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Resumen

Una de las caracteristicas del reino Fungi es su capacidad de colonizar superficies inertes o
tejidos vivos a través de su adhesion y la formacién de comunidades, simples o mixtas,
embebidas en una matriz de exopolisacarido, llamadas biofilms. Las terapias
antimicrobianas a menudo no logran controlar este tipo de comunidades, develando la
necesidad de disefiar nuevos compuestos antifingicos que puedan utilizarse tanto sobre
bienes como sobre superficies, de manera de inhibir o demorar su colonizacion.

El objetivo del presente trabajo es el estudio de la actividad antifungica y antiadhesiva de
tensioactivos cationicos derivados de aminoacidos frente a levaduras del género Candida.
Con este fin, se realiz6 la sintesis de alquilamidas derivadas de arginina (Bz-Arg-NHC, y
Bz-Arg-NHC,,) utilizando papaina adsorbida sobre poliamida como biocatalizador, con
rendimientos del 98% y 85% respectivamente. La purificacion de los productos se llevd a
cabo por cromatografia de intercambio catiénico, empleando mezclas acuoso-etandlicas de
bajo impacto ambiental. Ambos compuestos demostraron actividad antifingica frente a C.
albicans y C. tropicalis. El andlisis de las cinéticas de muerte de las levaduras en presencia
de los compuestos reveld una reduccion de entre uno y cinco 6rdenes de magnitud del
namero de microorganismos viables luego de las primeras horas de incubacion. Por otro
lado, el pre-tratamiento de microplacas de poliestireno con los tensioactivos mostré su
efectividad para inhibir la adherencia de las levaduras a esta superficie, registrandose
reducciones de la adhesion de entre el 25 y el 83%. En este sentido, Bz-Arg-NHC;, mostr6

un mayor efecto antiadhesivo, siendo C. tropicalis méas sensible al efecto de los surfactantes.

Palabras clave: Surfactantes derivados de aminoacidos, actividad antifungica, Candida

albicans, adhesion a poliestireno.
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Introduccion
Los hongos son organismos ubicuos y sus
actividades afectan casi todos los
aspectos de nuestra vida cotidiana, ya sea
como fuente de productos farmacéuticos y
alimentos o] como organismos
responsables del deterioro y causantes de
enfermedades en plantas y animales
2008).

prevencién de la propagacién de agentes

(Hanson, La erradicacion vy

patdgenos agresivos e invasores son
temas centrales a resolver, no solo por las
consecuencias economicas (Meissle et al.,
2010), sino también por los riesgos que la
produccién de toxinas (como aquellas
producidas por los hongos) suponen a la
salud humana (Backhaus, 2010; Basler,
2016; Giraud, Gladieux,
2010).

La formacién de biofiims se encuentra

& Gauvrilets,

asociada a la persistencia de muchas
enfermedades. Son sistemas dinamicos
estructuralmente complejos, ampliamente
difundidos en la

naturaleza, que

constituyen una de las formas de
colonizacién microbiana mas eficientes
(Ramage, Saville, Thomas, & Lopez-Ribot,
2005). Estan formados por comunidades
de una o méas especies de hongos y
bacterias, embebidas en una matriz de
exopolisacérido, y unidas a su vez una
superficie inerte o a un tejido vivo
(Castrillon Riviera & Palma Ramos, 2012).
Esta forma de organizacion les permite a
los  microorganismos  sobrevivir en

ambientes hostiles, dispersarse para
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colonizar nuevos nichos y les otorga
ventajas significativas en cuanto a la
proteccion contra predadores, biocidas y
las fluctuaciones de las condiciones
ambientales (Hall-Stoodley, 2004; Jabra-
Rizk, Falkler, & Meiller, 2004).

Las propiedades fisicoquimicas de las
distintas superficies ejercen una gran
influencia en el grado y la extension de la
adherencia de las células microbianas
(Hall-Stoodley, 2004). Una vez lograda la
adhesion irreversible, las células
comienzan a dividirse y a colonizar la
superficie, conformando una comunidad
cuyos fenotipos son distintivos respecto
del de
suspension (Desai,
2014).

