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Resumen

Introduccién

Candida albicans es capaz de generar infecciones relacionadas a dispositivos médicos
al colonizarlos y formar biopeliculas. Los tratamientos convencionales fracasan al no poder
entrar eficientemente a la biopelicula.

Métodos

Se prepararon nanoparticulas de plata (NPsAg) de Borojoa patinoi mediante el método
de sintesis verde y se evalu6 su efecto sobre biopelicula de Candida albicans pre-formada y
post-formada mediante la realizacién de MTT, y visualizacién microscopia de coloraciones de
Gram y Blanco de Calcofltior y Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

Resultados

Se generaron por sintesis verde NPsAg de forma esférica y tamafio de 20-60nm. La
concentraciéon minima inhibitoria sésil 50 y 80 de la NPsAg fue >2 pug/mL sobre biopeliculas
pre-formadas y ya establecidas de Candida albicans. Microscopicamente bajo todas las
coloraciones y Microscopia Electronica de Barrido detectamos la reduccién de biopeliculas
pre-formadas e inhibicién en la formacién de nuevas biopeliculas al ser tratados con las
NPsAg. Por SEM se observaron cambios en la pared de las levaduras.

Conclusiones

Se encontr6 que las nanoparticulas de Borojoa patinoi inhiben la formacién de
biopeliculas y destruye las biopeliculas ya establecidas. Observamos la deformacién en la
pared de las levaduras C. albicans por SEM al ser sometidas a NPsAg.
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Silver nanoparticles from Borojoa
patinoi and their in vitro effect on
Candida albicans biofilms

Abstract

Introduction

Candida albicans is capable of generating infections related to medical devices by
colonizing them and forming biofilms. Conventional treatments fail because they cannot
efficiently enter the biofilm.

Methods

Silver nanoparticles (NPsAg) from Borojoa patinoi were prepared by the green
synthesis method and their effect on pre-formed and post-formed Candida albicans biofilm
was evaluated by performing MTT, and microscopy visualization of Gram and White stains.
Calcofluor and Scanning Electron Microscopy (SEM).

Results

Green NPsAg with a spherical shape and a size of 20-60nm were generated by synthesis.
The sessile minimum inhibitory concentration 50 and 80 of NPsAg was >2 pug/mL on pre-
formed and established biofilms of Candida albicans. Microscopically under all staining and
Scanning Electron Microscopy we detect the reduction of pre-formed biofilms and inhibition
in the formation of new biofilms when treated with NPsAg. By SEM, changes in the yeast wall
were observed.

Conclusions

Borojoa patinoi nanoparticles were found to inhibit biofilm formation and destroy
already established biofilms. We observed the deformation in the wall of C. albicans yeasts by
SEM when subjected to NPsAg.

Keywords: Candida albicans; Biofilms; Silver nanoparticles; Borojoa patinoi
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1. Introduccion

Candida albicans es una levadura que hace parte de la microbiota
humana en la cavidad bucal, el tracto gastrointestinal, la vagina y la
piel. Por su calidad de patégeno oportunista puede causar infecciones
invasivas graves y esta asociado a una alta morbilidad y mortalidad
(Vallabhaneni et al.,, 2016). El cateterismo y la nutricién parenteral se
han asociado a los episodios de candidemias mas graves y agresivos,
debido a la aparicion de condiciones favorables para el desarrollo
de biopeliculas de Candida (Rajendran et al, 2016)in particular the
impact of biofilm formation. Candida bloodstream isolates (n = 280).

Las biopeliculas son estructuras complejas, compuestas por
células agrupadas que se adhieren a superficies inméviles o biolégicas
y se recubren con una matriz extracelular de su propia produccion, en
su interior se encuentran canales de agua que transportan nutrientes
y oxigeno a las capas internas (Seneviratne, Jin and Samaranayake,
2008; Magana et al.,, 2018; Le Maulff, 2020).

