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Resumen

El presente trabajo de Tesis aborda el desarrollo y evaluacion de sistemas
portadores de farmacos antimicrobianos, utilizando una plataforma tecnolégica en
nuestro grupo de investigacion que se basa en la utilizacién de polielectrolitos
(polimeros ionizables) que vehiculizan farmacos de carga opuesta. Utilizamos un
polimero cati6énico, Eudragit E100 (EuE) y dos farmacos, vancomicina (VAN) y
ciprofloxacino (CIP). Se disefiaron y prepararon los sistemas y se obtuvieron
dispersiones acuosas (EuE-VAN y EuE-CIP). Se evaluaron propiedades fisico quimicas
de interés biofarmacéutico para su potencial utilizaciéon en formulaciones de uso
oftalmico. Se estudio la influencia de EuE en la eficacia antibacteriana in vitro de los
farmacos vehiculizados. Los sistemas en desarrollo exhiben potenciacion de la accion
de VAN frente a S. aureus ala vez que exhiben accién bactericida frente a P. aeruginosa,
Gram negativo considerado fuera del espectro de acciéon de VAN. Cabe destacar, que,
a diferencia de lo descripto para otros polimeros catiénicos, EuE no exhibe actividad
antimicrobiana por si mismo. El uso de diversas microscopias evidenci6 alteraciones
morfoldgicas tanto en S. aureus como en P. aeruginosa, atribuidas a la interaccion de
EuE con las envolturas bacterianas. El uso de VAN con un probe fluorescente puso en
evidencia que tales interacciones facilitan el acceso de VAN a la capa de mureina (sitio
de accion). Lo expuesto permite explicar la potenciacion de EuE-VAN.

Ademas, se implementaron estudios de eficacia antibiofilm. Se determin6 un
efecto EuE concentracion-dependiente tanto para inhibir parcialmente la formacién
de biofilm de P. aeruginosa, como para reducir la actividad metabdlica de células en
biofilms maduros. Posteriormente, se evidencio potenciacion del efecto antibiofilm de
CIP vehiculizada en sistemas EuE-CIP frente a P. aeruginosa resistente a este farmaco.

Posteriormente, se evalué la selectividad del polimero frente a células
eucariotas mediante diversos estudios de sensibilizacidn in vitro.

Los resultados obtenidos indican que los sistemas estudiados exhiben
propiedades adecuadas para su utilizacion en el disefio de sistemas
farmacoterapéuticos de administracién oftalmica, con mayor eficacia antibacteriana

y espectro ampliado respecto de los farmacos libres.
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Summary

This work deals with the development and evaluation of antimicrobial drug
carrier systems, using a technological platform in our research group that is based on
the use of polyelectrolytes (ionizable polymers) that carry drugs of opposite charge.
We use a cationic polymer, Eudragit E100 (EuE) and two drugs, vancomycin (VAN)
and ciprofloxacin (CIP). The systems were designed and prepared and aqueous
dispersions (EuE-VAN and EuE-CIP) were obtained. Physical chemical properties of
biopharmaceutical interest were evaluated for potential use in ophthalmic use
formulations. The influence of EuE on the in vitro antibacterial efficacy of
vehicularized drugs was studied. The developing systems exhibit potentiation of the
action of VAN against S. aureus while exhibiting bactericidal action against P.
aeruginosa, a negative Gram considered outside the spectrum of action of VAN. It
should be noted that, unlike that described for other cationic polymers, EuE does not
exhibit antimicrobial activity by itself. The use of various microscopes showed
morphological alterations in both S. aureus and P. aeruginosa, attributed to the
interaction of EuE with bacterial envelopes. The use of VAN with a fluorescent probe
showed that such interactions facilitate the access of VAN to the cell wall (site of

action). The above explains the empowerment of EuE-VAN.

In addition, antibiofilm efficacy studies were implemented. A concentration-
dependent EuE effect was determined both to partially inhibit the biofilm formation
of P. aeruginosa, and to reduce the metabolic activity of cells in mature biofilms.
Subsequently, potentiation of the antibiofilm effect of CIP vehiculized in EuE-CIP

systems against P. aeruginosa resistant to this drug was evidenced.

Subsequently, the selectivity of the polymer against eukaryotic cells was

evaluated by various in vitro sensitization studies.

The results obtained indicate that the systems studied exhibit adequate
properties for use in the design of ophthalmic administration pharmacotherapeutic
systems, with greater antibacterial efficacy and extended spectrum with respect to

free drugs.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL Y
OBJETIVOS PROPUESTOS

La Farmacopea Nacional Argentina define a los medicamentos como toda
preparacion o producto farmacéutico empleado para la prevencién, diagndstico o
tratamiento de una enfermedad o estado patolégico, o para modificar sistemas
fisiologicos en beneficio de la persona a quien se le administra. Los Ingredientes
Farmacéuticos Activos (IFA) son esenciales para la prevencion y tratamiento de
enfermedades! requiriendo medicamentos seguros y eficaces. Por lo tanto, los
farmacos ideales estan siempre en gran demanda. El disefio de farmacos ideales
requiere de métodos eficientes y exigentes de desarrollo. El proceso de medicamentos
representa un desafio y requiere consideracién de muchos aspectos?. Para cumplir
con estos desafios, se requieren aportes de multiples disciplinas como la quimica, la

biologia, la farmacologia, entre otras.

En particular, los agentes antimicrobianos (ATM) poseen caracteristicas
Unicas que los distinguen de otros agentes terapéuticos. Estan dirigidos
principalmente a microorganismos patégenos frente a los que presentan toxicidad
selectiva. La infeccién puede ocurrir en cualquier sitio del organismo, por lo tanto,
dichos agentes terapéuticos deben distribuirse ampliamente y llegar al sitio de accién
en las concentraciones adecuadas. La gravedad de la enfermedad infecciosa varia
segun la edad y los factores de riesgo subyacentes. La eleccidn de la terapia requiere
una evaluacion de riesgos para garantizar una practica de prescripciéon segura y
efectiva. Un conjunto de principios que respalda las buenas practicas de prescripcidn,
ha evolucionado especificamente para el manejo de enfermedades infecciosas. La
seleccion del ATM adecuado se basa en el conocimiento del espectro del mismo y los
patégenos responsables de esa infeccion. La dosis, via de administraciéon y la duracién
del tratamiento son afectados por la naturaleza del ATM y del agente infeccioso3.
Ademas de su accidon sobre los microorganismos que causan la infeccidn, los ATM
suelen afectar la flora normal de la piel y las mucosas dependiendo de la via de
administracién. Esto puede resultar en una sobreinfeccion y ocasionalmente generar
resistencia al ATM, afectando al paciente y originando un impacto epidemiol6gico mas

amplio%3.
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1.1 Resistencia a los antimicrobianos

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la resistencia a los agentes
ATM como el fenémeno por el cual un microorganismo deja de ser afectado por un
ATM al que anteriormente era sensible. La resistencia alos ATM de uso en terapéutica
es, desde hace varios afios, un problema a nivel mundial que provoca seria
preocupacion a la OMS, organismo desde el cual permanentemente exhortan a
implementar acciones a distintos niveles para contrarrestar sus efectos. La resistencia
surge por la mutaciéon del microorganismo o por la adquisicion de genes de
resistencia®. Las bacterias pueden adquirir resistencia mediante transferencia
horizontal de genes (HGT). La HGT ha provocado que la resistencia se propague de
especies comensales y ambientales a patdgenas, como se ha demostrado para algunos
genes de resistencia a antibidticos clinicamente importantes. Los autores discutieron
el concepto de resistoma, proporcionando ejemplos de HGT de genes de resistencias
de antibioticos clinicamente relevantes y una visiéon general del conocimiento actual
de las contribuciones de los diversos mecanismos HGT a la propagacion de la

resistencia a los antibio6ticos®.

En la actualidad, cada afio, aproximadamente 700 000 pacientes mueren en
todo el mundo debido a la resistencia a los ATM78. Existen muchos factores que
estimulan el incremento de la resistencia a los ATM y, uno de ellos es el uso irracional
de los mismos. Desafortunadamente, el uso y el abuso de los ATM han producido una
expansion incesante de los microorganismos resistentes, con la consiguiente pérdida
de eficacia de estos farmacos. Debido a su disponibilidad generalizada, su caracter
familiar, su costo generalmente bajo y su relativa inocuidad, los ATM se encuentran
entre los medicamentos que mas se utilizan de forma incorrecta. La mejora de las
decisiones sobre el uso de los ATM requiere en ultima instancia una orientacion de
las decisiones terapéuticas hechas por los pacientes y los prestadores de atencion
sanitaria. A su vez, la mayoria de los ATM utilizados en el mundo no son administrados
a pacientes, sino a animales (ganado bovino y ovino, aves y peces) destinados al
consumo. El uso de enormes cantidades de ATM en la produccion de alimentos y su
amplia liberacion involuntaria en el medio ambiente a traveés de las aguas residuales
y del agua utilizada en las explotaciones agricolas, tiene consecuencias para la salud

publica que resultan particularmente evidentes en el caso de las bacterias zoondticas
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causantes de enfermedades humanas transmitidas por los alimentos. Es
especialmente preocupante, el posible paso de genes de resistencia de las bacterias

de origen animal a los patégenos humanos.

Otros factores que estimulan el desarrollo de resistencia a ATM, son las
propiedades fisicoquimicas y biologicas desfavorables (baja estabilidad, baja
solubilidad, baja permeacidn, entre otras) que a su vez, conducen a una falta de

eficacia de los mismos®°.

Estos factores, entre otros conducen a que los microorganismos desarrollen
resistencia. La resistencia conlleva entonces, a la falta de eficacia de los ATM y a

disminuir las posibilidades de tratamientos>.10.11,

La resistencia exitosa de las bacterias a la accion de los ATM requiere la
interrupcion o la alteracion de uno o mas de los pasos esenciales para una acciéon
antimicrobiana eficazl2. Estas alteraciones o mecanismos de resistencia pueden
aparecer de diversas maneras, pero el resultado final es la pérdida de eficacia
antibidtica. Entre los diferentes mecanismos de resistencia a los ATM se pueden
destacar tres tipos: biolédgica o clinica, mediada por factores ambientales y mediada

por microorganismos?!2.

La resistencia biologica se refiere a los cambios que determinan que la
sensibilidad del microorganismo a un ATM determinado sea inferior al que se
observaba con anterioridad. Cuando la sensibilidad al ATM se perdié hasta tal grado
que el IFA ya no es eficaz para uso clinico se dice que el microrganismo alcanzo la

resistencia clinica.

La resistencia mediada por factores ambientales se define como la que resulta
directamente de las caracteristicas fisicas o quimicas del ambiente que alteran en
forma directa al agente ATM o bien alteran la respuesta fisiolégica normal del
microorganismo al IFA. Entre los ejemplos de factores ambientales que median la

resistencia Figuran el pH, una atmdsfera anaerobia, entre otros.

La resistencia mediada por microorganismos es la producida por rasgos del
microrganismo codificados genéticamente y es el tipo de resistencia que prueban los
meétodos de sensibilidad in vitro. Esta a su vez, puede subdividirse en dos categorias:

la resistencia intrinseca y la adquirida. La resistencia intrinseca es el resultado del
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estado normal genético, estructural o fisiolégico de un microorganismo. Se considera

que este tipo de resistencia es una caracteristica natural que se asocia con la mayoria

de las cepas que constituyen un grupo, un género o una especie de bacteria particular.

Por consiguiente, esta es una resistencia predecible de manera que una vez que se

conoce la identidad del microorganismo también se conocen ciertos aspectos de su

perfil de resistencia a los ATM. Algunos ejemplos de resistencia intrinseca se

muestran en la tabla 1.113.

Tabla 1.1 Ejemplo de resistencia intrinseca a agentes ATM

De las bacterias anaerobias a los
aminoglucésidos

Falta de metabolismo oxidativo para mediar la
captacién de aminoglucésidos.

De las bacterias Gram positivas
al aztreonam

Falta de proteinas de unién a la penicilina (PBP)
que se unen y sean inhibidas por este antibiético
betalactamico.

De las bacterias Gram negativas
a la vancomicina

Falta de -captacion como resultado de la
incapacidad de la vancomicina de atravesar la

membrana externa.

De P. aeruginosa a las

sulfonamidas

Falta de resultado de la
incapacidad de

concentraciones intracelulares eficaces.

captacion como
los antibidticos de alcanzar

De las especies de Klebsiella a la
ampicilina

Produccién de enzimas (betalactamasas) que
destruyen la ampicilina antes de que pueda llegar a
las PBP.

De las bacterias aerobias al
metronidazol

Incapacidad de reducir el IFA a su forma activa en
anaerobiosis.

De los enterococos a los

aminoglucésidos

Falta de metabolismo oxidativo suficiente para
mediar la captacion de aminoglucoésidos.

De los enterococos a todas las
Cefalosporinas

Falta de PBP que se unan y sean inhibidas por estos
antibiéticos betalactamicos

De los lactobacilos y de

Leuconostoc a la vancomicina

Falta de un precursor de la pared celular como
diana apropiada para permitir que la vancomicina
se una e inhiba la sintesis de la pared celular.

De Stenotrophomonas
maltophilia al imipenem

Producciéon de betalactamasas que destruyen el
imipenem antes de que pueda alcanzar los sitios de
accion de las PBP.
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Por el contrario, la resistencia adquirida surge como resultado de la alteracién
de la fisiologia y la estructura de las células, a causa de cambios en la composicién
genética habitual de un microorganismo. Puede ser un rasgo asociado con algunas
cepas de un grupo o especie de microorganismo, pero no con otras. Por consiguiente,
la presencia de este tipo de resistencia en cualquier aislamiento clinico es
imprevisible y esta falta de previsibilidad es la razén fundamental por la que se
necesitan métodos de laboratorio para detectar la resistencia. Como todos los
mecanismos de resistencia adquiridos estan codificados en forma genética, los
métodos de adquisicién son basicamente los mismos que permiten el cambio o el

intercambio de genes. Por lo tanto, la resistencia puede adquirirse por:

v/ Mutaciones genéticas exitosas.
v Adquisicion de genes de otros microorganismos por medio de los mecanismos
de transferencia génica.

v Una combinacién de acontecimientos de mutacion y de transferencia génica.

Independientemente de que la resistencia sea intrinseca o adquirida, las
bacterias comparten vias similares para efectivizar la resistencia a los agentes ATM.
Las mas frecuentes son las que involucran destruccion o alteraciéon enzimatica del
antibidtico, disminucién de la captacién o acumulaciéon intracelular del farmaco y

modificacién del sitio de accion del antibidtico.

La mayoria de los microorganismos resistentes a ATM se corresponden a
aislamientos clinicos de pacientes hospitalizados. En los tltimos afios, el problema se
ha acrecentado llegando al punto de encontrar microorganismos multirresistentes a

varias clases de antimicrobianos!4.

Las bacterias resistentes a ATM, especialmente los patégenos “ESKAPE”
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacteriaceae species) causan infecciones
severas con alta morbilidad y mortalidad. Los Centros para el control y la prevencion de
Enfermedades de los EE. UU!%, han identificado formalmente a estos patégenos
resistentes a multiples farmacos especificos (MDR por sus siglas en inglés) como
patogenos de alta prioridad, al igual que OMS. Desde 2002, la Sociedad de Enfermedades
Infecciosas de América ha expresado su preocupacion en nombre de los médicos para

tratar los patégenos MDR14.
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La OMS ha publicado en el 2017 una lista de patégenos prioritarios resistentes
a los antibiédticos, en la que se incluyen las 12 familias de bacterias mas peligrosas
para la salud humana. La lista se ha elaborado para tratar de guiar y promover la
investigacion y desarrollo (I+D) de nuevos antibidticos, como parte de las actividades
de la OMS para combatir el creciente problema mundial de la resistencia a los
antimicrobianos. En la lista se pone de relieve especialmente la amenaza que suponen
las bacterias Gram negativas resistentes a multiples antibidticos. Estas bacterias
tienen la capacidad innata de encontrar nuevas formas de resistir a los tratamientos
y pueden transmitir material genético que permite a otras bacterias hacerse
farmacorresistentes. Esta lista es una nueva herramienta para garantizar que la [+D
responda a necesidades urgentes de salud publica», sefiala la Dra. Marie-Paule Kieny,
Subdirectora General de la OMS para Sistemas de Salud e Innovacién?é. La lista de la
OMS se divide en tres categorias con arreglo a la urgencia en que se necesitan los
nuevos antibioticos: prioridad critica, alta o media. La lista se elabor6 en colaboracién
con la division de enfermedades infecciosas de la Universidad de Tiibingen
(Alemania), mediante una técnica de analisis de decisiones de multiples criterios
desarrollada por un grupo de expertos internacionales. Los criterios para incluir
patogenos en la lista fueron los siguientes: el grado de letalidad de las infecciones que
provocan; el hecho de que el tratamiento requiera o no una hospitalizacién larga; la
frecuencia con que presentan resistencia a los antibioticos existentes cuando infectan
a las personas de las comunidades; la facilidad con la que se transmiten entre
animales, de animales a personas y entre personas; si las infecciones que provocan
pueden o no prevenirse (por ejemplo, mediante una buena higiene y vacunacion);
cuantas opciones terapéuticas quedan; y si se estan investigando y desarrollando
nuevos antibidticos para tratar las infecciones que causan. La lista de patégenos
prioritarios para la [+D de nuevos antibidticos se mencionan en la tabla 1.216. Aunque
es esencial aumentar la [+D, no basta para solucionar el problema. Para luchar contra
la resistencia, tiene que haber también una mejor prevencidn de las infecciones y un
uso apropiado de los antibidticos existentes en la medicina humana y veterinaria, asi
como un uso racional de cualquier nuevo antibidtico que se desarrolle en el futuro. La
lucha contra la resistencia es constante y el descubrimiento de nuevos ATM es
criticol’. A nivel mundial, la industria farmacéutica ha recortado significativamente

los fondos para la investigacién y la realizacion de estudios clinicos sobre nuevos
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ATM. En consecuencia, el nimero de nuevos ATM en fase de desarrollo ha disminuido

notablemente en el ultimo decenio, poniendo en cuestiéon la disponibilidad de

opciones terapéuticas eficaces en el futuro. Existen varios factores cientificos y

econdmicos que desincentivan el desarrollo de nuevos farmacos ATM:

v
v

Los nuevos farmacos tienen un mercado reducido.