Es en este contexto que ha surgido la

las células que crecen en
Mitchell, & Andes,

necesidad de disefiar nuevos compuestos
con actividad antimicrobiana que impidan
no soélo el desarrollo de resistencia
adquirida, sino que puedan ser utilizados
tanto sobre productos y bienes de
consumo como sobre superficies, de
manera de inhibir o demorar la
colonizacién de las mismas.

Teniendo en cuenta el hecho de que
superficie celular de bacterias y hongos
lleva una carga negativa neta (asociada a
la presencia de polisacéaridos, conjugados
de (glicésidos y lipidos cargados
negativamente), no resulta sorprendente
que muchos agentes con actividad
antimicrobiana sean cationicos y tengan

una alta afinidad de union a las superficies
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celulares (Gilbert & Moore, 2005; Vieira &
2006; Wasylnka &
Moore, 2000). Los compuestos de amonio

Carmona-Ribeiro,

cuaternario, como los bromuros de cetil- y
hexadecil-trimetilamonio o el Cetrimide
son los antisépticos y desinfectantes mas
utilizados. Sin embargo, debido a su
considerable toxicidad y cuestionada
ha

reemplazarlos por otros menos toxicos,

biodegradabilidad, se propuesto

como los surfactantes catidnicos
derivados de aminoacidos (Castillo et al.,
2004).

arginina

Entre ellos, los derivados de

presentan actividad
antimicrobiana de amplio espectro, buena
biodegradabilidad y baja citotoxicidad y
toxicidad ambiental (Pinazo et al., 2016).
Estas propiedades no sélo permiten la
aplicacion de estos compuestos en la
desinfeccion de superficies y materiales
de wuso hospitalario, sino que los
convierten en candidatos ideales para ser
incorporados en formulaciones
farmacéuticas y cosméticas, ya sea como

aditivos o0 como principios activos en si

mismos.
Objetivos
1) Obtener surfactantes derivados de
arginina  (Bz-Arg-NHC,) utilizando

papaina adsorbida sobre poliamida
como biocatalizador.

2) Determinar la actividad antifungica de
los compuestos obtenidos frente a

levaduras del género Candida.
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3) Caracterizar la capacidad de los
tensioactivos de inhibir la adhesiéon de
levaduras

las a microplacas de

poliestireno.

Materiales y métodos
Reactivos

Se emplearon extracto crudo de papaina
(EC 3.4.22.2), dodecilamina y tamices
moleculares (4A) de Fluka. La N*-benzoil-
L-arginina etil éster (Bz-Arg-OEt o BAEE),
fue comprada a Sigma Aldrich. El
1,4-ditio-D,L-treitol (DTT) fue adquirido de
La Poliamida-6 fue

Invitrogen. una

contribucion de Akzo. El resto de los
reactivos y solventes empleados en este

trabajo fue de calidad analitica o superior.

Medios de cultivo

Los medios de cultivo agar sabouraud
dextrosa (SDA) sabouraud
dextrosa (SDB) fueron de Hi Media

Laboratories (Mumbai, India). Los mismos

y caldo

fueron preparados segun las indicaciones
del fabricante y esterilizados a 121°C y
una atmosfera de sobrepresion durante

15 min.

Microorganismos
La

compuestos

actividad  antifangica de  los

obtenidos fue estudiada
frente a dos aislados de levadura del
Candida (C.

C. tropicalis) provistos por la catedra de

género albicans vy
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albicans ATCC 64548, obtenida de la
American  Type  Culture  Collection,
también fue empleada como
microorganismo indicador. Todos los

aislados de hongos fueron mantenidos en
SDA, a 30°C.

