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RESUMEN
La combinacion de los conocimientos de la medicina tradicional con la nanotecnologia
abre las puertas para el desarrollo de nuevos medicamentos proporcionando nuevas
estrategias para el tratamiento y prevenciéon de infecciones flngicas de la piel, pero
también aporta a la lucha contra el aumento de la resistencia a los antimicrobianos. El
objetivo principal de este estudio fue evaluar la actividad antifingica de nanoparticulas
de plata (AgNP) obtenidas por sintesis verde y de los componentes utilizados para su
sintesis frente a aislamientos clinicos de Malassezia spp., asi como también, evaluar su
citotoxicidad frente a células mononucleares de sangre periférica (CMSP).
Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze, una planta medicinal empleada por los
indigenas del nordeste de Argentina para el tratamiento de la pitiriasis versicolor, se
utilizé para sintetizar AgNP estables, esféricas y monodispersas con un diametro
promedio de 14.01 + 2.1 nm. El método de sintesis demostrd ser simple, ecoldgico,
econdémico y valioso para la produccién a gran escala de AgNP. El extracto acuoso de
A. australe desempefid un papel importante tanto como agente reductor de iones plata
(Ag*), como agente de recubrimiento de las AgNP sintetizadas. La solucion de AgNP
demostro tener efecto fungicida y una actividad inhibitoria superior al fluconazol y a la
anfotericina B pero inferior al itraconazol, voriconazol y ketoconazol. Ademas, las AgNP
demostraron ser seguras a concentraciones suficientes para inhibir el crecimiento
fungico y tener una mejor actividad antifingica frente a las principales especies de
Malassezia causantes de infecciones de piel en comparacion a los componentes
utilizados para su sintesis. Por consiguiente, se demostr6 que una cantidad dada de
plata en forma de iones plata (Ag*) es mas toxica para el ser humano que la misma
cantidad de plata en forma de nanoparticulas recubiertas con fitocompuestos, lo que
sefiala que las AgNP sintetizadas serian adecuadas para su utilizacion como compuesto
antifingico, a fin de ser empleadas para el tratamiento e incluso la prevencién de

infecciones cutaneas causadas o asociadas a Malassezia spp.



ABSTRACT
The combination of the knowledge of traditional medicine with nanotechnology opens
the doors for the development of new drugs, providing new strategies for the treatment
and prevention of fungal infections of the skin, but also contributes to the fight against
the increase in resistance to antimicrobials. The main objective of this study was to
evaluate the antifungal activity of silver nanoparticles (AgNP) obtained by green
synthesis and of the components used for their synthesis against clinical isolates of
Malassezia spp., as well as to evaluate their cytotoxicity against peripheral blood
mononuclear cells (CMSP). Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze, a medicinal plant
used by the indigenous people of northeastern Argentina for the treatment of pityriasis
versicolor, was used to synthesize stable, spherical and monodisperse AgNP with an
average diameter of 14.01 + 2.1 nm. The synthesis method proved to be simple,
ecological, inexpensive, and valuable for large-scale production of AGNP. The aqueous
extract of A. australe played an important role both as a reducing agent for silver ions
(Ag") and as a coating agent for the synthesized AgNP. The AgNP solution was shown
to have a fungicidal effect and an inhibitory activity higher than fluconazole and
amphotericin B but lower than itraconazole, voriconazole and ketoconazole.
Furthermore, AQNP was shown to be safe at concentrations sufficient to inhibit fungal
growth and have better antifungal activity against the main Malassezia species that
cause skin infections compared to the components used for their synthesis.
Consequently, a given quantity of silver in the form of silver ions (Ag*) was shown to be
more toxic to humans than the same quantity of silver in the form of nanopatrticles coated
with phytocompounds. This indicates that the synthesized AQNP would be suitable for
use as an antifungal compound, in order to be used for the treatment and even the

prevention of skin infections caused or associated with Malassezia spp.



1. INTRODUCCION

Las levaduras del género Malassezia forman parte de la microbiota habitual de la piel
humana y de vertebrados de sangre caliente. Todas son lipofilicas y la mayoria de las
especies requiere de una fuente externa de lipidos, puesto que son incapaces de
sintetizar acidos grasos. Por esta razon, prevalecen en las areas del cuerpo ricas en
glandulas sebaceas. Estas levaduras causan la pitiriasis versicolor y la foliculitis por
Malassezia, por otro lado, se las asocia con la dermatitis seborreica y se considera actia
como agente exacerbador de dermatitis atdpica, psoriasis y otras afecciones dérmicas.
Las enfermedades cutdneas asociadas con Malassezia spp. son a menudo crénicas y

recurrentes (1-3).

La nanotecnologia es un importante campo de investigacion moderno que se basa en
la sintesis y manipulacién de la estructura de particulas que van desde 1 a 100 nm de
tamafio, llamadas cominmente nanoparticulas. Las nanoparticulas de metales nobles
presentan a menudo propiedades biolégicas, fisicas y quimicas distintas en
comparacion con sus homoélogos en escala macro, mostrando una alta relacion
superficie-volumen con la disminucion del tamafio de las mismas. Entre los diferentes
metales nobles, con propiedades antimicrobianas, la plata metalica (Ag) es el mas
ampliamente estudiado siendo el de accién antimicrobiana mas eficaz y el menos toxico
para las células animales (4,5). A medida que aumenta la superficie especifica de las
nanoparticulas, su eficacia antimicrobiana aumenta, por lo que representan una
alternativa contra la creciente resistencia microbiana, asi como también, contra las

diversas complicaciones asociadas al uso de antimicrobianos (6,7).

Las nanoparticulas de plata (AgNP) han ganado un interés importante en el &mbito de
la nanotecnologia debido a sus propiedades Unicas, tales como su estabilidad quimica,
buena conductividad, actividad catalitica, antibacteriana, antiviral y antifingica. Ademas,
de poseer propiedades antioxidantes, antinflamatorias y anticancerigenas (4,8-10). Es

por este motivo que tienen el potencial para surgir como nuevos agentes terapéuticos.



La Ag y las AgNP se han aplicado en la industria farmacéutica en unguientos y cremas
topicas para prevenir la infeccibn de quemaduras y heridas abiertas. Otra de las
aplicaciones ampliamente utilizadas son dispositivos médicos e implantes preparados
con polimeros impregnados con Ag, ya que se ha demostrado su capacidad de inhibir

la adherencia y la formacion de biopeliculas de distintas especies (6,11-13).

Las nanoparticulas metalicas generalmente se preparan mediante una variedad de
procesos fisicos y quimicos que son costosos y afectan el medio ambiente. Por otro
lado, se busca aplicar estas nanoparticulas en productos que estan en contacto con el
cuerpo humano, por lo que hay una creciente necesidad de desarrollar procesos de
sintesis amigables con el ambiente en los cuales no se utilicen compuestos toxicos
como en la mayoria de los protocolos de sintesis quimica. Por tal motivo, la
fitonanotecnologia emerge en respuesta a estas necesidades como un método de
sintesis verde en la cual se emplean plantas para la sintesis de nanoparticulas, como

una tecnologia respetuosa con el medio ambiente (4,6,14).

Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze (A. australe), cominmente conocida como
“tapekué” en Argentina, es una planta medicinal utilizada por los indigenas del nordeste
(NEA) para el tratamiento de las manchas blancas de la piel, en referencia a la pitiriasis
versicolor, y para el tratamiento de otras afecciones dérmicas (15). La combinacion de
los conocimientos de la medicina tradicional del NEA con la nanotecnologia abre las

puertas para el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos.

1.1.Caracteristicas generales del género Malassezia

Las levaduras de Malassezia son organismos lipofilicos, que han sido reconocidas hace
mas de un siglo como miembros de la microbiota cutdnea humana y también como
agentes de ciertas enfermedades de la piel (16,17). Ademas, desde la década de 1980,

se las ha informado causando infecciones sistémicas oportunistas (18). Estas levaduras



se han encontrado con frecuencia en una amplia gama de otros animales de sangre
caliente y su distribucion en la naturaleza se esta explorando utilizando técnicas
moleculares (19). Las caracteristicas del género Malassezia incluyen una morfologia
distintiva y su afinidad por los lipidos. Malassezia spp. puede presentarse tanto en su
forma de levadura como filamentosa. La forma levaduriforme se encuentra tanto en la
piel sana como en la enferma y en los medios de cultivo (20,21). La forma filamentosa
se asocia a determinadas afecciones cutaneas y corresponderia a estructuras de tipo
pseudohifas, ya que no se han observado las estructuras de poros caracteristicas de las

hifas verdaderas (22).

Las células levaduriformes pueden tener multiples formas: globosas a subglobosas,
ovales o cilindricas, dependiendo de la especie y del medio. Las observaciones de
microscopia electrénica han demostrado que estas levaduras tienen una pared celular
gruesa de multiples capas. La reproduccion asexual tiene lugar por un proceso de
brotacién unipolar enteroblastica y percurrente de base ancha desde la célula madre.
La célula hija se separa de aquella que le da origen por medio de la formacién de un
septo seguido por la escision, dejando una cicatriz en la célula parental y en el mismo
punto se producen sucesivas gemaciones cuyas cicatrices dan lugar a la formacion de
un collarete como se observa en la Figura 1 (19,22,23). Estas caracteristicas permiten

su diferenciacion de otros géneros levaduriformes y su facil reconocimiento.

Todas las especies de Malassezia son lipofilicas y la mayoria lipodependientes, a
excepcion de M. pachydermatis. Debido a estos estrictos requerimientos nutricionales,
para su aislamiento se necesitan medios de cultivos suplementados con acidos grasos
de cadena larga (24). Incubacién a temperaturas entre 30y 35 °C (6ptima 32 °C, excepto
M. cuniculi y M. vespertilionis) durante 2 a 5 dias, son las condiciones de crecimiento en

laboratorio de las especies de Malassezia actualmente conocidas (25,26).



Figura 1. Levaduras de Malassezia furfur CBS 7019. Imagen de propia autoria obtenida

con microscopio electrénico de barrido.

1.1.1. Historia y taxonomia actual

La primera observacion de Malassezia se realizé en 1846, cuando Eichstedt reconocio
la naturaleza fangica de la pitiriasis versicolor al describir la presencia de levaduras y
filamentos en el material obtenido de las escamas de estos pacientes. Pero el
microorganismo no fue nombrado hasta 1853, cuando Robin llamé Microsporon furfur a
las células redondeadas que observé en la piel de pacientes con caspa. En el afio 1874,
Malassez describié células brotantes de “varias formas” en el estrato cérneo de
pacientes con diversas enfermedades de piel. Veinte afios después, Baillon (1889),
estableci6 un nuevo género al que llamé Malassezia en honor a Malassez, con

Malassezia furfur como especie tipo (19,20,27). La denominacién de la especie hace



alusion a las finas escamas de consistencia furfurdcea o parecida al salvado que se
desprenden de las lesiones de pitiriasis versicolor. La morfologia variable de estas
levaduras llevé a diferentes taxénomos a separarlas en base a su morfologia. Por largo
tiempo se creyo que las levaduras y el micelio que se observaban en las preparaciones
microscopicas de los materiales clinicos eran distintos microorganismos. En 1904,
Sabouraud observo la presencia de dos tipos de morfologias en muestras de lesiones
de piel y las denominé como dos géneros diferentes: llamo M. furfur a los filamentos en
las escamas de pacientes con pitiriasis versicolor y cred el género Pityrosporum para la
fase levaduriforme (19). La morfologia variable de las levaduras llevd a algunos
taxbnomos a separarlas en especies, Castellani y Chalmers en 1913, llamaron
Pityrosporum ovale (P. ovale) a la forma oval y en 1951 Gordon denominé P. orbiculare
a las levaduras esféricas presentes en piel con y sin lesiones. Este fue el primer indicio
de que estas levaduras formaban parte de la microbiota normal de piel. En 1925
Weidman aisl6 levaduras de la piel de un rinoceronte similares en morfologia a P. ovale
pero que no necesitaban la presencia de lipidos para su crecimiento y las llamé
Pityrosporum pachydermatis (P. pachydermatis). Una levadura similar fue descripta por
Gustafson en 1955, aislada de una otitis externa de un perro y la llamé Pityrosporum

canis, aungue posteriormente fue reconocida como sinénimo de P. pachydermatis (19).

Hasta ese momento estas levaduras estaban incluidas en dos géneros, Malassezia y
Pityrosporum. En 1984, Yarrow y Ahearn proponen a P. ovale y P. orbiculare como
variantes de una misma especie y ambas correspondientes a M. furfur (22). En esta
década, la biologia molecular comienza a ser utilizada como una herramienta de
identificacion en microbiologia y, junto a diferentes estudios micologicos e
inmunolégicos se demostro, por un lado la inestabilidad morfolégica de las formas oval
y esférica al lograr la conversion in vitro de una forma a otra y, por otro, que la levadura
y el micelio eran sélo estados simples del complejo ciclo de vida de un mismo hongo

(19,28). Finalmente, en 1986 en la “International Commission of the Taxonomy of Fungi”,
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fue aceptado Malassezia como Unico nombre genérico, aunque el término

"Pityrosporum" siguié siendo utilizando durante muchos afios (29).