Por lo general, los ATM se administran durante uno a diez dias.

Muchas enfermedades parasitarias, tropicales y huérfanas son poco frecuentes
en el mundo desarrollado, que es la principal fuente de ingresos para los
fabricantes de medicamentos.

Problemas bioldgicos: la identificacion de nuevas dianas para la accién de los
ATM haresultado dificil. La mayoria de los nuevos ATM son variantes quimicas
de otros antiguos. En consecuencia, la resistencia puede aparecer
rapidamente.

Efectos téxicos: en general, los ATM son relativamente seguros, en
comparaciéon con otros medicamentos de uso humano. Por consiguiente, el
umbral de tolerancia a los efectos téxicos demostrados o presumibles de los
nuevos IFA es bajo. El riesgo de que los nuevos compuestos sean retirados del
mercado es un factor importante que desincentiva el desarrollo de nuevos

IFA1S,

Tabla 1.2 Lista de patégenos prioritarios de la OMS

Prioridad 1:
Critica

Acinetobacter baumannii, resistente a los carbapenémicos.
Pseudomonas aeruginosa, resistente a los carbapenémicos.
Enterobacteriaceae, resistentes a los carbapenémicos.

Alta

Prioridad 2: | Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina.

Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina.
Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina, con sensibilidad
intermedia y resistencia a la vancomicina.

Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas.
Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas.

Neisseria gonorrhoeae, resistente a la cefalosporina, resistente a
las fluoroquinolonas.

Prioridad 3:
Media

Streptococcus pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina.
Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina.
Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas.
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Los estudios abordados en esta tesis se realizaron evaluando los sistemas
portadores de Antimicrobianos frente a P. aeruginosa y S. aureus, especies incluidas

en el mencionado listado de la OMS en prioridad critica y alta, respectivamente.

1.1.1 Principales caracteristicas y mecanismos de resistencia de P.

aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo (Figura 1.1)
perteneciente a la familia Pseudomonadaceae, que es capaz de sobrevivir en
ambientes variados. Es un patégeno oportunista y es una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en pacientes con fibrosis quistica e individuos
inmunocomprometidos. Causa enfermedades en plantas y en animales, incluyendo a
humanosy es la principal causa de infecciones adquiridas en pacientes hospitalizados.
Estd asociada a infecciones pulmonares, como se menciond anteriormente,
gastrointestinales, dermatitis, infecciones del tracto urinario, infecciones de la piel, en
los ojos (queratitis bacteriana), infecciones severas en pacientes

inmunocomprometidos en particular en pacientes con cancer?°.

a] b C)

Figura 1.1 Coloracién de Gram de: a) Pseudomonas aeruginosa ATCC (American type culture collection) 27853,
b) Aislamiento clinico de Pseudomonas aeruginosa resitente a Fluoroquinolonas (FQ R1), c) Pseudomonas

aeruginosa PA014. Estas imagenes fueron tomadas con Microscopio de luz polarizada OLYMPUS BX41, 100x

La erradicacién de P. aeruginosa se ha vuelto cada vez mas dificil debido a su
alta capacidad para resistir a los antibidticos!920. Las cepas de P. aeruginosa son
conocidas por poseer altos niveles de mecanismos de resistencia intrinsecos y
adquiridos para contrarrestar los efectos de la mayoria de los antibi6ticos. El genoma
de P. aeruginosa es relativamente grande en comparacion con otras secuencias
bacterianas y codifica una gran proporcion de enzimas reguladoras importantes para
el metabolismo, transporte y salida de compuestos organicos. Esta capacidad de
codificaciéon mejorada del genoma de P. aeruginosa permite una gran versatilidad

metabolica y alta adaptabilidad a los cambios ambientales?122, La resistencia
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intrinseca a los antibiéticos de una especie bacteriana se refiere a su capacidad innata
para disminuir la eficacia de un antibiético especifico a través de caracteristicas
estructurales o funcionales inherentes23. Se ha demostrado que P. aeruginosa posee
un alto nivel de resistencia intrinseca a la mayoria de los antibioticos debido a que
presenta permeabilidad restringida por la membrana externa, sistemas de flujo de
salida que bombean a los antibiéticos hacia afuera de la célula y la produccién de
enzimas inactivadoras de antibiéticos, como las (-lactamasas??. La mayoria de los
antibiéticos utilizados para tratar las infecciones causadas por P. aeruginosa deben
penetrar la membrana celular para alcanzar el objetivo intracelular. Por ejemplo, los
antibioticos de la familia de las Fluoroquinolonas como ciprofloxacino y evofloxacino
interfieren con la replicacion del ADN al inhibir la ADN girasa y topoisomerasa, [V 2420,
segun la especie considerada.

La membrana externa de las bacterias Gram negativas es una bicapa asimétrica
de fosfolipido y lipopolisacarido (LPS) que posee porinas que forman canales de
proteina 325.

La permeabilidad de la membrana externa de P. aeruginosa es
aproximadamente de 12 a 100 veces menor que la de E. coli. La proteina A de
membrana externa (OmpA) y la proteina F (OprF), son las porinas predominantes de
P. aeruginosa y son las responsables de la captacidn inespecifica de iones y sacaridos,
pero tienen baja eficiencia para la permeaciéon de antibidticos. La mayoria de los
canales OprF cerrados pueden explicar la razén por la cual la membrana externa de
P. aeruginosa presenta baja permeabilidad en comparaciéon a otras bacterias.
Adicionalmente, la ausencia de OprF conduce a un aumento en la formacién de
biofilms a través de la regulacion de alfa bis- (3'-5 ') - guanosina dimérica ciclica
monofosfato (c-di-GMP), que es un importante mensajero que regula la formacion de
biofilms. Las mutaciones pueden causar una reduccion en la absorcién de antibioticos,
modificaciones de los sitios blanco de los mismos y sobreexpresion de bombas de
eflujo y enzimas inactivadoras. Todas estas mutaciones, permiten que las bacterias
puedan sobrevivir en presencia de los ATM. Por ejemplo, una deficiencia de OprD
(porina implicada en la absorciéon de antibidticos) en P. aeruginosa confiere un alto
nivel de resistencia a los carbapenems, especialmente al imipenem. Otro mecanismo
importante de resistencia en Pseudomonas aeruginosa, son las mutaciones que causan

la sobreexpresion de enzimas inactivadoras de ATM. Por ejemplo, la sobreproduccion
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de [-lactamasas causadas por mutaciones en el gen inducible ampC
(Cefalosporinasa), incrementé enormemente la resistencia a cefalosporinas. Ademas,
la inactivacion de mutaciones en el gen ampD, que codifica una N-acetil-
anhidromuramilo citosolico zl-alanina amidasa y actda como un represor de la
expresion de ampC, da lugar a una hiperproduccién de lactamasas 3 en P. aeruginosa.

Por su parte, en muchos entornos diferentes el modo de crecimiento de las
bacterias es formando biofilms, siendo causa de la cronicidad de muchas infecciones
en humanos. P. aeruginosa presenta una alta capacidad de formaciéon de biofilms. En
ese contexto, muestran un fenotipo diferente de las bacterias plancténicas. Exhiben
mayor resistencia a los ATM y evaden el sistema inmune del huésped. La resistencia
es atribuida a la difusion limitada de los ATM en la matriz del biofilm, la inactivacion
por uniéon a componentes de la misma o modificacién enzimatica y la aparicion de
nichos en el biofilm con células menos sensibles29,

Para el tratamiento contra P. aeruginosa es necesario el uso de diferentes
combinaciones de antibidticos y el desarrollo de nuevos antibioticos. Se ha
demostrado que los nuevos antibidticos son mas eficaces para matar y tener menor
frecuencia de desarrollo de resistencia en P. aeruginosa en comparacién con los
antibidticos existentes, debido a sus nuevos mecanismos de accion. El desarrollo de
nuevos antibidticos es limitado. Asi, la obtencién de nuevos enfoques terapéuticos
para tratar las infecciones por P. aeruginosa es altamente deseable y ha ganado mas

atencion en la tltima décadal92024.26,27,28,
1.1.2 Principales caracteristicas de Staphylococcus aureus y

mecanismos de resistencia a antimicrobianos

S. aureus es una bacteria Gram positiva que coloniza entre un 10-20% la
poblacién humana. Sin embargo, esta bacteria sigue siendo un agente importante
causante de muchas infecciones en humanos. Es la especie mas virulenta de
estafilococos que se conoce. Pertenece a la familia de los Micrococcaceae. Es una
bacteria inmévil que no elabora esporas y produce un pigmento amarillo. Estos cocos
Gram positivos pueden encontrarse aislados, en pares o formando racimos. Son
agentes etiolégicos de multiples infecciones que varian en su gravedad, desde
abscesos de la piel e infecciones de heridas, hasta abscesos de tejidos profundos,

endocarditis, osteomielitis, sindrome de shock téxico, neumonia, bacteriemia, sepsis,
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conjuntivitis, queratitis bacteriana, entre otras29303132333435 [3 heterogeneidad de
estas enfermedades y la capacidad unica de esta bacteria para desarrollar resistencia
a los agentes ATM, refleja su excelente capacidad para adaptarse a una gran variedad
de ambientes. El genoma de S. aureus revel6 la existencia de muchos elementos de
ADN movilizables que contienen determinantes especificos responsables de la

resistencia a los ATM.

La mayoria de las cepas de S. aureus producen penicilinasas. En la actualidad,
adquiere relevancia S. aureus resistente a meticilina (MRSA) ya que afecta tanto a
pacientes hospitalizados como a pacientes ambulatorios3637.38, La resistencia a la
penicilina surgié en este microorganismo en 1940 debido a la adquisiciéon de una
betalactamasa codificada en plasmidos que se diseminé rapidamente. En la
actualidad, aproximadamente el 90 % de los aislamientos clinicos de S. aureus es
resistente a este antibidtico. La resistencia a la meticilina, reportada inicialmente en
1961 y mediada por la adquisicion del gen mecA de origen cromosémico, también se
disemin6 rapidamente en los hospitales del mundo y hoy ha alcanzado proporciones
epidémicas en algunos paises y ha tenido un impacto importante en los sistemas de
salud. Es por esta razon que la vancomicina ha sido el antibiético de primera linea en
el tratamiento de infecciones graves causadas por MRSA durante mas de cuatro
décadas. Sin embargo, tres problemas relacionados con este ATM causan
preocupacion y se han convertido en objeto de diversas investigaciones a nivel
mundial: i) la emergencia de cepas de estafilococo con sensibilidad disminuida a la
vancomicina; ii) los reportes sobre el fracaso del tratamiento de infecciones causadas
por aislamientos sensibles con concentraciones inhibitorias minimas (CIM) cercanas
al punto de corte establecido para este antibi6tico (2 pg.mL1), y iii) su asociaciéon con
efectos secundarios, particularmente en lo relacionado con la insuficiencia renal

aguda.

El mecanismo de resistencia en las cepas de S. aureus de sensibilidad
intermedia o con heterorresistencia a la vancomicina no involucra la adquisicién de
genes tipicos de resistencia a la vancomicina, sino una alteracién adaptativa de la
fisiologia celular debida a la acumulacién de mutaciones en diversos genes, lo que
resulta en cambios importantes de la homeostasis de la sintesis de la pared bacteriana

y en una disminuciéon de la actividad autocatalitica. Uno de los fenémenos
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comunmente observado es el incremento en el grosor de la pared bacteriana (el cual
aumenta casi al doble) (Figura 1.2). Se postula que este engrosamiento contribuye a
“atrapar” el ATM (por ejemplo, la vancomicina) en las capas mas externas de
peptidoglucano, evitando su interaccion con los precursores del peptidoglucano que
emergen del citoplasma y permitiendo una sintesis activa de la pared celular en

presencia del antibiotico.

Vancomicina

PC

% D-Ala D-Lac (VanA)

L Il 1] ]|
Il il 1] ] J L JL J L
J 1 il 1] J 1 J L JL ]|
Il 1l il Il Il ] 1]

i1l
Il
1l
Il

Figura 1.2 Mecanismo de resistencia de S. aureus a vancomicina.
Extraido de referencia 81,

1.2 Estrategias para combatir la resistencia antimicrobiana

Desafortunadamente, después de mas de medio siglo, la industria farmacéutica
ha desarrollado pocos agentes antibacterianos para reemplazar a aquellos que ya no
son efectivos para muchos tipos de infecciones. Sin embargo, solo unos pocos agentes
ATM se han comercializado en las dltimas cuatro décadas y la mayoria de ellos son

para el manejo de infecciones causadas por bacterias Gram positivas3?.

Existen en la actualidad distintas estrategias para combatir la resistencia a
ATM. Una de ellas es la potenciacién de compuestos conocidos. La administracién de
dos antibioticos o de un antibiético con un potenciador con el objetivo de obtener un
efecto sinérgico o aditivo es un ejemplo clasico de este enfoque. La aplicacion mas
famosa del concepto de potenciadores antimicrobianos es el uso de inhibidores de la

B lactamasa (acido clavulanico, sulbactam y tazobactam)+0.

Otra estrategia utilizada en [+D, es el uso de péptidos antimicrobianos (AMPs)
con diversas actividades que van desde antibacterianas, antiftingicas, antivirales,
anticancerigenas, antiplasmodiales, antiprotistalinas, insecticidas y espermicidas
hasta la inmunomodulacién. Aunque la mayoria de estos péptidos tienen una carga

positiva neta, también se han informado péptidos antimicrobianos aniénicos. Estos
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péptidos son anfifilicos y su dominio catiénico tiene la capacidad de interaccionar
electrostaticamente con la superficie celular bacteriana cargada negativamente,
mientras que el dominio hidrofébico interactia con los lipidos de la membrana
bacteriana. Esto da como resultado la desintegracién de la membrana celular y
finalmente la muerte bacteriana. Las células del ser humano son de naturaleza
zwitteridnica y, por lo tanto, no interactiian bien con los AMP cargados positivamente,
lo que los hace selectivamente téxicos hacia las bacterias. Un péptido biomimético,
enfuviritide (Fuzeon) fue aprobado por la FDA (Food and drug administration-Estados
Unidos) para la terapia de combinacién contra el VIH (Virus de la inmunodeficiencia

humana).

Aunque muchos AMP se estan sometiendo a ensayos clinicos, la toxicidad in
vivo y la dificil escalabilidad industrial ha dificultado la aprobacién para uso clinico de

esta clase de agentes antimicrobianos alternativos17.41,42:43,

Los bacteriéfagos (fagos), son virus especificos contra bacterias presentes en
casi todos los nichos ecolégicos. Debido a que los fagos son los depredadores
naturales de las bacterias, su uso como ATM puede parecer bastante sencillo. Sin
embargo, el riesgo de desarrollo de resistencia es alto y puede haber problemas
clinicos con la neutralizacién de los fagos por la respuesta inmune del huésped. En la
actualidad han sido aprobados varios fagos para su uso farmacoterapéutico y otros
estan en fase de estudios pre-clinicos. Un ejemplo de fago aprobado es SalmoShield
elaborado por Intralytix (compafia biotecnoldgica enfocada en el descubrimiento,
produccién y comercializacién de productos a base de bacteriéfagos) para infecciones
por quemaduras causadas por P. aeruginosa y E. coli. Otro ejemplo aprobado es
Phagyo elaborado por Biochimpharm para el tratamiento y profilaxis de infecciones

por bacterias purulentas-inflamatorias (microorganismos multiples)17.444546,

Para causar la infeccion, las bacterias producen moléculas extracelulares, de la
superficie celular, entre otras, conocidas como factores de virulencia. La inhibicién de
la expresion de los factores de virulencia, que interfiere con la interaccion entre la
bacteria y su huésped, es otra estrategia para combatir la infecciéon. Dado que la
estrategia no apunta directamente a los procesos celulares bacterianos, se reduce la

propensidén a desarrollar resistencial’.
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Otra estrategia ampliamente utilizada a fin de reducir la falta de eficacia de un
ATM es el uso de sistemas portadores. Estos pueden transportar el IFA hacia el sitio
de accién, modular la liberacién, aumentar el tiempo de contacto con el sitio de
accion474849,505152 Esta estrategia ha sido extensamente estudiada para vehiculizar
agentes ATM ya que estos sistemas administrados por via oral permiten mantener
constante la concentracién plasmatica de ATM sobre el valor de CIM durante un
periodo prolongado, maximizando el efecto terapéutico y reduciendo el posible
desarrollo de resistencia. Otra ventaja indudable de los sistemas portadores de
liberacion prolongada es la mejora en el cumplimiento del paciente al reducir la
frecuencia de dosificacion. Ademas, se disminuyen los efectos adversos y mejoran
propiedades fisico quimicas desfavorables (baja solubilidad en agua e inestabilidad

quimica)>3.