Sintesis biocatalitica de alquilamidas
derivadas de arginina

Preparacion del biocatalizador

El extracto de papaina fue inmovilizado
por adsorcion

Morcelle et al. 2009. Para ello, 100 mg del

en poliamida segun
extracto fueron disueltos en buffer bérico-
borato 0,1 M pH 8,5 con 1 mM de EDTA
(1 ml) en presencia de DTT (150 mg) y
mezclados con el soporte sélido (1 g). La
mezcla fue homogeneizada por agitacion
vigorosa vortex,

en liofiizada vy

almacenada a -20°C.

Reacciones de condensacion enzimatica
los tensioactivos
(N*-benzoil-L-

la sintesis de
de

Para
derivados arginina
arginina-decilamida o Bz-Arg-NHC;o y N%-
benzoil-L-arginina-dodecilamida o Bz-Arg-
NHC,,), las reacciones se llevaron a cabo
individualmente en erlenmeyers cerrados
herméticamente con tapa esmerilada, bajo
atmoésfera de N, con agitacion orbital
(150 rpm) a 37°C durante 72 h. En cada
caso, la reaccion fue iniciada por el
agregado de 1 g de biocatalizador a 10 ml
de

correspondiente (BAEE 20 mM vy decil- o

la solucibn stock de sustratos

dodecilamina 30 mM) preparada en ACN
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anhidro conteniendo 0,25% (v/v) de agua.
Las reacciones se detuvieron por filtracion
del biocatalizador y lavado del mismo con
ACN (3%10 ml) y éter sulfarico (3x10 ml),
a fin de eliminar la alquilamina en exceso,
y luego con una mezcla MeOH/H,O 4:1
(310 ml) de manera de extraer el
producto de sintesis de la superficie del
biocatalizador. Los extractos obtenidos
fueron filtrados utilizando membranas de
nylon de 0,22 um (Osmonics) para su

posterior purificacion.

Seguimiento de las reacciones mediante
HPLC

Las cantidades relativas de los productos
de condensacion, sustratos y producto de
hidrélisis fueron determinadas mediante
andlisis por HPLC (Agilent 1100 LC)
utilizando una columna Lichrosorb 100
propilciano (Hibar). Las condiciones para
las corridas cromatograficas fueron:
solvente A, H,O 0,1% (v/v) TFA; solvente
B: ACN:H,O 80:20 0,1% (v/v) TFA;
velocidad de flujo 1 ml/min; gradiente de
elucion  25-95%

longitudes de onda de deteccion: 215 y

de B en 25 min;

254 nm. La cuantificacion de los productos

fue llevada a cabo a través de la
determinacion de las areas de los picos
respectivos, segun el método del estandar
externo, utilizando patrones de BAEE vy
Bz-Arg-OH. Los tiempos de retencién para
producto Bz-Arg-OH,
4,7 min; BAEE, 5,3 min; Bz-Arg-NHC,,

15,6 min.

cada fueron:
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Purificacion  de Bz-Arg-NHC, por
cromatografia de intercambio cationico
La purificacion de los compuestos

sintetizados fue llevada a cabo por
cromatografia de intercambio catiénico en
Akta Purifier 10 (GE

Healthcare). Para ello, alicuotas (1 ml) de

un  equipo

las mezclas de extraccién conteniendo los

productos fueron cargadas en una
columna SP Sepharose Fast Flow (GE
Healthcare), previamente equilibrada con
buffer bérico-borato 0,01 M pH 8,5 con
50% (v/v) de etanol (solvente A). El
material no retenido fue eluido mediante el
lavado con dos volumenes de columna
(VC) del mismo buffer. La elucién de cada
producto de condensacion fue lograda
aumentando la concentracion del solvente
B (buffer bérico-borato 0,01 M pH 8,5 con
50% (v/v) de etanol y NaCl 1 M) al 31%.
Finalmente la columna fue lavada con
2 VC del (100%), vy

reequilibrada a las condiciones iniciales.

solvente B

El flujo fue mantenido a 1 ml/min a lo largo
de todo el proceso y la deteccién de los
picos cromatogréficos fue realizada
espectrofotométricamente a 215 y 254
nm. Las fracciones purificadas
recolectadas de cada producto fueron
reunidas y concentradas mediante
evaporacion del solvente en rotavapor
(Heidolph). El desalado de las mismas fue
llevado a cabo

por precipitaciones

sucesivas con etanol absoluto,
centrifugacion (10000xg, 15 minutos) y

evaporacion del solvente.
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Evaluacién de la actividad antifingica
de Bz-Arg-NHC,