La formacién de biopeliculas de C. albicans se da en tres pasos,
durante la fase inicial (alrededor de 11 h), las células de levadura se
adhieren alas superficies e inician la diferenciacion en hifas. En la etapa
intermedia (las siguientes 19 h), las células completan su diferenciacion
y comienza la secrecion de exopolisacaridos. Finalmente, durante
la etapa de la maduracion, la biopelicula se vuelve mas gruesa por
acumulacion de matriz extracelular en la que se involucra una densa
red de hifas. La formacién y dispersiéon de células de levadura a partir
de estas biopeliculas maduras reinicia el ciclo de infeccién y formacién
de biopeliculas (Seneviratne, Jin and Samaranayake, 2008; Uppuluri et
al, 2010).

Las biopeliculas ayudan a evadir los mecanismos inmunes del
huésped, resistir el tratamiento antifingico y la presiéon competitiva
de otros microorganismos al facilitar la captura de nutrientes y
permitir cooperacién metabdlica gracias a la comunicacién célula a
célula que se presenta (Lukaszuk, Krajewska-Kulak and Kulak, 2017;
Silva et al., 2017). La nanotecnologia es una alternativa novedosa,
las nanoparticulas metalicas de magnesio, titanio, cobre, plata y oro,
presentan propiedades antimicrobianas, antivirales y antifungicas. Sus
propiedades antimicrobianas se deben a la capacidad que poseen
para desorganizar la estructura de la membrana, formar poros en la
pared celular bacteriana, inhibir o alterar la biopelicula, entre otras
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(Busi and Rajkumari, 2019). La sintesis verde de nanoparticulas de
plata utilizando productos verdes organicos reduce su toxicidad, las
hace ecolégicas, reduce sus efectos secundarios y disminuye el costo
de produccion (Gémez, 2018; Mousavi et al., 2018). El fruto de Borojoa
patinoi (borojo) es utilizado en América del Sur como cicatrizante y
vigorizante sexual. Sualto contenidode compuestosfendlicosle confiere
propiedades antioxidantes y actividad antimicrobiana (Lizcano et
al, 2010; Sotelo D, Casas F and Camelo M, 2010; Chaves-Lépez et al,
2018)bark, root, fruit and/or stem were prepared as infusions, as are
traditionally used in popular medicine. Total phenols ranged from 0.8
to 22.2mg gallic acid equivalents/g and flavonoids from 0.0 to 10.2mg
catechin equivalents/g, by using Folin-Ciocalteau and aluminium
chloride colourimetric methods. Differences were observed in phenol
and flavonoid contents at the organic level, the leaf presenting greater
values than the stem. All the extracts showed different degrees of
antioxidant activity with TEAC, 1.1 up to 117.4 and ORAC, 7.8 up to
359.1umol Trolox equivalents/g. These values correlated with total
phenol content (r2=0.90. El objetivo de este estudio es evaluar el efecto
de nanoparticulas de plata (NPsAg) obtenidas por sintesis verde de
Borojoa patinoi sobre biopeliculas de Candida albicans.

2. Materiales y métodos

Produccioén y caracterizacion de nanoparticulas de plata (NPsAg)

NPsAgse obtuvieron por sintesis verde a partir de extracto comercial de
Borojoa patinoi de Laboratorios Phitother. Brevemente, se prepararon
mezclando AgNO, 5 mM en extracto de Borojoa patinoi al 2% p/v a
25°C, en oscuridad hasta dia 60 (Gémez-Garzon et al., 2021).

Los espectros UV-vis de la mezcla de reaccion se midieron
periddicamente en un espectrometro UV-Vis Thermo Scientific Genesys
10 entre 200 nm y 1100 nm, operado a una resolucién de 3 nm.

Se purificaron las NPsAg con lavados por centrifugaciéon durante
30 minutos a 10.000 rpm. Las muestras se secaron en un horno a 60°C
durante 24 h. El tamafio hidrodinamico de las particulas y el indice
de polidispersidad (PDI) de las nanoparticulas de plata se analizaron
mediante Dynamic Light Scattering (DLS) (Malvern Zetasizer Nano
ZS90 Dynamic Light Scattering). La forma de las nanoparticulas se
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determindé mediante microscopia electronica de transmision (TEM)
y las medidas de tamafio de las imagenes se obtuvieron utilizando el
procesador de imagenes Image] / Fiji 1.

La citotoxicidad fue probada por el ensayo de MTT sobre células
MES-OV a concentraciones de 50 ng/mL y 100 ng/mL a 24,48y 72 h
(GOémez-Garzoén et al., 2021).

