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PROLOGO

En las ultimas décadas, brindar condiciones Optimas para afrontar las expectativas de una
juventud avida de conocimiento y de una sociedad cada vez mas demandante y globalizada, se
ha convertido en la prioridad de la gestion de las instituciones de educacion superior.

La universidad es el espacio propicio para que los jovenes desarrollen competencias y
habilidades investigativas que los lleven a satisfacer el deseo por la adquisicion de nuevos
saberes.

Las Jornadas de Jdovenes Investigadores de la Asociacion de Universidades del Grupo
Montevideo AUGM, constituyen una brillante oportunidad para que jovenes investigadores
miembros de reconocidas universidades publicas de la region del Cono Sur de América den a
conocer el resultado del esfuerzo de meses y afios de trabajo en los cuales se han concebido
y desarrollado investigaciones que abarcan una amplia diversidad de areas del conocimiento.

Para la Universidad Nacional de ItapUa, representdé un gran desafio y una enorme
responsabilidad constituirse en el escenario fisico y organizar estas jornadas de presentacion
de la gran produccion cientifica de més de 600 jovenes de las Universidades del Grupo
Universitario. Las investigaciones realizadas y los conocimientos generados no deben
permanecer ocultos sino que debe trascender a la sociedad y en lo posible hasta para otras
generaciones; en las paginas de este libro se incorporan los resimenes de los trabajos
seleccionados por un calificado comité de evaluadores que a la luz de criterios establecidos
han superado las diferentes etapas de evaluacion llegando asi hasta las instancias finales.

Tal como lo expresa el lema de las XXV Jornadas, este es un espacio valido para la
concrecion de la investigacion sin fronteras para la integracion cientifica y cultural.

Prof. Ing. Hildegardo Gonzélez Irala
Rector
Universidad Nacional de ItapUa

11



Nanoparticulas de plata y su potencial antifangico

Mussin, Javier; Rojas, Florencia; Sosa, Maria; Ferndndez, Mariana; Cattana, Maria; Giusiano,
Gustavo.

javiermussin@hotmail.com

Instituto de Medicina Regional. Universidad Nacional del Nordeste.

Resumen

Las especies de Candida son frecuentes agentes de infecciones superficiales y en la préctica
clinica existe un escaso nimero de agentes antifingicos disponibles. La nanotecnologia es un
importante campo de investigacion moderno que se basa en la sintesis y manipulacion de la
estructura de particulas que van desde 1 a 100 nm de tamafio, llamadas comunmente
nanoparticulas (NP). Recientemente, la fitonanotecnologia emergié como un método de
sintesis verde en la cual se emplean plantas para la sintesis de NP, como una tecnologia
respetuosa con el medio ambiente. Conyza bonariensis (L.) Cronquist (C. bonariensis) es una
maleza de la familia Asteraceae, nativa de América del Sur. El objetivo de esta investigacion
fue obtener AgNP por un método de sintesis verde y evaluar su actividad antifungica frente a
Candida albicans. Para la sintesis de las AgNP en primer lugar se obtuvo un extracto acuoso
de hojas de C. bonariensis, luego esta fue adicionada a una solucién de nitrato de plata a una
temperatura controlada de 95°C. La solucion de AgNP sintetizadas fue escaneada
periddicamente en un rango de longitud de onda entre 350-700 nm. La caracterizacion
espectrofotométrica de las AgNP mostré que estas eran estables y que presentaban un
didmetro promedio de 70 nm. La actividad inhibidora in vitro de las AgNP se determind por
el método de difusion con discos del CLSI frente a C. albicans ATCC 90028 y demostro que
las AgNP sintetizadas tienen actividad antifingica frente a C. albicans. El potencial
inhibitorio observado constituye una prueba preliminar que avala cientificamente ahondar en
la investigacion para la elaboracion de un farmaco de accion topica con propiedades
antifangicas. Este trabajo es el primer reporte de sintesis de AgNP a partir de C. bonariensis.

Palabras clave: Fitonanotecnologia, Conyza bonariensis, Candida albicans.