Preparacion de las soluciones stock de los
surfactantes

Se prepararon soluciones stock 50 mM de
los surfactantes en DMSO, las cuales
fueron almacenadas a -20°C y diluidas en
el solvente mas conveniente (agua milliQ®
o medio de cultivo, ambos estériles) en el
rango de concentraciones indicado para
cada ensayo.
Preparacion de las suspensiones de
levaduras

Las levaduras fueron crecidas en SDA a
30°C durante 24 h. Para los ensayos de
actividad antifungica, las colonias fueron
resuspendidas en buffer fosfatos salino
(PBS) estéril, ajustando su turbidez al
05 de Ia McFarland
(1-5x10° CFU/ml). Finalmente se realiz6
una dilucién 1:10 (1-5x10° CFU/mI) de la

suspension preparada anteriormente. En

escala de

el caso de los ensayos de adhesion, la
densidad Optica a 600 nm (DOgqo) de la

suspension fue ajustada a 0,7.

Ensayos de inhibicion del crecimiento
Se estudid el efecto inhibitorio de los
surfactantes sobre el crecimiento de
levaduras segun el método de dilucion en
caldo descripto por Arendrup, Cuenca-
(2012),

resultados con

Estrella, Lass-Florl, & Hope,

comparandose los los
obtenidos para el surfactante comercial

Cetrimide. Se prepararon diluciones de los

-~ UNCUYO " u@mzm

' UNIVERSIDAD
" NACIONAL DE CUYO

CENTENARIO

DE LA REFORMA UNIVERSITARIA




XXVI I

JORNADAS DE JOVENES
INVESTIGADORES AUGM

Universidad Nacional de Cuyo | Mendoza | Argentina

surfactantes en un rango de
concentraciones de 1000 a 6 uM en SDB
2X. Los ensayos fueron llevados a cabo
en microplacas estériles de 96 pocillos
con fondo plano (Greiner). En cada caso,
los pocillos fueron adicionados con 100 pl
de la suspension de las levaduras y 100 pl
de las soluciones de los surfactantes. Se
incluyeron cultivos en SDB y controles
negativos de todas las soluciones
empleadas. Finalmente las placas fueron

incubadas a 30°C durante 24 h. El

desarrollo de las levaduras fue
monitoreado a través de lecturas de
DOgy, haciendo uso de un lector de

microplacas (Tecan Infinite M200 Pro).

Para cada levadura, la actividad

antifingica  fue expresada como
porcentaje de inhibicion del crecimiento
(% Inh) comparado con los pocillos control
(la DOgqo de las células crecidas en SDB y
ausencia de los surfactantes fue
considerada como 100% de crecimiento).
la Concentracién Inhibitoria
(CIM)

concentracion del surfactante que inhibe

Se definié

Minima como la minima

completamente el crecimiento visible
(DOgoo = 0 ¥y % Inh > 95%). De aquellos
pocillos que no presentaron crecimiento
visible se tomaron muestras y realizaron
estrias en placas conteniendo SDA libre
de los surfactantes. Se analizé la
presencia de colonias luego de 24 h de
incubacion a 30°C. La Concentracion
Fungicida Minima (CFM) se defini6 como

la minima concentracidn del surfactante

\nﬂ Asociacién de Universidades
% §' GRUPO MONTEVIDEO

17, 18 y 19 de octubre de 2018

que inhibe completamente el crecimiento
de las levaduras (ausencia de colonias).
Efecto de los surfactantes en la
supervivencia de las levaduras