Entre los sistemas portadores de farmacos se encuentran las nanoparticulas
(de distintos origenes) que han demostrado un gran potencial en los Gltimos afios. La
encapsulacion de IFAs en nanoparticulas, incluidas micelas, liposomas, dendrimeros,
nanocapsulas, nanoesferas entre otras mejoran el indice terapéutico y reducen los
efectos adversos. Por ejemplo, los liposomas pueden mejorar la biodisponibilidad,
aumentar la eficacia y reducir la toxicidad. Varios medicamentos exitosos basados en
liposomas han sido aprobados en Estados Unidos por la FDA, como doxorrubicina

liposomal (Doxil®) y anfotericina B liposomal (Ambisome®)>3.

1.2.1 Utilizacion de Polielectrolitos como sistemas portadores de
farmacos.

Desde hace varios afos en nuestro laboratorio se trabaja en proyectos de 1+D
de sistemas portadores utilizando polimeros con grupos ionizables, polielectrolitos
(PE), portadores de farmacos acidos o basicos, segun corresponda. Los PE son
polimeros hidrofilicos que contienen grupos ionizables, los cuales al ser dispersados
en un solvente polar pueden disociarse generando cadenas de polimero cargadas
(macroiones) y pequefios contraiones>4. Sobre la base de la carga que generan en
dispersion, los PE pueden clasificarse en anidnicos (que generan cargas negativas
provistas generalmente por grupos carboxilato) y catiénicos (que generan cargas
positivas generalmente provistas por grupos amino protonados)>4. En la Tabla 1.3 se

describen algunos PE aprobados en terapéutica, su origen, aplicaciones y
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us0s55°6:57.58 principalmente los utilizados en nuestro grupo de investigacion para el

desarrollo de sistemas portadores Polielectrolito:Farmaco (PE:F). Las propiedades

Unicas provenientes de la interaccion de los PE con contraiones organicos o

inorgdnicos se han explotado para una variedad de propoésitos tales como:

modulacién de la liberacion de farmacos (F), enmascaramiento del sabor, incremento

de la compatibilidad o estabilidad acuosa, potenciacién de ATM, aumento de la

permeabilidad, entre otros>9.60.61,62,63,64,

Tabla 2.3 Principales Polielectrolitos utilizados en nuestro laboratorio para el desarrollo de sistemas portadores

PE:F

Acido
alginico

- Polimero aniénico de
origen natural.
- Natural, lineal, mezcla

de B-(1-4)-D-acido
manosilurénico y o-(1-4)-
L- acido gulosilurénico.

- Peso Molecular=
20.000 - 200.000 D.

- Estabilidad térmica
baja.

- Viscosidad media-alta.
- Soluble
basico, muy poco soluble
en etanol, en agua se
hincha pero no se disuelve.

en medio

Utilizado en una
variedad de
formulaciones

farmacéuticas orales y
topicas. Aglutinante y
desintegrante. = Como
agente viscosante en
pastas,
geles y
en

suspensiones,
cremas y
estabilizante
emulsiones
aceite/agua.

Acido
hialurénico

- Polimero aniénico de
origen natural.

- Mezcla de
manuroénico y glucurénico.
- Inestable a
temperaturas elevadas.

- Alta viscosidad.

- Soluble
ligeramente
de

acido

en agua,
soluble en
mezclas solventes

organicos.

Utilizado como
adyuvante SLM
(Sistemas de liberacion
modificada) oftalmicos,
mejora la absorcién de
IFAs y proteinas a
través de la mucosa. Se
aprobado
para implantes de
lentes  intraoculares.
También se ha utilizado
de forma experimental

en

encuentra
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en liberacién
controlada de films para
su aplicacion en
cirugias y en terapia
génica.
Agente formador de
- Polimero cationico, | coberturas solubles a
sintético y lineal | pH gastrico. ligante y
copolimero basado en | relleno en
dimetilaminoetilmetacrilat | comprimidos.
) 0. Formador de matriz en
Eudragit . . . .
E100 (EuE) - Soluble en fluido | sistemas de liberacién oo
u Lo < ;
gastrico, acetona y etanol, | modificada para via N T§ =
insoluble en agua. oral, transdermal y | "L ¢ o
HiC ¢ CiHg  CHy
- Muy poco viscoso en | rectal. En nuestro grupo "
agua. de investigacion se ha
- Peso molecular=100 | utilizado como vehiculo
000 D. de farmacos en
dispersiones acuosas.
i . En formas
- Polimero anidnico, . ..
. farmacéuticas liquidas
entrecruzado, sintético y s
y semisdlidas como
de alto peso molecular. | 7,
L viscosante y suspensor,
Constituido por cadenas de o .,
L. e para administraciéon
acido acrilico. El grado de o
] o oftdlmica, rectal vy
entrecruzamiento origina t6pi ' { -‘
, o6pica en eneral. now
Carbomer | las diferentes clases de | P - 8 L
Emulsificante en N
Carbomer. _ _ S
En Aoua forma | PrEPAraciones aceite en on "
. . & . agua (0,1-1,0%). En
dispersiones coloidales e
, comprimidos, como
que, al ser neutralizadas | |,
ligante tanto en
generan geles de alta ., )
, ) compresion directa
viscosidad. lacié
} como en granulacién
- Hinchable en agua. ,
& himeda (5-10 %).
- Polimero anionico, | Agente viscosante de
_ derivado semisintético de | suspensiones y
Carboxi- .
metil celulosa. estabilizante de rRo—_ PRV
- Insoluble en acetona y | emulsiones, (0,25 - 6,0 - 'O% *
celulosa : )
(CMC) etanol, dispersable en | %), para formulaciones OR  /q
agua. orales, topicas y
- Las CMC generan | parenteral. En
dispersiones acuosas con | comprimidos como
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diferente viscosidad
dependiendo el grado de

sustitucion.

ligante - desintegrante
(1,0 - 6,0 %).

Agente de cobertura,

- Polimero catidnico, | desintegrante,

natural, derivado lineal de | formador de films,

quitina. ligante en comprimidos, | ¢ [Tpee e
Quitosano - Poco soluble en agua,  viscosante VARGPAGIPAISS

insoluble en etanol. mucoadhesivo. " w e

- Estable térmicamente, | Se estudia su uso en

de moderada a baja | SLM colénica, oftdlmica,

viscosidad. nasal, pulmonar y en

terapia génica.

- Polimeros anidnicos,
Eudragit sintéticos y lineales. N P _|c
1100 - Solubles en acetona y | Utilizados en el ‘“’_I::”’ .
$100 Y| alcoholes. recubrimiento de Lo L

- Generan dispersiones | comprimidos entéricos. “

acuosas ligeramente

viscosas.

Cuando se neutralizan los grupos acidos o basicos de un PE con moléculas de

carga contraria, con F basicos o 4cidos respectivamente, se generan los siguientes

equilibrios en un medio acuoso:

PE anidnicos (RCOOH)

Ecuacion 1.2.1 R-COOH + F-OH

—
H

PE cationicos RN(CHs3)2

Ecuacion 1.2.2 R-N(CH3)2 + F-H

—
=

R-COO-+ FH+* = R-COOF+

R-NH*(CH3)2-H* + F- = R-NH*(CH3)2F-

Las ecuaciones 1.2.1 y 1.2.2 ejemplifican el fenémeno de condensacidn iénica,

que genera una dada proporcidn de pares idnicos como producto de la asociacion

ionica entre un PE y un F de carga opuesta. Estos pares ionicos, indicados en las

mencionadas ecuaciones como las especies a la derecha, son denominados sistemas

PE-F.

En nuestro grupo de [+D se han desarrollado Sistemas de Liberacion

Modificada (SLM) constituidos por complejos PE:F en dispersién®366.67.68 Estos
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productos pueden ser catalogados como sistemas de liberacion “inteligentes” dado
que liberan el F en respuesta a cambios en el entorno. En este sentido, el agregado de
iones al sistema genera intercambios idnicos y reagrupamientos de cargas,

provocando la disociacién parcial de los pares i6nicos (ecuacién 1.2.3).

Ecuacién 1.2.3 R-COO-FH* + NaCl = R-COO-Na* + FH*Cl

Esto nos ha permitido consolidar una plataforma tecnolégica original, basada
en la interaccion acido-base entre un PE y F ionizables de carga opuesta, sobre cuya
base se disefian SLM para atender situaciones farmacoterapéuticas especificas. Estos
sistemas permiten mejorar la efectividad, seguridad y confiabilidad de F de
reconocida utilidad terapéutica. Se ha observado que, en dispersion acuosa, la
interaccion entre el PE y el F genera un alto grado de condensacién idnica que
confiere a estos sistemas propiedades singulares que pueden aprovecharse en una
variedad de aplicaciones farmacotécnicas tales como: modulacién de la liberacion del
F, interaccion con los sitios de absorcion del F, aumento de la compatibilidad acuosa
de F pocos solubles, aumento de la estabilidad quimica, potenciacion de las
propiedades antimicrobianas de los F vehiculizados modificando las interacciones

con células procariotas y eucariotas®®.

1.3. Infecciones por via topica.

En particular, en este trabajo de tesis nos interesa abordar infecciones que
requieren tratamientos administrados via tépica para las cuales no existe una
farmacoterapia efectiva, como es el caso de las queratitis bacterianas. La queratitis
bacteriana es considerada una urgencia oftalmolégica’0. Es una infecciéon aguda de la
cornea. La ineficacia de la farmacoterapia puede causar morbilidad ocular severa,
cicatrices y pérdida de vision’1. El objetivo de la terapia es la erradicacién rapida de
los agentes infecciosos en la cornea. Los agentes etiol6gicos mas comunes que causan
queratitis bacteriana son: P. aeruginosa, S. aureus, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae, entre otros. Los sintomas clinicos de la queratitis
bacteriana incluyen dolor agudo, enrojecimiento, fotofobia y ulceraciéon corneal. Las
ulceras causadas por P. aeruginosa son las mas graves, ya que son dificiles de tratar,

por la marcada resistencia a ATM que presenta este agente causal34.
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Como se mencion6 anteriormente, ningln antibio6tico es efectivo contra todos
los agentes que causan queratitis bacterianas y, se necesita un agente de amplio
espectro para cubrir tanto los organismos Gram negativos como los Gram positivos.
Actualmente, se utilizan “fortificados antimicrobianos” para aplicacién topica. Estos,
se han desarrollado a fin de disponer del ATM en gotas oftalmicas cuya concentracion
es mas alta que las gotas comercializadas o en otros casos, no existe tal formulacidn.
Los ATM fortificados provienen de formulaciones inyectables, que han sido
aprobadas como tales, por lo tanto, esta reformulacién de uso oftdlmico puede
ocasionar efectos adversos, ya que no ha sido realizada para esa via de
administraciéon’170, Algunas combinaciones que se utilizan se mencionan a

continuacion:

v Vancomicina (1,5-5%) + aminoglucésido (amikacina).
v Vancomicina (1,5-5%) + ceftazidima (5%)
v Vancomicina (1,5-5%) + ciprofloxacino (CIP, 0,3%).

La escasa estabilidad acuosa de los ATM utilizados es uno de los
inconvenientes de su uso, ademas de su elevada concentracion. Algunas desventajas

que presentan los antimicrobianos fortificados se muestran en el esquema 1.1.

Inestabilidad acuosa

Escaso tiempo de
contacto

Esquema 1.1 Principales desventajas de los “fortificados

antimicrobianos” utilizados en queratitis bacteriana.

El tratamiento exitoso de la queratitis requiere una adecuada concentracién de

antimicrobiano en el area precorneal durante un tiempo adecuado. Aunque los
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colirios permiten la facil administracidn por parte del paciente, generalmente tienen

baja biodisponibilidad debido a la secrecion de fluido lagrimal??.

En resumen, no existe en la actualidad una formulacién oftalmica de amplio
espectro para la administracion tépica, como la que requiere el tratamiento de esta u

otras patologias oftalmicas de superficie ocular.

2.1 HIPOTESIS Y OBJETIVOS PROPUESTOS.

Resultados previos de nuestro grupo de investigacion evidenciaron que
sistemas portadores desarrollados vehiculizando antimicrobianos
Fluoroquinolénicos exhibieron potenciacién de su accién bactericida frente a
bacterias plancténicas, resistentes a tales antimicrobianos. Tales resultados fueron
atribuidos a alteraciones en las envolturas bacterianas generadas por la interaccion
del polimero porta8dor con P. aeruginosa, asi como también con S. aureus, aunque en
menor magnitud®®72, Sobre la base de lo precedentemente expuesto, nos
preguntamos si se modificaria la eficacia de vancomicina, un antimicrobiano de la
familia de los glucopéptidos, cuya accidon se ve limitada s6lo a gérmenes Gram

positivos, al ser vehiculizado en un sistema PE:F.

El objetivo general de este trabajo de tesis es desarrollar sistemas portadores
PE:F como estrategia que permita mejorar la eficacia de los antimicrobianos ante la

problematica mundial de la resistencia.
En este contexto, los objetivos especificos planteados son:

1-Disefiar y obtener sistemas Polielectrolito:Antimicrobiano (PE:ATM),

utilizando la plataforma tecnolégica PE:F en desarrollo en el grupo de investigacidn:

a) Sistemas EuE-VAN: sistemas portadores constituidos por el polielectrolito
cationico Eudragit E100 (EuE) y vancomicina (VAN).
b) Sistemas EuE-CIP: sistemas portadores constituidos por el polielectrolito

catiénico Eudragit E100 (EuE) y ciprofloxacino (CIP).

2- Caracterizar a los sistemas PE:ATM, abordando diversos aspectos, segiin

corresponda:

a) Propiedades fisico-quimicas de los sistemas PE:ATM en desarrollo: pH, potencial

Z (¢), osmolaridad, etc en dispersiones acuosas,
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Interaccién idnica PE:F (EuE-VAN) en dispersiones acuosas y estado s6lido,
Estabilidad de VAN en los sistemas EuE-VAN,

Evaluar la eficacia antimicrobiana de sistemas EuE-VAN frente a P. aeruginosa y S.
aureus, sensibles y resistentes a antimicrobianos, en estado plancténico.

Estudiar el efecto del polimero cati6nico, EUE sobre suspensiones bacterianas
(células plancténicas) que contribuyan a modificar la eficacia de los ATM:

a) Sensibilizacién a agentes liticos,

b) Capacidad de desarrollo en medios nutritivos y en medios selectivos,

c) Alteraciones morfoldgicas y estructurales.

Estudiar el efecto del polimero catidnico, EuE sobre P. aeruginosa formando
biofilms.

Completar estudios de los sistemas EuE-CIP, evaluando su eficacia para inhibir la

formacién de biofilms de P. aeruginosa o producir disrupcion de biofilms maduros.

Esta tesis doctoral se encuentra enmarcada en un proyecto de disefio y

evaluacion de nuevos sistemas farmacoterapéuticos destinados a la potencial

aplicacion en infecciones por via topica focalizando los estudios en el desarrollo de

sistemas PE:ATM de potencial utilizaciéon para el tratamiento de infecciones tépicas

para las cuales no se dispone de formulaciones adecuadas, tales como las queratitis

bacterianas, para la cual actualmente se usan reformulaciones de inyectables de ATM

seleccionados (“fortificados”) y se combinan al menos dos ATM para ampliar el

espectro. Adicionalmente, podrian ser destinados a otras infecciones que requieran

administraciéon de ATM por via tépica.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIALES

2.1.1 Polimero

Se utiliz6 Eudragit E 100 ® (EuE), Poli(butil metacrilato), (2,dimetilaminoetil)

metacrilato, metilmetacrilato) (Alemania, Rohm Pharma Polymers, lote G030131033)

en proporciones 1:2:1, copolimero catiénico a base de metacrilato de

dimetilaminoetilo y ésteres metacrilicos neutros (Figura 2.1). Este polimero ha sido

aprobado para uso farmacéutico, y se lo utiliza
para generar films destinados al recubrimiento de
comprimidos, enmascarar sabores y olores
desagradables, proteger de la luz y de la
humedad?3. Desde hace algunos afos, se esta
estudiando para su utilizaciéon como portador de
farmacos en sistemas de liberacion modificada

para distintas vias de administracién7274757677,

Tabla 2.1. Caracteristicas fisico-quimicas de Eudragit E.

pKa= 8-9 C C C
V2 SR DN SN
cHy  Q 0 c|) o cl) 0
Pk | |
Hs C C4Hy  CHs
H>

n
Figura 2.1. Monémero de Eudragit E100.
Se destaca el grupo dimetilamino con su
valor de pKa, importante para el disefio

de sistemas portadores PE:F

PM Aproximadamente 150000 D
Numero CAS 24938-16-7
Apariencia Granulos incoloros amarillentos, con
caracteristico olor a aminas
PKa 8,4 (grupo dimetilamina)
Punto de fusion No funde, descompone en 303,82 °C.
Solubilidad Soluble en fluido gastrico y soluciones
acidas pH<5, acetona, alcoholes, etil
acetato. Insoluble en agua y éter de
petroéleo.
Estabilidad Es un sélido estable (minimo 36
meses’3) y permanece estable como
dispersion acuosa.
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2.1.2 Antimicrobianos
2.1.2.1 Vancomicina

2.1.2.1.1 Estructura quimica

Es un antimicrobiano (ATM) de la familia de los glucopéptidos. Se obtuvo de

Streptomyces orientalis en 1956.