Introduccion

Las especies de Candida son frecuentes agentes de infecciones superficiales y en la practica
clinica existe un escaso numero de agentes antifingicos disponibles, los cuales vienen
asociados a diversas complicaciones, entre ellas, los efectos adversos debido a su toxicidad y
las interacciones con otros medicamentos. Otra problematica es la baja adhesion a la terapia
por el elevado costo de tratamiento y/o el abandono por la poca respuesta de las terapias
actuales (Panadcek et al.,, 2009; Sardi, Scorzoni, Bernardi, Fusco-Almeida, & Mendes
Giannini, 2013).

La nanotecnologia es un importante campo de investigacion moderno que se basa en la
sintesis y manipulacion de la estructura de particulas que van desde 1 a 100 nm de tamafio,
Ilamadas comunmente nanoparticulas (NP). Las NP de metales nobles presentan a menudo
propiedades biolodgicas, fisicas y quimicas distintas en comparacion con sus homdlogos en
escala macro, mostrando una alta relacion superficie-volumen con la disminucién del tamafio
de las mismas. Entre los diferentes metales nobles, con propiedades antimicrobianas, la plata
(Ag) es el mas ampliamente estudiado siendo el de accion antimicrobiana mas eficaz y el
menos toxico para las células animales (Ahmed, Ahmad, Swami, & Ikram, 2016; Rai, Yadav,
& Gade, 2009). A medida que aumenta la superficie especifica de las NP, su eficacia
antimicrobiana aumenta, por lo que representan una alternativa terapéutica contra la creciente
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resistencia microbiana, asi como también, contra las diversas complicaciones asociadas al uso
de antimicrobianos (Sharma, Yngard, & Lin, 2009; Song & Kim, 2009).

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, anti-inflamatorias y anticancerigenas (Ahmed et al., 2016; Panacek
et al., 2009; Rajakannu, Shankar, Perumal, Subramanian, & Dhakshinamoorthy, 2015; Rajan,
Chandran, Harper, Yun, & Kalaichelvan, 2015). 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 ungiientos y cremas topicas
para prevenir la infeccion de quemaduras y heridas abiertas. Otra de las aplicaciones incluyen
dispositivos médicos e implantes preparados con polimeros impregnados con Ag, ya que se ha
demostrado su capacidad de inhibir la adherencia y la formacién de biofilms de distintas
especies (Kalishwaralal, Barathmanikanth, Kumar Pandian, Deepak, & Gurunathan, 2010;
Monteiro et al., 2011; Radzig et al., 2013; Song & Kim, 2009).

Las NP 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 NP 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 téxicos 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 NP, como una tecnologia
respetuosa con el medio ambiente (Ahmed et al., 2016; Song & Kim, 2009; Wang, Lombi,
Zhao, & Kopittke, 2016).

Conyza bonariensis (L.) Cronquist (C. bonariensis) es una maleza de la familia Asteraceae,
nativa de América del Sur, utilizada por los nativos de los pueblos originarios del nordeste
argentino (NEA) para la desinfeccién de heridas y Ulceras de la piel (Giusiano, Rodolfi,
Mangiaterra, Piontelli, & Picco, 2010).

Objetivos

Esta investigacion tuvo como objetivo aprovechar una hierba perenne ampliamente
distribuida en América del Sur y de facil acceso, para la sintesis verde de AgNP con los
beneficios antes descriptos y evaluar su actividad antifungica frente a Candida albicans.

Materiales y Métodos

Material vegetal: Se utilizaron hojas de C. bonariensis. Las plantas fueron cosechadas a mano
y secadas a temperatura ambiente protegidas de la luz solar e identificadas por el Instituto de
Botanica del Nordeste de la Universidad Nacional del Nordeste (IBONE-UNNE). La
recoleccion de las hierbas se realizé en zonas alejadas de la polucion urbana y de los cultivos
agricolas. Posteriormente, se separaron las hojas del resto de la planta, descartando las partes
contaminadas o enfermas y se procedio a la obtencidn del extracto acuoso.

Obtencion del extracto acuoso: Se prepard de acuerdo al protocolo de sintesis de Song et al.
(Song & Kim, 2009), para lo cual se colocaron 5 g de hojas completamente lavadas y
finamente cortadas en un matraz de 250 mL, al cual se adicionaron 100 mL de agua destilada
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estéril, para luego llevar la mezcla a ebullicion durante 5 min. Inmediatamente el extracto se
filtré y almaceno a 4°C.

