reduccion del biofilm comparado con el biofilm control de C.

tropicalis, respectivamente (*p<0,05, “p<0,05) (Figura 9, B).

C. albicans
T %R
1 ce 0
* i ’_"{ . . AU 2.5 pg/ml 18
T T 'i' T CIMssy; | NP Ag 13,5 nM 49
# AmB 50 pg/ml 58
! 42 » 44 46 AU +NP Ag 47
} ' + ; + : . AU +AmB 56
CC  AU25 NPAz AmB30 AU+ AU+ NPAg +
pgml 1358M pgml NP Az AmB  AmB NP Ag +AmB 54
C. tropicalis
oR
cc 0
AU 2.5 ng/ml 10
" CH‘.’[S_::. NP .-‘!.g 13.5 nM 5
*H # AmB 50 pg/ml 54
AU +NP Ag 55
AU +AmB 79
CC AU25 NPAz AmB30 AU+ AU+ NPAg + .
ugml  135oM  ugml NP Az AmB  AmB NP Ag +AmB 81

Figura 9. Efecto de AU, NP Ag, AmB y sus combinaciones en biofilms maduros de C.
albicans (A) y C. tropicalis (B). CC, control de crecimiento; %C, porcentaje de crecimiento y
%R, porcentaje de reduccion del biofilm maduro. La barra roja indica la CIMss,. Las barras de

error representan el desvio estandar. * corresponde al p<0,05 entre los tratamientos y el CC, y #

corresponde al p<0,05 entre los tratamientos.

En resumen, en la cepa C. tropicalis, el AU aumento la reduccion del biofilm

maduro y mejor0 el efecto encontrado para AmB cuando fueron ensayados en

combinacidn, aunque, cuando fue ensayado solo, AU no mostré un resultado efectivo en
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las dos cepas de estudiadas. En cuanto al efecto de las NP Ag, en la cepa C. albicans se
logré la disminucién del 50% del biofilm, pero en la cepa C. tropicalis no se obtuvo
reduccion. No obstante, cuando se combinaron las NP Ag con AmB se logré una

reduccion ain mayor (81%) que la encontrada para el ATF solo.

Microscopia éptica y confocal de exploracion laser

Las Figuras 10 y 11 muestran los resultados obtenidos de las microscopias
optica y MCEL, y de la reconstruccién en 3D del biofilm de C. albicans y C. tropicalis,
bajo las condiciones ensayadas, respectivamente. De acuerdo con los resultados
obtenidos en el experimento de microtécnica con CV para la cepa C. albicans se evaluo
el biofilm no tratado (CC), las NP Ag (13,5 nM), AmB (50 pug/ml) y la combinacion de
las NP Ag con AmB.

C. albicans
MCEL
A)Microscopia Optica, | B) Vista del plano XY y C) Reconstrucciéon 3D
campo brillante ortogonal
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Figura 10. Estructura de los biofilms de C. albicans SC5314 tefiidos con Calcofluor
White visto en campo brillante y MCEL. A) corresponde a las imagenes obtenidas
por microscopia Optica de campo brillante (60x). B) muestra imagenes obtenidas por
MCEL que corresponden con la proyeccion sobre el eje Z del plano XY vy la vista
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ortogonal. C) se presentan las reconstrucciones en 3D, de cada condicion: CC, NP Ag
13,5 nM, AmB 50 pg/mly NP Ag + AmB.

La condicién CC mostré que la biomasa del biofilm cubrié toda la superficie. Se
pudo visualizar un biofilm denso, con presencia de abundante matriz de EPS, donde el
espesor fue caracteristico del biofilm. Por otro lado, cuando se analizaron los biofilms
tratados con AmB, NP Ag y la combinacion, se observaron una disminucion tanto de la
biomasa como también del espesor del biofilm y ausencia de EPS. También se encontrd
una gran diferencia en la superficie cubierta y en agrupacion celular que presento el
biofilm no tratado con respecto a los tratados. Sin embargo, cuando se focalizo en la
comparacion de los efectos de las tres condiciones de los tratamientos en la

combinacion se observd ausencia de macrocolonias.

Para la cepa C. tropicalis se evaluo el biofilm no tratado (CC), el compuesto AU
(2,5 pg/ml), las NP Ag (13,5 nM), AmB (50 pg/ml) y las combinaciones AU+NP Ag y
NP+AmB (Figura 11).
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C. tropicalis
MCEL
A) Microscopia Optica, B) Vista del plano XYy C) Reconstruccion 3D
campo brillante ortogonal