Determinacion de Concentracién minima inhibitoria sésil (CMIS) de
Nanoparticula de plata por ensayo de MTT

Los ensayos de MTT se realizaron por triplicado y se basé en método
de Pierce (Pierce et al., 2008). Se utiliz6 una placa de poliestireno de
96 pozos para determinar CMIS durante la formacion de la biopelicula
(24 h). Directamente dentro de la placa se realizaron diluciones
seriadas en base dos de la NPsAg para lo cual se tomaron 100 pl y se
transfirieron al pozo siguiente que contenia 100 ul de medio RMPI 1640
de forma tal que en cada pozo quedd un volumen final de 100 pl con
concentraciones finales de 2,0ug/mL, 1,0pg/mL, 0,5ug/mL, 0,25pug/
mL, 0,125pg/mL y 0,063ug/mL. Posteriormente, se adicionaron 100
ul de in6culo de Candida albicans a concentraciéon de 1 x 10° UFC/ml.
La placa se incubo 24 h a 37°C.

Una segunda placa se montdé para determinar CMIS sobre
biopelicula previamente formada durante 24 h. Se adicionaron 100 ul
de indculo de Candida albicans a concentracion de 1 x 106 UFC/ml en
todos los pozos y se incub6 la placa 24 h a 37°C. Se retiré el medio y
se adiciono 100 pl de NPsAg con concentraciones finales de 2,0pg/mL,
1,0ug/mL, 0,5ug/mlL, 0,25pg/mlL, 0,125pg/mLy 0,063ug/mL. La placa
se incubo 24 h a 37°C.

En cada placa se dispuso un control negativo con 200 pl de medio
RMPI 1640 para comprobar su esterilidad; también, un control de la
NPsAg para garantizar pureza, asi como cuatro controles positivos en
los que se adiciono el indculo de Candida albicans sin NPsAg. Se incub6
la placa 24 ha 37°C,

Para el montaje de la prueba bromuro de 3-(4-5-dimetiletiazol-
2-i)-2,5-difenil tetrazolio (MTT), las placas se lavaron dos veces con
PBS estéril, se adicion6é 100uL. de MTT a una concentracion de 1uM
en todos los pozos de la placa, se cubrieron con papel aluminio y se
incubaron durante 3 h en oscuridad a 37°C. Posteriormente se midi6
la absorbancia a 490nm.
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A los resultados se les resto el valor correspondiente del control
negativo y se calcul6é la CMIS50 y CMIS80 en las concentraciones de
NPsAg a las que se presenta una disminuciéon del 50% u 80% en la
absorbancia, en comparacién con las biopeliculas de control positivo.

Evaluacion microscépica de NPsAg sobre biopeliculas de Candida
albicans

Se generaron biopeliculas de Candida albicans sobre acrilicos de 1.0
cm x 1.0 cm estériles siguiendo el protocolo propuesto por Wang para
ser revisados microscdpicamente (Wang and Xie, 2016).

Para evaluar el efecto de NPsAg sobre biopelicula pre-formada
en una placa de cultivo de 12 pozos se colocaron simultdneamente
acrilico, 50pL de suspensiéon de Candida albicans a una concentracion
de 1x 10°UFC/mLy 50uL de NPsAga 0,5pug/mL. Se incub6 24h a 37°C.

Para evaluar el efecto de NPsAg sobre biopelicula post-formada en
unasegunda placade cultivo de 12 pozos se colocaron simultdneamente
acrilico y 50uL de suspension de Candida albicans a una concentracion
de 1 x 10° UFC/mL. Se incub6 24h a 37°C. Se retiré el medio y se
adiciono 50uL de NPsAg a 0,5pg/mL. Se incubd 24h a 37°C.

En una tercera placa de cultivo de 12 pozos se colocaron
simultaneamente acrilico y 50uL de suspension de Candida albicans
como control positivo. Se incub6 24h a 37°C.

Los acrilicos de cada ensayo se lavaron con PBS estéril y se fijaron
con metanol. Se realizé coloraciéon de Gram, Blanco de Calcoflior y
recubrimiento con oro para Microscopia electrénica de barrido (SEM).
Finalmente se compararon fotografias de los efectos de las NPsAg de
los ensayos con los controles.