La estructura quimica de VAN (Figura 2.2) consta de un disacarido
(vancosamina y glucosa), dos unidades hidroxiclorotirosina, tres sistemas fenilglicina
sustituidos, N-metil-leucina y la amida del acido aspartico; todos estos componentes
estan unidos por una cadena peptidica de siete miembros. Es una molécula con varios
grupos ionizables. Los mas importantes se indican en la Figura 2.2 con los valores de

pKa correspondientes.

pKa2=7,75

2] = HCI

pKal=2,99

Figura 2.2. Estructura quimica de clorhidrato de vancomicina. Se destacan los grupos funcionales de

posible interaccién con polielectrolitos de carga opuesta, con sus respectivos valores de pKa.

2.1.2.1.2 Caracteristicas fisico quimicas

De fuentes comerciales se obtiene como clorhidrato. Es un polvo blanco
liofilizado que no funde, a 210°C cambia de color blanco a marrén y es facilmente
soluble en agua’8. Fue utilizada sin modificaciones para vehiculizarla en dispersiones

acuosas de polimero catiénico.
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2.1.2.1.3 Mecanismo de accién y resistencia bacteriana

La vancomicina inhibe la sintesis del peptidoglucano. Evita el proceso de
polimerizacion necesario para que el complejo disacarido-pentapéptido se separe del
fosfolipido de la membrana (Fig. 2.3)7°. Como consecuencia se acumula el
intermediario lipidico unido a la membrana citoplasmatica de la bacteria. Para inhibir
la sintesis de la pared bacteriana, VAN forma complejos con las cadenas de péptidos
que contienen D-alanil-D-alanina, evitando de esta forma la acciéon enzimatica
necesaria para que ocurra la polimerizacion. Ademas, altera la permeabilidad de la
membrana e inhibe la sintesis del acido ribonucleico (ARN). Desde su introduccidn en
1958 hasta hace unos pocos afios no se habian descrito resistencias bacterianas a la
vancomicina; sin embargo, su creciente utilizacion ha condicionado la aparicién de las
primeras bacterias resistentes a la misma, habiéndose demostrado su existencia en
enterococos y estafilococos. La resistencia a la vancomicina, bien estudiada en
enterococos, se produce como consecuencia de la sintesis de proteinas de membrana
que transforman el terminal D-alanil D-alanina del pentapéptido en terminal D-alanil-
D-lactato que no es reconocido por la vancomicina, impidiéndose de esta forma su
unién. Estas proteinas al parecer actian como carboxipeptidasas y, por lo tanto,
producen la separacién del terminal D-ala del pentapéptido, sitio de fijacion de la

vancomicina80.

€) VANCOMICINA @) DISACARIDO (GlcNAcy MurNAc)

©0000 PENTAPEPTIDO ——— PENTAGLICINA

Figura 2.3. Mecanismo de acciéon de VAN en S. aureus. Al unirse a los restos C-teminal D-Ala-D-Ala del
pentapéptido, VAN inhibe la formacién de puente cruzado entre pentapéptido y pentaglicina. GIcNAc, N-

acetilglucosamina; MurNAc, dcido N-acetilmuramico. Esquema adaptado de ref 79.
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2.1.2.1.4 Espectro antibacteriano

Activa frente a bacterias Gram positivas. Son sensibles S. aureus, incluso
resistente a meticilina, y S. epidermidis. El Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) define como sensibles a los aislamientos de S.aureus con una CIM para
vancomicina de < 2 pg.mL-1 y como no sensibles a los aislamientos que presentan una
CIM >2 pg.mL-1. Los aislamientos de S. aureus con una CIM de entre 4 y 8 pg.mL-1 se
consideran como de sensibilidad intermedia a la vancomicina (VISA) y aquellos con

una CIM = 16 pg.mL-1, como resistentes (VRSA)®1.

Esta indicada para el tratamiento de infecciones graves por estafilococos y
otros microorganismos Gram positivos. La VAN generalmente se recomienda para
infecciones complicadas de las articulaciones y los huesos del torrente sanguineo, de

la piel, la meningitis producida por Staphylococcus aureus y la endocarditis8283.

Es un antibidtico de eleccién en infecciones graves por S. aureus resistente a

meticilina, penicilinas isoxazoélicas y cefalosporinas de primera generacion.

Es también farmaco de eleccidn en las infecciones por S. epidermidis, en general
menos sensible a las penicilinas isoxazdlicas y a la meticilina. En los pacientes
alérgicos a las penicilinas, la VAN es el fairmaco de eleccién tanto en infecciones por S.
aureus como por S. epidermidis. Es también una alternativa valida en el tratamiento
de la endocarditis estreptocécica, fundamentalmente por E. faecalis, y sobre todo en
los pacientes alérgicos a las penicilinas. Ademas, la vancomicina esta indicada en el
tratamiento de la endocarditis por Corynebacterium y en las meningitis por
Flavobacterium meningosepticum. En este ultimo caso hay que considerar la
necesidad de administrar la vancomicina por via intratecal si la respuesta terapéutica
a la administracion intravenosa es escasa. En el tratamiento de la colitis
seudomembranosa por C. difficile en pacientes graves, la vancomicina debe

administrarse por via oral8+8586,87.88,89,

Otros procesos infecciosos en los que se utiliza VAN es en el tratamiento tépico
para queratitis bacteriana en combinacion con otros ATM. Esto se debe a su eficacia

frente a Gram positivos y por esa razon, se la combina con otros ATM3>.
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2.1.2.2. Ciprofloxacino

2.1.2.2.1 Estructura quimica

Es una fluoroquinolona de segunda generacién aprobada en terapéutica por la
FDA en 1987 para uso oral, mientras que las pomadas y soluciones oftalmicas para el
tratamiento de Tulceras corneales y conjuntivitis bacteriana causadas por
microorganismos sensibles fueron aprobadas en 1998 y 1999, respectivamente. Es
una molécula que posee grupos ionizables (Figura 2.4) que posee un sustituyente
fluor en posicion 6 y un sustituyente piperazinil en posicion 7 del anillo quinolénico.
También posee un grupo ciclopropilo en el nitrogeno 168. En la Figura 2.4 se muestran

los valores de pKa de los grupos ionizables de la molécula.

pKa2= 8,74

SO

| pKa1= 6,09
F @

Figura 2.4. Estructura Quimica de CIP. Se destacan los grupos funcionales de posible interaccién con

polielectrolitos de carga opuesta, con sus respectivos valores de pKa.

2.1.2.1.2 Propiedades fisico quimicas

En su forma sélida se encuentra como un polvo cristalino amarillo palido
practicamente insoluble en agua (300 mg.L-1 a 202C). Es termoresistente y estable a
temperatura ambiente, funde a 255-2572C. Es fotosensible, inodoro, de sabor amargo,
soluble en acido clorhidrico diluido (0,1 N), practicamente insoluble en etanol muy

soluble en acido acético glacial, poco soluble en cloroformo?°.

2.1.2.2.3 Mecanismo de accion y espectro antibacteriano

Ciprofloxacino presenta un efecto bactericida. Penetra en la bacteria a través
de las porinas, no afectando la integridad de la pared celular. Una vez dentro de la

célula, actiia inhibiendo una enzima que prepara el acido desoxirribonucleico (ADN)
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para la transcripcidn, la ADN-girasa o Topoisomerasa IV. Esta enzima esta compuesta
de cuatro subunidades (dos subunidades A y dos B) y es la responsable del
enrollamiento de las cadenas de ADN; es también responsable de otras actividades
necesarias para la integridad del ADN, como son la unién y separacion de las cadenas

que lo componen y la hidrélisis del ATP, que por lo tanto también seran alteradas®1.

Con la comercializacion y el uso no racional de CIP se ha observado un notable
incremento de las resistencias®?, especialmente en bacilos Gram negativos?293.94.95,
Esta situacion obliga a considerar de forma muy rigurosa las indicaciones de este

farmaco.

2.1.1 Microorganismos en estudio

Para el desarrollo de este trabajo de tesis doctoral se utilizaron cepas de

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida abicans:
Para estudios de eficacia antimicrobiana in vitro se utilizaron:

v" Un aislamiento clinico de P. aeruginosa resistente a fluoroquinolonas (P.

aeruginosa FQ R1),

v Cepas de referencia, P. aeruginosa ATCC 27853, P. aeruginosa PA014 y S.
aureus ATCC 25923

v P. aeruginosa SCV (Variante de colonia pequeiia, SCV, por sus siglas en inglés)

con incrementada capacidad de desarrollar biofilms.

v" Un aislamiento clinico de S. aureus resistente a meticilina, S. aureus MRSA 61.
Para estudios de selectividad frente a células procariotas y eucariotas:

v’ Aislamiento clinico de C. albicans (como modelo de célula eucariota).

v P.aeruginosa ATCC 27853.

Se almacenaron a-20 ° C en solucion fisiolégica 0,9% estéril (SF) suplementado
con glicerol al 10%. Cultivos frescos de P. aeruginosa FQ R1 y P. aeruginosa ATCC

27853 se mantuvieron en agua estéril a temperatura ambiente.
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2.2 METODOLOGIAS

2.2.1 Preparacion de los sistemas portadores PE:ATM

Los sistemas portadores PE:ATM se prepararon utilizando la plataforma
tecnolégica en desarrollo en nuestro laboratorio basada en la vehiculizacién de
farmacos con grupos ionizables en dispersiones acuosas de polimeros con carga

opuesta (polielectrolito).

Ellote de EUE® utilizado posee 3,15 meq.g! de polimero, segin determinaciéon
efectuada por potenciometria de barrido. La neutralizaciéon parcial de EuE con un
contraion (Cl) permitié aumentar la compatibilidad acuosa de este polimero a pH>5.
Las dispersiones de EuE fueron neutralizadas al 50% con HCl 1N (Anhedra,
Argentina), luego se evaporo el solvente (protegido de la luz y la humedad)®? y el
solido obtenido, EuECI se tamizé con el fin de obtener particulas homogéneas y de
menor tamafio. Posteriormente, se almaceno al abrigo de la luz y la humedad, y se

utilizé para preparar los sistemas portadores PE:ATM.

VAN y CIP clorhidrato (Lote 20030716), fueron utilizados sin modificaciones

para vehiculizarse en dispersiones acuosas de EuE.

En el siguiente esquema se muestran las etapas de preparacion teniendo en

cuenta la plataforma tecnolégica de nuestro grupo de investigacion69.96.97;

| Evaporacién
del solvente a
temperatura
Neutralizacién ambiente, Dispersi6n de .z
del polimero protegido de Obtencién de EuE100 en SF. ‘5‘“{;&”'@;’; EE-ATM
con 50% de laluz ‘ los sélidos Luego, [ 9€ 9 -EuE-VAN

sélido
HCI1N (4-5 dias,

SISTEMAS

i sonicacién. -Eug-CIP
segin

protocolo ’ ‘
PE:F)

Los sistemas PE:ATM fueron preparados en distintas proporciones con el fin
de ser caracterizados abordando diferentes aspectos, tal como se menciond en el

capitulo 1:
2) Caracterizacién fisico quimica de los sistemas PE:ATM:

a) Propiedades fisico quimicas (determinaciones de: pH, potencial (¢ y
osmolaridad): Para los sistemas constituidos por dispersiones acuosas de

polimero neutralizado utilizados para vehiculizar VAN, se pesé EuECI para
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obtener dispersiones acuosas de concentracién final de 250 y 2000 pg.mL-1.
Inicialmente, se disolviéo EuECI en cantidad minima de SF, luego, se adicion6
una cantidad exactamente pesada de VAN de modo tal que la concentracién
final del farmaco fue 1000 pg.mL-1 y se complet6 el volumen para enrasar
obteniendo sistemas EuE-Vancomicina, a los que en adelante se hara

referencia como EuE-VAN.

En el caso de los sistemas EuE-CIP, se procedi6 de la misma manera que con

EuE-VAN, utilizando cantidades de EuE y de CIP tal que las concentraciones finales en

los sistemas EuE-CIP obtenidos sea: 1000 pg.mL-! de EuE, y 8 y 128 pg.mL-! para CIP.

b)

b)

Estudios en estado sdlido, liofilizacion, desplazamiento de pH por intercambio
ionico y Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FT IR): Se
disolvié EuE en cantidad minima de SF. A esas dispersiones se les adicion6 VAN
para neutralizar un 10, 20, 30 y 40% de los equivalentes del polimero,

obteniéndose sistemas traslicidos de pH cercano a 6.

Estudios de estabilidad de VAN en los sistemas EuE-VAN: Se utilizaron los

mismos sistemas descriptos en el inciso (a).
3) Estudios de eficacia antimicrobiana in vitro:

En P. aeruginosa: Se utilizaron los sistemas EuE tal como se describi6 en el

inciso 2 (a).

En S. aureus: Se preparé un stock de EuE-VAN pesando cantidades necesarias
de EuE y de VAN tal que la concentracion final fue: 2048 y 1024 pg.mL1,
respectivamente, a partir del cual se efectuaron diluciones en SF suplementada
con caldo Miieller-Hinton 2% para evaluar un amplio rango de

concentraciones de farmaco y de polimero.

5) Estudios en biofilms de P. aeruginosa: Se utilizaron los sistemas EuE-CIP

preparados como se menciona en el inciso 2 (a) para complementar estudios previos

en nuestro grupo de investigacién®9.
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2.2.2 Caracterizacion fisico-quimica de los sistemas PE:ATM

2.2.2.1 Determinacion de pH
Para la determinacién del pH de los sistemas PE:ATM se utiliz6 un pHmetro
Mettler Toledo, modelo Seven Multi acoplado a un electrodo TG 115-SC, destinado a

la medicion general de pH.

2.2.2.2 Determinacion de Potencial electrocinético ()

Para la medicion del ¢ de los sistemas PE:ATM se utilizé6 un aparato para la
espectroscopia de correlacién foténica y microelectroforesis (estandar de
transferencia de potencial Malvern Zeta DTS1235). Este sistema (zetazizer Nano
software version 5.0) mide el potencial zeta, usando la dispersion de luz
electroforética, y el peso molecular, usando la dispersion de luz estatica. Cada muestra
se analizé6 por triplicado a 25°C, permitiendo que el instrumento optimice

automaticamente la intensidad de la sefial de cada una.

2.2.2.3 Determinacion de osmolaridad
Para las determinaciones de osmolaridad de los sistemas PE:ATM se utilizé un
Osmoémetro Multi VAPRO Modelo 5600, utilizando como referencia una solucion de

NaCl al 0,9% (300 mmol.kg-1). Cada muestra se analiz6 por triplicado (n = 3).

2.2.2.4 Determinacion de viscosidad.

Se realizaron determinaciones de viscosidad en los sistemas EuE-VAN (250 y
1000 pg.mL1 de EuE, y 1000 pg.mL1 de VAN) utilizando como viscosantes a:
propilenglicol (PPG) y polietilenglicol 400 (PEG400) al 1 y al 10% p/v con un
Reometro Rheoplus MCR 301. Los estudios se realizaron utilizando una geometria
cono plato (CP50-1) con un diametro de 49,956 mm, un angulo de cono de 1,006 y un
truncamiento de 50 uM. Las mediciones en el estado estacionario se llevaron a cabo

en el rango de velocidad de corte de 0,001-10.000 s-1.

2.2.2.5 Desplazamiento de pH por intercambio i6nico

El efecto de la adicién de una sal neutra sobre el equilibrio i6nico en las
dispersiones de los sistemas PE:F fue evaluado mediante la titulacion de EUE-VAN409%
(11,11 mg.mL1, siendo 40, el porcentaje de farmaco que neutraliza los equivalentes

de polimero) con NaCl 0,37% p/v. Se registr6 el pH de la dispersion y se graficaron
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estos valores en funcion del porcentaje de titulante (Cl-) agregado. El1 % de Cl- se

calculé a partir de la siguiente ecuacion:

o4Cl titulante agregado(equivalentes de Cl)x100
0 =

equivalentes de EuE totales

2.2.2.6 Estabilidad quimica de VAN en los Sistemas EuE-VAN

Estos estudios se realizaron en colaboracion con las Dras. Marcela Longui y
Vanesa Sterren, en el Departamento de Ciencias Farmacéuticas, Facultad de Ciencias

Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba, UNITEFA, CONICET.