A lo largo del tiempo, diferentes esquemas fueron desarrollados con el fin de identificar
las especies de Malassezia utilizando caracteres fenotipicos y pruebas bioquimicas,
como por ejemplo, la reaccion de catalasa, la tolerancia a diferentes temperaturas, la
asimilacién de tweens, beta-glucosidasa, entre otros (25,30-32). Sin embargo, los
algoritmos de identificacion basados en estas caracteristicas tienen sus limitaciones y

no siempre permiten una clara diferenciacion de las especies.

El desarrollo de diversas técnicas moleculares ayudé a resolver las desventajas de los
métodos convencionales. Se han propuesto varios métodos basados en la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR), siendo la digestion por enzimas de restriccion de
productos de PCR (PCR-RFLP) aquella con mejor rendimiento para identificar
aislamientos obtenidos de cultivos (33,34). Como reciente metodologia de identificacion
de levaduras, la Matrix-assisted laser desorption ionisation time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF / MS) ha sido probado para la identificacién de Malassezia
permitiendo la identificacién correcta de las especies del género y con resultados
concordantes con los de analisis molecular del ADN ribosomal, prometiendo en un futuro

ser un sistema de identificacion rapida si se utiliza una base de datos ampliada (35).

La inclusion de las técnicas moleculares, en particular, el andlisis de secuenciacion de
ARNTr permitieron describir especies nuevas (36). El analisis filogenético basado en la
secuenciacion de dominios variables D1/D2 del ADN ribosomal y las regiones ITS
(30,37), junto con los recientes hallazgos basados en secuencias gendémicas completas

(38), coloca al género Malassezia dentro de (19,30,39-41):
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o Phylum: Basidiomycota
o Subphylum: Ustilaginomycotina
o Clase: Malasseziomycetes
o Orden: Malasseziales

o Familia: Malasseziaceae

El género Malassezia actualmente comprende 18 especies (Tabla 1), de las cuales 10

son antropofilicas y 8 son zoofilicas (42,43).

Tabla 1. Especies de Malassezia actualmente reconocidas, autores, afio de la

descripcion, y su principal huésped. Tabla adaptada de Cabaries (39), Guillot y col. (43).

Huésped principal / Otros

Especie de Malassezia

M. furfur, (Robin) Baillon, 1889. Hombre / vaca, elefante, mono,

avestruz, pelicano.

M. pachydermatis, (Weidman) Dodge, 1925. Perro, gato / carnivoros, aves

M. sympodialis, Simmons y Gueho, 1990. Hombre / caballo, cerdo, oveja

M. globosa, Midgley y col., 1996. Hombre / leopardo, vaca

M. obtusa, Midgley y col., 1996 Hombre

. restricta, Gueho y col., 1996.

Hombre

. slooffiae, Guillot y col., 1996.

Hombre, cerdo / cabra, oveja

. dermatis, Sugitay col., 2002.

Hombre

. japonica, Sugitay col., 2003.

Hombre

. hana, Hirai y col., 2004.

Gato, vaca / perro
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M. yamatoensis, Sugita y col., 2004. Hombre

M. caprae, Cabarfies y Boekhout, 2007. Cabra / caballo
M. equina, Cabafies y Boekhout, 2007. Caballo / vaca
M. cuniculi, Cabarfies y Castella, 2011. Conejo

M. arunalokei, Honnava y col., 2016. Hombre

M. brasiliensis, Cabafies y col., 2016. Loro

M. psittaci, Cabarfies y col., 2016. Loro

M. vespertilionis, Lorch y col., 2018 Murciélago

1.1.2. Ecologiay enfermedades asociadas

Numerosos estudios revelaron que Malassezia spp. esta presente universalmente en la
poblaciéon y que la colonizacion comienza inmediatamente después del nacimiento y
aumenta hasta los 6 - 12 meses de edad (44). Luego, permanece relativamente baja
hasta justo antes de la pubertad, cuando la activacién de las glandulas sebaceas
proporciona un mejor habitat y las poblaciones de Malassezia se elevan a un nivel
estable (45,46). Debido a sus requerimientos de una fuente de lipidos externa, se ha
demostrado que las concentraciones mas altas de estas levaduras se encuentran en las
areas ricas en glandulas sebaceas como ser: tronco, espalda, cara y cuero cabelludo y,

con menor abundancia, en brazos, piernas y genitales, (47-49).

Actualmente, las herramientas independientes del cultivo para examinar comunidades
microbianas complejas que se encuentran en y sobre el cuerpo humano abrieron
oportunidades para la deteccion de especies que, de otro modo, se perderian con el uso

de métodos basados en cultivos, debido a un crecimiento lento o fastidioso o la falta de
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condiciones apropiadas que se asemejen al habitat natural, como ocurre con las
especies de Malassezia. Esto ha impulsado a que los estudios del microbioma humano
gue antes se centraban principalmente en los habitantes procariotas del cuerpo humano,
ahora se centren en los hongos. Particularmente, se encontré que la abundancia relativa
de hongos en la piel humana es baja en comparacion con las bacterias, pero las
levaduras de Malassezia se identificaron como los eucariotas cutaneos mas
abundantes, que representan del 50 % al 80 % del micobioma cutaneo total. Por lo tanto,
Malassezia spp. representa el principal componente del micobioma de la piel (46,50,51).
Es importante enfatizar que microbiota se refiere a microorganismos en la piel, y el
microbioma representa el componente gendmico total, medido por andlisis de ADN. Los
genomas no interactian con el huésped, sin embargo, la biomasa asociada con cada
genoma si lo hace. En la actualidad, se observé que los microorganismos de la
microbiota humana desempefian un papel protector crucial en el mantenimiento de la
salud y en el desarrollo de enfermedades. Las células microbianas son muy variables
en tamafo, por lo que la biomasa por genoma fluctia ampliamente. Ademas, se informé
que el tamafio de las células de la especie Malassezia tiene entre 200 y 500 veces la
biomasa por genoma en relacién con las bacterias, lo que refuerza la relevancia de estas

levaduras en la piel (52,53).

Las especies de Malassezia se han asociado a una amplia gama de enfermedades
cutaneas y sistémicas. El papel patogénico de estas levaduras en enfermedades de la
piel siempre ha sido motivo de controversia. Una de las cuestiones clinicas principales
que se plantea es determinar cudl es la relacion entre las especies y el desorden
dermatoldgico en si, es decir, si las levaduras de Malassezia son causa de la afeccion,
o bien, si forman parte de un fenbmeno secundario que agrava la enfermedad.
Actualmente, podemos discriminar distintos estados en la coexistencia de Malassezia
con la piel del hospedador. Uno de ellos es el estado de comensal - simbiosis, en el que

la levadura y la piel del hospedero estan en equilibrio. Por otro lado, se encuentra el
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estado patogénico, en el cual puede existir un aumento en la carga flngica sin
inflamacién, como ocurre en la pitiriasis versicolor. Mientras que en la dermatitis
seborreica, dermatitis atopica y psoriasis existe un aumento en la carga flngica
acompafada de inflamacion. Las evidencias demuestran que la interaccion de las
levaduras de Malassezia con la piel es multifacética e involucra distintos componentes
de la pared celular, enzimas y productos metabdlicos del hongo, asi como de las células
gue componen la epidermis (30,54,55). Actualmente, M. globosa, M. restricta, M.
sympodialis y M. furfur son las especies mas comunmente informadas en la bibliografia
relacionadas a estas afecciones cutaneas (Tabla 2). Sin embargo, otras especies

pueden colonizar e infectar la piel humana (19,22,30,41).

Tabla 2. Principales dermatosis en las que estan implicadas las especies mas

documentadas de Malassezia. Adaptado de Kurtzman y col. (56) y Theelen y col. (46).

)
(7] +—
s o = £
5 8 3] S =
= o =] o
=] o) 7] o g
* =) o S £
. = 2 8
Entidad = = = o
=
DA + + o o
DS + + + +
DSA +
PV + + +
IS < - +

+: especies implicadas en la infeccion. DA: dermatitis atépica. DS: dermatitis seborreica.

DSA: dermatitis seborreica en animales. PV: pitiriasis versicolor. IS: infeccion sistémica.
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Segun estudios fenotipicos y basados en PCR:

M. globosa es la especie mas abundante en piel humana sana y la mas
frecuentemente vinculada a diversas afecciones dermatolégicas, incluidas PV y
DS (19,46,57-63).

M. restricta es la segunda especie mas comun en pieles sanas y enfermas,
particularmente en cuero cabelludo, cuello, cara y orejas (19,61) y se asocia con
DSy DA (46,57,62,64—-66).

M. sympodialis es la tercera especie mas abundante en la piel humana sana,
pero aparece con una frecuencia significativamente menor en comparacion con
M. globosa y M. restricta (46,67).

M. dermatis se ha identificado con baja frecuencia tanto en piel sana como en
lesiones de pacientes con DA (19,36,46,67).

El uso de métodos basados en cultivos identifica a M. furfur en varios sitios del
cuerpo, incluida la piel, la sangre y la orina humana. Sin embargo, estudios
independientes del cultivo encontraron M. furfur en la piel solo en raras

ocasiones, con baja frecuencia y abundancia (46,50,57,67).

Por dltimo, hay que tener presente que los factores del huésped, como la variacion

inducida por genes, las condiciones ambientales, el estilo de vida, la higiene y el sistema

inmunoldgico provocan cambios en las comunidades microbianas de la piel. Asimismo,

cualquier modificacion de alguno de estos factores puede conducir de un estado de

simbiosis-comensalidad a uno de patogenicidad (50,52).

El género Malassezia comprende un grupo heterogéneo de especies formado por

diferentes genotipos que pueden causar las mismas patologias; y estas especies y

genotipos pueden variar en su susceptibilidad a diferentes agentes antifungicos (46).
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1.1.2.1. Pitiriasis versicolor

Es una infeccion superficial de la epidermis de la piel en la cual Malassezia desarrolla
su forma filamentosa y causa dafios patoldégicos menores al estrato cérneo a través de
la penetracion del tejido. Es una de las micosis superficiales mas comunes y se presenta
en una amplia gama de areas geograficas, pero es mas frecuente en los tropicos, con
la mayor incidencia en nifios y adultos jévenes. La pitiriasis versicolor se manifiesta
como maculas ligeramente descamativas hipopigmentadas (blanquecinas) e
hiperpigmentadas (rosa, beige, marrén a negro). Las lesiones pueden ser Unicas o
multiples y confluir con el tiempo. En ocasiones, pueden referirse leves sintomas de
irritacién o prurito. La especie mas frecuentemente asociada con la pitiriasis versicolor
es M. globosa, aunque también pueden estar involucradas otras especies (19,46,57—

63).

1.1.2.2. Dermatitis seborreica

Es una dermatosis crénica y recidivante que se caracteriza por presentar lesiones
eritemato-escamosas poco definidas. Afecta principalmente zonas seborreicas tales
como cuero cabelludo, pliegues nasolabiales, cejas, detras de las orejas y en el pecho
sobre el estern6n. La caspa es considerada como una forma no inflamatoria de
dermatitis seborreica producida en el cuero cabelludo (58,68). Aunque la relacién entre
Malassezia y la dermatitis seborreica fue sugerida ya en 1932, su papel patogénico en
esta afeccion sigue siendo objeto de estudio, ya que no hay evidencia de que estas
levaduras invadan la piel. Esta relacién se basa en la observacién del alto nimero de
estos agentes en materiales clinicos, la efectividad de los tratamientos antimicéticos y
la recolonizacion en los casos de recurrencia. EI mecanismo parece ser la respuesta
inflamatoria generada por los metabolitos de esta levadura comensal que

desencadenan un proceso de dermatitis (19,46,57,62,64—66).
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1.1.2.3. Dermatitis atépica

Es un trastorno inflamatorio crénico caracterizado por lesiones eczematosas con
eritema, descamacion y engrosamiento de la epidermis, acompafiada con prurito. Este
fendmeno se registra principalmente en adultos jévenes siendo poco frecuente en nifios
y afecta meramente a piel lisa y no a los pliegues. Los factores genéticos desempefian

un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad (46,58,69).

La observacion de IgE unidas a alérgenos propios de las levaduras de Malassezia
sumado a la selectividad observada de la respuesta inmune por células T, sugieren el
papel de estas levaduras como agentes alergenos en estos pacientes susceptibles y no

como agentes infecciosos (30,66,70).

1.1.2.4. Foliculitis

La foliculitis por Malassezia es una erupcion inflamatoria pustulosa dispersa que se
observa principalmente en la parte superior del tronco, la espalda y la frente. La
condicion a menudo es desencadenada por la exposicién al sol, pero también puede
ocurrir en pacientes con cualquier tipo de inmunosupresion. Las biopsias de las lesiones
revelan un gran nimero de levaduras dentro de los foliculos pilosos y la inflamacion

circundante (19,34).

1.1.2.5. Otras afecciones

Malassezia se ha visto implicado en otras afecciones, como blefaritis, otitis externa y la
papilomatosis confluente y reticulada. Otros autores informan casos de onicomicosis

(71-73), aunque es posible que su presencia en las mismas represente la asociacion



secundaria a un patégeno primario como pueden ser dermatof6itos o Candida spp. (30).
Una vez mas, el problema esta en relacionar la patogénesis con el hongo, ya que las
levaduras lipofilas se pueden encontrar como colonizantes. Ademas, existe una forma
de psoriasis, a veces denominada sebopsoriasis, en la que la distribucion clinica de las
lesiones puede parecerse a las observadas en la dermatitis seborreica. Por otro lado,
las especies de Malassezia se han descrito como causantes de infeccidn sistémica,
generalmente en recién nacidos. La infeccion sistémica se encuentra asociada con el

uso nutricion parenteral total con suplementacion lipidica (19,46).