Obtencidn de las AgNP: Se agregaron 10 mL del extracto a 190 mL de una solucion acuosa
de nitrato de plata 1 mM, el proceso se llevd cabo a una temperatura controlada de 95°C,
durante 1 hora (Song & Kim, 2009). La solucién de AgNP asi obtenida se purificd por
centrifugacion y resuspension repetida (3 veces) del sedimento en agua ultra pura, a 15.000
rpm durante 20 min.

Caracterizacion y evaluacion de la estabilidad de las AgNP: Las AgNP sintetizadas se
diluyeron en agua ultra pura y la solucion fue escaneada periddicamente en un rango de
longitud de onda entre 350-700 nm usando un espectrofotometro UV-visible.

Evaluacién de la actividad antifdngica: La actividad inhibidora in vitro de la solucion de
AgNP se determiné por el método de difusion con discos, siguiendo el protocolo estandar de
referencia M44-A2 del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008) frente a la
cepa de referencia Candida albicans ATCC 90028. Se empled un disco de 9 mm de didmetro
cargado con 50 pL de la solucion madre de AgNP y otro con 50uL de una dilucion al medio
de la misma. Como control de las condiciones de cultivo se utilizé una tableta de 25 ug de
fluconazol (Neo-Sensitabs, Rosco Diagnostica).

Resultados y Discusion

Los principales beneficios de la sintesis de AgNP mediante el uso de extractos de plantas son
su bajo costo, sencillez, eficacia energética, rentabilidad y la capacidad de ser aplicados a
nivel industrial (Rajan et al., 2015). Sin embargo, hay que considerar que el mecanismo de
sintesis verde de las NP a partir de plantas no esta aclarado completamente; pero se sabe que
las plantas contienen una variedad de compuestos fitoquimicos, los cuales actian como
agentes reductores y estabilizadores que permiten formar AgNP estables (Sharma et al.,
2009).

La reduccion de Ag™ a Ag® se confirmo por el cambio de color de la solucién de un marrén
claro a un marrén oscuro. La caracterizacion espectrofotométrica de las AgNP se detalla en la
Tabla 1. En esta se observa que las AgNP fueron estables por 16 dias, y basandonos en el
trabajo de Paramelle et al. (2014) se estimd que las AgNP tienen un didmetro promedio de 70
nm.

En la Tabla 2 se evidencia que las AgNP sintetizadas tienen actividad antifungica frente a
Candida albicans ATCC 90028. El halo de inhibicion del fluconazol se encontré dentro del
rango establecido por el CLSI, demostrando que las condiciones estandarizadas fueron las
adecuadas.

Tabla 1: Valores obtenidos de longitud de onda méaxima (4 mdx) y absorbancia méxima (A
max) de la solucién de AgNP sintetizadas en un rango de longitud de onda entre 350-700 nm.

Amax |Amax |Amdx |A max
438 700 435 700
Amdx |Amax |Amdx |A max
436 703 440 705

286



Tabla 2: Prueba de inhibicion in vitro de los agentes antifungicos estudiados frente a Candida
albicans ATCC 90028.

Fluconazol (25 ug) | 37
AgNP (50 pL) 26
AgNP (25 pL) 22

Este trabajo representa el primer reporte de sintesis de AgNP a partir de C. borariensis, una
maleza ampliamente distribuida en América del Sur y de facil acceso.

Conclusiones
Este trabajo permiti6 concluir lo siguiente:

v' La sintesis verde representd un método sencillo, econémico y aplicable a nivel industrial.
v’ La metodologia no genera compuestos toxicos para el medio ambiente.

v Las AgNP sintetizadas demostraron ser estables y tener actividad antifingica contra
Candida albicans.

v El potencial inhibitorio observado constituye una primera evidencia que avala
cientificamente ahondar en la investigacion para la elaboracion de un compuesto de accion
topica con propiedades antifingicas, sintetizado a partir de componentes de origen natural
y de posible aplicacién en medicina humana y veterinaria.
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