Se adapt6 y valido un método de cromatografia liquida de alta resolucion, High

Performance Liquid Chromatography (HPLC, por sus siglas en inglés)?8.

2.2.2.7.1 Validacion del método analitico

Inicialmente se determinaron los parametros: exactitud, precision y linealidad

del método, utilizando las siguientes condiciones experimentales:
v" Columna: Ci1s
v Fase movil: Buffer fosfato monobasico de amonio pH= 4, acetonitrilo (92:8)
v Flujo: 1 mL.min-!
v' Temperatura: 25°C
v Longitud de onda: 220 nm

También se realizaron ensayos de degradacion forzada en distintas
condiciones: térmico (402C), basicas (NaOH, 0,1M), acidas (HCl, 0,1M) y oxidativas
(H202 10 vol) con el objetivo de verificar que los productos de degradacién no

interfirieran con la cuantificacion del F.

2.2.2.7.2 Ensayo de estabilidad

Se realizo6 el ensayo de estabilidad de EuE-VAN. Los sistemas se prepararon
utilizando la plataforma tecnolégica PE:F, tal como se menciona en el item 2.2.1, y

luego, se colocaron en un gabinete de estabilidad con temperatura controlada a 252C
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y en heladera a 42C. Se extrajeron muestras por triplicado a distintos tiempos. Se

cuantificaron por el método validado de HPLC.

2.2.2.7 Liofilizacion de los sistemas EuE-VAN
Se prepararon los sistemas EuE-VAN1o%, EuE-VAN20%, EuE-VAN30% y EuE-

VANa4o%, siguiendo la metodologia mencionada anteriormente en el item 2.2.1, donde
10, 20, 30 y 40 % corresponden al porcentaje de equivalentes de polimero
neutralizados con VAN. Adicionalmente, se evalué el pH de los mismos. Los sistemas
EuE-VAN se liofilizaron en Liofilizador Labconco Freezone 6 a una temperatura de -

45°Cy con alto vacio.

Por otra parte, los sistemas liofilizados fueron reconstituidos en agua estéril y
se les midio el pH post reconstitucion, y de manera adicional se realiz6 una inspeccion

visual del aspecto fisico de los mismos.

2.2.2.8 Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier
(FT-IR)

Se tomd una alicuota de los sistemas EuE-VAN preparados y liofilizados como
se indica en 2.2.2.7. Se prepararon pastillas de KBr (150 mg) con muestras al 1%
(alicuota de EuE-VAN10,20,30 y 40 %). Las mismas se realizaron en prensa hidraulica con
una fuerza de compresiéon de 10 toneladas). A los fines comparativos se analizaron
por FT-IR muestras formadas por la mezcla fisica (MF) de los componentes de los
sistemas portadores en evaluacion, asi como los de EuE y VAN por separado. Las
muestras se recolectaron en un espectrémetro 360 FTIR ESP, Thermo Nicolet, Avatar

y los datos fueron analizados utilizando el software OMNIC E.S.P.5.1.

2.2.3 Experimentos destinados a evaluar la eficacia antimicrobiana
In vitro

2.2.3.1 Determinacion de concentracion inhibitoria minima (CIM) y

concentracion bactericida minima (CBM)

Se realiz6 la determinacion de CIM y CBM para vancomicina, Eudragit E y

ciprofloxacino frente a cepas de P. aeruginosa y S. aureus.

Para la determinacion de CIM se utiliz6 la técnica de macrodiluciéon en caldo

descripta en CLSI®?. Se utilizé6 Caldo Miieller Hinton (CMH, Britania, Argentina). A
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partir de las soluciones stock (SS) del farmaco VAN, CIP o polimero en solucion (EuE),

se realizaron diluciones seriadas en CMH (factor 2) como se muestra en el siguiente

esquema:
1mL SS 2mL 1 1mL1 1mL1 1mL 4 2mL5 1mL 6
+ + + ‘ + + + +

1mLCMH 2mLCMH 3mLCMH 7mLCMH 1mLCMH 2mLCMH 3 mLCMH

En tubos estériles se afiadi6 1 mL de cada dilucién de ATM y 1 mL de in6culo
estandarizado. La estandarizaciéon del indculo se realiz6 a partir de un cultivo
overnight (OVN) en Agar Miieller Hinton (AMH, Britania, Argentina) suspendiendo 4
o 5 colonias y ajustando la turbidez a la del estdndar 0,5 en la escala de Mc Farland199.
El in6culo estandarizado se diluy6 1:200 en CMH para obtener aproximadamente 5 x
105 unidades formadoras de colonia.mL! (UFC.mL1) en cada tubo. Los tubos se
incubaron 18-24 horas a 372C. La CIM se determiné verificando la ausencia de
turbidez a simple vista. Ademas, se incluyeron dos tubos controles, control positivo
(1 mL de indculo estandarizado + 1 mL de CMH) y control negativo (2 mL de CMH)

para comprobar el proceso se realizé bajo condiciones asépticas.

Luego de la lectura de CIM, los tubos sin desarrollo bacteriano fueron
procesados para determinar CBM. Con lo cual, se transfirié una alicuota con un ansa
a placas con AMH y se incubaron a 372C 18-24 h. Se consideré como valor de CBM a

la menor dilucién de ATM en la cual no se observo desarrollo microbiano®°.
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2.2.3.2 Adecuacién de condiciones experimentales para evaluar
eficacia antimicrobiana

EuE precipita tras largos periodos de incubacién en presencia de Caldo
Miieller-Hinton utilizado para diversas determinaciones de actividad antimicrobiana
in vitro, motivo por el cual fue necesario definir otras condiciones para evaluar la

eficacia antimicrobiana de los sistemas portadores en estudio.

Para ello, se determinaron las curvas de crecimiento de Pseudomonas
aeruginosa en SF adicionada con diversas proporciones de Caldo Miieller Hinton
mediante determinaciones de absorbancia a 600 nm a diferentes tiempos de
incubaciéon. Esto permitié seleccionar las condiciones adecuadas para disefiar los

experimentos de cinética bactericida.

2.2.3.2. Cinéticas bactericidas de los sistemas EuE-VAN

Consiste en enfrentar un in6culo estandarizado a concentraciones fijas de ATM
las cuales se incuban y a tiempos determinados se extraen alicuotas, se diluyen
apropiadamente (factor 10) en SF y se siembran en placas de Agar Miieller Hinton. En
este caso, se evaluo la actividad antimicrobiana de EuE-VAN en: P. aeruginosa FQ R1,
P. aeruginosa ATCC 27853, P. aeruginosa PA014 y S. aureus MRSA 61. A los fines
comparativos, se evalué simultaneamente la variacién en el recuento de viables

exhibido por suspensiones bacterianas tratadas con VAN libre en solucién o con EuE.

Para la estandarizacion del indculo, se utilizé un cultivo OVN en Agar Miieller
Hinton y se ajusté a una absorbancia entre 0,08-0,1 a una longitud de onda de 625 nm.

Las concentraciones de polimero y fArmaco evaluadas fueron las siguientes:

v Cepas de P. aeruginosa: VAN (1000 pg.mL1), EuE (250 pg.mL-ly 2000

pug.mL-1) y sus combinaciones en los sistemas EuE-VAN.

v Cepas de S. aureus: VAN (8,16,32y 64 ug.mL1), EuE (17,5, 35, 70 y 140

pg.mL-1) y sus combinaciones en los sistemas EuE-VAN.

Se us6 un tubo de control del crecimiento bacteriano para verificar la

viabilidad celular en estas condiciones experimentales.
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Los cultivos se incubaron a 37°C en un bafio termostatizado con agitacién 40
rpm y se tomaron muestras (100 pL) periédicamente en distintos tiempos (0, 1, 3, 6

y 24 h).

A tiempo 0 se determind el nimero de células viables en el tubo control, y en
el resto de los tiempos estipulados se tomaron 100 pL de los diferentes tubos y se
diluyeron con 900 pL de SF. Se realizaron diluciones decimales adicionales en
solucion fisioldgica teniendo en cuenta el tiempo transcurrido y la concentracion de
ATM en los distintos tubos con el objetivo de obtener un nimero adecuado de colonias

(30-300 colonias por placa).

Se inocularon 100 pL de cada dilucién en placas de AMH con espatula de
Drigalsky. Las placas se incubaron a 372C durante 18-24 h. Una vez alcanzado el
tiempo de incubacién necesario, se realiz6 el recuento de UFC en cada placa. Para
calcular el nimero de colonias UFC.mL1 remanentes luego de cada tratamiento se

calculé a partir de la siguiente formula:
NeUFC.mL-1=recuento x 10 x dil

donde:

N2 UFC.mL1: el nimero de UFC por mililitros detectadas a un tiempo

determinado luego de cada tratamiento.

10: factor para expresar en mililitros el resultado teniendo en cuenta que se

siembra 100 pL en cada placa.

dil: dilucién decimal realizada a la alicuota extraida de cada tratamiento, a un

tiempo determinado.

Los resultados informados surgen de promediar los valores obtenidos en al

menos dos experimentos realizados por duplicado en diferentes dias.

2.2.3.3 Microscopia electrénica de Transmision (TEM)

A partir de un cultivo OVN de P. aeruginosa FQ R1 y S. aureus ATCC 25923 se
realiz6é una suspensiéon densa en solucién fisiolégica de modo que la concentracion
final de bacterias fue 40 mg.mL-1. Se utilizaron como tratamientos: EuE (250 pg.mL-

1), VAN (1000 pg.mL1) y EuE/VAN (250/1000 pg.mL1) para P. aeruginosa FQ R1 y
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EuE (20 pg.mL1), VAN (8 pg.mL1) y EuE/VAN (20/8 pg.mL-1) para S. aureus ATCC
25923. Se utilizé un tubo control de crecimiento para verificar la viabilidad celular en
esas condiciones experimentales. Las muestras se incubaron durante 3 h en un bafio
termostatizado a 37°C con agitaciéon y se tomaron alicuotas de 500 pL a 3 h de
exposicion que fueron centrifugadas 2 min a 8000 rpm. Se descarté el sobrenadante

y se lavd el pellet obtenido con buffer fosfato 50 mM pH=7,4.

El pellet se lavd dos veces con buffer fosfato y se fij6 con una mezcla de
formaldehido al 4% y glutaraldehido al 2% en buffer de cacodilato 0,1 M (2 h a
temperatura ambiente). Luego, se lavaron tres veces con buffer de cacodilato y se
realiz6 una post-fijacién con tetradxido de osmio al 1% y luego se realiz6 un lavado
con agua destilada durante 2 h a temperatura ambiente. Las células se deshidrataron
con gradientes de acetona y se realizé la inclusiéon de las mismas en resina epoxi
Araldite a 60° C durante 72 h. Las secciones delgadas (80-100 nm de ancho) se
obtuvieron utilizando un ultramicrotomo Jeol Jum-7. Las muestras tefiidas con
acetato de uranilo en solucion de acetona (2 min) y citrato de plomo (2 min) se
analizaron utilizando un microscopio electrénico de transmisién LEO 906 E a un

voltaje operativo de 80 kV. Las imagenes se capturaron con una cAmara MegaView III.

2.2.3.4 Microscopia de Fluorescencia

Se utilizé6 una sonda fluorescente VANCOMYCIN, BODIPY™ Conjugate FL
(Bodipy FL VAN) (TERMOFISHER, Argentina) a una concentracion de 0,1 pg.mL1!
(Excitacion: 480-500 nm, emision: 509-547 nm). Las suspensiones bacterianas de
1x108 células.mL! fueron preparadas en SF partiendo de cultivos OVN de P.
aeruginosa FQ R1 y S.aureus ATCC 25923 en Agar Miieller Hinton. Estos indéculos
fueron incubados en presencia de EuE-VAN/ Bodipy FL VAN (250-999,9/0,1pg.mL-1),
VAN no fluorescente (1000 pg.mL-1), VAN/Bodipy FL VAN (999,9/0,1 ug.mL1) y EuE
(250 pg.mL-1). Para S.aureus se utilizaron los siguientes tratamientos: EuE (20 pg.mL-
1), VAN no fluorescente (2 pg.mL-1), VAN/Bodipy FL VAN (1,9/0,1 pg.mL-1), EuE-
VAN/Bodipy FL VAN (20-1,9/0,1 ug.mL-1), VAN/Bodipy FL VAN (7,9/0,1 pg.mL1) y
EuE-VAN/Bodipy FL VAN (20-7,9/0,1 pg.mL1). Todas las muestras fueron incubadas
a 37 ° C con agitacion constante (40 rpm). Luego de 1 h de exposicién, se tomaron
alicuotas de 500 pl y se centrifugaron a 6000 rpm durante 5 min. Los pellets obtenidos

fueron extendidos en portaobjetos con cubreobjetos para su posterior analisis en un
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microscopio Confocal-Olympus FV1200. Las imagenes fueron capturadas utilizando
una lente 60X PLAPON (inmersién en aceite) con una apertura numérica de 1,42 NA
y un barrido sobre la muestra utilizando un laser de 488 nm para la excitacion de
Bodipy FL VAN. Posteriormente, la fluorescencia fue recogida en el rango de 500-545
nm. El campo observado fue de 34,8x34,8 pm?2 aproximadamente, con una resoluciéon
de pixeles de 34 nm. El mismo laser fue utilizado para generar la imagen de
transmision (campo claro) teniendo en cuenta la seleccion del prisma, el polarizador
y el analizador necesarios para obtener la imagen de contraste de interferencia

diferencial.

2.2.4 Efecto del polimero cationico en la integridad de células
microbianas: Sensibilizacion a agentes liticos

Suspensiones de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 estandarizadas
(Absesonm = 0,500) y de Candida albicans (Abs inicial s3onm= 0,500), se expusieron a
varias concentraciones de EuE y tiempos de contacto. Luego de 10 minutos fueron
centrifugadas (8000 rpm - 2 min) y resuspendidas en soluciones de los agentes liticos
(dodecilsulfato sédico (SDS) al 0,1% y 1%, y Tritén 1%). Después de 4 min se

determind la absorbancia a 420 nm para P. aeruginosa 'y a 530 nm para C. albicans.

2.2.4.1 Efecto del polimero catiénico en la capacidad de desarrollo
de los microorganismos en medios de cultivo nutritivos y en medios

selectivos

Suspensiones de P. aeruginosa ATCC 27853 estandarizadas, fueron tratadas
con dispersiones del polimero catiénico a concentraciones y tiempos pre-definidos,
luego, fueron procesadas para recuento en placa. Se extrajeron alicuotas que, previa
dilucion en SF estéril, se distribuyeron con espatula de Drigalsky en placas
conteniendo Agar Miieller Hinton (Britania, Argentina) y otras con un medio selectivo
para este microorganismo, Agar Cetrimide (Britania, Argentina). Luego de incubar 18-
24 h a 37°C se realiz6 recuento de UFC que desarrollaron en cada uno. Controles sin

tratamiento se procesaron en paralelo.

Las suspensiones estandarizadas de Candida albicans que se procesaron de

manera similar a P. aeruginosa, pero se sembraron en agar Sabouraud.
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2.2.5 Efecto del polimero catiénico EuE en células formando
biofilms.

Estos estudios se realizaron en colaboracién con la Dra. Andrea Smaniay la Lic.
en quimica Antonella Colque, perteneciente a CIQUIBIC-CONICET y Departamento de

Quimica Biolégica Ranwell Caputto de Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad

Nacional de Cérdoba.

Inicialmente, se utiliz6 una variante de colonia pequefia (SCV) de P. aeruginosa,
cepa que exhibe incrementada capacidad de formacién de biofilms. Ademas, se
iniciaron estudios con P. aeruginosa FQ-R1 ya utilizada en los estudios de cinética

bactericida (seccién 2.2.3.2.).

Para estos estudios se utiliz6 la metodologia descripta por O’toole y Kolter
(1998) de produccidén de biofilms en policubetas, con la adecuacion de condiciones

experimentales requeridas para nuestros ensayos101.