1.2.Infecciones de la piel. Nanotecnologia y medicina tradicional

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano y una parte integral del sistema
inmunoldgico que actda como la primera linea de defensa contra las infecciones
microbianas. Las infecciones de piel son una razén comun de consulta en los centros
de atencion primaria de salud, siendo las malasseziosis una de las mas frecuentes

(74,75).

Las enfermedades cutaneas asociadas con Malassezia son a menudo cronicas y
recurrentes. En estos casos, los resultados de la terapia antifingica, tanto tépica como
sistémica, no siempre son eficientes generando altas tasas de recurrencia. En
consecuencia, no solo se asocian a altos costos terapéuticos y sin respuesta, sino
también a problemas sicosociales por la falta de resolucidon de esta probleméatica de
salud (1,3,33,45). Ademas, se hainformado induccién de resistencia in vitro al fluconazol
en M. pachydermatis (76,77), asi como fracaso en el tratamiento con terbinafina en
pacientes con PV; o con fluconazol o posaconazol en el tratamiento preventivo de la
fungemia por M. furfur (58,78-80), lo que sugiere la aparicion de resistencias (46). Estos
resumidos considerandos impulsan el desarrollo de nuevos medicamentos con

propiedades antifungicas y, al mismo tiempo, rentables. En los ultimos afos, la
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combinacién de los sistemas médicos tradicionales junto con la nanotecnologia surge
como una alternativa prometedora que abre la puerta al desarrollo de nuevos farmacos

para dar frente a esta problematica.

1.2.1. Nanotecnologia: Nanoparticulas metalicas

La nanotecnologia es un campo importante de la investigacion moderna que se ocupa
de la sintesis y manipulacion de la materia en el rango nanométrico (1 nm = 10° m), asi
como el estudio de sus propiedades y aplicaciones (81,82). De ella emerge la
nanomedicina como una ciencia interdisciplinaria, que combina el conocimiento de la
fisica, la quimica, la biologia y la medicina para tratar enfermedades del cuerpo humano
(83). Dentro de los distintos tipos de nanomateriales, las nanoparticulas se caracterizan
por tener sus tres dimensiones en escala nanométrica. Hoy en dia, los productos
basados en nanoparticulas estan ganando cada vez mas terreno, muchos de los cuales
ya se encuentran en el mercado (84). Particularmente, las nanoparticulas de metales
nobles han mostrado propiedades fisicas y quimicas Unicas y considerablemente
diferentes en comparacion con sus contrapartes a granel (85). A medida que disminuye
el tamafio de las nanoparticulas, aumenta su relacion superficie-volumen, dispersion y

actividad antimicrobiana (4-7,84,86).

Entre los diferentes metales nobles, la plata (Ag) es el mas ampliamente estudiado,
mostrando una eficaz accién antimicrobiana y ser el menos téxico para las células
animales (87,88). La actividad bactericida de la Ag es un hecho bien establecido y tiene
un largo registro en la medicina tradicional. Actualmente, la Ag es empleada en la
medicina moderna, principalmente, para tratar y prevenir infecciones de la piel como,
por ejemplo, la sulfadiazina de plata. Sin embargo, existe un interés creciente en el uso
de AgNP para el tratamiento de las infecciones de la piel debido a sus propiedades

mejoradas (8,13,18). Similar a la Ag a granel, las AgNP presentan una actividad
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antimicrobiana relativamente mayor en comparacion con su homologo macroscapico.
Ademas, se ha demostrado que poseen mejores propiedades antioxidantes y
anticancerigenas. Por tal motivo, las investigaciones sobre las AgNP han ido ganando

impulso en todo el mundo (9).

Las nanoparticulas pueden ser sintetizadas mediante diferentes enfoques: quimicos,
fisicos, biolégicos e hibridos. Los métodos fisicos son caros y engorrosos para la
produccion a gran escala debido al consumo continuo de energia y de requerir equipos
altamente sofisticados. Ademas, la vida Gtil extremadamente corta de las nanoparticulas
producidas por métodos fisicos hace que la adicibn de un agente de cobertura sea
indispensable. Por otro lado, los métodos quimicos usan compuestos toxicos que son
peligrosos para el medio ambiente y, generalmente, resultan en la adsorcion de
quimicos téxicos en la superficie de las nanoparticulas sintetizadas, lo que los hace
inadecuados para aplicaciones médicas. Ademas, los subproductos formados durante
el proceso presentan efectos nocivos, por lo que se requiere una purificacién de las
nanoparticulas lo que aumenta el costo de produccion. Mientras que los métodos de
sintesis bioldgicos, también denominados de sintesis verde por ser considerados
respetuosos con el medio ambiente, se basan en el empleo de sistemas bioldgicos como
bacterias, hongos, algas y plantas, o de productos obtenidos a partir de ellos como ser
proteinas, péptidos, carbohidratos, etc., los cuales actian como agentes reductores y

de recubrimiento para la sintesis de nanoparticulas (89-92).

Entre los diversos métodos biolégicos de sintesis de nanoparticulas, la sintesis mediada
por microbios no es comercialmente viable, ya que implica el mantenimiento de
condiciones altamente higiénicas y procesos muy complejos de mantenimiento de
cultivos. Ademas, el tiempo de incubacion de los iones metalicos es més largo, por tanto,
la tasa de produccion es menor para un mismo lapso de tiempo. Del mismo, la utilizacion
de proteinas, péptidos, carbohidratos, etc. requiere de la purificacion de estos

compuestos a partir de los sistemas biologicos, lo que conlleva mayor gasto y tiempo.
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La sintesis mediada por plantas, en ocasiones denominada fitonanotecnologia, es
considerada la mejor candidata entre los distintos métodos de sintesis verde, ya que
proporcionan una forma limpia, ecologica, rentable, eficiente, segura, convenientemente
utilizable y beneficiosa para la sintesis de nanoparticulas metélicas a gran escala (89—

92).

1.2.2. Plantas de la medicina tradicional del nordeste argentino

Las plantas han sido utilizadas como medicinas a lo largo de la historia por diferentes
culturas. Mediante el aprendizaje por prueba y error el ser humano fue aprendiendo a
distinguir las plantas con efectos beneficiosos de aquellas que eran téxicas o inactivas.
Sus innumerables usos se han documentado y transmitido a través de generaciones
como son los sistemas médicos tradicionales organizados (Ayurveda, Unani, Kampo y
medicina tradicional china, entre otros) (93).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), aproximadamente el 80 %
de la poblacién mundial, especialmente habitantes de los paises en desarrollo, utilizan
plantas medicinales y/o productos derivados de las mismas como parte del cuidado de
su salud, debido a que el acceso a farmacos de laboratorio es inaccesible para ellos
(94,95).

El NEA es una de las regiones historico-geogréaficas en que se subdivide la Republica
Argentina. De acuerdo al Ministerio del Interior, Obras Publicas y Vivienda (96), el NEA
comprende las provincias de Formosa, Chaco, Corrientes, Entre Rios y Misiones con

una superficie total de 368.480 km? (Figura 2) (96-98).
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Figura 2. Mapa politico de la Republica Argentina en el cual se resalta en verde las
provincias que conforman el NEA. Mapa modificado de

https://www.shutterstock.com/es/image-vector/map-argentina-685764829.

El NEA esta habitado principalmente por 5 grupos de indigenas: gom, mocovies, wichis,
pilagas, vilelas y mbya-guarani, siendo la poblacion qom la mayoritaria (99,100).
Comunmente, todos los indigenas se hallan en estrecho contacto con la naturaleza,
dependiendo de ella en gran parte, para su subsistencia; por ello, poseen un profundo
conocimiento de la misma y de sus recursos. Este saber es mayor, cuanto mas alejados
de las ciudades se encuentran radicados. Dentro del panorama general de la naturaleza,
muy probablemente sean las plantas, las que mayor importancia revisten para la vida
material de estos indigenas. De ellas obtienen alimento, medicinas, bebidas, sustancias
tintéreas y textiles, materiales para construir herramientas, utensilios y, como si fuera
poco, elementos usados como amuletos (payé y kurundu). Sus conocimientos sobre las

propiedades medicinales de las plantas del NEA son extremadamente amplios (100).


https://www.shutterstock.com/es/image-vector/map-argentina-685764829

Determinadas hierbas son utilizadas por estos indigenas del NEA como plantas
medicinales para el tratamiento de diversas enfermedades. Entre ellas se destaca el uso
de "tapekué", nombre vulgar de Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze, para el
tratamiento de infecciones de la piel. Y, especificamente, para tratar las manchas
blancas de la piel, en referencia a la pitiriasis versicolor. La "medicina" se prepara por

maceracion de las hojas y colocando el macerado sobre la zona afectada (101-104).

1.2.2.1. Aspectos generales de la familia Asteraceae

La familia Asteraceae (Compositae, asteraceas o plantas compuestas en un lenguaje
coloquial) es la familia mas grande de plantas con flores; comprende 3024 especies
aceptadas distribuidas en 519 géneros. Sin embargo, se han descripto mas de 23600
especies distribuidas en 1620 géneros. Argentina, registra la familia mas numerosa con
222 géneros y 1490 especies (105,106) y es considerada, por algunos autores, como el

probable lugar de origen de las asteraceas (107,108).

Las asteraceas presentan una amplia distribucion geografica (cosmopolita), con gran
concentracion de especies en regiones tropicales, subtropicales y templadas (109). Se
componen principalmente de hierbas, pero también incluye algunos arboles y arbustos
lefiosos. Abarca especies de relevancia para la industria cosmética, farmacéutica y

alimentaria, a la par de las ornamentales, malezas y plantas toxicas (109).

El origen etimolégico del nombre de la familia proviene del término latino “aster” que
significa “estrella” y que se refiere a la estructura caracteristica de la inflorescencia, en

capitulos florales (110).

La familia Asteraceae ha contribuido con un gran nimero de plantas con monografias
descritas en las farmacopeas, y esto se debe al gran numero de especies medicinales

de esta familia, debido a sus propiedades biolégicas (109).
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1.2.2.2. Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze

El género Acanthospermum incluye 3 especies aceptadas, Acanthospermum australe
(Loefl.) Kuntze; Acanthospermum hispidum DC.; Acanthospermum humile (Sw.) DC.

(111).

A. australe es popularmente conocida en el NEA como “tapekué”. Se encuentra
facilmente en las playas de los rios y afluentes, crece de manera aislada en la arena y
es de muy facil extraccion. Por otro lado, es considerada una maleza invasiva ya que se

la encuentra en campos agricolas, pastizales y en barbechos (112-115).

A. australe es un arbusto anual ampliamente distribuido en América del Sur que vegeta
durante el invierno y la primavera, y florece en las estaciones de primavera, verano y
otofio. Puede alcanzar unos 30 cm de altura, con tallos postrados sobre el suelo o
ascendentes, ramificados y pubescentes. Hojas simples, opuestas, de ovadas a
rémbico-ovadas, margen dentado irregular, con glandulas en la cara superior y en la
cara inferior (mayor cantidad). Inflorescencia en capitulos pedunculados, solitarios,
situados en las axilas de las hojas y en los extremos de las ramas. Flores unisexuales;
las femeninas marginales, tienen ligulas de 1 mm de largo y las masculinas centrales,
pequefas y de color blanco-amarillento. Frutos tipo aquenio, envueltos por las bracteas
persistentes del involucro formando un fruto fusiforme y cubiertos de cerdas ganchudas
y rigidas, que son muy adherentes (114,115) (Figura 3). En la Tabla 3 se observan los

detalles de su posicion taxonémica (116).
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Figura 3. Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze. Fotografia de autoria propia.

Tabla 3. Posicién taxonémica de A. australe (Loefl.) Kuntze.

Dominio

Reino

Infrareino

Subreino

Superdivision

Division

Subdivisién

Eukaryota

Plantae

Streptophyta

Viridiplantae

Embryophyta

Tracheophyta

Spermatophytina
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Clase Magnoliopsida

Superorden Asteranae

Orden Asterales

Familia Asteraceae

Género Acanthospermum Schrank

Especie Acanthospermum australe (Loefl.) Kuntze

Nombres “tapekué”, “tapecué”, “natiu”, “tayecui”, “tepecuri”,
vulgares “verba de la oveja”, “ihi kukae hipa”, “sandiabd

LA} TN

guazu”, “sandiabo mini”, “tapé tuya”, “pipili’ (15).

Etimol6égicamente, Acanthospermum deriva de los términos griegos “akanthes” y
“sperma” que significan espina y semilla, respectivamente, haciendo referencia a las
semillas espinosas de esta planta; mientras que australe se refiere a su ubicacién

geografica (117).