3. Resultados

Las NPsAg fueron obtenidas a través de la reduccion de iones de plata
adicionados al extracto de Borojoa patinoi. La formacion se evidencio
por el cambio de color de amarillo a rojo marrén y la estabilidad de
las nanoparticulas fue evaluada por analisis espectrofotométrico UV-
Vis, la progresion de reaccidon presento un pico entre 400-500 nm.
En la distribucion del nimero DLS de la NPsAg se observo un pico
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de tamafio de 41.15 d.mn con un numero del 99.7% y un segundo
pico de 196.7 d.nm con nimero de 0.3. La concentracion final de
las nanoparticulas obtenidas por sintesis verde fue de 600 pg/ml.
La morfologia, tamafo y forma de las NPsAg fueron determinadas
por Microscopia Electrénica de Transmisiéon (TEM), observandose
formas esféricas de 20-60nm (Figura 1).

Se determiné la CMIS50 >2 pg/mLy CMIS80 >2 ug/mL de la NPsAg
sobre biopeliculas de Candida albicans y la actividad de las diferentes
concentraciones de NPsAg durante la formacion de la biopelicula
(24 h) y sobre biopelicula previamente formada durante 24 h, esta
determinacion es presentada en la figura 2.

La viabilidad promedio de las células tratadas con NPsAg en
concentraciones de 50 ng/mLy 100 ng/mL vari6 entre 41% y 58% a
24,48y 72 h.

El efecto de la NPsAg en biopeliculas de Candida albicans formadas
sobre acrilicos es presentada en coloraciones de Gram, Blanco
de Calcofltior y SEM son mostradas en la figura 3. El efecto de las
nanoparticulas sobre la pared de Candida albicans visualizado por
medio de SEM es mostrado en la figura 4.

4. Discusion

En este estudio, se sintetizaron nanoparticulas de plata de Borojoa
patinoi por la via de sintesis verde, el 99.9% de NPsAg presentaron
forma esférica y con un tamafio de 41.15 nm. Durante el proceso los
fotoquimicos, acido fenolico, flavonoides, alcaloides y terpenoides,
presentes en el Borojo ayudaron a la reducciéon de iones de Ag*
(Lizcano et al, 2010; Chaves-Lépez et al, 2018; Patra, Shin and Das,
2021)bark, root, fruit and/or stem were prepared as infusions, as are
traditionally used in popular medicine. Total phenols ranged from 0.8
to 22.2mg gallic acid equivalents/g and flavonoids from 0.0 to 10.2mg
catechin equivalents/g, by using Folin-Ciocalteau and aluminium
chloride colourimetric methods. Differences were observed in phenol
and flavonoid contents at the organic level, the leaf presenting greater
values than the stem. All the extracts showed different degrees of
antioxidant activity with TEAC, 1.1 up to 117.4 and ORAC, 7.8 up to
359.1pmol Trolox equivalents/g. These values correlated with total
phenol content (r2=0.90. La sintesis de NPsAg usando un proceso

7



Nanoparticulas de plata de Borojoa patinoi y su efecto in vitro sobre biopeliculas de Candida albicans

verde tiene muchas ventajas, sobresaliendo su caracter eco-amigable
por su baja contaminacién generada del proceso (Kumari, Lugman and
Meena, 2019). Utiliza extractos de plantas en lugar de plantas enteras,
puede resultar mas econémico debido al procesamiento posterior
mas facil, biocompatible y ser mas rentable, ya que permite soportar
sintesis mas grandes (Chung et al,, 2016).

Diferentes plantas medicinales han sido utilizadas como materia
prima para sintetizar nanoparticulas, el fruto de Borojoa patinoi es
usado en la medicina tradicional colombiana y se han demostrado
que tiene actividad antimicrobiana sobre cepas multiresistentes de
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans
(Chaves-Lépez et al.,, 2018).

Candida albicans causa infecciones invasivas asociadas a
la capacidad de formacién de biopeliculas sobre dispositivos
endovenosos. Previamente, habiamos probado que la NPsAg era eficaz
contra células plancténicas de Candida albicans, por lo que debiamos
determinar si el tratamiento con nanoparticulas podia erradicar las
levaduras adheridas e inhibir las biopeliculas maduras (Gémez-Garzén
etal,2021).