En primer lugar, se realizd la puesta a punto de la metodologia y se evaluaron
distintos medios para encontrar las condiciones en las cuales se formara biofilm, sin
que EuE precipite. Para ello, se evaluaron distintos medios de cultivos, con el fin de
lograr un buen desarrollo de biofilm: SF+CMH 5%, SF+CMH10% y CMH. A partir de un
cultivo OVN de 18-24 h de incubacion de Pseudomonas aeruginosa SCV y Pseudomonas
aeruginosa FQ R1 en AMH, se ajust6 a una cantidad de células de 1 x 10 células.mL-1
y se sembraron 100 pL en cada pocillo. Las placas se incubaron en estufa a 372C
durante 48 h. Una vez alcanzado el tiempo de incubacioén, se descart6 el sobrenadante
y se lavé tres veces con SF. Luego se afiadieron 150 pL de cristal violeta (CV) 0,1 %
con el fin de tefiir el biofilm durante 15 min. A continuacidn, se lavé dos veces con SF
y se resuspendio el CV con etanol 96% durante 15 min. Por dltimo, se cuantificé el
colorante adherido a las células a una densidad éptica (DO) a 595 nm utilizando un

lector de ELISA.
Luego, se realizaron diferentes experimentos con objetivos distintos:

a) Evaluacion del efecto de EuE y CIP en la inhibiciéon de la formacion de
biofilms de P. aeruginosa SCV y P. aeruginosa FQ R1. En estos estudios, se utilizaron
diferentes concentraciones de EuE (125 y 1000 pg.mL1) y de CIP (64, 128, 1024 y
2048 pg.mL-1). Se evaluaron los efectos de EuE y de CIP por separado.
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b) Evaluacion del efecto de EuE y CIP sobre biofilms maduros de P. aeruginosa
FQ R1. En estos estudios, se utilizé EuE (1000 pg.mL1) y CIP (8, 64, 128, 1024 y 2048

pug.mL-1). En primer lugar, se evaluaron los efectos de EuE y de CIP por separado.

c) Evaluacion del efecto del sistema portador EuE-CIP sobre biofilms maduros
de P. aeruginosa. A partir de los resultados obtenidos en b) se seleccionaron CIP 8
pg.mL-1 (concentracion 16 veces menor a la CIM) y 128 pg.mL-! (valor de CIM de esta
cepa) para preparar sistemas EuE-CIP y evaluar su efecto en biofilms maduros de P.

aeruginosa FQ R1.

El efecto de EuE sobre la formacion de biofilm (a) fue determinado mediante el
ensayo de CV, cuantificando la masa de biofilm por absorbancia a 550 nm. Se utiliz6
un cultivo OVN de 18-24 h de incubacion en AMH de P. aeruginosa SCV y de P.
aeruginosa FQ R1, se ajust6 a una cantidad de células de 1 x 106 células.mL! y se
sembraron 50 pL en cada pocillo. También se agregaron, en los pocillos
correspondientes los distintos tratamientos (50 pL): EuE (125 y 1000 pg.mL-1), CIP
(64,128,1024, 2048 pg.mL1) y se incubaron durante 48 h en estufa a 372C. En el caso
de los controles positivos se afiadié 50 pL de agua mili Q estéril. Una vez alcanzado el
tiempo de incubacidn, se descarté el sobrenadante y se lavé tres veces con SF. Luego
se afiadieron 150 pL de CV 0,1 % con el fin de teiiir el biofilm durante 15 min. Se lavé
dos veces con SF y se resuspendi6 el CV con etanol 96% durante 15 min y se cuantifico
el colorante adherido a las células a una DOs9snm utilizando un lector de ELISA, Epoch

™ Microplate Spectrophotometer, Biotek Instruments, Inc.

El efecto de EuE (b) y de los sistemas EuE-CIP (c) sobre biofilms maduros de P.
aeruginosa fue evaluado mediante ensayo de XTT (Sigma aldrich, Alemania) (2,3-Bis-
(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil) -2H-tetrazolio-5-carboxanilida) y la adicion de un
reactivo de acoplamiento de electrones, fenazina metasulfato (Sigma aldrich,
Alemania) (PMS), cuantificando a 490 nm. XTT es un compuesto incoloro o
ligeramente amarillo que cuando se reduce se vuelve naranja brillante (Figura 2.5).
Este cambio de color se logra rompiendo el anillo de tetrazolio cuaternario cargado
positivamente. En presencia de células metabdlicamente activas se forma un derivado
de formazan, un compuesto coloreado, soluble en agua y que se cuantifica por

espectrofotometria UV-Visible102.103,
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Figura 2.5. Reaccién de reduccién de XTT que forma el derivado de formazan (compuesto coloreado,
hidrosoluble, se cuantifica por UV visible a 490 nm).
Se utilizé un cultivo OVN de 18-24 h de incubaciéon en AMH de P. aeruginosa
SCVy de P. aeruginosa FQ R1, se ajust6 a una cantidad de células de 1x 106 células.mL-
1y se sembraron 100 pL en cada pocillo y se incubaron durante 48 h en estufa a 37°C.
Una vez alcanzado el periodo de incubacidn, se eliminé el sobrenadante con golpe
seco y se realizaron 2 lavados con SF. Luego, se agregé 150 pL de cada tratamiento
por pocillo: EuE (125 y 1000 pg.mL-1), CIP (64, 128, 1024, 2048 pg.mL-1). En el caso
de los controles en CMH, se agregaron 150 uL de agua Mili Q estéril. En los controles
negativos se agreg6 150 pL de cada tratamiento. Las placas se incubaron a 37°C 24 h.
Luego del periodo de incubacidén, se eliminé el sobrenadante con golpe seco, se
realizaron 2 lavados con SF. Por otro lado, se prepard la soluciéon con XTT (Sigma
Aldrich, Argentina) y PMS (Sigma Aldrich, Argentina) en buffer fosfato salino (PBS, por
sus siglas en inglés) pH=7,4, de modo tal de obtener 200 pg.mL-1 de XTT y 20 pg.mL-1
de PMS. Posteriormente, se agregaron 150 pL de la solucién preparada anteriormente
a cada pocillo y se protegi6 a la placa de la luz (envuelta en aluminio). Las placas se
incubaron 3 h a 372C en estufa. Finalmente, se cuantific6 la absorbancia a 490 nm en

lector de multiplacas.

En todos los casos se dejaron pocillos con indculo bacteriano, sin tratamiento

como control positivo y pocillos s6lo con CMH (control negativo).

Los resultados se analizaron con el software GraphPad Prism versiéon 5.0
(GraphPad Software, Inc). Se utilizé el test no paramétrico de Kruskal-Wallis para
comparar las diferencias entre los tratamientos. Las diferencias con p <0,05 se

consideraron estadisticamente significativas.
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CAPITULO 3: CARACTERIZACION FiSICO
QUIMICA DE LOS SISTEMAS PE:ATM

A partir de EuE, como polielectrolito catidnico, se prepararon los sistemas
PE:ATM portadores de VAN y CIP, tal como se describi6 en el capitulo 2. En este
capitulo, se presentan los resultados correspondientes a la caracterizacion fisico
quimica de sistemas PE:ATM obtenidos a partir de dispersiones acuosas del PE
cationico, EUE ® en las cuales se vehiculiz6 VAN (EuE-VAN) 6 CIP (EuE-CIP). Los
aspectos evaluados son los considerados relevantes para su potencial utilizacién en

el disefio de nuevos sistemas farmacoterapéuticos para administracién oftalmica.

Los sistemas EuE-VAN fueron disefiados, preparados y caracterizados
totalmente en el marco de esta tesis. Por su parte, los sistemas EuE-CIP fueron
preparados y caracterizados en este trabajo para complementar estudios previos®?,

en particular, para evaluar su eficacia frente a biofilms de P. aeruginosa.

3.1 Caracteristicas generales de los sistemas EuE-VAN y EuE-CIP
Las dispersiones acuosas de EuE cargadas con VAN y CIP son fisicamente

estables, y trasldcidas. Los valores de pH, potencial { y osmolaridad se muestran en la

tabla 3.1.

Por un lado, los sistemas EuE-VAN poseen pH>6 (Tabla 3.1). Estos resultados
muestran una ventaja ya que, si se pensara en la utilizacion de los mismos en el disefio
de formulaciones para la via oftdlmica, es relevante que el pH sea lo mas préximo
posible al del fluido lagrimal (pH=7,4)104 Ademads, VAN en soluciéon posee un pH
aproximadamente de 4, y en esas condiciones el proceso de desamidacién (pérdida
de estabilidad) es mas rapido%s. Por este motivo, el pH de los sistemas EuE-VAN
representa otra ventaja, ya que en estas condiciones se enlentece el proceso de

desamidaciéon de VAN y se prolonga la estabilidad de la misma.

Por otra parte, actualmente, CIP para administracién oftalmica, se comercializa
como solucién, suspensién y ungiiento. Estos presentan una serie de
incompatibilidades con la via de administracidn, entre ellos pH acido y precipitacion
en contacto con el fluido lagrimal, en el caso de las formulaciones liquidas1%. En

este contexto, el pH de los sistemas EuE-CIP >5, presentan una ventaja respecto a los
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colirios de CIP (pH aproximado de 4) que muestran incompatibilidad con la via de

administracion.

Los sistemas EuE-VAN y EuE-CIP poseen un potencial electrocinético positivo
mayor que los farmacos en solucién. Las envolturas bacterianas poseen
fundamentalmente cargas negativas, con lo cual un potencial electrocinético positivo
de los sistemas, propiciaria mayor interaccion de los mismos con estas envolturas107.
En ese sentido, estudios previos de nuestro grupo de investigacion, demostraron que
cultivos de P. aeruginosa y de S. aureus tratados con EuE (potencial-electrocinético

positivo) mostraron cambio en signo y valor de potencial de la superficie bacteriana®®.

La osmolaridad del fluido lagrimal varia entre 280 y 293 mOsm.kg!, las
soluciones con una osmolaridad inferior a 100 mOsm.kg! o superior a 640 mOsm.kg-
1 pueden ocasionar irritacion en el area ocular. Tanto las dispersiones EuE-VAN como
las EuE-CIP fueron isosmoticas, Esta es otra propiedad deseada en el disefio de una
formulacién destinada a la via oftdlmica, para no generar incompatibilidades con la

via de administracion104,

Otro parametro importante a considerar en el disefio de una formulacién
oftalmica es la viscosidad. Las formulaciones con viscosidad ligeramente alta (>20 cp)
prolongan el tiempo de residencia en el tejido precorneal, mejorando Ia
biodisponibilidad. Por el contrario, los sistemas excesivamente viscosos, pueden
comprometer la comodidad ocular e incluso, impedir una instilaciéon adecuada de la
forma farmacéutica. La viscosidad ideal de una formulacién oftdlmica es
aproximadamente 20 cp (mPa.s)104 En la tabla 3.2, se muestran los valores de
viscosidad obtenidos a diferentes velocidades de corte, con los valores de pH y
potencial electrocinético (¢) de los sistemas EuE-VAN con y sin el agregado de
viscosantes%8. Los agentes viscosantes neutros (propilenglicol -PPG- y
polietilenglicol 400 -PEG400-) fueron adicionados con el objetivo de otorgar
viscosidad a los sistemas. Estos no generaron resultados esperados respecto a los
valores de viscosidad. Adicionalmente, en algunas proporciones agregadas se
modificaron los valores de pH de los sistemas originales (PEG 400 10%). Estos
resultados son preliminares y requieren continuar con futuros estudios de
preformulacion, con el objetivo de aumentar la viscosidad para propiciar mayor

tiempo de residencia de la formulacién en el area ocular.
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Tabla 3.1. Caracteristicas fisico quimicas de los sistemas EuE-VAN y EuE-CIP en NaCl 0,9 % p/v.

EuE-VAN (250-1000 ) 6,740,1 +12,5%3,9 320
EuE-VAN (1000-1000) 6,640,1 +15,6%2,5 307
EuE (250) 6,840,2 +17,2+1,4 312

EuE (1000) 6,740,1 +30,7+6,1 319

VAN (1000) 4,2+0,02 +9,7+0,9 310
EuE-CIP (1000-8) 5,4+0,1 +39,0+8,4 299
EuE-CIP (1000-128) 5,440,1 +31,5+2,1 318
CIP (128) 4,6%0,05 +11,740,7 297

CIP (8) 4.4+0,1 +15,940,2 293

Tabla 3.2. Determinaciones de viscosidad de los sistemas EuE-VAN con PEG 400 y PPG y sin viscosantes.

1000-10%)

EuE-VAN-PEG400 0,920,01 12,10,1 5,5+0,1 28,4+1,1
(250-1000-1)
EuE-VAN-PEG400 1,09+0,2 7,7%0,2 3,3%0,2 41,9%0,9
(250-1000-10)
EuE-VAN 0,4+0,2 3,040,1 5,5+0,2 33,546,6
PEG400(1000-1000-
1%)
EuE-VAN- 1,240,1 3,2+0,2 3,5%0,2 37,5¢2,1
PEG400(1000-1000-
10%)
EuE-VAN-PPG(250- | 1,7+0,02 1,740,1 540,01 | 36,9+3,04
1000-1%)
EuE-VAN-PPG(250- | 4,7+0,1 55,10,02 | 4,9+0,05 29,9+1,9
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EuE-VAN- 0,9+0,2 4,9+0,1 5,4+0,2 35,8+7,2
PPG(1000-1000-
1%)

EuE-VAN- 29+ 0,2 58,5+0,1 5,0+0,2 33,6+3,8
PPG(1000-1000-
10%)

EuE-VAN(250-1000) 0,7+0,1 7,19+0,2 5,4%0,1 18,9+2,5

EuE-VAN(1000- 1,420,1 4,06+0,2 5,8+0,1 20,5+1,1
1000)

3.2 Desplazamiento de pH por intercambio iénico

La titulacion de la proporcién de F que se encuentra asociado con el PE
utilizando una sal neutra como el NaCl, es una metodologia que ha sido utilizada en

dispersiones PE:F97,

Se observé un aumento de pH observado por la adiciéon de NaCl a la dispersion
de EuE-VAN4oy (Figura 3.2), esto se puede atribuir a la disociacion de pares ionicos,
con la captura de iones por parte del complejo desplazando el farmaco en su especie

ionizada (VAN-COO") y se explica en la ecuacion 3.

6,4
63
6,2 ....o'o

6,1 ] °

pH

5‘9: .

58

57 1 , . : . : , : , . 3
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
% NacCl

Figura 3.2 Cambio de pH de dispersiones acuosas del sistema EuE-VAN4o% debido al desplazamiento del

F con NaCl 0,37% p/v.
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Ademas, el desplazamiento de VAN acomplejado como consecuencia del
intercambio i6nico esta indicando la reversibilidad de la interaccion PE:F, lo cual deja

al farmaco libre para ejercer su accién antimicrobiana.

Ecuacién 1-Plataforma tecnoldgica PE:F

EuE + VAN-H = EuE-H*+ VAN- = EuEH*VAN-

Ecuacién 2-Desplazamiento de VAN, disociacion del par iénico

VAN- EuE-H* + Na*Cl- = EuE-H*Cl- + VAN-

Ecuacion 3-Aumento de pH

VAN- + H20 = VAN-COOH + OH-

Cabe destacar que estas condiciones experimentales para medir el
desplazamiento de pH por intercambio i6nico, son probablemente diferentes a las que

ocurriria en fluido lagrimal, con lo cual amerita a futuros estudios.

3.3 Estudio de estabilidad de los sistemas EuE-VAN

La calidad, seguridad y efectividad deben estar disefiadas y controladas en
todas las etapas de desarrollo del medicamento. Desde la formulacién y en cada etapa
de la elaboracidn se debe garantizar un producto estable. Segtn la ICH (Internacional
Conference of Harmonisation), el propdsito de un estudio de estabilidad es proveer
evidencia de como la calidad de un IFA o de un producto farmacéutico varia con el
tiempo, proponer el envase, las condiciones de conservacién y establecer el periodo
de vida util durante el cual se mantienen los parametros quimicos, fisicos y
microbiolégicos prefijados en el disefio del producto farmacéutico y determinados en

la liberacién del mismo109,

Los estudios de estabilidad pueden considerarse como un componente integral
del desarrollo de un IFA. Describe parametros esenciales que indican la fecha de

vencimiento de un medicamento. La estabilidad fisica y quimica de los IFA en las
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etapas de formulacién preclinica, durante el desarrollo del fArmaco y el proceso de

desarrollo del envasado, son los factores criticos a controlar!19,

Uno de los principios basicos del disefio de formas farmacéuticas consiste en
garantizar el mantenimiento de la integridad del farmaco durante la vida util de la
formulacién. El término inestabilidad usualmente se aplica a reacciones quimicas de
caracter irreversible, que pueden dar como resultado entidades quimicas diferentes
y terapéuticamente inactivas como son los productos de degradacion. Los estudios
de estabilidad de IFAs inestables son considerados importantes para propiciar una
administracién segura y eficaz al paciente. La estabilidad de un fairmaco puede
definirse entonces como la capacidad del mismo para mantenerse dentro de sus

especificaciones fisicas, quimicas, microbioldgicas, terapéuticas y toxicologicasl,

El parametro toox (tiempo de vida util) se define como el tiempo necesario para
que la concentracién del principio activo de la formulacién se reduzca en un 10% de
la concentracién inicial. Con este tiempo se calcula en cierto modo el periodo de
eficacia de un medicamento, ya que por lo general, la minima potencia aceptada es el
90% de la cantidad declarada, considerando que no se produzcan degradaciones

fisicas importantes ni que se originen productos que aumenten la toxicidad®°.

El método HPLC adaptado, implementado y validado resulté lineal (R2=0,992)
en el rango de concentraciones utilizadas, la recuperaciéon media fue 99,75% y la
desviacion estandar relativa (RSD) fue menor al 2% en todos los niveles analizados,
demostrando que el método es exacto y preciso bajo las condiciones ensayadas. Los

resultados se muestran en la Tabla 3.4.

Por otro lado, mediante estudios de degradaciéon forzada se probd la
especificidad del método en presencia de potenciales impurezas o productos de
degradacién que puedan generarse durante el estudio de estabilidad. Bajo todas las
condiciones de estrés ensayadas (estrés térmico, acido, basico y oxidativo), los
productos de degradacion presentaron un tiempo de retencién menor que el
caracteristico de VAN, cuya sefial se encontré bien resuelta para efectuar las

determinaciones sin inconvenientes (Tabla 3.5).
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Tabla 3.4 Validacion del método analitico de HPLC.