CcC

AU 2,5 pug/mi

NP Ag 13,5 nM
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A)Microscopia optica, B) Vista del plano XYy C) Reconstruccion 3D

campo brillante ortogonal

AmB 50 pg/ml

AU + NP Ag

Np Ag + AmB

Figura 11. Estructura de los biofilms de C. tropicalis SC5314 tefiidos con
Calcofluor White visto en campo brillante y MCEL. A) corresponde a las imagenes
obtenidas por microscopia Optica (60x), campo brillante; B) muestra imagenes
obtenidas por MCEL que corresponden con la proyeccion sobre el eje Z del plano XY y
la vista ortogonal, C) se presentan las reconstrucciones en 3D, de cada condicion: CC,
AU 2,5 pg/ml, NP Ag 13,5 nM, AmB 50 pg/ml, AU+NP Ag y NP Ag+AmB.
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En las imégenes de la Figura 11, la reconstruccion en 3D permitio visualizar que
para la condicion CC la biomasa del biofilm formado ocupd toda la superficie y el
espesor constituyd varias capas de células. En las condiciones AU (2,5 pg/ml) y NP Ag
(13,5 nM) la superficie que ocupd la biomasa del biofilm fue similar y también lo fue si
comparamos estas condiciones con el CC; sin embargo, el espesor disminuyo
marcadamente. En la condicion AmB (50 pg/ml) se observo una diminucién marcada de
la biomasa y del espesor. El efecto de las combinaciones de los compuestos (AU+NP
Ag y NP Ag+AmB) tuvo una acentuada disminucion en la biomasa y el espesor del
biofilm, que se denotd aln mas en la combinacion NP Ag+AmB. En las condiciones en
las que estan implicadas las NP Ag se observo, a través de las diferentes microscopias,
una gran produccion de hifas. Nuevamente se correspondieron las imégenes obtenidas
por las diferentes técnicas microscépicas con la reconstruccion 3D en las condiciones

experimentadas.

Posterior al procesamiento de imagenes y la reconstruccion en 3D del biofilm se
cuantificd IF dada por Calcofluor White de cada una de las condiciones experimentadas.
Las condiciones ensayadas mostraron las siguientes IF: para las NP Ag fue de 24,30
3,34, para AmB fue de 28,88 £ 0,59 y para la combinacion NP Ag+AmB fue de 85,45 +
12,23. Estos resultados fueron significativamente diferentes comparados con el biofilm
no tratado (*p<0,05). Esto mostr6 que la IF se correspondié con los resultados
obtenidos en el ensayo de combinaciones de ATF medidos por microtécnica con CV, es
decir, se observo la misma tendencia de reduccion. La Figura 12 muestra los resultados

de IF obtenidos para C. albicans.
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Figura 12. Cuantificacion de IF en los biofilms de C. albicans SC5314. Condiciones
CC, NP Ag 13,5 nM, AmB 50 pg/ml y, la combinacion de NP Ag y AmB. CC: control
crecimiento. Las barras de error representan el desvio estandar, * corresponde al

p<0,05 de las condiciones experimentadas comparadas con el CC.

Para la cepa C. tropicalis se encontr6 que AU mostr6 una IF de 135,25 + 50,24
y para las NP Ag fue de 201,80 = 31,27, ambos resultados fueron significativamente
diferentes comparados con el biofilm no tratado (*p<0,05). En este caso, los colorantes
utilizados para la formacidon del biofilm por microtécnica CV vy el utilizado en la MCEL
(Calcofluor White) para la evaluacion de la arquitectura del biofilm, no mostraron
correspondencia, probablemente debido a la naturaleza de la matriz de EPS de C.
tropicalis y por la caracteristica de ser una cepa altamente formadora de biofilm. La IF
producida por la accién antibiofilm de AmB fue de 65,71 + 2,94, el de la combinacion
AU+NP Ag fue de 61,06 + 0,54 y el de la combinacion NP Ag+AmB fue de 20,08 +
2,35. Estos resultados fueron diferentes significativamente con respecto a los demas
tratamientos (*p<0,05, *p<0,05). La figura 13 muestra la IF que se obtuvo para la cepa

C. tropicalis.
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Figura 13. Cuantificacion de IF en los biofilms de C. tropicalis NCPF 3111 de las
condiciones CC; AU 2,5 pg/ml; NP Ag 13,5 nM; AmB 50 pg/ml vy; las
combinaciones de AU y NP Ag y; NP Ag y AmB. CC: control crecimiento. Las barras
de error representan el desvio estdndar, * corresponde al p<0,05 entre los tratamientos

y el CC, y # corresponde al p<0,05 entre los tratamientos.

Para el analisis de resultados obtenidos en la cuantificacion de IF, se considera
que se obtuvo un efecto similar en cuanto a la reduccién del biofilm, comparado con el
efecto obtenido en la microtécnica con CV. Es decir que, se observd el mismo
comportamiento de erradicacién dadas por las combinaciones ensayadas para la

microtécnica con CV e IF.

A partir de las imagenes de MCEL y a través del software COMSTAT, se
obtuvieron los pardmetros cuantitativos de: biomasa (um®um?), espesor promedio
(um), Ra* y distancia de difusion (um). EI CC (biofilm no tratado) de C. albicans
mostré los siguientes resultados de biomasa: 16,77 + 545 um/um? el espesor
promedio: 18,16 + 5,33 um; el Ra*: 0,09 £ 0,04 y la distancia de difusion: 1,21 + 0,96
pm.

