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Introduccion

(" El género Candida incluye aproximadamente a 154 especies, entre ellas, C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis y C. dublinensis, son

frecuentemente aisladas de infecciones en humanos, siendo C. albicans la mas

\_ relevante en términos de patogenicidad y

(" Como causa de infecciones nosocomiales se ha reportado:

EE.UU.: 4to lugar (Wisplinghoff et al., 2004) I
Suiza: 7mo lugar (Marchetti et al., 2004) Sy 1 >
\ Colombia: 5to lugar (Menzin et al., 2009 4 )

. ’ Una de la principales causas de la resistencia esta dada por:
« Tratamientos profilacticos
Mj“ * Dosificacion inadecuada
i Prescripcion empirica (Practica comtin en la comunidad)
@re™ « Tratamientos incompletos

J

Debido a la resistencia de Candida albicans al uso de tratamientos
convencionales, se proponen alternativas como el uso de Nanoparticulas de
plata obtenidas por sintesis verde con el fin de aplicar un tratamiento con

beneficio ambiental y baja toxicidad.
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Oportunidad de investigacion

La literatura evidencia, la inhibicion de crecimiento de Candida albicans con
el uso de Nanoparticulas de plata obtenida por sintesis verde (Villamizar
et al 2015 y Moodley et al 2018), evaluada bajo técnicas convencionales
como difusion en disco y Concentracion Minima Inhibitoria, asegurando su
efecto fungicida sin emf\;argo la literatura no muestra una técnica rigurosa
de seguimiento que permita afirmar que frente a los factores de virulencia
y posible adaptacion de Candida albicans se desarrolle tolerancia a la
toxicidad y el efecto final no sea de inhibicion completa del
microorganismo en evaluacion.

Asi mismo es escaso el analisis sobre el efecto inhibidor o la toxicidad
inducida por la solucion antioxidante usada en la sintesis de la
nanoparticula sobre la levadura debido a que las mediciones se centran en
la solucion final que ya se encuentra unida a metales.

ccual es el efecto posible del extracto de un planta con contenido

antioxidante, libre Y unido a nanoparticulas metalicas sobre una cepa
ATCC de Candida albicans, formadora de biofilm ?



Objetivos

(General N

Evaluar la inhibicion del crecimiento de Candida albicans
cepa ATCC 10231 con nanoparticulas de plata(AgNDs)
\ obtenidas por sintesis verde de Moringa oleifera

e Caracterizar las nanoparticulas de plata obtenidas por sintesis verde
a partir de Moringa oleifera.

que muestre una inhibicion efectiva sobre la cepa ATCC 10231 de
Candida albicans.

* Determinar la concentracion del extracto acuoso de Moringa oleifera }

de plata (AgNPs) obtenidas por sintesis verde a partir de Moringa
oleifera mediante técnicas de crecimiento y difusion.

* Establecer la técnica de inhibicion antimicotica de las Nanoparticulas}
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Efecto fungicida
en C. albicans de
AgNPs por SV de
Geranium.
maculatum en
materiales de
impresion y
diseno
odontoldgico,
inhibiendo el
crecimiento de
este
microorganismo,
capaz de
adherirse a
materiales como
en estudio el
Alginato.

Contrera

setal,
2012

Vasques

-Muinoz
et al,
2013

Efecto fungicida
en C. albicans de
AgNPs y AgNO3,
frente a cultivos
con tratamiento
con Fluconazol
donde evalué la
capacidad de
crecimiento post
tratamiento,
observando la
incapacidad de
recuperacion de
crecimiento .

Antecedentes

Revision de
aplicaciones de
AgNPs, vias de

exposicion y

efectos
citotoxicos,
evidenciando
que el tamafo y
la forma de la
nanoparticulas
tienen un efecto
menos toxico
cuando se
forman
esféricamente.

Efecto
fungicida de
AgNPs por SV
de M. oleifera y
su aplicaciéon en
ungtuentos,
estudio en
irritacién de
piel conejos
albinos con
Candida albicans
, demostrando
la naturaleza no
toxica de las
AgNPs

Efecto
antibacteriano
sobre E.coli y

Psudomonas
aeruginosa de
AgNPs por SV, en
técnica de
difusion en disco,
utilizando como
control
Estreptomicina
,evaluando las
zonas de
inhibicion
encontrandolas
similares.