Exactitud %Recuperacién media 99,75 % 98-102%
Precision RSD Para 80-100y Menor al 2%
120%:
1,8-0,85y 0,98
Linealidad R2 0,992 Mayor a 0,99
Ecuacion de la y =31,28x — 18,69
recta

Tabla 3.5. Estudios de degradacién forzada de VAN en diferentes condiciones de estrés

Térmico (40°C) 28,5+0,5 5 2(1,8;5,5)
Acido (HC1 0,1 M) 202 33 4 (1,8; 3,5; 6,5;
8,4)
Basico (NaOH 0,1 10,6 £ 0,5 65 3(1,8; 3,5; 8,4)
M)
Oxidativo (H202 25,0+0,2 17 2(1,8;5,5)
10 VOL)

La concentracién de VAN en soluciones acuosas conservadas a 4°C y 25°C se
redujo a menos del 90% a los 7 dias y no se observaron diferencias significativas entre

ambas condiciones de almacenamiento.

Por su parte, la concentracién del ATM en los sistemas EuE-VAN permanecio

por encima del 90% hasta 14 dias.

La concentracién de VAN en EuE-VAN, permaneci6 por encima del 90% luego

de 10 dias a 25°C y a 4°C para EuE (250 yg.mL-1)VAN y EuE (1000 pg.mL! )VAN
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respectivamente. Se determinaron concentraciones ligeramente inferiores al 90% a

los 14 dias en ambos sistemas, condicién indicada para finalizar el estudio de

estabilidad. VAN libre en solucién decayé al 85,48+0,05 % a 25°C y 88,99+4,61 % a

4°C con solo 7 dias. Los resultados se muestran en la tabla 3.6 y en la Figura 3.1.
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LIMITE

WEUE(250 pgmL-1)VAN 4°C

Figura 3.1 Concentraciéon de VAN (%) en EuE-VAN y VAN en solucién a 42C y a 252C hasta 14 dias.

Tabla 3.6. Estudio de estabilidad de los sistemas EuE-VAN a 4°Cy a 25°C hasta 14 dias. Los resultados se analizaron
con ANOVA de una via y post test de Dunn's multiple (p>0,5)

0 100 100 100 100 100 100

3 97,2+1,2 98+2,7 99,9+1,9 92,9+2,2 100,4+3,9 98,8+0,5
6 95,3+0,3 | 98,1+2,8 95,5+0,9 98,6+4,4 95,9+4,2 94,4+0,5
7 85,5+0,1 | 94,9+2,3 94,7+1,6 88,9+4,6 92,2+2,8 95,8+1,2
10 81+0,9 92+2,8 95+0,6 89,9+1,2 94,4+1,9 94,4+0,7
11 82,3+2 n.d 93+0,8 86,3%+2,1 n.d 96,5%1,4
12 80,9+01 n.d 95,4+2,1 88,3+1,7 n.d 94,2+0,7
13 81,2+1,6 n.d 93,61,4 86,8+0,4 n.d 93,3+0,5
14 76,4+0,1 | 82,2+2,6 85£1,3 77,7+0,8 85,1+2,9 87,5+1,3
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Por bibliografial05112, se conoce que el proceso de degradacion de VAN es la
desamidacidn, ocurriendo a pH mayores a 2 y menores a 10. La desamidacién de VAN
en soluciones y formulaciones acuosas resulta en una inestabilidad considerable, por
la formacién de un producto de degradaciéon que es un zwitterion, poco soluble en
agua (imida ciclica intermedia). Por su parte, la reaccion de desamidacion es
notablemente sensible al estado i6nico de la molécula. El estado i6nico de la VAN
puede influir en la conformaciéon de la molécula y, por lo tanto, afectar su reactividad.
A pH= 4 la conformaciéon compacta de VAN resulta en la rapida formacién de imida
ciclica intermedia, en tanto que a pH=9 la conformacién expandida de la molécula
produce la imida ciclica intermedia de forma mas lentall2. Se sabe que el pH de
maxima estabilidad de VAN es aproximadamente, pH=5,5195. Esto permite explicar el
aumento de estabilidad de VAN en los sistemas EuE-VAN, ya que poseen un pH
aproximado a 6, que se acerca a la conformacion de VAN expandida, y

consecuentemente a la produccion de imida ciclica intermedia mas lenta que a pH=4.

Adicionalmente, tal como se menciona en el item 1.3 del capitulo 1, los
fortificados antimicrobianos presentan problemas de inestabilidad acuosa; estudios
de estabilidad de VAN observan concentraciones por debajo del 90% luego de 7 dias
a 252C113, Hay antecedentes en nuestro grupo de investigacion, de aumento de
estabilidad de farmacos por estar vehiculizados en sistemas PE:F, en particular de
polimeros anidnicos (Carbomer) vehiculizando azitromicina y procainall4. El
aumento de estabilidad fue atribuido a la interaccién acido-base entre el
polielectrolito y el grupo basico del fArmaco. Dicha interaccién produce una alta
proporcién de pares idnicos en los que las moléculas del farmaco permanecen
asociadas al polimerol14, Por lo tanto, estos antecedentes también podrian contribuir

a explicar el aumento de estabilidad de VAN en los sistemas EuE-VAN (sistemas PE:F).

La estabilidad ampliada de VAN en EuE-VAN a temperatura ambiente

aseguraria su eficacia durante el periodo de tratamiento.

3.4 Liofilizacion de los sistemas EuE-VAN

Los sistemas EuE-VAN liofilizados se reconstituyen rapidamente en agua
estéril con leve agitacién manual, sin cambios aparentes luego de 7 dias (soluciones
traslucidas). Ademas, se determinaron los valores de pH pre y post proceso de

liofilizacion los cuales se mantuvieron sin cambios (Tabla 3.3). Estos resultados son
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prometedores ya que, como se menciond en el capitulo 1, VAN presenta problemas de

inestabilidad acuosa, y el proceso de liofilizacidon constituye una posible solucion.

Tabla 3.3. Determinaciones de pH de sistemas EuE-VAN antes y después del proceso de liofilizacién. Los sistemas
EuE-VAN se reconstituyeron con agua estéril.

EuE-VAN10% (4000-1770 pug.mL1) 5,8+0,1 5,9+0,2
EuE-VAN20% (4000-3540 pg.mL1) 5,5+0,2 5,620,3
EuE-VANsoy (4000-5318 pg.mL-1) 5,3+0,2 5,5+0,2
EuE-VANu4oy (4000-7091 pg.mL-1) 5,120,01 5,2+0,1

3.5 Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)
Con el fin de investigar la presencia de interacciones no covalentes (idnicas,
puente hidrégeno) entre EuE y VAN se llevaron a cabo los espectros infrarrojo de los
componentes puros (EuE y VAN), de la mezcla fisica (MF) y de una de las dispersiones
(EuE-VAN40%), Figura 3.1. La hip6tesis de la formacion de interacciones no covalentes
en los sistemas PE:ATM se fundamenta en la estructura quimica del polimero y del

farmaco y en antecedentes previos correspondientes a sistemas portadores

PE:F67,69,97,115,

EuE es una polibase fuerte que actia como aceptora de protones. El pKa
promedio del monédmero basico es 8,4. VAN, presenta un grupo acido carboxilico (pKa

de 2,99) ademas de numerosos grupos funcionales.

Los espectros muestran un perfil de bandas correspondientes a los grupos
funcionales presentes en cada una de las estructuras analizadas. Se destacan para EuE
la banda a 3400 cm! correspondiente a la vibracién de tensién del enlace N-H y a
1700-1600 cm-11a vibracidon de flexién N-H de los grupos NRsH*, a 1450 cmly a 1060
cm1 el estiramiento C=0 y C-0O-C respectivamente, correspondientes a los grupos

éster.
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Figura 3.1. Espectroscopia infrarrojo con Transformada de Fourier (FT IR) de los sistemas EuE-VANa4o%, VAN,
EuE y de la Mezcla fisica. Las bandas sefiadas en el grafico corresponden al estiramiento C-H del grupo
dimetilamino de EuE (2770 y 2816 cm1), al grupo C=0 del ester de EuE a 1713 cm-!, estiramiento del -COOH a

1700 cm-!, amidas caracteristicas en VAN a 1400 cm-! y estiramiento de C-O presentes en VAN a 1060 cm-!.

Para VAN, se observa la banda a 3290 cm! correspondiente a la vibracion de
tensiéon O-H y N-H superpuestas de los grupos acido y amino, ademas de la vibracién
de estiramiento C=0a 1650 cm1ya 1125 cm-1 del enlace C-O-C,labandaa 1650-1500
cm! corresponde a la vibracién de flexion N-H de los grupos amino presentes. En
ambos espectros, se observan las correspondientes bandas de vibracion de

estiramiento C-H entre 2900 -3300 cm-! de la cadena alifatica.

Al comparar los espectros de los componentes puros con los correspondientes
ala MF y a EuE-VAN40%, se observan algunas diferencias significativas en la intensidad
relativa y en la frecuencia de vibracién de algunas de las bandas. Entre las cuales, es
importante destacar una menor intensidad relativa entre la banda correspondiente a
la vibracién de tension N-H del grupo amonio presente en EuE y O-H de los grupos
acido presentes en VAN (banda ancha a aproximadamente 3300 cm-1) y las bandas
correspondientes a la vibracion de estiramiento C-H (2816 cm1 y 2770 cm-1) en el

espectro de EuE-VANa4oy respecto a MF.
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Por otra parte, en el espectro de EuE-VAN4oy se observa un desplazamiento en
la banda de vibracion correspondiente al enlace C=0 de los grupos éster de EuE, de

1713 cm1a 1650 cm! y con menor intensidad relativa.

Ademads, las bandas de vibracion caracteristicas de amida secundaria,
presentes en VAN alrededor de 1400 cm-1, en el espectro de EuE-VAN4o% son poco
visibles, mientras que se observan sin variaciones en el correspondiente a la MF. Del
mismo modo, la banda de vibracion C-O a 1060 cm-! presente en el espectro de VAN,

se observa sin cambios en el espectro de la MF.

Si bien mediante esa metodologia no es posible asegurar el tipo de interaccion
que puede establecerse entre el polimero y el farmaco, los resultados permiten
predecir la existencia de algun tipo de interaccion idnica (puente hidréogeno) solo
presentes en las dispersiones EuE-VAN y no asi en las MF. Ademads, un andlisis
semejante llevado a cabo con otros sistemas portadores de EuE desarrollados en
nuestro grupo de investigacion, con farmacos de estructura quimica mas sencilla que

VAN, permitié arribar a conclusiones semejantes®9.96.97.115,

4. CONCLUSIONES PARCIALES

La evaluacion de los sistemas PE:ATM mediante las diferentes técnicas

permiti6 arribar a las siguientes conclusiones:

v' Las dispersiones acuosas EuE-VAN y EuE-CIP son de facil obtencion,
traslicidas, con un pH cercano a la neutralidad, potencial electrocinético
positivo y osmolaridad compatible con la via oftalmica. Estas caracteristicas
fisico quimicas, hacen a estos sistemas propicios para el disefio de una
formulacién oftalmica (compatibilidad con la via de administracién) como
preparacion extemporanea porque se reconstituyen facilmente y no presentan
cambios en las propiedades fisico quimicas evaluadas.

v’ Sibien mediante FT IR no es posible asegurar el tipo de interaccién que puede
establecerse entre el polimero y el farmaco, los resultados permiten predecir
la existencia de algin tipo de interaccién idnica (puente hidrégeno) sélo
presentes en las dispersiones EuE-VAN y no asi en las MF. Ademas, un andlisis

semejante llevado a cabo con otros sistemas portadores de EuE desarrollados
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en nuestro grupo de investigacion, con farmacos de estructura quimica mas
sencilla que VAN, permitié arribar a conclusiones semejantes. Ademas, el
aumento de pH por el agregado de una sal neutra (NaCl) al sistema EuE-
VANa4o% podria dar indicios de la reversibilidad en la interacciéon entre el PE y
el F (interaccion idnica). Estudios adicionales podran aportar claridad a este
aspecto, pero escapa a los objetivos de esta tesis.

El sistema EuE-VAN es mas estable que VAN en solucién bajo las condiciones
evaluadas. La utilizacién de los sistemas EuE-VAN en el disefio de una
formulacién oftdlmica disminuiria complicaciones y cuidados por parte del
paciente ya que es estable a temperatura ambiente durante el periodo de

tratamiento, y su eficacia no se encuentra alterada.
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CAPITULO 4: MODIFICACION DE LA EFICACIA
DE VANCOMICINA EN LOS SISTEMAS EUE-VAN

Este capitulo esta destinado al estudio de la influencia del polimero catiénico

en los sistemas EuE-VAN sobre la eficacia antimicrobiana de VAN

4.1 Experimentos destinados a evaluar la eficacia antimicrobiana in

vitro

4.1.1 Determinaciéon de concentracion inhibitoria minima (CIM) y
concentracion bactericida minima (CBM)

La CIM es la primera determinacion que se realiza al evaluar la susceptibilidad
de los microorganismos frente a un agente antimicrobiano. Se define como, la menor
concentracion de ATM necesaria para impedir el crecimiento visualmente discernible
de una suspension bacteriana en condiciones estandarizadas de densidad bacteriana,
medio de cultivo, tiempo y temperatura de incubaciéon®. Complementariamente, se
realiza la determinacién de la CBM, la cual se define como la concentracion minima de
un ATM necesario para lograr una reduccién del 99,9% en las unidades formadoras

de colonias viables de una suspension bacteriana??.

Para evaluar la eficacia de los sistemas PE:F, en esta tesis doctoral se utilizaron
aislamientos clinicos, P. aeruginosa FQ R1y S. aureus MRSA 61 y cepas de referencia,
S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 y P. aeruginosa PA01, como se indic6
en el capitulo 2. Los agentes etioldgicos seleccionados son frecuentes en infecciones
oftdlmicas, entre otras, y presentan resistencia a diversos ATM disponibles.
Inicialmente, se caracterizaron respecto a la sensibilidad a VAN mediante la
determinacion de los valores de CIM y CBM. Los resultados se muestran en la tabla

4.1
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Tabla 4.1. CIM (ug.mL-1) y CBM (pug.mL-1) de VAN y EuE frente a P. aeruginosa y S. aureus

*Observacion: el valor es estimado debido a que el polimero precipita en altas concentraciones y prolongada

incubacién en medio de cultivo

P. aeruginosa FQ R1 1000 >4000 8000

P. aeruginosa ATCC 27853 4000 >4000 >8000

P. aerugionosa PA014 1000 >4000 >8000

S. aureus ATCC 25923 2 32 2048
S. aureus MRSA 61 2 Nd Nd

El elevado valor de CIM de VAN frente a P. aeruginosa se corresponde con que
las caracteristicas estructurales de esta especie impiden a VAN acceder al sitio blanco
de accién?9, razon por lo cual, VAN no estd indicado para infecciones producidas por
P. aeruginosa. Tal como se menciona en el capitulo 1, el espectro de VAN se limita a
bacterias Gram positivas. Complementariamente, se muestran los valores de CIM y
CBM para VAN y EuE usados en este estudio frente a un aislamiento clinico y una cepa
estandar de laboratorio de S. aureus. En relacién a los valores de CIM obtenidos para
las cepas de S.aureus8199, se consideran sensibles a VAN (CIM < 2 pg.mL1). Otro
fendmeno importante a considerar en S. aureus es la tolerancia a la accién de
determinados antimicrobianos, particularmente a antibiéticos betalactamicos y
glucopéptidos!i®t. La tolerancia a los antimicrobianos es definida como la capacidad
de las bacterias para mostrarse sensible a la CIM del ATM, pero tiene mayor capacidad
para sobrevivir en presencia del mismo, es decir, no sufre la accién bactericida (CBM)
habitual. En consecuencia, una vez tolerante a la VAN, la bacteria podria permanecer
viable en presencia del antimicrobiano in vivo, lo que conlleva un aumento en la CIM.
Posteriormente, podria aumentar ain mas sus niveles de resistencia y promover el
crecimiento en el sitio de infeccion. Por lo tanto, la aparicién de tolerancia podria
considerarse uno de los primeros pasos en el desarrollo de las cepas VISA117. Respecto
dealaCBMdeS. aureus ATCC 25923, larelacion CBM/CIM es 16. Cuando esta relaciéon

es = a 32 se habla de tolerancia a VAN116,
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4.1.2 Cinética bactericida de sistemas EuE-VAN

4.1.2.1 Adecuacion de condiciones experimentales para evaluar

eficacia antimicrobiana.

Tal como se menciond en el capitulo 2, EuE precipita tras largos periodos de
incubacién en Caldo Miieller Hinton utilizado para diversas determinaciones de
actividad antimicrobiana in vitro, motivo por el cual fue necesario definir otras
condiciones para evaluar la eficacia antimicrobiana de los sistemas portadores en

estudio.