En la medicina tradicional, el tapekué es una planta utilizada con diversos propadsitos. A
esta hierba se le atribuye las siguientes propiedades: digestivo, colagogo, antiséptico,
cicatrizante, antiinflamatorio, antirreumatico, diaforético, febrifugo, diurético,
anticonceptivo y abortivo. Preferentemente, se emplea la parte aérea (hojas) y en
segundo lugar la planta entera, las cuales pueden ser utilizadas tanto por via oral como
por via topica. Por via tépica, la planta entera se usa en decoccidon como antiséptico y
cicatrizante de heridas ulcerosas, también actiia como antiinflamatorio. La decoccion de
las hojas externamente se usa como cicatrizante, en infusion en casos de dermatitis y
el macerado aplicado en cataplasma como antiséptico. También se utiliza en lavados

vaginales contra la leucorrea y la gonorrea (112,115).
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2. SIGNIFICADO Y ORIGINALIDAD DE LA PROPUESTA

El uso de hierbas para la cura de diversas afecciones es una practica frecuente entre
los habitantes del NEA, ademas de la poblacién indigena. Un alto porcentaje vive en un
contexto econémicamente desfavorable en cuanto a sus posibilidades para acceder a
los farmacos de laboratorio. Ante esta barrera, recurren a los conocimientos de la
medicina tradicional para el tratamiento y cuidado de su salud. Por otro lado,
observdbamos que una de las principales causas de consultas en el Laboratorio de
Micologia del Instituto de Medicina Regional (IMR) de la Universidad Nacional del

Nordeste (UNNE) son debidas a micosis superficiales asociadas a Malassezia spp.

En respuesta a estas necesidades, surgié el presente proyecto con el objeto de
encontrar y evaluar nuevas alternativas antifingicas que sean efectivas, seguras pero
al mismo tiempo, econdmicamente accesibles. La combinacién de los conocimientos de
la medicina tradicional del NEA con la nanotecnologia surgié luego de una intensa

busqueda bibliografica de las posibles fuentes de nuevas drogas.

Como impacto de esta investigacion, se espera que los resultados puedan ser
transferidos al sector productivo. La bioprospeccién de una planta medicinal del NEA
para la sintesis de AgNP nos permitird obtener el aval cientifico para la futura
elaboracion de un farmaco de accién topica de posible aplicacion en medicina humana
y animal con propiedades antifingicas. Esto seria un valioso aporte al sistema primario
de atencion de salud. Un producto con estas caracteristicas, elaborado a partir de
componentes de origen natural, permitiria el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas para optimizar la farmacoterapia antimicrobiana contra las infecciones de
la piel pero incluyendo, al mismo tiempo, una alternativa ante el incremento de la
resistencia. Asimismo, impulsar la innovacion productiva de la regién en un marco de
desarrollo sustentable, generando un impacto econémico-productivo regional positivo,
pero también incentivando la inversion en este tipo de investigaciones por parte de la

industria cosmética y farmacéutica.
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3. OBJETIVOS

3.1.0bjetivo general

Sintetizar AgNP a partir de un extracto vegetal y evaluar su actividad inhibitoria in vitro
frente a diversas especies de Malassezia, asi como también, evaluar su citotoxicidad

frente a células mononucleares de sangre periférica (CMSP).

3.2.0bjetivos especificos

o Recolectar hojas de A. australe.

e Acondicionar el material vegetal.

e Obtener el extracto acuoso de las hojas de A. australe.

e Sintetizar AgNP a partir del extracto obtenido.

e Caracterizar las AgNP sintetizadas.

e Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracion
fungicida minima (CFM) del extracto acuoso de A. australe frente a diferentes

cepas de diversas especies de Malassezia.

e Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracion
fungicida minima (CFM) del AgNOs frente a diferentes cepas de diversas

especies de Malassezia.

e Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) y la concentracién
fungicida minima (CFM) de las AgNP obtenidas frente a diferentes cepas de

diversas especies de Malassezia.
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Comparar los valores de CIM obtenidos con valores de CIM de los antifungicos

de uso clinico frecuente para el tratamiento de malasseziosis.

Evaluar la citotoxicidad de las AgNP y de los componentes utilizados para su

sintesis frente a CMSP.
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HIPOTESIS

A partir del extracto acuoso de hojas de Acanthospermum australe (Loefl.)
Kuntze se pueden sintetizar AgNP estables.

Las AgNP sintetizadas presentan actividad inhibitoria in vitro frente a Malassezia
spp.

Las AgNP sintetizadas presentan CIM especie dependientes.

Las AgNP sintetizadas presentan valores de CIM similares a los obtenidos con
los antifiingicos de uso clinico convencional.

Las AgNP sintetizadas no son citotdxicas frente a CMSP en concentraciones

suficientes para inhibir el crecimiento flngico.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.Material vegetal

Se utilizaron hojas de plantas adultas de A. australe (Loefl.) Kuntze. La identificacion de
las plantas procesadas fue corroborada en el Instituto de Botanica del Nordeste
(IBONE), UNNE - Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET), donde se deposité un ejemplar. Se tomaron registros de las coordenadas
del cultivo, la época del afio y el momento del muestreo.

Las hojas de las plantas fueron cosechadas a mano, de acuerdo a las directrices de la
OMS sobre buenas practicas agricolas y de recoleccién de plantas medicinales (118),
depositando el material recolectado en cajas de carton aireadas y limpias. Luego, se
realizé una inspeccién minuciosa de las hojas, descartando aquellas que presentaban
una tonalidad amarillenta, estaban secas, en descomposicion o presentaban algun
material extrafio (insectos, parasitos, etc.). Seguidamente, las hojas fueron lavadas bajo
agua corriente durante 10 minutos, desinfectadas por inmersion en una solucién acuosa
de hipoclorito de sodio al 0,5 % durante 10 minutos, enjuagadas con agua purificada
estéril y, posteriormente, escurridas. Luego, las hojas fueron secadas a temperatura
ambiente protegidas de la luz solar, de acuerdo a la tradicién de los indigenas, hasta
peso constante (119,120). Una vez secas, fueron almacenadas en cajas de carton
limpias, rotuladas y protegidas de la luz y de fuentes de contaminacion, en un lugar
fresco y seco.

En el instante previo a la obtencién del extracto, el material vegetal almacenado fue

triturado y tamizado (Figura 4) con una malla de 2 mm de diametro.
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Figura 4. Equipo de molienda y tamiz.

5.2.0btencidn del extracto acuoso de tapekué (TAE)

50 g del material vegetal se llevé a ebullicibn con 1000 mL de agua desionizada estéril
durante 5 minutos, seguido de agitacion continua a temperatura ambiente durante 1
hora. Luego, el extracto obtenido se filtr6 con papel de filtro Whatman no. 1 (Figura 5),
seguido por un filtro Millipore estéril de 0,22 um de poro. Posteriormente, se liofilizé
(Figura 6) y el extracto liofilizado (EL) obtenido se almacend a 4 °C en frascos de vidrio

color ambar, estériles, con cierre hermético y protegidos de la luz.

Figura 5. Equipo de filtracion.

33



Figura 6. Equipo de liofilizacion.

5.3.Rendimiento de la extraccidn

Se determiné como la relacion porcentual entre la cantidad de extracto liofilizado

obtenido y la cantidad de material vegetal empleado, de acuerdo a la siguiente ecuacion:
_ (EL
R = (22) x 100
donde:
R: Rendimiento de la extraccién expresado en % (p/p).

EL: cantidad de extracto liofilizado obtenido, expresado en gramos.

MV: cantidad de material vegetal empleado, expresado en gramos.

5.4.Determinacién de fenoles totales

El contenido de fenoles totales del extracto acuoso de A. australe se determind
espectrofotométricamente a partir de la capacidad de reduccién del reactivo Folin-
Ciocalteau (Sigma-Aldrich, EE.UU.) de acuerdo con la metodologia de Waterhouse

(2002) (121), con algunas modificaciones.

El extracto liofilizado fue reconstituido con agua desionizada para obtener una
concentracion de 1 mg de EL / mL. Posteriormente, 20 yL de muestra se adicion6 a 1,4

mL de agua destilada, seguido de 100 L del reactivo Folin-Ciocalteau (2N). La solucion
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se dejo reposar en la oscuridad durante 3 minutos a temperatura ambiente. Terminado
el tiempo de reposo y bajo agitacién vigorosa, se adiciond 300 pL de una solucion de
carbonato de sodio (Sigma-Aldrich) al 20 % (m / v) y 180 pyL de agua destilada. La
solucion resultante se dejo reposar en la oscuridad durante 100 minutos y se determiné
la absorbancia a una longitud de onda de 760 nm utilizando un espectrofotometro UV-
Vis (Multiskan Go, Thermo Fisher, Finlandia). Los resultados se expresaron como la
media de la masa equivalente de &cido galico en mg por g de extracto liofilizado (mg

EAG / g EL) £ desviacion estandar (DS) para tres repeticiones.

5.5.Cuantificacion de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales del extracto acuoso se determino de acuerdo con el
método colorimétrico descrito por Dewanto y col. (122), con modificaciones. Primero, el
extracto liofilizado fue reconstituido con agua destilada para obtener una concentracion
de 1 mg de EL / mL. Se agregaron 200 uL del extracto reconstituido a 1000 uL de agua
destilada con 60 uL de una soluciéon de NaNO; (5 %) (Cicarelli, Argentina). Después de
6 minutos, se anadieron 120 uL de una solucion de AlICI;-6H20 (Cicarelli) al 10 % y se
dejo reposar durante 5 minutos. Luego, se afadieron 400 uL de NaOH (1 M) (Cicarelli)
y 220 uL de agua destilada bajo agitacion vigorosa. Inmediatamente, la absorbancia de
la solucidn resultante se leyd a 510 nm. El contenido de flavonoides totales se expresé
como la media de la masa equivalente de quercetina en mg por g de extracto liofilizado

(mg EQ /g EL) £ DS para tres repeticiones.

5.6.Sintesis verde de nanoparticulas de plata

Con el objeto de obtener nanoparticulas monodispersas, pequefias y estables, la
sintesis verde se realizé de acuerdo con los resultados obtenidos por otros autores

(6,123-125), con algunas modificaciones. El extracto liofilizado fue reconstituido para



obtener una concentraciéon de 50 mg de EL / mL, y se ajusté a pH 9,5 usando una
solucién de NaOH 0,1 N. Posteriormente, se afiadieron 10 mL del extracto a 190 mL de
una solucién de AgNOs; 1 mM para la reduccién de iones plata (Ag*). La reaccién se
llevé a cabo a 95 °C durante 15 minutos. La solucidon de nanoparticulas obtenida se
purificd por centrifugacion y resuspension (3 veces) del sedimento en agua desionizada

estéril a 15000 rpm durante 20 minutos para eliminar cualquier sustancia no coordinada.

5.6.1. Caracterizacion de las AgNP

Las AgNP sintetizadas se caracterizaron mediante las siguientes técnicas:

a) Espectroscopia UV-Visible: Se usdé un espectrofotbmetro UV-Visible
(MultiskanGo, Thermo Fisher, Finlandia) para medir la absorbancia y registrar la
densidad Optica para una longitud de onda de 300 a 700 nm.

b) Microscopia electronica de transmision (MET): La forma y el tamafio de las AgNP
se evaluaron con un microscopio electrénico de transmisién (JEOL, Tokio, Japon;
JEM-2100) a un voltaje de aceleracion de 200 kV. Para la obtenciéon de las
imagenes, las muestras se prepararon colocando cuidadosamente 10 pL de
solucion de AgNP en una rejilla de cobre recubierta de carbono, seguido de
secado al aire para formar una capa delgada en la superficie. Mediante el empleo
del software ImageJ, se determiné el tamafio de al menos unas 100 particulas.
Para el andlisis estadistico, los datos se transfirieron al software Origin a partir del
cual se construy6 un histograma y el resultado se expres6 como la media + DS.

c) Espectroscopia de rayos X con dispersién de energia (EDX): Se realiz6é un analisis
de EDX para evaluar la composicion elemental de las nanoparticulas sintetizadas.

d) Dispersion dinamica de luz (DLS): Se investigo el tamafio hidrodinamico, el indice
de polidispersidad (PDI) y el potencial zeta de la solucién de AQNP mediante DLS
utiizando un espectrometro de dispersibn compacto Malvern Zetasizer

Nanoseries (Malvern, Reino Unido) a 25 °C.
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e) Espectrometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR): se realiz6 a una
resoluciéon de 0,2 nm en un rango de 40-4000 cm™ ! (Nicolet670, Madison, WI)
para identificar las posibles biomoléculas responsables de la reduccién de los

iones Ag* y de recubrimiento de las AgNP.

Los analisis por espectroscopia UV-Visible y por DLS se emplearon para evaluar la

estabilidad de las nanoparticulas sintetizadas durante un lapso de 6 meses.

5.7.Actividad antioxidante

A través de un acuerdo con el Instituto Politécnico Nacional (IPN), Centro de
Investigacién en Ciencia Aplicada y Tecnologia Avanzada - Unidad Legaria (CICATA-
Legaria), Ciudad de México, México, el extracto liofilizado de tapekué, una solucion de
AgNOs; 1 mM y la solucion de AgNP sintetizadas fueron derivadas para evaluar su

actividad antioxidante.