Sintesis de
nanoparticulas de
plata a partir de
extractos de hojas
de moringa y su
potencial
antimicrobiano
sobre E. coli,
Klebsiella
pneumoniae y C.
albicans. Hallando

una inhibicion a

una MIC 6,25
ug /ml (Técnica
microdilucién)

Villamiz
ary Moodley
Monroy et al,
et al, 2018
2015
Uso de AgNPs en
inhibicion de
crecimiento de
microorganismos

en alimentos
empacados al
vacio , mostrando
al final del ensayo
un a inhibicién de
crecimiento en
E.coli y C.albicans
aisladas de as
muestras de los

alimentos.



Marco referencial

Clasificacion taxonémica
Reino: Fungi
Filo: Ascomycota
Subfilo: Saccharomycotina
Clase: Saccharomyceatales
Orden: Saccharomycetales
Familia: Saccharomycetaceae

Género: Candida
*  Especie Candida albicans, reconocida como agente causante de infecciones asociadas al cuidado de la salud, cuenta

e« geo . Fact de ri
/Candldlams \ / e, Tesse \

Diferentes formas de presentacion

dentro de ellas encontramos: »  Pacientes

*  Esofagitis inmunocomprometidos

. Peritoneal . Pacientes con estancias

e Qcular largas de hospitalizacion

e« Oral *  Pacientes con Diabetes
mellitus

+ Cutdnea

*  Endocarditis por implantacion
de dispositivos cardiacos

+ Candidiasis vulvovaginal

*  Forma clinica mas comun (&)

Candidemia
\ Kasper et al, 2018/ \ @ 4

*  Pacientes con tratamiento
a radioterapia e
inmunoterapia.
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Marco referencial

Factores de
virulencia:

Morfogénesis: Levadura,

pseudohifas o hifas verdaderas.

Enzimas: Proteasas (SAP),
fosfolipasas, lipasas
Adherencia: Adhesinas de tipo
aglutina ALS.

Adaptacion al ambiente por la
expresion del gen PHR1 en la
pared celular (controlada pH)

Formacion de biofilm

AAAAAAAA

Ry 64
2 4", i/
BEYLY

| "_ AW 4
SEAGED

Mathew, et al 2017

Expresion de genes de
resistencia antifungica como:
MDR1-ERG11-Flul presente

en la membrana celular

relacionados con la
resistencia al Fluconazol.



Nanoparticulas de plata AgNPs

Han generado interés por investigadores, debido a sus propiedades en cuanto
a estabilidad quimica, conductividad, efecto catalizador y sus efectos sobre
microorganismos bacterianos y fungicos, siendo un motivo de interés en el area
de la investigacion para el control de enfermedades infecciosas.
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Sintesis verde

» La sintesis verde es simple y generalmente implica una reaccién de un solo
recipiente.

* Contribuye a la proteccion del ecosistema.

*  Se eliminan los productos quimicos peligrosos asociados a la toxicidad, lo que
aumenta la biocompatibilidad del producto resultante con tejidos normales para
aplicaciones in vivo.

« Las entidades biologicas verdes se pueden usar como agentes reductores y agentes de
proteccion, proporcionando a las Nanoparticulas de Plata (AgNDPs) una estabilidad
coloidal mejorada

M0R
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Moringa oleifera

v Antioxidantes naturales, tales

como vitamina C, flavonoides
y compuestos fenolicos como
acido galico.

Alto contenido de vitaminas,
minerales, aminoacidos
esenciales.

De acuerdo a la capacidad de
absorcion de radicales de
oxigeno- ORAC, la moringa
alcanza un valor que oscila
entre 50.000 unidades por
cada 100 gr.



Nucleoid | Cellwall

Ribosome

i

Efecto de las Nanoparticulas de plata AgNPs extraidas por
sintesis verde sobre el microorganismo .

; Plasma membrane

Tomado de:Chandra J et al.,2001

Atraccion electrostatica de iones libres.

Cambios en la permeabilidad, alteracion de la respiracion, fuga de
contenido intracelular.

Efectos sobre la fosforilacion.
Inhibicion de la sintesis y funcion de proteinas.