En cuanto a los resultados obtenidos con los ensayos de
coloracion de Gram, Blanco de Calcoflior y SEM se observé una
reduccion significativa en la biomasa. En CMIS50 y CMIS80 las
concentraciones >2pug/ml demostraron la capacidad de las NPsAg
parainhibir la formacion de biopeliculas cuando se aplica a células ya
adheridas (sésiles). Monteiro y col. informaron que concentraciones
iguales o superiores a 3,3pug/ml de NPsAg producidas quimicamente,
inhiben la formacion de biopeliculas cuando se aplica a células ya
adheridas (Monteiro et al, 2011). Estevez y col concluyeron que la
exposicion a nanoparticulas de plata produjo cambios estructurales
en la conformacion de la biopelicula de Candida albicans (Estevez et
al., 2020).

SegunKimy col., las NPsAg afectan alas células delevadura al atacar
sus membranas, interrumpiendo asi el potencial de membrana. Estos
autores observaron, por microscopia de transmision de electrones
(TEM), la formacion de “hoyos” en las superficies de la membrana de
C. albicans y finalmente la formacién de poros y la posterior muerte
celular (Kim et al., 2009).
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Se realiz6 SEM para confirmar el efecto inhibitorio de las NPsAg. El
control de crecimiento nos permiti6é observar que las biopeliculas eran
densas, al adicionar las NPsAg se redujo la matriz de polisacaridos que
forman las biopeliculas lo que permite ver el efecto inhibidor de la
nanoparticula. Selvarajy col, observaron bajo SEM la presencia de dafio
en la membrana causado por la ruptura de la barrera de permeabilidad
en C. albicans, efecto ocasionado por las NPsAg para poder destruir
biopeliculas formadas (Selvaraj et al., 2014)TEM measurement of the
cell-wall width of C. albicans after treatment resulted in significant
enlargement (206 +/- 11 nm, en el presente estudio, se logro6 evidenciar
presencia de deformacion en la pared de las levaduras de C. albicans
por SEM (figura 4).

Finalmente, la concentracién téxica de la NPsAg in vitro contra
células humanas MES-OV fue media. La toxicidad inducida por
nanoparticulas depende de la superficie, el tamafio de las particulas,
la morfologia de las particulas y la disolucién de iones. A medida
que aumenta el estrés oxidativo y se altera la homeostasis del calcio
intracelular debido a la exposiciéon a nanoparticulas, las acciones
posteriores conducen a la lesion de la membrana, la desregulacion del
ciclo celular y muerte celular (Dakal et al,, 2016; Huang, Cambre and
Lee, 2017). Se prevé que el mayor efecto de citotoxicidad de las NPsAg
contra las lineas celulares cancerosas se debe a la mayor captacién
de nanoparticulas por las lineas celulares, ya que las lineas celulares
cancerosas tienen un metabolismo inusual y un alto porcentaje de
proliferacion, lo que a su vez hace que las lineas celulares cancerosa
sean mas susceptibles (Patra, Shin and Das, 2021).

Como conclusién las NPsAg de Borojoa patinoi redujeron las
biopeliculas formadas, pero ain masimportante demostraron una gran
capacidad para prevenir la formaciéon de biopeliculas de C. albicans,
lo que indica que su capacidad antifingica es de amplio espectro y
podrian considerarse como alternativa de tratamiento y su uso para
prevenir la formaciéon de biopeliculas de los catéteres antes de ser
implantados en los pacientes mediante recubrimiento con NPsAg.
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Figura 1 Caracterizacion de NPsAg de Borojoa patinoi mediante A. dispersion de luz

dindmica (DLS). B Microscopia electrénica de trasmision (TEM).
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Figura 2: Actividad de NPsAg frente a biopeliculas de Candida albicans por MTT
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Figura 3: Comparacion fotogrdfica de biopeliculas bajo coloracion de Gram, Blanco de
Calcofluor y SEM. El control positivo corresponde a biopeliculas no sometidas a tratamiento
con NPsAg.
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Figura 4: Microfotografia SEM de Candida albicans tratada con NPsAg, las flechas rojas
muestran sitios de la pared celular afectada.
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