5.7.1. Poder antioxidante reductor del hierro (FRAP)

La actividad antioxidante se evalué mediante el ensayo del FRAP siguiendo la
metodologia propuesta por Quiroz-Reyes y col. (126). Este método se basa en la
reduccién de los iones Fe*" por la muestra y la estimacion del complejo coloreado de
Fe?* con 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) a 593 nm. La solucién FRAP se prepard
mezclando 25 mL de buffer de acetato (0,3 M; pH 3,6), 2,5 mL de solucién TPTZ (0,01
M) (Sigma-Aldrich) y 2,5 mL de una solucién de FeCls-6H,0O (0,02 M) (Cicarelli), y se
llevé a una temperatura de 37 °C previo a su uso. Se mezclaron 100 pL de muestra (1
mg de EL / mL; solucion de AgNOs 1 mM; o solucién de AgNP sintetizadas) con 1900 pL
de solucion de FRAP. La mezcla se agitd vigorosamente y se dejo reposar por 30
minutos en la oscuridad. Posteriormente, la absorbancia se ley6 a una longitud de onda

de 593 nm. Cada muestra fue analizada por triplicado. Los resultados se informaron
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como la media de umol equivalentes de Trolox (Sigma-Aldrich) por g de extracto

liofilizado (umol ET / g EL) £ DS.

5.7.2. Inhibicién del radical DPPH

La capacidad antirradical se determind sobre el radical DPPH (127), siguiendo las
recomendaciones propuestas por Molyneux (2004) (128). Una alicuota de 500 uL de
muestra (1 mg de EL / mL; solucién de AgNO3; 1 mM; o solucion de AgNP sintetizadas)
fue mezclada con 125 pL de Tris-HCI (pH 7,4; 0,1 M) (Sigma-Aldrich). A esta solucién,
se le agregaron 500 pyL de DPPH (431,1 uM) (Sigma-Aldrich). Después de 30 minutos
de reposo en la oscuridad, la absorbancia fue registrada a 517 nm. La concentracion
efectiva al 50 % (CEsp), definida como la cantidad de antioxidante necesaria para reducir
en un 50 % la concentracion inicial del radical DPPH, fue calculada. Los resultados se
expresaron en pug / mL. Ademas, se determiné el porcentaje de reduccion de DPPH de

acuerdo a la siguiente ecuacion:

Absorbancia muestra

Inibicién de DPPH (%) = (1 - ) x 100

Absorbancia blanco

5.8.Ensayo de citotoxicidad

Bajo el mismo acuerdo con el IPN, CICATA-Legaria, México, se evalué la citotoxicidad
del TAE, AgNOs y AgNP, frente a células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

de acuerdo a la metodologia de Maldonado-Cubas y col. (129), con modificaciones.

Las CMSP se obtuvieron a partir de paquetes de leucocitos de donantes sanos (Banco
de Sangre, Hospital Central Militar, Ciudad de México) utilizando el medio de gradiente
de densidad Lymphoprep (Axis-Shield, Noruega) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.
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Las CMSP se sembraron en placas de 96 pocillos en una confluencia de 5 x 10* células

por pocillo en un volumen de 50 pL de medio de cultivo X-VIVO™ (Lonza, EE.UU.).

A cada pocillo se agreg6 50 pL de las soluciones de TAE, AgNO3; o0 AgNP para obtener
un volumen final de 100 L. Las concentraciones finales fueron 2, 4, 8, 16 y 32 ug / mL
(la concentracién se expresé como g de EL / mL para TAE; y en términos de contenido
de Ag para AgNP y AgNOs). Como control negativo se utilizaron células no tratadas con
TAE, AgNOs o AgNP, y como control positivo paclitaxel 2,5 pg / mL (Sigma Aldrich, EE.

uu.).

Las células se incubaron durante 24 y 72 horas a 37 °C en una atmadsfera humidificada
con 5 % de CO.. Finalizado el tiempo de incubacién, se agregaron 10 uL del reactivo
WST-1 (Clontech) a cada pocillo y se incubaron nuevamente durante 90 minutos a 37
°C en atmodsfera humidificada con 5 % de CO.. Pasado este tiempo, las placas se
agitaron durante 5 segundos, y se determind la absorbancia a 450 nm utilizando un
lector de ELISA. Los diferentes tratamientos se compararon con el control negativo y se
calculé el porcentaje de viabilidad celular. Los tratamientos con porcentajes de viabilidad
inferiores al 70% se consideraron citotéxicos de acuerdo con las recomendaciones de

la ISO 10993-5 (130,131).

5.9. Microrganismos

Un total de 75 aislamientos de Malassezia fueron estudiados: 40 Malassezia furfur, 25
M. sympodialis, 9 M. globosa y 1 M. restricta. Se incluyeron en el estudio las cepas de

referencia: M. furfur CBS 7019, M. sympodialis CBS 7222, M. globosa CBS 7986.

Todas las cepas fueron obtenidas de la coleccion de cultivos del Departamento de
Micologia del IMR, UNNE, Chaco, Argentina. Las mismas se encuentran conservadas

a temperatura ambiente en agar Dixon modificado (Anexos) con una capa de vaselina
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liquida estéril. Previo a su estudio, las cepas fueron repicadas e incubadas en agar
Dixon modificado. Con el fin de obtener microorganismos metabdlicamente activos,

cada cepa fue subcultivada 3 veces antes de realizar los ensayos correspondientes.

5.10. Evaluacién de la actividad inhibitoria

5.10.1. Concentracién inhibitoria minima (CIM)

Con el fin de evaluar la actividad inhibitoria de las soluciones de TAE, AgNOs y AgNP,
se determino la CIM mediante el método de microdilucion en caldo de acuerdo con el
documento CLSI M27 (132), y se realizaron las modificaciones propuestas por Rojas y
col. (2) para Malassezia spp. por tratarse de levaduras lipodependientes. Considerando
que, tanto los extractos vegetales como el AQNOs y las AgNP sintetizadas, no estan
contemplados en los documentos del CLSI, la CIM se determin6 mediante la lectura

visual de la inhibicién del crecimiento en tres puntos finales (133):

CIM-2 como la concentracién mas baja capaz de inhibir = 50% de crecimiento en

comparacion con el pocillo de control de crecimiento libre del compuesto;

CIM-1 como la concentracion mas baja capaz de inhibir = 80% de crecimiento en

comparacion con el pocillo de control de crecimiento libre del compuesto;

CIM-0 como la concentracidbn mas baja que inhibe completamente el crecimiento.

El itraconazol (ITZ) se usé como control de inhibicion y se emple6 la CIM-2 como punto

final de lectura en concordancia con Rojas y col. (2).

Para definir actividad antifiingica, se siguieron los criterios establecidos por otros autores
(134-142), con algunas modificaciones. De los mismos se desprende que los extractos
de plantas son considerados activos cuando la CIM-2 < 1024 ug / mL, e inactivos para

valores superiores. Mientras que para compuestos puros se establece un valor de
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actividad de CIM-2 < 256 ug / mL (133). En este trabajo, las soluciones de AgNO; y
AgNP fueron consideradas como compuestos puros y el TAE como un extracto de

planta.

5.10.2. Concentracién fungicida minima (CFM)

La CFM de TAE, AgNO3; y AgNP se determindé de acuerdo con los procedimientos

establecidos por otros autores (143—-145), con modificaciones.

Después de leer la CIM, el contenido de cada pocillo que presento inhibicibn completa
del crecimiento se homogeneiz6 con una micropipeta y el volumen completo (200 L)
de estos pocillos se sembré en placas de agar Dixon modificado. Las alicuotas se
depositaron en el agar, luego se las dejo secar en estufa y se estrid6 uniformemente

sobre toda la superficie del agar. Las placas se incubaron a 32 °C durante 72 h.

La CFM se definié como la concentracion mas baja a partir de la cual no hubo desarrollo

de colonias (actividad de muerte del 99,9 %).

Todos los ensayos de CIM y CFM se realizaron por duplicado. Se obtuvieron valores de
rango y moda. Los resultados se expresaron en términos de ug de EL / mL para TAE; y

en términos de ug Ag / mL para AgNP y AgNOs.

5.10.3. Actividad fungicida / fungistatica

Se calcularon las relaciones CFM:CIM-0 para cada cepa con el fin de estimar si el TAE,

AgNOs y AgNP presentaban actividad fungicida o fungistatica.

De acuerdo con la definicién convencional utilizada para las pruebas bacterianas y por
extrapolacion para las pruebas con hongos, se considero fungicida cuando la proporcion

era < 4 y fungistatico cuando la proporcion era > 4 (145-148).
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5.11. Analisis estadistico

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y los resultados fueron analizados
utilizando el software InfoStat (versibn 2017) proporcionado por la Catedra de

Estadistica y Biometria, Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de

Cordoba, Argentina.
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6. RESULTADOS

6.1.Material vegetal

Las hojas con coloracion verde de plantas adultas de tapekué fueron recolectadas en la
localidad de Riachuelo, Corrientes, Argentina (27°33'42.0"S - 58°43'35.9"W), durante la
etapa de floracion, en febrero de 2017, en las primeras horas de la mafiana, una vez
dispersado el rocio. Las plantas fueron identificadas por el Dr. Massimiliano Dematteis,
taxébnomo del IBONE, UNNE-CONICET, Corrientes, Argentina, donde se conserva un

ejemplar de la especie vegetal.

6.2.Rendimiento, contenido de fenoles y flavonoides totales

Al aplicar la ecuacion correspondiente, se determiné que el rendimiento de la extraccion
de los metabolitos presentes en las hojas de tapekué fue del 12 %. Por otro lado, el
contenido de fenoles y flavonoides totales del TAE fue de 155,9 + 3,9 mgEAG/gELY

20,97 £ 0,32 mg EQ / g EL, respectivamente.

6.3.Caracterizacion de las AgNP

Durante la sintesis verde, el cambio de color de la solucién indico la formacion de AgNP.
El espectro UV-Visible mostré6 una banda de absorcion maxima a 410 nm,
correspondiente a la resonancia de plasmaén de superficie tipica de las nanoparticulas
(44) (Figura 7). Las imagenes por MET mostraron nanoparticulas esféricas no
aglomeradas de 14,01 £ 2,1 nm de diametro (Figura 8). El histograma de distribucion

se muestra en la Figura 9.

43



1,5 -

1,0 H

Absorbancia

0,5

0,0 4

T T
200 400 600

Longitud de onda (nm)

Figura 7. Espectro UV-Visible de las AgNP sintetizadas.
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Figura 8. Imagen obtenida con MET de las AgNP sintetizadas.
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Figura 9. Histograma de distribucion del tamafio de las AgNP.

El analisis por DLS mostr6 nanoparticulas monodispersas fuertemente aniénicas con un

PDI de 0,269; diametro hidrodinamico de 36 + 13 nm; y potencial zeta de - 37 £ 6 mV.

El andlisis por EDX mostré una fuerte sefial de Ag elemental (Figura 10) con un pico de
banda de absorcidn 6ptica en el rango de 3 a 4 keV, gue es tipico para la absorcién de
nanocristales de Ag. Otras sefales elementales se registraron en cantidades mas

pequenas.
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Figura 10. EDX de las AgNP sintetizadas.

El espectro FTIR de las AQNP mostr6 picos alrededor de 1636, 2100y 3300 cm™ (Figura
11).
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Figura 11. Espectro FTIR de las AgNP.
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6.4.Actividad antioxidante

Los resultados de los ensayos de FRAP y DPPH para TAE, AgNO; y AgNP se presentan

en la Tabla 4.

Tabla 4. Actividad antioxidante de TAE, ANOs and AgNP.

TAE 306,5 + 1,6 77,718 596 + 10
AgNO3 ND 3,6+1,2 0+0
AgNP ND 35,2 + 0,4 279+ 1

@ pumol ET / g EL; ® pg EL / mL; ND: No determinado.

6.5.Actividad citotéxica

El efecto del TAE, AgNOs y AgNP sobre la viabilidad de CMSP a las 24 y 72 horas de

incubacion se muestran en la Figura 12.
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Figura 12. Porcentajes de viabilidad de las CMSP a las 24 y 72 horas de incubacion.
Resultados expresaron en términos de: (A) ug de EL / mL para TAE; (B) ug Ag / mL
para AgNP; y (C) ug Ag / mL AgNOs. Control negativo: células no tratadas. Control
positivo: paclitaxel (2,5 ug / mL). Para cada grupo de tratamiento y control, el nUmero
de determinaciones fue = 12. El simbolo (*) indica una diferencia estadisticamente
significativa con el control negativo para una P entre 0,0137 y 0,0436; el simbolo (#)
indica una diferencia estadisticamente significativa con el control negativo para una P
entre 0,0051 y 0,0067; el simbolo (+) indica una diferencia estadisticamente significativa

del control negativo para una P < 0,0001.

6.6.Actividad inhibitoria in vitro

En la Tabla 5 se muestran los valores de rango y moda de CIM-2, CIM-1, CIM-0, CFM
y CFM:CIM-0 obtenidos con TAE, AgNOs, AgNP e itraconazol (ITZ) frente a todas las
cepas ensayadas. Mientras que en la Tabla 6 se realiza una comparacion entre los
valores de moda de CIM-2 obtenidos con las AgNP vy los valores de CIM de los
antifingicos de uso clinico mas frecuentemente empleados en el tratamiento de las

malasseziosis.
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Tabla 5. Valores de rango y moda de CIM-2, CIM-1, CIM-0, CFM y CFM:CIM-0 para el extracto acuoso de tapekué (TAE), nitrato de plata

(AgNO:s3), nanoparticulas de plata (AgNP) e itraconazol (ITZ) frente a todas las especies de Malassezia ensayadas. Los resultados de CIM y CFM

se expresaron en términos de: ug de EL / mL para TAE; ug Ag / mL para AgNP; y ug Ag / mL AgNOs.