Las NP Ag presentaron una biomasa de 5,45 + 1,97 pm* um? el espesor
promedio fue de 5,72 £ 2,10 y el Ra* fue de 1,21 + 0,15, estos resultados fueron
diferentes estadisticamente con respecto al biofilm no tratado (*p<0,05). Para el
tratamiento con AmB se obtuvo una biomasa de 4,51 + 2,21 pm 3/ pm?, el espesor
promedio fue de 497 + 253 pum y el Ra* fue de 1,17 * 0,26, resultando
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significativamente diferentes comparados con el biofilm no tratado (*p<0,05). En
relacion al tratamiento de combinacion NP Ag+AmB se obtuvo una biomasa de 3,80 +
0,27 um® pm?, el espesor promedio fue de 3,82 + 0,40 um y el Ra* fue de 1,35 + 0,09,
y se encontraron diferencias significativas (*p<0,05). En cuanto al parametro distancia
de difusion no se mostraron diferencias estadisticas. Estos resultados dados por el
anélisis COMSTAT se muestran en la figura 14.

23 =
20 -
15
< CC
-
1 4 BNP Ag 13,5 nM
®AmB 50 pg/ml
BNP Ag+ AmB
5
0 4
Biomasa Espesor  Coeficiente Distanciade
(pm”3/pum"2) (pum) de rugosidad difusi6n (pum)
(Ra*)

Figura 14. Estudio del efecto ATF de los compuestos NP Ag 13,5 nM, AmB 50
pg/ml y de la combinacion de NP Ag y AmB en los biofilms de C. albicans SC5314
por analisis COMSTAT. CC: Control de crecimiento. Las barras de error representan

el desvio estandar, * indica diferencias significativas con respecto al CC con un p<0,05.

Analizando el parametro de biomasa y en comparacion con el CC, se determino
una reduccion 67%, 73% y 77% en las condiciones NP Ag, AmB y NP Ag+AmB,
respectivamente. El espesor promedio del biofilm disminuyé un 68% para AmB vy las
NP Ag, y un 79% para la combinacion. En cuanto al Ra*, presenta un aumento
significativo con respecto al CC en las tres condiciones ensayadas. Esto se debe a la
accion de los compuestos sobre el espesor promedio de los biofilms, porque al

disminuir este parametro resulté en un aumento de la rugosidad y por lo tanto en un

o1



Compuestos con actividad antifangica: estrategias para la
erradicacion del biofilm

Facultad de
Ciencias Exactas
Fisicas y Naturales

aumento en el Ra*. En el parametro distancia de difusién, se observé una disminucién
en los tratamientos comparados con el CC. Sin embargo, no mostré diferencias
significativas. Mediante el analisis de los parametros cuantitativos se muestra que el
tratamiento con AmB, NP Ag y NP Ag+AmB afecta la arquitectura del biofilm de C.
albicans. Ademas, estos resultados concuerdan con lo encontrado en el experimento de
microtécnica con CV, asi como con los resultados arrojados por la cuantificacion de la
IF.

Por otra parte, el CC de la cepa C. tropicalis mostr6 una biomasa de 22,42 +
5,78 um*/um?, el espesor promedio fue de 23,08 + 5,23 pm, el Ra* fue de 0,08 + 0,01 y
la distancia de difusion fue de 1,91 £ 0,09 um. El tratamiento con AmB presentd una
biomasa de 5,32 + 1,30 pm®um?, el espesor promedio fue de 6,58 + 0,75 um y el Ra*
fue de 1,25 = 0,15; estos resultados fueron significativos (*p<0,05). Para la
combinacién AU+NP Ag se obtuvo una biomasa de 3,50 + 1,32 um*/um?, el espesor
promedio fue de 3,64 £ 1,49 um y el Ra* fue de 1,43 + 0,52, siendo diferentes
estadisticamente con respecto al CC (*p<0,05). En el tratamiento de combinacion NP
Ag+AmB la biomasa fue de 1,44 + 0,41 pm®um? se obtuvo un espesor promedio de
1,50 £ 0,46 um y el Ra* fue de 1,76 £+ 0,06, resultando significativamente diferentes
con respecto al control y los demas tratamientos (*p<0,05, “p<0,05). En relacién al
pardmetro distancia de difusion se observd una disminucion con respecto al CC; no
obstante, no se encontraron diferencias estadisticas. En la Figura 15 se muestra los

parametros cuantitativos del biofilm de C. tropicalis.
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Figura 15. Estudio del efecto ATF de los compuestos AU 2,5 pg/ml, NP Ag 13,5
nM, AmB 50 pg/ml y de las combinaciones de AUy NP Agy, NP Agy AmB en los
biofilms de C. tropicalis NCPF 3111 por analisis COMSTAT. CC: Control de
crecimiento, las barras de error representan el desvio estandar, *indica diferencias
significativas con respecto al CC p<0,05 y # corresponde al p<0,05 entre los

tratamientos.