Se estudi6 la supervivencia de las
SDB adicionado
Bz-Arg-NHC 0 Bz-Arg-NHC, a
concentraciones relativizadas a las CIM

levaduras en con

correspondientes. Durante los ensayos, se

diluyeron cultivos overnight de las
levaduras patégenas en SDB de manera
de alcanzar una concentracion final de
1x10° UFC/ml. Se

prepararon soluciones estériles de los

aproximadamente

surfactantes en SDB (4,5 ml), las cuales
fueron inoculados con 500 ul de las
suspensiones bacterianas. A intervalos de
tiempo preestablecidos se tomaron
alicuotas de los cultivos, se diluyeron en
forma seriada en triptona 0,1% v/v y se
sembraron en placas conteniendo SDA
libre de los surfactantes. Finalmente, las
placas fueron incubadas a 30°C por 24 h,
recuento de

realizandose luego el

colonias.

Ensayos de inhibicion de la adhesién a
poliestireno

El efecto de los tensioactivos sobre la
adherencia de levaduras a poliestireno fue
método en
Jin  (2005).

Durante los ensayos, cada pocillo fue

estudiado utilizando el

microplaca descripto por

llenado con 100 pl de soluciones estériles

de distinta concentracibn de los
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tensioactivos (preparadas en PBS),
incubando a continuacion la placa cerrada
a 30°C durante 5 h (fase de
recubrimiento). Los controles positivos de
la adhesién se realizaron tratando pocillos
con PBS en ausencia de los tensioactivos.
Pasada la fase de recubrimiento, las
soluciones de los surfactantes fueron
removidas y cada pocillo fue adicionado
con 100 pl de la suspensién de levaduras
preparada anteriormente. Las placas
fueron incubadas a 30°C durante 18 h
(periodo de adhesion). Pasado el tiempo
de incubacién los sobrenadantes fueron
descartados por aspiracion y los pocillos
se lavaron dos veces con 200 ul de PBS
estéril de manera de remover las células

no adheridas.

Cuantificacion por tinciébn con cristal
violeta

La cuantificacion de las levaduras
adherentes fue llevada a cabo segun el
método del cristal violeta (Jin, 2005).
Luego del tratamiento experimental, los
pocillos fueron lavados dos veces con
PBS estéril, seguidos de la fijacién de las
levaduras por el agregado de 200 pl de
formol 2% v/v durante 2 minutos. Pasado
este tiempo, los pocillos fueron lavados
nuevamente dos veces con PBS estéril y
coloreados por adicion de 200 pl de una
solucion acuosa 0,13% p/v de cristal
violeta conteniendo 5% v/v de etanol y 2%
v/v de formol. Luego de 20 min de

incubacién, los pocillos fueron lavados con
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PBS estéril e manera de remover todo el
colorante no retenido. A continuacion, el
colorante fijado por las células fue
extraido por el agregado de 200 ul de una
solucion de etanol 50% v/v e incubacién
de las microplacas durante 1 h a
temperatura ambiente. Finalmente, 100 pl
del sobrenadante de cada pocillo fueron
transferidos a una nueva microplaca para
la cuantificacién de la absorbancia a 550
nm haciendo uso de un lector de
microplacas Tecan Infinite M200 PRO.
Con estos datos se construyeron graficas
dosis-respuesta, calculandose para cada
concentracién del surfactante el
porcentaje de inhibicibn de la adhesion
respecto del control (la absorbancia del
sobrenadante de las levaduras adheridas
en ausencia de los surfactantes seré

establecida como el 100% de adhesion).

Andlisis estadistico
Todas las determinaciones fueron
realizadas al menos por triplicado. Los
resultados fueron contrastados utilizando
el andlisis de varianza (ANOVA) y el test
de Tukey utilizando el software GraphPad
Prism®.

considerados como significativos.

P-values < 0,05 fueron

Resultados y Discusion

Obtencién de alquilamidas derivadas
de arginina mediante biocatalisis

La sintesis a escala semipreparativa de
las alquilamidas derivadas de arginina
(Bz-Arg-NHC,, Fig. 1) fue llevada a cabo
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utilizando papaina adsorbida sobre
poliamida como biocatalizador, segun la
metodologia descripta anteriormente. Los
rendimientos en producto de
condensacion para las 72 h de reaccién
fueron del 86,17+8,14% y 98,04+4,90%
para Bz-Arg-NHC;, y Bz-Arg-NHCyg
respectivamente (Fig. 2).