Especies (N) CIM-2 CIM-1 CIM-0 CFM CFM:CIM-0
Compuesto Rango Moda Rango Moda Rango Moda Rango Moda Rango Moda
M. furfur (40)
TAE >1024 ND >1024 ND >1024 ND ND ND ND ND
AgNO:s 1-8 4 1-8 4 2-8 8 4—-32 16 2-4 2
AgNP 0,06 -4 0,125 0,125-4 0,125 0,125-4 0,25 0,25-8 0,5 1-4 2
ITZ 0,03-0,125 0,03 ND ND ND ND ND ND ND ND
M. furfur CBS 7019
ITZ ND 0,03 ND ND ND ND ND ND ND ND
M. sympodialis (25)
TAE >1024 ND >1024 ND >1024 ND ND ND ND ND
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AgNO:s 0,25-4 2 05-4 2 1-4 4 2-16 8 2-4 2
AgNP 0,015-2 0,125 0,03-2 0,125 0,03-4 0,25 0,06 -4 0,25 1-4 2
ITZ 0,015-0,06 0,03 ND ND ND ND ND ND ND ND
M. sympodialis CBS 7222
Tz ND 0,03 ND ND ND ND ND ND ND ND
M. globosa (9)
TAE >1024 ND >1024 ND >1024 ND ND ND ND ND
AgNO3 0,25-1 0,5 0,25-2 0,5 05-4 2 1-16 8 2-4 2
AgNP 0,06 - 0,25 0,06 0,06 - 0,25 0,125 0,125-0,5 0,125 0,125-1 0,125 1-4 2
ITZ 0,015-0,06 0,03 ND ND ND ND ND ND ND ND
M. globosa CBS 7986
Iz ND 0,015 ND ND ND ND ND ND ND ND
M. restricta (1)
TAE >1024 ND >1024 ND >1024 ND ND ND ND ND
AgNO:s ND 0,5 ND 1 ND 2 ND 4 ND 2
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AgNP ND 0,25 ND 0,5 ND 1 ND 1 ND

ITZ ND 0,03 ND ND ND ND ND ND ND

ND

CIM-2: concentracion mas baja del agente antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento microbiano en un porcentaje = 50 % en comparacion

con el pocillo de control de crecimiento libre de agente antimicrobiano.

CIM-1: concentracion mas baja del agente antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento microbiano en un porcentaje = 80 % en comparacion

con el pocillo de control de crecimiento libre de agente antimicrobiano.

CIM-0: concentracidon mas baja del agente antimicrobiano que inhibe completamente el crecimiento microbiano.

CFM: concentracidon mas baja del agente antimicrobiano que no mostrd desarrollo de colonias (actividad de muerte del 99,9 %).

ND: No determinado.
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Tabla 6. Comparacion de los valores de moda de CIM obtenidos con los antifingicos de
uso clinico convencional por Rojas y col. (2) con las AgNP sintetizadas en este trabajo.
FLC: fluconazol. AMB: anfotericina B. MCZ: miconazol. VCZ: voriconazol. ITZ:

itraconazol. KTZ: ketoconazol. Valores de CIM expresados en ug / mL.

0,25 0,5
0,25 1
0,03 0,03

0,06 0,03
0,03 0,03
0,03 0,03




7. DISCUSION

En los dltimos afos, la OMS ha destacado la importancia en la investigacion y el
desarrollo de nuevos medicamentos antimicrobianos como consecuencia del aumento
de la morbimortalidad y los costos de salud asociados con el aumento de cepas
resistentes (149). En respuesta a ello, las nanopatrticulas y las plantas medicinales han
surgido como una alternativa prometedora y como potenciales fuentes de nuevos
agentes antimicrobianos para el tratamiento de infecciones de la piel (83,150). Entre
ellas, las afecciones cutdneas asociadas a Malassezia spp. son una de las principales

causas de consulta en los centros de atencion especializados en micologia médica.

Por otro lado, el desarrollo de métodos eficientes de sintesis verde se ha convertido en
un foco importante de investigacién. La sintesis biolégica de AgNP usando plantas ha
demostrado ser una alternativa rentable, ecoldgica y valiosa para la produccion a gran
escala (151). El ayurveda, el antiguo sistema médico indio, fue quizas el primero en
utilizar las preparaciones de hierbas con elementos metélicos, a menudo llamadas
bhasmas, para el tratamiento de muchas enfermedades. El bhasma de plata es un
medicamento conocido desde el siglo VIl a. C. que se obtiene después de exponer la
Ag a través de una variedad de procesos fisicoquimicos en presencia de hierbas
medicinales. Hoy, se ha demostrado que son nanoparticulas producidas biolégicamente
(152). Sin embargo, el mecanismo de sintesis de las nanoparticulas que usan extractos
de plantas aln no se comprende completamente, pero se sabe que los extractos
vegetales contienen una variedad de metabolitos secundarios como flavonoides,
terpenoides, polisacaridos, proteinas y alcaloides, que son los principales responsables
de actuar como agentes reductores y de recubrimiento para la formacion de AgNP

estables (153).

54



7.1.Material vegetal

La eleccidén de la especie vegetal empleada para la sintesis verde de AgNP se basé en
el conocimiento ancestral de las plantas medicinales por los indigenas del NEA para el
tratamiento de infecciones de la piel. Al aplicar el enfoque etnofarmacolégico, basado
en la seleccion de las especies de plantas de acuerdo con su aplicaciéon medicinal

tradicional (154), se buscé combinar el conocimiento ethomédico con la nanotecnologia.

La informacion obtenida, por parte de los indigenas, sobre cudl parte de la planta utilizan
(donde, posiblemente, el principio activo se encuentra en mayor proporcién), cémo la
procesan y administran (oral o topicamente), junto con la recopilacion de informacién
con aval cientifico, proporcionaron los datos necesarios para perfilar el enfoque de esta
investigacion hacia plantas empleadas para el tratamiento tépico de infecciones de piel,
y descartar aquellas que posiblemente presentan solo un efecto placebo en un contexto
determinado. Es a partir de esta informacién que se decidi6 trabajar con las hojas de
tapekué. Entre los multiples usos tradicionales del tapekué, los indigenas del NEA lo
utilizan externamente para tratar diversas afecciones cutaneas, entre ellas, a las
manchas de la piel, en referencia a la pitiriasis versicolor. La medicina es preparada por
maceracion de las hojas y el macerado es aplicado directamente sobre la zona afectada

(15,112,115,155-158).

Durante la etapa de recoleccion del material vegetal se tuvieron en cuenta determinados

aspectos establecidos por otros autores (93,118,154,159), entre ellos:

e Las areas de recoleccién seleccionadas estuvieron alejadas de la polucién y de
los cultivos agricolas, debido a que la presencia de metales pesados y
compuestos agroquimicos pueden influir en los ensayos posteriores. Aln mas,
se evitd recolectar cerca de: zanjas de drenaje, bordes de -carreteras,
escombreras de explotaciones mineras, vertederos y plantas industriales que

puedan producir emisiones téxicas. Asimismo, en zonas de pastoreo activo y en
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sus inmediaciones, con el fin de evitar la contaminacién microbiana procedente

de los residuos de los animales.

e Se descart6 aquella planta enferma o contaminada, debido a que la composicion
quimica de la planta puede estar afectada por la presencia de metabolitos
generados por organismos endofiticos o productos de plantas inducidos como

resultado de la interaccion con esos organismos.

o Se especificé el momento de recoleccion debido a que las concentraciones de
los componentes en una planta pueden variar durante el ciclo de crecimiento

(planta joven, adulta o los afios) e incluso durante el transcurso de un dia.

Estos aspectos junto con los pasos establecidos permitieron estandarizar las
condiciones, eliminar impurezas y evitar que el material vegetal sufra alteraciones en su

composicion, asegurando una materia prima de calidad.

7.2.Proceso de extraccion y rendimiento

En la actualidad, existen numerosas técnicas de extraccion y la eleccion depende de si
se conoce o0 no la naturaleza quimica del principio activo. Cuando se conoce, el método
de extraccion debe dirigirse a la obtencion de este compuesto con el mayor rendimiento
y pureza posible. Sin embargo, cuando se desconoce su naturaleza quimica, la
informacion brindada por los indigenas de cdmo es preparada la medicina herbal puede
dar un indicio del mejor método de extraccion del principio activo. En el NEA, los
indigenas utilizan principalmente agua para preparar la medicina herbal (160). Por otro
lado, la mayoria de los productos que se comercializan en los mercados regionales son
plantas secas (Figura 13) (161). Es por este motivo que se decidio utilizar las hojas

secas de tapekué para la obtencion del extracto acuoso.
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Figura 13. Comercio de plantas medicinales en el mercado regional “El Piso”,

Corrientes, Corrientes, Argentina. Fotografias de propia autoria.

Los extractos de plantas se obtienen generalmente mediante un proceso de maceracion
en el cual las plantas se ponen en contacto con el solvente a temperatura ambiente con
agitacion periédica. Cuanto mas largo es el tiempo de contacto entre el disolvente y el
material vegetal mas se extrae, hasta llegar a un determinado equilibrio quimico. Sin
embargo, debido a que los microorganismos presentes en el material vegetal pueden
desarrollarse y alterar la composicion del extracto, al utilizar agua como solvente, se
debe recurrir a otras técnicas para obtener un buen rendimiento de extraccién en un

menor tiempo. Del mismo modo, la agitacion de la mezcla y la relacion solvente-material



vegetal, aumentan la tasa de extraccion. Por otro lado, el aumento de la temperatura
durante la extraccién permite reducir el tiempo necesario para llegar al equilibrio quimico
(160,162). Estos saberes justifican la metodologia empleada para la obtencion del
extracto acuoso. Una vez obtenido, el mismo fue filtrado con papel de filtro Whatman
no. 1, seguido por un filtro Millipore estéril de 0,22 um de poro para obtener un extracto
sin particulas y sin contaminacién microbiana, y luego liofilizado para conservarlo en

condiciones estériles hasta su uso.

En la Tabla 7 se compara el rendimiento obtenido en este trabajo con los obtenidos por
otros autores. Se observa que el rendimiento obtenido fue inferior a lo obtenido por otros

autores.

Tabla 7. Tabla comparativa de los rendimientos obtenidos por distintos autores.

A. australe Hojas Acuoso 12,0 Mussin
A. australe Hojas Acuoso 17,1 (163)
A. australe Hojas Acuoso 22,8 (164)
A. australe Hojas Acuoso 28,5 (113)

Las diferencias en los rendimientos de extraccion entre los diferentes autores se deben
a una suma de factores, entre ellas: la metodologia de extraccion y el material vegetal
utilizado, ya que algunos emplean las hojas secas y otros las hojas frescas; el lugar y el
momento de recoleccion; la naturaleza quimica de los metabolitos presentes en la planta
y su afinidad con el solvente (165). Se ha demostrado que las condiciones en las que
crecen las plantas producen modificaciones en su composicién, lo que traduce en

modificaciones en los rendimientos de extraccién (166—168).
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7.3.Contenido de fenoles y flavonoides totales

Los compuestos fendlicos o polifenoles representan un grupo extenso de compuestos
quimicos con gran variedad estructural y que, ademas, pueden estar asociados con
carbohidratos, 4cidos organicos y entre si. Estos compuestos pueden clasificarse en
diferentes grupos en funcién del nimero de anillos de fenol que contienen y de los
elementos estructurales que unen estos anillos entre si, siendo los flavonoides uno de

los grupos de mayor interés en las investigaciones de las plantas medicinales.

La importancia de los polifenoles radica en que son metabolitos secundarios de las
plantas y que generalmente son los compuestos involucrados en la defensa contra la
radiacién ultravioleta o la agresién de los patdgenos. Ademas, de ser considerados los
principales responsables de las propiedades antioxidantes y antimicrobianas de las

plantas (169).

Como en otros informes, el TAE obtenido en este trabajo ha demostrado la presencia
de compuestos fendlicos y flavonoides, los cuales han sido asociados con propiedades
antimicrobianas y como responsables de la propiedad reductora del extracto; estos
pueden ser aprovechados con fines medicinales y para la sintesis verde de
nanoparticulas (113,114,163,164,170-173). Los flavonoides no son esenciales para la
supervivencia de la planta pero tienen un papel determinante en la provisiéon de color,
proteccion contra los rayos de alta energia solar y también proporcionan proteccién
contra agentes patégenos (173). Su sintesis es promovida por la luz solar y la mayor
concentracion se ubica en los tejidos exteriores de las plantas, principalmente en las

hojas, donde desempefian su rol protector (174).
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7.4.Sintesis y caracterizacion de las AgNP

El mecanismo de la sintesis verde de las nanoparticulas a partir de plantas no esti
aclarado completamente; sin embargo, se sabe que las plantas contienen una variedad
de compuestos fitoquimicos, los cuales actlan como agentes reductores y de

recubrimiento que permiten formar AgNP estables (7).