Las reducciones calculadas dadas por las condiciones ensayadas que se
muestran en los pardmetros biomasa y espesor fueron similares, para AmB 76% y 72%,
respectivamente, AU+NP Ag 84% tanto en biomasa como en espesor y para la
combinacion NP Ag+AmB se obtuvo una reduccién del 94% en los dos parametros,
siendo el tratamiento mas efectivo. EI Ra* aumentd significativamente en las
condiciones ensayadas con respecto al control. Esto ocurre dado que el Ra* se relacion6
inversamente con el espesor mostrado por el biofilm, como se explicd para la cepa C.
albicans. En este caso de cuantificacion de los parametros por COMSTAT se considera
que las tendencias de reduccién fueron similares con respecto a los ensayos de

microtécnica con CV e IF.

Por ultimo, los datos arrojados por este programa permitieron comparar la
arquitectura de los biofilms no tratados entre las cepas de este estudio. C. tropicalis

presentd mayor biomasa que la cepa C. albicans. En relacion al espesor promedio de
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cada biofilm, fue mayor en C. tropicalis. Por otro lado, C. albicans presenté mayor Ra*
que C. tropicalis y con respecto la distancia de difusion que se obtuvo en C. tropicalis

fue mayor a la obtenida con C. albicans.
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DISCUSION Y CONCLUSION

Muchas especies del género Candida son comensales habituales en los
humanos. Estos microorganismos que son capaces de convivir como la microbiota del
hospedero no provocan ningun dafio, hasta que, por alguna razon, el equilibrio del
cuerpo es alterado y es entonces cuando se convierten en patdgenos. Este cambio es
potenciado por factores de virulencia, como lo es la formacion del biofilm que presenta
una mayor resistencia a los agentes ATF. Candida es capaz de colonizar distintas partes
del cuerpo humano, entre ellos la piel, tracto respiratorio, gastrointestinal y
genitourinario. También los materiales que son de uso clinico para fabricar productos
médicos ofrecen una superficie adecuada para la colonizacion y posterior formacion del
biofilm (Bujdakova, 2016). C. albicans es un patdégeno oportunista relevante debido a
que las infecciones ocasionadas por biofilms de esta especie presentan alta resistencia a
los agentes ATF utilizados en la clinica. También especies de C. no albicans han sido
reportadas como causantes de infecciones cronicas. Ejemplo de esto es la especie C.
tropicalis que se ha convertido en un patégeno oportunista emergente (Zuza-Alves,
Silva-Rocha y Chaves, 2017).

Existe consenso internacional acerca de la necesidad de generar nuevas
moléculas bioactivas de origen natural por parte de la industria farmacéutica,
representando una alternativa ventajosa frente al consumo de farmacos convencionales.
Hay reportes que presentarian mayor eficacia por su modo de accion complejo, menor
probabilidad de generar resistencia y no causar tantos efectos secundarios adversos.
Ademas, en el caso de los fitomedicamentos, son moléculas biodegradables. Por otra
parte, el consenso actual es que la resistencia de los biofilms es un fenémeno complejo
debido a todos los factores que involucran tanto los mecanismos convencionales y otros
correspondientes a la tolerancia a los ATF (Mathé y Van Dijck, 2013; Paraje, 2011;
Ramage, et al., 2012). Debido a esta creciente problematica es que se hace urgente la
busqueda de diferentes estrategias que logren una terapia eficaz contra estas estructuras

virulentas.

El objetivo general de esta tesina de grado fue aportar conocimientos sobre la

utilizacion de compuestos de origen vegetal y NP obtenidas por sintesis bioldgica, solos
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y combinados con AmB sobre biofilms de C. albicans y C. no albicans para lograr la
erradicacion del biofilm. Primero se estudio la actividad ATF del producto natural AU y
de las NP Ag, asi como también la actividad de AmB sobre células planctonicas de C.
albicans y C. tropicalis, determinando la CIM y la CFM. En segundo lugar, se investigo
la actividad antifungica de AU, NP Ag y AmB sobre la capacidad de erradicacion de
biofilms maduros de C. albicans y C. tropicalis. Ademas, se evaluaron combinaciones
de AU, NP Ag y AmB sobre los biofilms maduros. Por altimo, se analizaron los efectos
de los compuestos sobre la morfologia, topografia y arquitectura de los biofilms
maduros y se compararon los parametros cuantitativos con respecto al biofilm no

tratado y entre las cepas.

Efecto del acido usnico, de las nanoparticulas de plata obtenidas por
sintesis biolégica y de Anfotericina B sobre celulas plantonicas de
Candida

Concentracion inhibitoria minima del dcido tsnico

En primer lugar, al evaluar la actividad antifungica del AU se determino el
mismo valor de CIM tanto para C. albicans como para C. tropicalis y su efecto fue
fungicida para ambas cepas de acuerdo con la relacion entre CFM y CIM, demostrando
una potente actividad inhibitoria en células planctonicas. Otros autores reportan el poder
antimicrobiano (Molnar, 2010; Paudel, 2010 y Yilmaz, 2004), incluida la accién
antifungica de este producto de origen vegetal en células planctdnicas, encontrando
incluso el mismo valor de CIM, como ocurre en Rankovi¢ (2012) donde se estudio la
actividad antimicética del AU en una cepa de referencia de C. albicans, entre otros
microorganismos. Adicionalmente, en células planctdnicas de otras especies de Candida
se reportaron valores similares de CFM para este compuesto (Pires, 2012). Sin embargo,
otros estudios observaron que distintas concentraciones de AU no presentaron actividad
antifangica. Este es el caso en el cual se evaluo la susceptibilidad del AU en una cepa de
referencia de C. albicans a concentraciones entre 50 y 100 pug/ml (Nithyanand, et al.,