La purificacion de los compuestos
sintetizados fue llevada a cabo por
cromatografia de intercambio catibnico,
utiizando como fase estacionaria una
matriz de agarosa funcionalizada con
grupos sulfopropilo (SP Sepharose Fast
Flow). El uso de etanol como cosolvente
para la purificacién del producto obtenido
tiene dos objetivo principales: mantener
los solutos en solucién, dada la baja
solubilidad acuosa de los productos de
sintesis, y evitar las interacciones
hidrofébicas con la fase estacionaria. Por
otro lado, este solvente posee baja
toxicidad y bajo costo, lo cual lo convierte
en uno de los co-solventes mas amigables

con el medio ambiente.

5N
m

NH
OJ\Q
HaN, NH
&
NHz

Fig. 1 Estructura quimica de
Bz-Arg-NHC,,, con m=9, 11 y n=m+1.
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Fig. 2 Rendimientos para las sintesis de
Bz-Arg-NHC,, para 72 h de reaccion
utiizando papaina adsorbida sobre
poliamida como biocatalizador. Se
muestran también los rendimientos para el
producto de hidrélisis (Bz-Arg-OH) y el
reaccionar

reactivo remanente  sin

(Bz-Arg-OEt).

Evaluacién de la actividad antifungica
de Bz-Arg-NHC,

Las levaduras pertenecientes al género
Candida son considerados patégenos
humano oportunistas responsables de
infecciones conocidas como candidiasis.
Entre ellos, y debido a su importancia
clinica, C. albicans es considerado un
organismo modelo para el estudio de
hongos patdgenos y farmacos
antimicéticos (Kabir, Hussain, & Ahmad,
2012), por lo que numerosos estudios
preliminares  reportan la  actividad
antifangica de tensioactivos cati6nicos
contra este patégeno (Vieira & Carmona-
Ribeiro 2006; Castillo et al. 2006; Badawi
et al. 2007; Murguia et al. 2008; Kanijilal et
al. 2009; Ziani et al. 2011; Obtgk et al.
2013). Teniendo esto en cuenta, se

realizaron pruebas de susceptibilidad de
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levaduras frente a Bz-Arg-NHC,, utilizando
tanto una cepa de C. albicans de la
coleccién ATCC como aislados clinicos de
C. albicans y C. tropicalis para el calculo
de la CIM y la CFM (concentraciones
inhibitorias y  fungicidas  minimas,
respectivamente). Los resultados fueron
contrastados con
(Tabla 1).

surfactantes fueron capaces de inhibir el

los obtenidos para

Cetrimide Todos los
crecimiento de las levaduras empleadas

como microorganismos indicadores,
evidenciando Bz-Arg-NHC, y Cetrimide
ademas capacidad fungicida. Por su parte,
Bz-Arg-NHC,,

fungicida en el caso del aislado clinico de

s6lo mostr6 actividad
C. tropicalis.

Numerosos estudios reportan un aumento
en la resistencia a antibiéticos de aislados
clinicos obtenidos en hospitales respecto
de

pacientes ambulatorios (Muvunyi et al.,

aquellos aislados obtenidos de
2011). En el caso de C. albicans, los
valores de CIM y CFM fueron mayores
para el aislado clinico que para la cepa de
colecciéon estudiada. Considerando estos
resultados, podriamos  plantear la
hipotesis de que ni la pared celular ni la
serian los

membrana  plasmatica

principales objetivos de la accion
antifingica de los surfactantes, ya que la
interaccion de los agentes tensioactivos
con las mismas seria altamente
inespecifica.