Interaccion con moléculas que contiene fosforo.
Tomado de: Duran N et al., 2015



Metodologia

- . A
Tipo de investigacion:

El desarrollo del estudio tiene un diseno cuantitativo de tipo
descriptivo y transversal.

\_ J

Muestra A
La cepa en estudio fue ATCC 10231de Candida albicans y se obtuvo del
cepario de la Universidad Colegio Mayor de Cundinamarca.

\_ J




Fases y procedimientos

Fase 1

Fase 2

Fase 3

Fase 4

* Preparacion del extracto acuoso de
Moringa oleifera para la sintesis de
Nanoparticulas de plata. Moodley et al,
2018

* Caracterizacion de Nanoparticulas de
plata AgNPs. Ahmed et al, 2016

e Evaluacion de la inhibicion de
crecimiento por la técnica de difusion en
disco en agar PDA. Vinnetha et 41,2015

e Valoracion de sensibilidad a las
nanoparticulas por medio del equipo
Bioscreen C10- Ensayo de curva de
crecimiento de Candida albicans ATCC
10231



Resultados

Fase 1

Preparacion extracto acuoso.

/v Seutilizaron 10gr de hojas ™\
secas de Moringa oleifera
en 100 ml de agua
destilada
v Se preparo Nitrato de
plata a una concentracion
de 0, IM

Sintesis de Nanoparticulas de plata.

=)

Cambio colorimétrico de la solucion (AgNO3+ Extracto
de Moringa oleifera) (Fendmeno de resonancia de

Valoracién del espectro de
absorcidn para el fendmeno de
resonancia de plasmén

superficial.

plasmones)

Absorbancia

1,650
1,450
1,250
1,050
0,850
0,650
0,450
0,250
0,050

320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540

NM




Fase 2

Caracterizacion de las Nanoparticulas de plata por medio
del AFM (Microscopia de Fuerza Atomica)

Plano topografico en 3D y mapa de color de acercamiento a una escala de 7.8 um
evidenciando nanoparticulas de Ag poli dispersas, tamano aprox. 50 a 70nm y forma
esférica, lo que caracteriza la viabilidad de las nanoparticulas.



Fase 3

Evaluacion de la inhibicion de crecimiento por la técnica de
difusion en disco en Agar Papa Dextrosa.

Para la evaluacion de la inhibicion del crecimiento de Candida albicans cepa ATCC 10231, se evalud frente a un control
positivo Fluconazol disco impregnado con 20ul y un control negativo, para asi obtener un punto de comparacion en
evaluacion de la inhibicion de crecimiento

Cultivo de Candida albicans ATCC
10231 evidenciando colonias
blancas lisas y brillantes.
Blastoconidias, ovaladas tamafios
aproximado 4- 6 plm

Evaluacién inhibicion de Evaluacién inhibicion de
crecimiento con discos crecimiento con discos
impregnados con Nitrato impregnados con
de Plata AgNO3. Extracto de Moringa.




Fase 3

Evaluacion de la inhibicion de crecimiento por la técnica de

difusion en disco en agar PDA.

(Evaluacic')n inhibicién de\
crecimiento con discos
impregnados con
Nanoparticulas a una
proporcion de volumen
del 75 %. Halo de
inhibicion de 12 mm

\_

(Evaluacic’m inhibicién da
crecimiento con discos
impregnados con
Nanoparticulas a una
proporcion de volumen al
50 %. Halo de inhibicién

k de 14 mm )

(Evaluacién inhibicion de\

crecimiento con discos
impregnados con

Nanoparticulas a una

proporcién de volumen al
25 %. Halo de inhibicion

k de 14 mm )




Fase 4

Valoracion de sensibilidad a las nanoparticulas por medio del
equipo Bioscreen C10- Ensayo de curva de crecimiento de
Candida albicans ATCC 10231

Comportamiento celular frente a soluciones de
nanoparticulas AgNPs Moringa

0, aQ
2500 CONTROL AgNPs 100 % AgNPs 75%
AgNPs 50% AgNPs 25% Moringa
2000
S
8 1500
92]
Y
E "5‘ 1000
N o
E Y
500
————