En este trabajo, a medida que el TAE, ajustado a pH 9,5, era mezclado con la solucién
de AgNOs3, se evidencié un cambio de color de amarillo palido a marrén oscuro en pocos
minutos, debido a los grupos quimicos ionizados presentes en el extracto, lo que

permitié la rapida formacion de AgNP.

Las imagenes por MET permitieron determinar el tamafio y la forma del nicleo metélico,
el cual fue similar a lo informado por otros autores que sintetizaron AgNP a partir de
plantas (9). El analisis por DLS permitié determinar el tamafio hidrodinamico, es decir,
el tamafo de la nanoparticula en solucién, que incluye el nicleo metélico, los
fitogquimicos de recubrimiento y la capa de disolvente. Los valores PDI de la solucién de
nanoparticulas fueron inferiores a 0,5 y esto sugiere que era un sistema monodisperso
(175). Ademas, los valores absolutos de potencial zeta superiores a 30 mV indican
nanoparticulas estables y dicha estabilidad podria estar relacionada con la repulsion
electrostatica de las nanoparticulas presentes en la suspension coloidal (175,176).
Estos resultados y su lectura explican la buena estabilidad de la solucion coloidal de las
AgNP sintetizadas, que permanecié estable como un coloide durante los 6 meses
evaluados sin precipitacion ni cambios de color. Del mismo modo, el espectro UV-Visible

y el andlisis DLS se mantuvieron similares.

El analisis por EDX corrobor6 la pureza de las AgNP y la presencia de trazas de otros
elementos. Los picos correspondientes a aquellos elementos distintos a la Ag podrian
haberse originado a partir de biomoléculas o elementos presentes en el TAE que se

unieron a la superficie de las nanoparticulas durante la sintesis.
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El andlisis por FTIR nos permitio identificar los grupos funcionales presentes en la
superficie de las AgNP. El espectro mostré picos alrededor de 1636, 2100 y 3300 cm™?
correspondientes a los grupos funcionales de amida C = O (alrededor de 1640 cm™),
estiramiento C=C (alrededor de 2100 cm™) y estiramiento de vibraciéon de amina NH /
OH (alrededor de 3370 cm™), que son similares a los grupos funcionales de AgNP
sintetizadas usando quercetina (125). Por otro lado, otros autores han demostrado que
la quercetina esté presente en los extractos de tapekué (114,177,178). Por lo tanto, los
resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la quercetina es, posiblemente, el
principal metabolito de recubrimiento de las AgNP sintetizadas de acuerdo con Jain y
col. (125). Ademas, el valor del potencial zeta negativo obtenido posiblemente se deba
a los grupos hidroxilo de quercetina presentes en la superficie de las nanopatrticulas, los
cuales generan una carga negativa alrededor de las AgNP, provocado repulsion

electrostatica entre ellas y evitando su aglomeracioén (175,176).

La quercetina (3,3 ', 4', 5,7-pentahidroxiflavona) es un flavonoide tipico, ampliamente
distribuido en el reino vegetal y uno de los principales compuestos en algunas plantas,
que exhibe propiedades antiinflamatorias, antialérgicas y protectoras contra multiples
enfermedades asociadas al estrés oxidativo. En los dltimos afios, este flavonoide ha

atraido mucha atencion principalmente como agente antioxidante (179).

7.5.Actividad antioxidante

Un agente antioxidante se define como cualquier sustancia que, al estar presente en
concentracion baja en comparacion con la del sustrato oxidable, retarda o inhibe su
deterioro oxidativo. La mayor parte de los antioxidantes naturales, son compuestos
fendlicos derivados de plantas. Esto ha llevado a que, desde los afios cincuenta, se
realicen multiples investigaciones enfocadas a extraer compuestos con propiedades

antioxidantes a partir de las mismas. La razén por la cual los antioxidantes son
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importantes para los humanos radica en el hecho de que el oxigeno es un elemento
potencialmente toxico en concentraciones altas o en la presencia de radiaciones, ya que
puede ser transformado por la actividad metabdlica en superdxido, peroxido de

hidrégeno, oxigeno singlete y radicales hidroxilos, los cuales son mas reactivos (180).

La evaluacion de la actividad antioxidante de distintas sustancias de origen natural o
sintético se puede realizar utilizando diferentes métodos, siendo los ensayos FRAP y
DPPH los mas empleados. En el ensayo de FRAP, la presencia de sustancias
antioxidantes promueve la reduccion de hierro oxidado (Fe*') a hierro reducido (Fe?)
por donacién de electrones (126). Mientras que el ensayo de inhibicion del radical DPPH
consiste en que este radical tiene un electron desapareado y es de color azul-violeta,
decolordndose hacia amarillo palido por la reaccién de la presencia de una sustancia

antioxidante, siendo medida espectrofotométricamente a 517 nm (128).

En este trabajo, el TAE exhibié una importante actividad antioxidante. Cuando se lo
comparo con la solucién de AgNOs y de AgNP, se evidencié que AgNOs no mostraba
actividad antioxidante, mientras que AgNP tenia una actividad antioxidante de casi un
55 % inferior al TAE para ambos ensayos (DPPH y FRAP). Esto llevé a que no se
pudiera determinar para las soluciones de AgNO; y AgNP la cantidad necesaria para

reducir en un 50 % la concentracion inicial del radical DPPH (CEsp).

Los resultados obtenidos de actividad antioxidante para la solucion de AgNP
posiblemente se deban a una cantidad limitada de compuestos fenélicos disponibles en
la superficie de las nanoparticulas para actuar como agentes antioxidantes. Por lo tanto,
los metabolitos del TAE desempeiiaron un papel importante tanto como agentes

reductores de Ag*, como agentes de recubrimiento de las AgNP.

No se encontré bibliografia que evalle la actividad antioxidante del TAE. Por lo que este
trabajo representa el primer informe sobre esta importante propiedad del extracto. Como

se demostro previamente, el TAE mostroé ser rico en compuestos fendlicos. La propiedad
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antioxidante de una planta esta dada principalmente por la presencia de compuestos
fendlicos y en menor medida por otros componentes. Los compuestos fendlicos
participan en la estabilizacion de radicales libres y metales al actuar como donantes de
electrones. La efectividad antioxidante de muchos polifenoles es esencialmente el
resultado de la facilidad con que el grupo hidroxilo se dona a un radical libre y la
capacidad de la estructura aromatica para soportar un electréon no apareado (181,182).
Esto justifica por qué el TAE mostr6 mayor actividad antioxidante. Ademas, hay que
tener presente que el efecto antioxidante depende de la composicidén y concentracion

de las sustancias antioxidantes presentes en el extracto (183).

7.6.Ensayo de citotoxicidad.

Los ensayos de evaluacion de toxicidad in vitro frente a lineas celulares humanas
representan un criterio muy importante en la validacién de la seguridad de nuevas
drogas y siempre deben incluirse en paralelo junto a las pruebas de evaluacién de
actividad biolégica in vitro. En el proceso de validacion de las propiedades
antimicrobianas de nuevas sustancias es necesario determinar la concentracion a partir
de la cual un agente antimicrobiano presenta efectos toxicos sobre el ser humano. Dicha
concentracion debe ser superior a la concentracién necesaria para producir un efecto
antimicrobiano, de lo contrario la sustancia seria perjudicial para el hombre

(133,154,184).

En este trabajo, la citotoxicidad de las soluciones de TAE, AgNOs; y AgNP se evalu6
frente a CMSP. Las CMSP son células del sistema inmunitario que consisten en
linfocitos (células T, células B, células NK) y monocitos. La citotoxicidad sobre CMSP
representa el potencial de reaccion inmune e inmunotoxicidad y permite predecir los
efectos inmunes durante las evaluaciones preclinicas de seguridad utilizando ensayos

in vitro. Ademas, ayuda a comprender las interacciones entre los nanomateriales y las
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células del sistema inmunitario (185). De acuerdo a las recomendaciones de la norma
ISO 10993-5 (130), las sustancias son consideradas no citotoxicas si el porcentaje de

viabilidad celular es superior al 70 % a las concentraciones ensayadas.

En este estudio, el TAE no indujo citotoxicidad sobre las CMSP a las concentraciones
evaluadas, después de 24 y 72 horas de incubacion. Aun mas, indujo una ligera
proliferacion celular en comparacién con las células no tratadas. La no toxicidad del TAE
es de suma importancia en el contexto de la producciéon de AgNP para aplicaciones

médicas, especialmente como potencial tratamiento topico de infecciones de piel.

Con AgNOs;, se observé que la viabilidad celular fue inferior al 70 % a las
concentraciones ensayadas después de 24 y 72 horas de incubacién, resultando
citotoxicas sobre las CMSP. Por otro lado, con la solucion de AgNP se observo una
reduccion significativa en el % de viabilidad celular dependiente de la dosis y del tiempo.
El % de viabilidad de CMSP solo alcanzé valores por debajo del 70 % para
concentraciones de AgNP = 16 pg / mL después de 24 horas de incubacion; sin
embargo, la viabilidad celular fue superior al 70 % después de 72 horas de incubacion,
lo que indica la no citotoxicidad de esta sustancia a las concentraciones ensayadas

(130).

Dado que AgNOs; mostré ser citotdéxico, mientras que AgNP y TAE mostraron ser no
citotoxicos, e incluso este Ultimo mostré un ligero efecto proliferativo; se deduce que la
reduccion en el % de viabilidad celular observado con las AgNP sintetizadas esta
relacionado con el contenido de Ag y que, posiblemente, los metabolitos del TAE
presentes en la superficie de las nanoparticulas disminuyan el efecto citotoxico de las
mismas y modulen la respuesta inmunoldgica. Por consiguiente, la aplicacion de Ag en
el humano puede tener efectos téxicos, pero estos efectos podrian ser menores si se
incorpora Ag como nanoparticulas recubiertas y no como sales de plata. En otras
palabras, una cantidad dada de Ag en forma de Ag* es mas toxica que la misma cantidad

de Ag en forma de nanoparticulas recubiertas con fitocompuestos.
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Estos resultados obtenidos fueron consistentes con Orta-Garcia y col. (186) quienes
también demostraron que las AgNP no recubiertas inducen efectos citotoxicos
significativos sobre las CMSP a concentraciones relativamente bajas (< 5 ug/ mL) y en
periodos cortos de exposicion (3 a 12 horas), sugiriendo que el recubrimiento reduce el
area de superficie activa de las AgNP y, como consecuencia, de los sitios de interaccion
con los componentes celulares. Asimismo, Borase y col. (187) mostraron que las AgNP
sintetizadas a partir de hojas de Jatropha gossypifolia no eran citotoxicas sobre las
CMSP a las concentraciones ensayadas (hasta 50 ug / mL). Los hallazgos de estos
autores muestran también las ventajas del uso de AgNP recubiertas con fitocompuestos

en productos que actualmente contienen AgNO:s.

Se ha reportado que los metabolitos presentes en las plantas, principalmente los
compuestos fendlicos, influyen en la respuesta inmune no-especifica principalmente
aumentado la fagocitosis y la proliferacién de macréfagos y neutréfilos (188); aunque la
realidad es que la respuesta inmune es muy compleja, al igual que las mezclas de
componentes que se encuentran en los extractos de las plantas, pudiendo influir de
diferente manera en la respuesta inmune. Por ejemplo, se han estudiado algunos
compuestos fendlicos, del tipo flavonoides, como la quercetina que tiene la capacidad
de activar linfocitos y de estimular la secrecion de interferén gamma (INF-y); y la rutina
(quercetina-3-rutinésido) que estimula significativamente la secrecién de IFN-y, sin
elevar la proliferaciéon de las CMSP (189). Por lo tanto, se deberia realizar mas estudios
para evaluar el efecto de estas nanoparticulas recubiertas con fitocompuestos sobre la
respuesta inmune, dado que al ser una sustancia compleja puede influir de diversas

maneras.

Este trabajo representa el primer informe en el cual se evaluo la citotoxicidad del TAE y
de AgNP obtenidas a partir del TAE sobre CMSP. Los resultados sefalan que el TAE y
las AgNP sintetizadas no tienen efectos toxicos a las concentraciones ensayadas. La no

toxicidad de estas sustancias es de suma importancia en el contexto de garantizar la
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seguridad para futuras aplicaciones médicas posibles, especialmente para los
tratamientos topicos. Brandty col. (190) han demostrado que la plata a nanoescala tiene
una absorcion percutanea significativamente menor y una menor acumulacién en
multiples 6rganos cuando se aplica sobre la piel. Sin embargo, el método de sintesis
difiere al empleado en este trabajo, por consiguiente, para confirmar la seguridad y la

eficacia de las AgNP sintetizadas se debe disefiar una fase preclinica y una clinica (154).

La ventaja mas importante del uso topico para el tratamiento de infecciones de la piel
es que evita los efectos adversos asociados con las drogas sistémicas y parenterales.
Por lo general, los tratamientos con antimicrobianos orales estan asociados a efectos
adversos gastrointestinales, renales y/o hepéticos. Las formulaciones tépicas permiten
lograr concentraciones terapéuticas del compuesto activo en la zona afectada,
manteniendo bajos niveles en suero y evitando potencialmente la toxicidad sistémica y
las interacciones farmacolédgicas. Asimismo, su facil administracién permite una mejor
adherencia del paciente al tratamiento, especialmente en nifios (191,192). Por otro lado,
los productos a base de plantas medicinales son muy bien aceptados por el publico en
general por ser considerados de origen natural. Lo que facilitaria la rapida aceptacion
de un producto de uso tépico que contenga AgNP de sintesis verde. Ademas, otros
autores han demostrado que la aplicacion tépica de AgNP mejora la cicatrizacion de la

piel al disminuir el proceso inflamatorio (190,193,194).