La actividad antifangica de Bz-Arg-NHC,

sobre la cepa de coleccion C. albicans
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ATCC 64548 fue comparada con la

reportada en literatura para otros
surfactantes derivados de arginina (Moran
et al., 2001). En relacion a los analogos de
10 carbonos, los compuestos exhibieron
valores de CIM levemente mayores:
mientras que Bz-Arg-NHC,, registré una
CIM de 1250 uM, ACA y CAM
presentaron valor de CIM de 20,1 y 42,0
UM, respectivamente. Sin embargo, Bz-
Arg-NHC,, demostré ser capaz de inhibir
completamente el crecimiento de C.
albicans (actividad fungicida), hecho que
no fue reportado para el resto de los
tensioactivos. Por otro lado, si bien LAM
revel6 un valor de CIM similar al de
Bz-Arg-NHC,;, (63,0 y 31,3 uM,
respectivamente), ALA demostr6 una
mayora actividad fungistatica dentro de
este grupo de tensioactivos,
probablemente debido a su doble carga
positiva. Finalmente, se observé la misma
tendencia en comparacion con otros
surfactantes/desinfectantes cationicos

comerciales, como el cloruro de
benzalconio (CIM 64 uM) (Murguia et al.,
2008) y la Clorhexidina (CIM 55 uM)
(Castillo et al., 2006).

Considerando que los compuestos
sintetizados podrian ser potencialmente
empleados como biocidas, se estudié la
cinética de supervivencia de las levaduras
en SDB adicionado con Bz-Arg-NHC,.
Para ello, se analizaron las cinéticas de
muerte de los dos aislados clinicos y de la

cepa de referencia tratados con ambos
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surfactante a concentraciones
relativizadas a las respectivas CIM. Las
curvas obtenidas se muestran en la Fig. 3.
Bz-Arg-NHC, y Bz-Arg-NHC g
demostraron efecto fungicida para las
levaduras  ensayadas, incluso  en
concentraciones iguales a la mitad de la
CIM. En la mayoria de los casos se

observé una disminucion de entre uno y

17, 18 y 19 de octubre de 2018

cinco 6rdenes de magnitud en el nUmero
de microorganismos viables luego de las
incubacion  en

primeras horas de

presencia de los tensioactivos,
registrandose en algunos casos luego un
aumento en el ndamero de
microorganismos viables (Fig. 3a, 3b y

3e).

Tabla 1. Efecto inhibitorio de los surfactantes sobre el crecimiento de levaduras del género

Candida. Las concentraciones se expresan en uM.

C. albicans C. albicans C. tropicalis
Surfactante ATCC 64548 (aislado clinico) (aislado clinico)
CIM*  CFM® CIM*  CFMP° CIM*  CFMP
Bz-Arg-NHC o 125,0 250,0 125,0 500,0 31,3 250,0
Bz-Arg-NHC, 31,3 >500,0 125,0 >500,0 31,3 125,0
Cetrimide 125,0 500,0 62,5 500,0 15,6 250,0

aCIM: concentracién inhibitoria minima. "CFM: concentracién fungicida minima.

La adherencia de microorganismos
patdgenos a superficies y tejidos—el
primer paso para la formacién de
biofilms—supone un excelente blanco
para las terapias antifingicas, y el estudio
de las propiedades antiadhesivas e
inhibitorias de la formacion de biofilms de
los compuestos con actividad antifungica
resulta de suma importancia. Teniendo en
cuenta el hecho de que la deposiciéon de
moléculas  tensioactivas  conteniendo
grupos cargados positivamente sobre
superficies sélidas ha sido efectiva para

prevenir la adhesién y el crecimiento de

biofilms (Kugler, 2005), se estudid el
=\nﬂ= Asociacién de Universidades S
GRUPO MONTEVIDEO W
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efecto del pre-tratamiento de microplacas
de poliestireno con soluciones de distinta
concentracion de los tensioactivos sobre
la adherencia de las levaduras. Los
resultaron evidenciaron la inhibicién de la
adhesion de las levaduras a poliestireno
debida al

superficies de los pocillos con soluciones

pre-tratamiento de las
acuosas de los tensioactivos, siendo este
efecto dependiente de la concentracion de
los compuestos. El efecto inhibitorio de la
adhesion fue mayor en el caso de
Bz-Arg-NHC,,, con porcentajes maximos
de inhibiciébn de 54,6% para C. albicans