2015). En otras cepas de Candida a las que se le ensay6 la actividad de este compuesto
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natural tampoco mostraron inhibicion, incluso a concentraciones mas elevadas que en el

estudio antes mencionado (Kvasnickova, Matatkova, Cejkova y Masak, 2015).

Concentracion inhibitoria minima de las nanoparticulas de plata obtenidas por

sintesis biolégica

Hay muchos estudios sobre la actividad antimicrobiana que presentan las NP
Ag. Particularmente son de interés aquellos trabajos en los que se estudia NP Ag
obtenidas por sintesis bioldgica debido a su caracteristica de ser respetuosas con el
ambiente. En una revision sobre la actividad de nanoelementos de Ag obtenidas por
sintesis bioldgica, incluidas las NP Ag, se reporta que los nanomateriales que son
obtenidos por este tipo de sintesis y que estan basados en Ag presentan actividad
antimicrobiana. Sin embargo, la mayoria de los estudios utilizan una técnica cualitativa
para determinar el efecto antimicrobiano, midiendo la zona de inhibicion, y en muchos
casos, la concentracion del nanomaterial a base de Ag no se informa (Duréan, Nakazato y
Seabra, 2016). En consecuencia, las comparaciones de la actividad de las NP Ag de
sintesis bioldgica resultan dificultosas.

Con respecto a la actividad de las NP Ag obtenidas por sintesis bioldgica a partir
de P. expansum analizadas en este trabajo, la CIM se establecié para la cepa C.
tropicalis en el orden nM, teniendo un efecto fungicida. En contraste, para la cepa C.
albicans no se pudo determinar la actividad antifingica dentro del rango de
concentraciones experimentado, demostrando la variabilidad entre especies que ha sido
muchas veces reportada (Zuza-Alves, et al., 2017). En estudios similares de
susceptibilidad a NP Ag obtenidas por sintesis bioldgica en cepas de referencia de
Candida se encontré actividad antifungica en células plancténicas. Sanguifiedo,
Estevez, Faccio y Alborés (2019) determinaron valores de CIM de NP Ag a partir del
hongo Punctularia atropurpurascens en el orden pM para una cepa de referencia de C.
albicans en estado planctonico (Sanguifiedo, et al., 2019). En otro estudio se encontro
que NP Ag sintetizadas a partir de Fusarium oxysporum tuvieron actividad antifungica

en células plancténicas de otra cepa de referencia de C. albicans (Longhi, et al., 2016).
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Concentracion inhibitoria minima de Anfotericina B

En este trabajo se evaluo la actividad antifungica de AmB, obteniendo un efecto
fungicida tanto para la cepa C. albicans como para la cepa C. tropicalis. Esta accion
fungicida es un resultado que confirma la actividad de AmB dado que es un antifungico
de referencia y diferentes formulaciones a partir de AmB, son utilizadas frecuentemente

para tratar infecciones fungicas.

En relacion al resultado de CIM obtenido para la cepa C. tropicalis NCPF 3111,
este coincide con los valores determinados en diferentes cepas de C. tropicalis en el
estudio realizado por da Silva, 2018. En cuanto a la CIM determinada para AmB en la
cepa C. albicans SC5314, este mismo valor también fue informado en otra cepa de
referencia de Candida en una investigacion que estudid la actividad intracelular de
AmB (Guirao-Abad, et al., 2017). Ademas, en esa investigacion la CIM de AmB para la
misma cepa de C. albicans, se determin6 en una dilucién posterior estando dentro del

error de la técnica.

Actividad del acido usnico, las nanoparticulas de plata obtenidas por
sintesis biolégica y Anfotericina B sobre biofilms de Candida:
microtécnica con cristal violeta, microscopia ¢ptica y confocal de
exploracion laser y analisis COMSTAT

En esta tesina se prob6 la actividad de los compuestos sobre biofilms maduros
(48 h) de C. albicans y C. tropicalis a través de la metodologia de microtécnica con CV,
y posteriormente, las concentraciones con mayor actividad fueron analizados por

microscopia y con el software COMSTAT.
Actividad antiftingica del dcido tsnico

Algunos estudios informan sobre la capacidad antibiofilm del AU contra una
variedad de patogenos, tales como Staphylococcus aureus, P. aeruginosa y C. albicans
(Francolini, 2004; Nithyanand, 2015 y Pompilio, 2013). En esta investigacion, el AU no
produjo una reduccion significativa del biofilm maduro en ninguna de las dos cepas de
Candida estudiadas, por lo tanto, no se pudo determinar una actividad antibiofilm. Cabe

destacar que en los estudios anteriormente referenciados se utilizaron cepas bacterianas
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0 en el caso de utilizar cepas fungicas el AU fue testeado en biofilms de 24 h, es decir
en biofilms tempranos. En cambio, la metodologia que se utilizd en el presente estudio
requiri6 que el compuesto actle sobre estructuras fungicas maduras (48 h),

referenciados como las mayores estructuras de resistencia de comunidades microbianas.