0
1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49

Tiempo



Fase 4

Valoracién de sensibilidad a las nanoparticulas por medio del eq}rliém Bioscreen C10- Ensayo de curva de crecimiento
A

de Candida albicans C 10231
oye 0,
Control Positivo AgNPS v/v75%
2500 2500 1936
2000 49 2000
1500 1500
1000 1000
“00 500
. 0 =%
0 / -

500 1 4 7 1013 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 500 14 7 101316192225 28 3134 3740 43 46 49

-1000

[0)

1000 <00
800

400
600

300
400
200 200

0 - 100

00 1 4 7 10131619 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 0
400 lop L 4 7101316192225 28 31 34 37 40 43 46 49

Para evidenciar mejor el comportamiento frente a la tendencia logaritmica de los resultados en el ensayo, se elaboraron las
siguientes graficas En donde se aprecia que al igual que en el control'la tendencia al final del ensayo es a continuar el crecimiento
aunque se presente un niamero menor de células que el inicial, esto sugiere un efecto fungistatico al final del ensayo



D . 1C
Estudios propuestos por Shakeel et al en 2016 y Coz Bolanos han usado extracto hidroalcoholicos de
Moringa olgifga para la inhibicién de crecimiento de Candida albicans mostrando la inhibiciéon a altas

concentraciones, caso contrario a la evaluacion de inhibicidén con el uso de extracto acuoso en donde se
logra evidenciar una inhibicion de crecimiento a una concentraciéon menor.

Técnicas de difusion en disco como las propuestas por Vinnetha 2016 y la técnica de Concentracion
Minima Inhibitoria, permiten solo evidenciar un efecto fungicida. Para este caso la evaluacion de las
Nanoparticulas de plata, requieren pruebas complementarias por la toxicidad de plata frente a los
mecanismos de resistencia y la capacidad de adaptacion y formacion de biofilm de Candida albicans , lo
que nos permite evidenciar en nuestro estudio la posibilidad de evaluar bajo técnicas complementarias
para la evaluacidn fungistatica de la aplicacion de Nanoparticulas de plata.

Avello et al 2019, sugiere que el efecto antimicrobiano y antifiingico a partir de extractos botanicos a
través de microdosis o diluidos en donde se evidencia que a mayor dilucion de la solucion hay mayor
inhibicion, demostrada en nuestro estudio de acuerdo a la inhibicion de crecimiento de Candida albicans a
las concentraciones al 50% y 25% del extracto acuoso de Moringa oleifera.

Se ha demostrado que las nanoparticulas de plata tienen un efecto inhibitorio en la formacion de la
biopelicula formada por Candida albicans, debido a su disrupcion en la membrana celular y su inhibicién
en la filamentacion. Lara et al 2015, lo que permite reconocer una alternativa efectiva en el tratamiento
para inhibir la resistencia. Mostrando en nuestro caso una inhibicion de crecimiento disminuyendo la
capacidad para la formacion de biofilm.



CONCLUSIONES

* El extracto acuoso de Moringa oleifera fue ideal para la
obtencion de componentes antioxidantes abundantes en las
hojas, actuando como agentes reductores iones de plata y
estabilizantes en la biosintesis de nanoparticulas plata.

 Se hallaron las caracteristicas morfologicas esperadas
mediante microscopia de fuerza atomica (AFM), donde la
nanoesferas tienen un tamano entre 50 a 70nm, lo cual les
permite una mejor interaccion y penetracion en las
membranas celulares.



En los ensayos de crecimiento fungico realizados en Candida albicans
cepa ATCC 10231 se evidencio una inhibicion en la concentracion
celular inicial comparando el control positivo a partir de las
concentraciones establecidas.

Con los datos obtenidos en este estudio, se evidencid un crecimiento
evaluado por el ensayo de curva de crecimiento lo que permite
reconocer su efecto fungistatico y no fungicida, haciendo necesario
un posterior estudio sobre la evaluacion de dicho efecto.



Recomendaciones

Realizar ensayos para mejorar la técnica de la sintesis de
nanoparticulas con la hoja fresca de Moringa oleifera y evaluar la
formacion de nanoesferas.

Evaluar la aplicacion de Nanoparticulas de plata y la toxicidad en
modelos biologicos, para su posterior aplicacion en dispositivos
medicos u odontologicos.



raficas

Ps for antimicrobial applications: A green
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