ATCC 64548 y una concentracion del
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de Bz-Arg-NHCy, los porcentajes maximos
51,8; 78,9 vy 258%

respectivamente, a concentraciones del

tensioactivo de 31,3 uM; 83,4% para el
aislado clinico de C. tropicalis y una fueron de
concentracion  del tensioactivo de
125,0 uM; y 29,4% para el aislado clinico compuesto iguales a 250,0 uyM en el
de C. albicans y una concentracion del primer caso y 125 uyM para los dos

tensioactivo igual a 31,3 uyM. En el caso ltimos.

4~ —® Control
- 62,5 uM (2 CIV)
—— 31,25 uM (CIV)

log N/N,
log N/N,

-~ Control
-& 62,5 uM(2CIV)
—— 31,25 uM(CIm)

T T 1
500 1000 1500

T T T T T 1
0 500 1000 1500
Tiempo (min) Tiempo (min)
c) d)
—e— Control
| -= 250 um(CIv)
o] =+ 125 uM(@2CIv)
o 1 =4
20 z
E ] 4 J
2 o 8 -2 e~ Control
- - 250 uM (2 CIM)
4 4 - 125 uM(CIM)
‘6 T T 1 _6 = M @ ' k '
0 500 1000 1500 0 509 .1000 1500
Tiempo (min) Tiempo (min)
e
) 4+ -e— Control h 4 Control
- 125 uM(CIM) | = 625uM(2CIv)
— 62,5 M (CIM2) 29 - 31,25 uM(CIM)
=z Z ]
g 8 2
-4+
-6+ v T v T v 1 -6 T T T T T 1
0 500 1000 1500 0 500 1000 1500

Tiempo (min) Tiempo (min)

Fig. 3 Curvas de supervivencia de (a, b) C. tropicalis (aislado clinico), (c, d) C. albicans
y (e, f) C. (ATCC 64548)

(a, ¢, e) Bz-Arg-NHC,4 0 (b, d, f) Bz-Arg-NHC,, a las concentraciones indicadas en cada

(aislado clinico) albicans SDB adicionado con

caso. El recuento de microorganismos viables en cada caso se grafica como la media = SD

de tres medidas independientes.
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Fig. 4 Efecto de Bz-Arg-NHC, sobre la
adhesion de aislados clinicos de
(a) C. tropicalis y (b) C. albicans, y de la
cepa de referencia (c) C. albicans ATCC
64548, a microplacas de poliestireno pre-
tratadas con los tensioactivos a las
concentraciones sefialadas. El porcentaje
de inhibicién de la adhesiéon en cada caso
se grafica como la media = SD de cuatro

medidas independientes.

Conclusiones

Se llevaron a cabo eficientemente
reacciones de sintesis de alquilamidas
derivadas de arginina utilizando papaina
(una peptidasa de origen vegetal)

adsorbida  sobre  poliamida  como

\ni Asociacién de Universidades
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biocatalizador. La purificacion  de
Bz-Arg-NHC, por extraccion del medio de
reaccion seguida de una cromatografia de
intercambio catibnico empleando como
fase movil solventes de baja toxicidad y
bajo costo, permitié obtener los productos
puros en cantidades del orden de los
miligramos.

Bz-Arg-NHC;, y Bz-Arg-NHC,, fueron
capaces de inhibir el crecimiento y la
adhesion de las levaduras empleadas
como modelo, revelando ademas
actividad fungicida en el caso del derivado
de 10 carbonos.

Estos resultados nos permiten proponer el
uso de Bz-Arg-NHC, como una alternativa
prometedora a las sales de amonio
cuaternario como agentes biocidas con
aplicaciones biomédicas, en especial para
el pre-tratamiento de superficies con el
objetivo de inhibir la colonizacion de las
mismas por microorganismos patégenos y

la posterior formacion de biofilms.
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