En estudios donde se encontr actividad antibiofilm por parte del AU en
biofilms de 48 h como en el caso de Pires (2012) y Peralta (2017), el efecto fue
evaluado sobre otras especies de Candida. Es importante resaltar que la concentracion
de AU utilizada en esta tesina es menor comparada con las que se probaron en aquellos
estudios, lo que podria explicar el hecho de que el AU no pudiera contrarrestar la
resistencia del biofilm. Se ha reportado que, tanto el tiempo de incubacién con el ATF,
la concentracion como la especie evaluada son factores determinantes en cuanto a los

resultados que se obtienen (Gomes, da Silva, Pousa, Narvaes y Cury, 2011).

Actividad antiftingica de las nanoparticulas obtenidas por sintesis bioldgica

La evaluacion de las NP Ag biosintetizadas contra el biofilm de C. albicans
mostré un importante porcentaje de erradicacion, llegando a reducir la mitad del
biofilm. Sin embargo, no se habia encontrado un efecto antifungico en relacion a las
células planctdnicas de esta cepa, 1o que podria indicar que estas NP Ag actuarian sobre
algin mecanismo propio del biofilm. A su vez, el impacto que tuvieron las NP Ag sobre
el biofilm de C. albicans fue evidenciado a través del andlisis cualitativo de las
imagenes obtenidas por la microscopia y el analisis de parametros arrojados por el
software COMSTAT, en donde se muestra un efecto significativo de estas NP Ag. No
obstante, las NP Ag no tuvieron el mismo efecto para la otra cepa de Candida evaluada,
ya que no se encontrd una erradicacion significativa. Estas NP Ag sintetizadas
biol6gicamente a partir de P. expansum no habian sido evaluadas hasta el momento, es
decir, no se habia explorado su actividad ni en células libres (planctonicas) ni en células
sésiles de biofilms, por lo que este trabajo de tesina aporta novedosos y prometedores

resultados para continuar su estudio.

Varios estudios informan sobre la actividad contra biofilms iniciales (biofilms a
tiempo cero) de NP Ag biosintetizadas (Kamble, et al., 2018; Srinivasan, et al., 2018,

Zia, et al., 2018), pero son menos los estudios donde se reportan resultados en relacion a
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la reduccion de biofilms de 48 h. De acuerdo con lo mencionado, en un estudio donde
se reportd la inhibicion de biofilms maduros bacterianos por parte de NP Ag, estos
biofilms fueron tratados a las 24 h de crecimiento (Singh, et al., 2016). En adicion, una
investigacion reciente demostro la actividad antibiofilm de NP Ag biosintetizadas en
diferentes cepas de Candida, indicando que actlan sobre la matriz de EPS del biofilm.
En dicha investigacion se encontré el mismo comportamiento que tuvieron las NP Ag
en este estudio para la cepa de C. albicans, las cuales presentaron un efecto sobre el
biofilm, pero no sobre las células planctonicas (Muthamil, Devi, Balasubramaniam,

Balamurugan y Pandian, 2018).

Esta tesina aporta resultados relevantes sobre la accion de las NP Ag obtenidas
por sintesis bioldgica contra biofilms maduros de Candida (48 h) y debido a la creciente
amenaza de la resistencia y la escasez de nuevos agentes antifingicos, hay gran interés
en usar NP metélicas en lugar de, o ademas de, el farmaco de primera o segunda linea

como una nueva estrategia contra el biofilm.

Actividad de Anfotericina B

AmB es un polieno macrociclico que se usa como el farmaco de eleccion para
tratar muchas infecciones fungicas invasivas. Sin embargo, debido a que posee una
toxicidad renal significativa, en otras, condujo a un uso mas limitado (Kaushik, et al.,
2018). Esto destaca la importancia que tiene la concentracion de AmB cuando se evalla

in vitro contra biofilms fungicos.

Con respecto a lo mencionado anteriormente, AmB a una baja concentracion,
comparada con las demas concentraciones experimentadas, (100 pg/ml y 200 pg/ml),
mostré importantes valores de erradicacion del biofilm tanto de la cepa C. albicans
como C. tropicalis. Particularmente, la reduccion del biofilm de C. albicans dada por
AmB se comprueba, ademas, en la microscopia y en los parametros cuantitativos
analizados. En especial, la MCEL permiti6 visualizar el efecto de AmB sobre las células
del biofilm que, comparadas con las células del biofilm no tratado, mostraron tener un
menor tamaifo lo cual ya ha sido reportado en la literatura. Kuhn, George, Chandra,
Mukherjee y Ghannoum (2002) demostraron que formulaciones liposomales de AmB

producian biofilms de C. albicans con células méas pequefias en comparacion con las
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células del biofilm no tratado, sefialando que presentaban un citoplasma difuso lo que
indicaba, de acuerdo con la tincion utilizada en esa investigacion, falta de viabilidad y

ademas estas células tenian vacuolas predominantes (Kuhn et al., 2002b).