7.7.Evaluacion de la actividad inhibitoria

Existen una gran diversidad de ensayos in vitro disponibles para evaluar actividad
antifingica; sin embargo, los métodos de referencia estandarizados mas reconocidos
son los desarrollados por el CLSI y el EUCAST (132,195-197). En este trabajo, se
decidi6 trabajar con los documentos del CLSI, ya que la lectura espectrofotométrica

podria verse afectada por la naturaleza quimica de alguno de los compuestos (198). Y
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el seguimiento de los pasos establecidos en el documento CLSI M27 (132), permite que
las pruebas sean reproducibles (inter e intra-laboratorio) y comparables con otros

agentes antimicrobianos.

La actividad antimicrobiana del TAE, AgNP y AgNOs se probd contra un total de 75
cepas de Malassezia spp. utilizando tres puntos finales de lectura (CIM-0, CIM-1y CIM-
2) junto con la determinacion de la CFM, ya que aldn no existe un consenso sobre cual
es el mejor predictor del comportamiento in vivo de estas sustancias. Ademas, la lectura
en los 3 puntos y de la CFM nos permitié realizar una comparacion entre ellos. Por otro
lado, se ha demostrado que la aplicacién de un punto final menos riguroso, como CIM-
2y CIM-1, representa mejor la actividad in vitro de algunos compuestos, y en ocasiones,
proporciona una mejor correlacion con el comportamiento in vivo y con otras mediciones
de actividad antimicrobiana como la CFM (199-203). Sin embargo, hay que tener
presente que no existe un método de referencia estandarizado para determinar CFM,
por lo que fue necesario adaptar las metodologias desarrolladas por otros autores (143—
145) en base al método estandarizado para bacterias, y adecuarlo para levaduras

lipodependientes.

Aunque tapekué es empleado en la medicina tradicional del NEA para tratar las
manchas blancas de la piel, en referencia a la pitiriasis versicolor, en este trabajo el TAE
mostrd ser inactivo contra los aislamientos de Malassezia spp. ensayados. Sin embargo,
no podemos afirmar que la planta carece de la propiedad tradicional conocida, ya que
existe la posibilidad de que el compuesto activo sea poco soluble en el solvente de
extraccion empleado, es decir en el agua. Esta postura se confirma con los resultados
obtenidos por Portillo y col. (164), quienes mostraron que los extractos de tapekué
obtenidos con solventes orgénicos tenian una mayor actividad antimicrobiana en

comparacion con el extracto acuoso.
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Por otro lado, la solucion de AgNOs mostr6 ser activa frente a Malassezia spp. pero con
valores superiores de CIM y CFM en comparacion a las AgNP sintetizadas. Por lo tanto,
la soluciébn de AgNP mostrdé tener una mayor actividad inhibitoria in vitro que los
componentes utilizados para su sintesis. Otros autores han demostrado que el AgNO3
(5) y los extractos de plantas medicinales presentan propiedades antimicrobianas (204).
Y en este trabajo se demuestra que cuando se combinan ambos para obtener
nanoparticulas metélicas, especificamente AgNP, se logra obtener propiedades

antifingicas mejoradas que los componentes individuales.

Ademas, se observd variacion en los valores de CIM y CFM entre aislamientos de la
misma especie (variacion intraespecie) y entre especies del mismo género (variacion
interespecies). Esto resalta la importancia de utilizar varios aislamientos de una misma
especie cuando se desea evaluar actividad antimicrobiana. Para el caso de M. restricta,
solo pudimos trabajar con un aislamiento, ya que, a pesar de ser la segunda especie
mas frecuente en pieles sanas y enfermas, es una de las especies mas dificiles de
cultivar y conservar, incluso en las condiciones mas favorables (52,65). Ademas, en lo
que a nuestra experiencia concierne, M. restricta presenta un crecimiento mas lento en
los medios de cultivo en comparacién a las otras especies ensayadas, por lo que su
crecimiento tiende a ser inhibido o tapado por otras levaduras de mas rapido crecimiento

cuando se la quiere aislar de la piel.

De acuerdo a valores de CIM y CFM, M. globosa fue la especie mas fuertemente inhibida
por las nanoparticulas sintetizadas. Dicha especie es considerada el principal agente
causante de la pitiriasis versicolor y la dermatitis seborreica (72,73), evidenciando el
potencial uso de las AgNP sintetizadas como agente antifingico tépico. Ademas, los
valores obtenidos con la droga control (ITZ) fueron similares a los obtenidos por Rojas
y col. (1,2), lo que permiti6 confirmar que se estaba trabajando bajo condiciones
estandarizadas. Al comparar el valor de moda de la CIM-2 para las AgNP con los valores

de moda de las CIM obtenidas por Rojas y col. (2) con los antifingicos de uso

68



convencional (Tabla 6), se observé que AgNP presenta una actividad inhibitoria superior
al fluconazol y a la anfotericina B pero inferior al ITZ, voriconazol y ketoconazol frente a

Malassezia spp.

Por otro lado, los valores obtenidos de la relacién CFM:CIM-0 de AgNOs y AgNP frente
a los levaduras ensayadas fueron consistentes con una accién fungicida. Ademas, la
mayoria de los valores de MIC-2 y MIC-0 para un mismo aislamiento variaron en
alrededor de 2 diluciones, y en ningun caso se observo efecto de arrastre, conocido
como trailing effect. Este efecto se encuentra en farmacos con accion fungistética, y no
suele observarse en farmacos con accién fungicida. Por lo tanto, AgNOs; y AgNP
mostraron tener accion fungicida frente a las especies de Malassezia ensayadas. Sin
embargo, esta simple relaciébn no es suficiente para confirmar la presencia de este
efecto, se deberia realizar otros estudios, como los ensayos de tiempo muerte, para

confirmar la accion fungicida.

De acuerdo a esta estimacion, podria considerarse que es mas adecuado emplear la
CIM-0 como punto final de lectura debido a que la misma es utilizada para la mayoria
de las drogas con accién fungicida (196,201). Sin embargo, es importante recordar que
la eleccién de los puntos finales de lectura de las drogas clinicas estan basados en la
distribucion de sus CIM, parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos, modelos
animales, tratamiento y evaluacién clinica (205). Un ejemplo, es el caso de las
equinocandinas frente a Aspergillus spp. en el cual se utiliza la concentracion efectiva
minima (CEM), en lugar de CIM-2, como punto final de lectura a pesar de ser una droga

con accion fungistatica frente a este género (206).

En resumen, el TAE mostré ser inactivo, mientras que la solucion de AgNOsz y AgNP
mostraron ser fungicidas frente a Malassezia spp. Sin embargo, la mayor relevancia se
encuentra en las AgNP, las cuales no fueron citotoxicas a las concentraciones

necesarias para inhibir el crecimiento fangico, a diferencia del AQNO3; que mostro ser
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citotoxico. Ademas, en este trabajo se evidencia que la actividad antifangica de las
AgNP se debe a la Ag y no al extracto de la planta. El TAE desempefiaria un papel mas
importante en la formacién de AgNP estables y, posiblemente, como modulador de la

respuesta inmune y citotoxica (Figura 14).

A

Actividad antifungica

-

Citotoxicidad

Figura 14. Representacion grafica de la relacibn encontrada entre la actividad
antifingica y la citotoxicidad del TAE, AgNOs y AgNP. Solo la solucién de AgNP mostro
una fuerte actividad antifingica con una citotoxicidad moderada en comparacién con

TAE y AgNO:s.

La razén de la excelente actividad antimicrobiana de las AgNP aun queda por ser
esclarecida. Es comun suponer que la actividad antimicrobiana de las AQNP es similar
a la de los Ag*. Sin embargo, se cree que las AgNP se adhieren y se anclan a la
superficie de las levaduras y producen un aumento de especies reactivas de oxigeno.
Esta interaccion causa cambios y dafios estructurales, perturbando notablemente las
funciones vitales de las células, como la permeabilidad y el potencial de membrana, lo

que lleva a la muerte celular (207-209). Ademas, se ha demostrado que la acumulacion
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de AgNP extracelular sugiere una liberacion lenta de Ag* por las AgNP adyacentes que
penetra activamente en la célula y conduce a la biosintesis intracelular de AgNP. La
interaccion de las AgNP en el interior de las células con compuestos que contienen
fésforo o azufre como el ADN, ARN y grupos tiol de proteinas puede causar mas dafio
por inhibicibn de la replicacion celular e inactivacion de proteinas, dando mayor
relevancia como agente antimicrobiano a las AgNP en relacion al AgNOs3 (208,210,211).
Dado que el modo de accion de las AgNP es posiblemente el resultado de mdltiples
procesos simultaneos, la mayoria de los mecanismos de resistencia que producen los
microorganismos con los farmacos antimicrobianos clasicos, podrian ser ineficaces ante
las AgNP. Esto ha llevado a que las nuevas estrategias contra los microorganismos
resistentes a multiples farmacos se basen cada vez mas en la basqueda de efectos
sinérgicos entre los farmacos antimicrobianos de uso clinico con nanoparticulas

metalicas (202,212).
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CONCLUSION
Se logré obtener el TAE, el cual presenté compuestos fendlicos, entre ellos,

flavonoides.

Se logro sintetizar AQNP a partir del TAE, las cuales mostraron ser esféricas y

estables, con un diametro de 14,01 + 2,1 nm.

El TAE exhibié una importante actividad antioxidante en comparacion a la solucion
de AgNO; y de AgNP. Por otro lado, las AgNP sintetizadas presentaron una
cantidad limitada de compuestos fendlicos en su superficie siendo la quercetina,
posiblemente, el principal metabolito de recubrimiento. Por lo tanto, estos
compuestos presentes en el TAE, desempefiaron un papel importante tanto como

agentes reductores de Ag* y como agentes de recubrimiento de las AgNP.

El TAE y las AgNP sintetizadas no fueron citotoxicas sobre las CMSP a las
concentraciones ensayadas, mientras que el AgNOs; result6é ser citotoxico. Por lo
tanto, una cantidad dada de Ag en forma de Ag* es mucho mas téxica que la misma

cantidad de Ag en forma de nanoparticulas recubiertas con fitocompuestos.

De acuerdo con el criterio de actividad antifingica empleado, el TAE mostré ser
inactivo, mientras que las soluciones de AgNOs; y AgNP demostraron ser activas

frente a Malassezia spp.

La solucion de AgNP mostr6 tener una mayor actividad inhibitoria in vitro frente a

Malassezia spp. que los componentes utilizados para su sintesis.

M. globosa, la especie mas frecuentemente asociada a pitiriasis versicolor, fue la

especie mas fuertemente inhibida por las nanoparticulas sintetizadas.

Las soluciones de AgNOs y AgNP presentan efecto fungicida frente a las especies

de Malassezia ensayadas.
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e Los resultados obtenidos en este trabajo representan el primer informe en cual se
evalud la actividad de las AgNP y de los componentes utilizados para su sintesis

frente a Malassezia spp.

e Los resultados obtenidos proporcionan evidencia cientifica que avala el uso de las
AgNP sintetizadas para el tratamiento de las afecciones cutaneas causadas por

Malassezia spp., ademas de justificar el uso tradicional de los bhasmas.

Existe una gran posibilidad de desarrollar nuevos agentes antimicrobianos al combinar
el conocimiento de la medicina tradicional con la nanotecnologia. En este trabajo, la
sintesis de AgNP empleando el extracto acuoso de una planta medicinal del NEA nos
permitié redescubrir una tecnologia, antiguamente conocida como bhasma y que,
ademas, abre una nueva perspectiva frente a la problematica del aumento de la
resistencia a los antimicrobianos. La importante actividad inhibitoria de las AgNP frente
a Malassezia spp. y su baja toxicidad sobre las CMSP demostrados en este trabajo,
sugieren que las AgNP sintetizadas pueden ser adecuadas tanto para la prevencién
como para el tratamiento de las afecciones causadas por Malassezia spp. Asimismo,
las AgNP sintetizadas demostraron ser seguras a concentraciones suficientes para
inhibir el crecimiento fingico y tener una mejor actividad antifiingica en comparacién a
los componentes utilizados para su sintesis. AUn mas, el método de sintesis demostro

ser simple, ecolégico, econdmico y valioso para la produccién a gran escala de AgNP.
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10. ANEXOS

Agar Dixon modificado

Medio cultivo utilizado para Malassezia spp.

Composicion:
Extracto de Malta----- oo - 3649
Peptona----------------------- -69
Bilis de Buey- 20 g
Tween 40--- --10 mL
Glicerol---------------m-msmmemm e 2 mL
Acido oleico- 2mL
Agar- 159
Cloranfenicol-- e 250 mg
Agua destilada------- 1000 mL

Procedimiento:

Disolver el agar. Agregar el resto de los componentes (con excepcion del Tween

40 vy el glicerol) y mezclar. Una vez bien disuelto, agregar el Tween 40 y el

glicerol. Llevar a ebullicion y autoclavar a 121 °C durante 15 minutos a una

atmosfera de presion.
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