Ademas, los parametros analizados por COMSTAT mostraron una diferencia
significativa entre la estructura del biofilm tratado con AmB, respecto del biofilm no
tratado. De manera similar, un estudio demuestra que biofilms tratados con fluconazol
muestran diferencias en la arquitectura del biofilm de C. albicans (Gomes, et al., 2011).
Los valores de reduccion son similares con los hallados en la tesis doctoral de da Silva
(2018) para la misma cepa de referencia de C. tropicalis en donde la concentracion de

25 pg/ml de AmB redujo a la mitad el biofilm.

Actividad de la combinacion del dcido tusnico, de nanoparticulas de plata

y de Anfotericina B

En la cepa C. albicans las combinaciones de los ATF mostraron reducciones del
biofilm, pero estos valores no fueron mayores a los encontrados por los compuestos
evaluados por separado. Dado que los valores de reduccion de las combinaciones de
ATF se mantuvieron similares a los encontrados en los compuestos cuando se evaluaron
por separado, no se pudo determinar una actividad sinérgica de los compuestos. Es decir
que, la combinacion no mejord la erradicacion del biofilm de C. albicans. Esto se
demuestra en las iméagenes obtenidas por la microscopia en donde la combinacién de
NP Ag y AmB no muestra una reduccion mayor a la hallada por parte de los
compuestos solos. En dichas imagenes los biofilms muestran similitud en su
arquitectura, ademas esto se confirma cuando se comparan los parametros cuantitativos

de las condiciones mencionadas.

Por el contrario, en la cepa C. tropicalis, todas las combinaciones (AU+AmB,
NP Ag+AmB y AU+NP Ag) mostraron mayor actividad contra el biofilm. Con respecto
a esta diferencia de la actividad de los compuestos ensayados en las cepas de Candida
evaluadas aqui, Seneviratne et al. (2008) sefiala que las distintas especies de Candida
difieren desde su capacidad para formar biofilm, su morfologia, la produccion y
composicion de la matriz de EPS hasta la resistencia antifangica. Por lo tanto, la disimil

accion antibiofilm encontrada de los compuestos, tanto separados como en
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combinacion, puede ser entendida por esa caracteristica de pertenecer a especies
diferentes (Seneviratne, et al., 2008).

La combinacion del compuesto natural AU con las NP Ag sintetizadas
biologicamente logro la erradicacion del 50% del biofilm, demostrando que estos
compuestos juntos mejoran su actividad antibiofilm. Este efecto encontrado tiene
especial relevancia dado que los compuestos involucrados provienen de procedimientos
amigables con el ambiente, los cuales son cada vez mas populares y necesarios. Esta
disminucion coincide con lo que se muestra en las imagenes obtenidas por microscopia,
ya que los compuestos ensayados por separado exponen un biofilm muy parecido al
biofilm del control (no tratado), mientras que el AU junto con las NP revelan un biofilm
discontinuo y menos denso. En paralelo, se han realizado estudios de combinacion entre
NP Ag (sintesis quimica o bioldgica) y productos naturales contra microorganismos
resistentes. Un trabajo que investigd la actividad de NP Ag de sintesis quimica
combinadas con extractos de Drosera binata demostré una interaccion sinérgica entre
las NP Ag y metabolitos secundarios proveniente de la planta carnivora en células
plancténicas y en el biofilm de S. aureus (Krychowiak, et al., 2014). Otra investigacion
que indagd sobre la accion de la combinacion NP Ag biosintetizadas y aceite esencial de
orégano comprobd el efecto sinérgico y aditivo de la combinacion frente a cepas

bacterianas resistentes a multiples farmacos (Scandorieiro, et al., 2016).

La combinacion entre el AU y AmB mostré una reduccién que resultdé mayor
que la erradicacion dada por AmB por separado. En cuanto a esto, se puede evidenciar
que el AU mejoro la actividad antifungica de AmB, logrando una reduccién comparable
con el efecto de 200 pg/ml (da Silva, 2018), es decir cuatro veces mas alta que la
concentracion utilizada en este estudio. Combinaciones entre ciertos ATF y productos
naturales resultan en sinergia segdn la literatura. Khan y Ahmad (2011) demostraron
que compuestos de origen vegetal (fitocompuestos) combinados con fluconazol

resultaron en una mayor actividad contra biofilms de Candida (Khan, et al., 2011).

La combinacion de las NP Ag y AmB resulté en la mayor erradicacion
encontrada en esta investigacion (81%). Esto se evidencia en el impacto que tuvo en la
estructura del biofilm analizado por microscopia, el cual pasé de ser un continuo de
células compactas (biofilm control) a microcolonias y células aisladas. Dado que AmB

por separado no logré una elevada reduccion, la combinacion con las NP Ag mejoré su
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actividad antibiofilm. Diferentes autores observaron resultados similares. En la
investigacion realizada por Monteiro et al. (2013) se demostr6 que las NP Ag, obtenidas
por sintesis quimica, junto con nistatina o clorhexidina lograron una mayor diminucion
en la biomasa del biofilm de C. albicans y de C. glabrata (Monteiro, et al., 2013). Otro
estudio reportd un resultado andlogo para NP Ag biosintetizadas y fluconazol, contra
biofilms de C. albicans resistentes a fluconazol (Longhi et al., 2016).

Se considera que los resultados de combinacion con AmB tienen gran
relevancia, debido al problema clinico de la resistencia fangica del biofilm a los
farmacos. En los ultimos afios se ha registrado un importante aumento que, junto con el
limitado arsenal de compuestos fungicidas disponibles y su baja toxicidad selectiva,
mas el aumento de morbi-mortalidad de candidiasis, complica la eficacia de los
antifungicos. Esta estrategia seria una posible alternativa a abordar (Perlin, Rautemaa-
Richardson y Alastruey-lzquierdo, 2017). Una mejora de la actividad de los agentes
antifngicos existentes contra los biofilms permitird reducir su dosis efectiva y, por lo

tanto, reducir los posibles efectos secundarios.

Si bien las NP Ag no tuvieron un efecto significativo en el biofilm de C.
tropicalis cuando se evaluaron por separado, al igual que como se indico en el estudio
de Muthamil et al. (2018), las NP podrian actuar a nivel de la matriz EPS; sin embargo,
este efecto no pudo ser reflejado en términos de biomasa del biofilm por lo que no se
observO una reduccion importante. Contrariamente, cuando se evaluaron en las
combinaciones (AU+NP Ag y NP Ag+AmB) las erradicaciones obtenidas fueron
significativas; esto se podria entender a través de lo que se ha estudiado previamente
sobre la capacidad de retencion de antifungicos que tiene la matriz de EPS (Mohamed,
et al., 2014, y Wall, Montelongo-Jauregui, et al., 2019) y dado que las NP Ag estarian
afectando dicha matriz, cuando el biofilm fue expuesto a las NP Ag junto con AU y
AmB potenciaron la actividad antibiofilm de estos compuestos por diferentes
mecanismos de accion. No obstante, son necesarios mas estudios para comprender este

efecto.

En conclusion, el AU tuvo actividad fungicida en células plancténicas, pero no
tuvo efectos significativos sobre los biofilms en ambas cepas de Candida. Las NP Ag
biosintetizadas presentaron accion fungicida en el estado planctonico de C. tropicalis y

se obtuvieron erradicaciones significativas en el biofilm de C. albicans. Por otro lado,
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AmB produjo reducciones importantes en ambos biofilms de Candida en relacion a la

concentracion utilizada.

El ensayo de combinacion entre el AU y AmB, mostro reducciones del biofilm
de la cepa C. tropicalis mayores a las encontradas cuando se ensay6 el ATF poliénico

por separado. Por lo tanto, el AU potencid la actividad antifingica de AmB.

La combinacién entre las NP Ag biosintetizadas y AmB, logré valores de
erradicacion del biofilm de C. tropicalis mayores a los encontrados cuando se evalud
AmB por separado. Consecuentemente las NP Ag biosintetizadas potenciaron la accion
del ATF de uso clinico.

La accion antibiofilm que tuvieron el AU, las NP Ag obtenidas por sintesis
biolégica, AmB y las combinaciones ensayadas en los biofilms de C. albicans y C.
tropicalis, se comprob6 mediante el andlisis de la estructura del biofilm dada por MCEL
y por el analisis COMSTAT. Los compuestos y elementos evaluados afectaron tanto la

topografia como la arquitectura del biofilm de C. albicans y de C. tropicalis.

Por ultimo, tanto el compuesto natural AU como las NP Ag biosintetizadas
actlan como agentes antifungicos, potenciando la actividad antibiofilm de AmB
mediante el uso combinado en biofilms maduros de C. tropicalis, pudiendo ser una
estrategia para el tratamiento de infecciones fingicas resistentes por la formacién de

biofilm.
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PROYECCIONES

e Estudiar la combinacion de AU y AmB en biofilms tempranos (24 h) de ambas
especies de Candida.

¢ Investigar el mecanismo de accion de esta combinacién a nivel celular en el biofilm
de Candida.

e Evaluar las NP Ag en biofilms tempranos (24) de ambas especies de Candida y la
combinacion con AmB.

e Determinar el mecanismo de accion de las NP Ag biosintetizadas en biofilms de
Candida.

e Evaluar el mecanismo por el cual actta la combinacion de NP Ag y AmB.

e Estudiar combinaciones con otros ATF.

e Evaluar el efecto sobre otras especies de Candida.

e Realizar estudios de citotoxicidad en células humanas.
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