En la Figura 4.1 se muestra la curva de P. aeruginosa FQ-R1 en: SF y SF

suplementada con 2% de Caldo Miieller Hinton (CMH) (SF+CMH 2%)).

Se observo un mejor crecimiento de P. aeruginosa FQ-R1 en SF+CMH 2%,
mientras permanece sin cambios en ausencia de medio de cultivo (SF) tal como se
observa en la Figura 4.1. A mayores porcentajes de CMH agregado, el crecimiento fue
inicialmente favorable, pero, luego de algunas horas de incubacion se observo
precipitacion del polimero. Por lo expuesto, se seleccion6 SF con 2% de CMH para
efectuar los estudios de eficacia antimicrobiana de los sistemas preparados con EuE

y VAN.
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Figura 4.1 Crecimiento de P. aeruginosa FQ R1 en diversas condiciones: -

¢-SF; -m- SF adicionado con CMH al 2%
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Experimentos comparativos de cinética bactericida de EuE-VAN utilizando
cultivos de P. aeruginosa en diferente estado fisiol6gico (16-18 h de desarrollo vs otro
reactivado en medio fresco durante 3-4 h) mostraron mayor eficacia del sistema
portador en el ultimo caso. Tal como se reporta en bibliografia, VAN ejerce su accion
antimicrobiana cuando las bacterias estdn dividiéndose, y para ello sintetizan
peptidoglucano. Esa seria la razon por la cual se observaron diferencias entre las 2

condiciones fisiologicas de los cultivos evaluados.

Las Figuras 4.2 y 4.3 se muestran las curvas de muerte para cepas de P.
aeruginosa y S.aureus MRSA 61 respectivamente. En las tres cepas evaluadas de P.
aeruginosa (Figura 4.2), los sistemas EuE-VAN evaluados, exhiben accién bactericida
(reduccion de > 3 log en recuento de viables) desde 1 h de exposicién y se incrementa
con el tiempo, produciendo erradicacién bacteriana a las 24 h de exposicion. VAN
(1000 pg.mL1), exhibe un efecto tiempo dependiente pero no logra erradicacién
bacteriana a las 24 h de exposiciéon en las tres cepas de P. aeruginosa estudiadas. Por
su parte, cultivos tratados solo con EuE en las concentraciones evaluadas provoca una
cierta injuria en las primeras horas de exposicion, con distinta disminucion en el
recuento bacteriano, segln la cepa, pero se recuperan completamente al prolongar el

tiempo de exposicion (24 h).

Con lo antes mencionado, se observé una potenciaciéon de VAN en los sistemas
EuE-VAN evaluados frente a P. aeruginosa FQ R1, y P. aeruginosa PA014 y P.
aeruginosa ATCC 27853 (Figura 4.2 a, b y c respectivamente); VAN en la
concentracion evaluada (1000 pg.mL1), no exhibe acciéon bactericida frente a las

cepas evaluadas de P. aeruginosa.

Vancomicina es un antimicrobiano de espectro restringido fundamentalmente
a bacterias Gram positivas, tal como se mencion6 en el capitulo 2, siendo de uso

controlado.

La evaluacién de los sistemas EuE-VAN frente a S. aureus MRSA 61 también
evidencian potenciacion, respecto al farmaco libre. La Figura 4.3 muestra la eficacia
de EuE-VAN frente a MRSA 61, erradicando el inéculo en todo el rango de
concentraciones evaluadas (8 a 64 pg.mL1) luego de 24 h, mientras que VAN requiere

concentraciones = 32 ug.mL-1 (16 x CIM) para erradicar (Figura 4.3 cy d). EuE genera
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limitada reduccién del recuento de MRSA 61 con paulatina recuperacién tiempo-

dependiente.
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Figura 4.2 Cinética de muerte de: a) P.aeruginosa FQ R1 b) P.aeruginosa PA014 y c) P.aeruginosa ATCC
27853, expuestas a: mVAN (1000 pg.mL-1), AEuE (250 pg.mL-1), ¢EuE (2000 pg.mL-1), EuE-VAN

(250/1000 pg.mL-1), - EuE-VAN (2000/1000 pg.mL-1) y eControl sin tratar.
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Figura 4.3. Cinética de muerte de S. aureus MRSA 61 frente a VAN desde --¢--EuE-VAN y mVAN en solucién en SF+CMH 2%: (a)
pug.mL-1de VAN (4 x CIM) y 17,5 pg.mL-1 de EuE, (b) 16 pg.mL-1 de VAN (8 x CIM) y 35 pg.mL-1 de EuE ,(c) 32 pg.mL-! de VAN (16
x CIM) y 70 pg.mL-1 de EuE y (d) 64 pg.mL-1 de VAN (32 x CIM) y 140 pg.mL-! de EuE

Se han utilizado sistemas portadores con el objetivo de aumentar la potencia
antimicrobiana, y en particular, constituidos por polimeros catiénicos!!8, Hanumant
Singh Rathore et al. disefiaron y caracterizaron films de quitosano con ciprofloxacino
y observaron un aumento en la eficacia antimicrobiana respecto a CIP en P.
aeruginosa, E. coli y S. aureus'l®. En el trabajo desarrollado por Nouri y
colaboradores!?0, desarrollaron nanocompuestos de quitosano y evaluaron su
eficacia antimicrobiana en cepas de E. coli, P. aeruginosa, S. aureusy B. cereus. En todos
los casos se observo un aumento en la eficacia antimicrobiana, explicada por la
interaccidn electrostatica entre el grupo amino catiénico presente en el polimero
cationico con los acidos teicoicos presentes en la pared celular de los Gram positivos
(S. aureus y B. cereus) y con los LPS presentes en los Gram negativos (E. coli y P.
aeruginosa).
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Otra estrategia reportada en bibliografia para ampliar el espectro de
glucopéptidos en Gram negativos, es la utilizacién de liposomas fusogénicos. En
particular, un estudio muestra la capacidad de los liposomas de interaccionar y
fusionarse con la membrana externa que poseen los Gram negativos (P. aeruginosa, E.
coli, A. baumanni, etc) y liberar a VAN en el espacio periplasmico de la célula

bacteriana permitiendo asi que realice su accién bactericidal2l,

Por lo expuesto, la vehiculizacién de VAN en un sistema portador utilizando el
polimero catiénico EuE estda contribuyendo a la eficacia del antimicrobiano
potenciando la accién frente a cocos Gram positivos y generando accién bactericida

frente a Gram negativos, aspecto que permite ampliar el espectro de acciéon del mismo.

4.1.3 Microscopia electrénica de Transmision (TEM)

En la microscopia electrénica de transmisiéon (TEM) un haz de electrones
atraviesa un corte ultradelgado de la muestra produciendo una imagen
bidimensional. Este tipo de microscopia permite observar la ultraestructura de las
células, es por eso que se la utiliza frecuentemente en areas como microbiologia y

biologia celular, entre otras122.

La Figura 4.8 a presenta las microfotografias TEM de un cultivo de P.
aeruginosa FQ R1 de células tratadas con EuE-VAN (250/1000 pg.mL1), se evidencian
alteraciones en la forma, baja densidad intracitoplasmatica, cambios en la
ultraestructura celular e irregularidades en la pared celular. Estas variaciones

podrian afectar la funcionalidad de la membrana celular bacteriana.

Por otra parte, la Figura 4. 8b muestra las células luego de ser tratadas con EuE,
si bien se observan una capa difusa al exterior de las células, la morfologia celular y la

membrana celular permanecen inalteradas.

Sin embargo, cultivos tratados con VAN (Figura 4.8 c) no exhiben diferencias
con los controles sin tratamiento (Figura 4.8 d). Evidencian apariencia normal de las
células, alta densidad citoplasmatica, membrana celular inalterada y morfologia

celular conservada.

La Figura 4.9 a presenta las microfotografias de TEM de un cultivo de S. aureus

ATCC 25923 tratados con EuE-VAN (20/8 pug.mL1) ; se evidencian alteraciones
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morfoldgicas, baja densidad intracitoplasmatica, cambios en la ultraestructura celular
e irregularidades en la pared bacteriana. Esta zona difusa (capa externa) puede

deberse a la interaccién del polimero con la pared bacteriana.

c) d)

Figura 4.8. Microfotografias de transmision electrénica de P. aeruginosa FQ R1 evidenciando perdida de
morfologia y apariencia normal de las células luego de 3 h de incubacién a 372C con: a) EuE-VAN (250/1000
pg.mL-1), b)EuE (250 pg.mL-1), c)VAN (1000 pg.mL-1), y d)Control sin tratar. Las microfotografias fueron
obtenidas a 4646 x (panoramica) y 46460 x (ampliada).
Por otra parte, la Figura 4.9 b muestra los cultivos luego de ser tratadas con
EuE (20 pg.mL1), aunque se observa una capaz externa difusa y ligeros cambios en la
electrodensidad citoplasmatica celular, la morfologia celular y la membrana celular
permanecen inalteradas. Sin embargo, en las células expuestas a VAN (Figura 4.9 c) la
morfologia es similar a la del control sin tratamiento (Figura 4.9 d). En el Control sin

tratamiento, las células muestran una apariencia y morfologia normal, una membrana
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intacta, alta densidad citoplasmatica y células en estado de division celular. Las

alteraciones morfolégicas se evidencian en todos los casos a 46460x.

Q" ¢ ’
0.‘%' .o" \y

N J

Figura 4.9. Microfotografias de transmision electrénica de S. aureus ATCC 25923 evidenciando perdida de morfologia y
apariencia normal de las células luego de 3 h de incubacién a 372C con: a) EuE-VAN (20/8 pg.mL-1), b)EuE (20 pg.mL-1),
c)VAN (8 pg.mL-1) y d)Control sin tratar. Las microfotografias fueron obtenidas a 4646 x (panoramica) y 46460 x
(ampliada).

4.1.4 Microscopia de fluorescencia

En las Figura 4.10 se muestran las imagenes de fluorescencia obtenidas con un
microscopio Confocal-Olympus FV1200 de cultivos de P. aeruginosa FQ R1. En los
cultivos tratados con EuE-VAN/Bodipy FL VAN (Figura 4.10 e) se observan bacterias
fluorescentes. Estos resultados permiten verificar la hipotesis de que EuE propicia el
ingreso de VAN a la capa de mureina de P. aeruginosa para ejercer su accion. Esto es

posibilitado por las alteraciones a nivel de membrana externa generadas por el
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polimero catidnico (visualizadas por TEM), propiciando la llegada de VAN a su sitio
de accidn (sintesis de mureina) en P. aeruginosa, sitio al cual no puede acceder este
antimicrobiano por el gran tamafio de su molécula y el impedimento que representa

la membrana externa de las bacterias Gram negativas.

a) b)

Figura 4.10. Microscopia de Fluorescencia (arriba) y de transmisién 6ptica o campo claro (abajo) de Pseudomonas

aeruginosa FQ R1 expuesta a: a) Control sin tratar; b) EuE (250 pg.mL-1); c) VAN no fluorescente (1000 pg.mL-1); d) VAN/

Bodipy FL VAN (999,9/0,1 pg.mL-1) y ) EuE-VAN/Bodipy FL VAN (250-999,9/0,1 ug.mL-l), obtenidas con el microscopio
Confocal-Olympus FV1200 y procesadas con Fiji image ]J.
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Con el objetivo de explicar y justificar la potenciacion de VAN en EuE-VAN
frente a S. aureus se utiliz6 la microscopia de fluorescencia. Por un lado, se obtuvieron
imagenes a través del microscopio confocal, que se muestran en la Figura 4.11, y por
otro, con el programa Fiji image ], se cuantifico la intensidad de fluorescencia (IF) de
cada imagen. Luego, se graficé el promedio de las IF de las dos imagenes en funcién
de los distintos tratamientos (Figura 4.12). Se observa una mayor IF en los cultivos
EuE-VAN/Bodipy FL VAN respecto a VAN/Bodipy FL VAN en las concentraciones
evaluadas, tal como se muestra en la Figura 4.12. El grafico representa el promedio de
la IF por célula de dos imagenes con el mismo tratamiento (Figura 4.12). A su vez, se
observan menos células por campo en los cultivos tratados con EuE-VAN/Bodipy FL

en comparacion con Bodipy FL VAN (Figura 4.11).

Figura 4.11. Imagenes de Fluorescencia de Staphylococcus aureus ATCC 25923 tratadas con: a) Control sin tratar; b) EuE (20
pg.mL-1); ¢) VAN no fluorescente (2 pg.mL-1); d y e) VAN/Bodipy FL VAN (1,9/0,1 pg.mL-1) y fy g) EuE-VAN/Bodipy FL VAN (20-
1,9/0,1 png.mL-1), h e i) VAN/Bodipy FL VAN (7,9/0,1 pg.mL-1) y j y k) EuE-VAN/Bodipy FL VAN (20-7,9/0,1 pg.mL-1) obtenidas

con el microscopio Confocal-Olympus FV1200 y procesados con Fiji image J.
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Figura 4.12. Intensidad de fluorescencia/célula (UA) promedio en funcién de los tratamientos # su error estandar
(n=2): VAN 2 (promedio de las IF de las imagenes 4.11 d y e), EuE-VAN 2 (promedio de las IF de las imagenes
4.11fy g), VAN 8 (promedio de las IF de las imagenes 4.11 h e i), y EUE-VAN 8 (promedio de las IF de las imagenes
411 j y k). Se utiliz6 el test estadistico ANOVA de una via con p<0,05 y Test de Tukey para comparar las

diferencias entre los tratamientos. Diferentes letras mayusculas por encima de las barras indican diferencias

4.2 Efecto del polimero catidnico en la integridad de células

microbianas: Sensibilizacion a agentes liticos.

Las bacterias Gram negativas son resistentes a un gran nimero de agentes
nocivos como resultado de la eficiente funcién de barrera de su membrana externa
(ME). La ME es impermeable a macromoléculas y solo permite la difusion limitada de
sustancias hidrofébicas a través de su superficie cubierta con LPS192320.25 Ademas,
carece de glicerofosfolipidos y, por tanto, de canales efectivos para la difusién
hidrofébica. La ME de estas bacterias es también resistente a los detergentes neutros
y anidnicos. Pequefios compuestos hidrofilicos difunden por la ME a través de porinas
llenas de agua, pero el tamafio estrecho de las mismas restringe la difusién?>. Como
muchos agentes nocivos, por ejemplo, ATM, son hidrofébicos o compuestos

hidrofilicos relativamente grandes, la penetracion a través de la ME es muy escasa.
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Los LPS son la base molecular de la integridad de 1a ME. Son polianiones debido
al gran ndmero de cargas negativas que poseen el lipido A y el nucleo interior07.
Moléculas adyacentes de LPS polianiénicos se mantienen unidas electrostaticamente
por cationes bivalentes, Mg 2+, Ca 2+, formando una estructura estable tipo “techo de
tejas” en la superficie de la ME. En consecuencia, la ME es una barrera eficaz, siendo

los sitios de unién a cationes del LPS esenciales para la integridad de la misma.

123,107,124,125

Se ha descripto en bibliografiall8119126 que la naturaleza cati6nica de
macromoléculas tales como polielectrolitos, proteinas, etc, es un factor que
contribuye a la interacciéon con la superficie bacteriana cargada negativamente,
alterando la funcionalidad del microorganismo ya que desplazan los iones positivos
como calcio y magnesio y se unen a los fosfolipidos de la membrana, alterando la
permeabilidad de la misma. La unién entre ambos puede neutralizar e incluso

cambiar el signo en el potencial electrocinético de las bacterias126.

Dado la naturaleza catidnica de EuE, cuyas dispersiones acuosas exhiben
potencial zeta positivo, como se describi6 en el capitulo 3, es de esperar que la
interaccién con la célula bacteriana esté favorecida, como se ha descripto con otros
polimeros catidnicos118120,126 En esta seccion se muestra la sensibilizacion a la accion
litica de dos detergentes: SDS (ani6énico) y Tritén x-100 (neutro), exhibida por EuE
frente a P. aeruginosa ATCC 27853.

La exposicion de P. aeruginosa a los agentes liticos evaluados provoca ligera
reduccion en la absorbancia de las suspensiones control. La absorbancia se reduce

aun mas si previamente se las expone a EuE 150 pg.mL-1 (Figura 4.13).

Ademas, se observa que la sensibilizacion a agentes liticos es dependiente de
la concentraciéon de EuE y también de la concentracion de agente litico iénico usado

(Figura 4.14).
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Figura 4.13 Efecto de EuE (150ug.mL-1) con 10 minutos de exposicién, 4 minutos con Tritén y
SDS.
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Figura 4.14 Sensibilizacién a SDS con previa exposicién a EuE en distintas concentraciones
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El efecto de sensibilizacién no depende del tiempo de exposicién al polimero

(Figura 4.15).
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Figura 4.15 Sensibilizacién de EuE (150 pg.mL-1) a distintos tiempos de exposicion.

Frente a C. albicans no se produce sensibilizacién a agentes liticos en las
concentraciones de EuE evaluadas (Figura 4.16). Esto es indicativo de accién selectiva

del polimero frente a la célula procariota.
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Figura 4.16 Sensibilizacién a diferentes agentes liticos: SDS 1%, Tritén 1%, y NaCl 0,9 % con distintas concentraciones
de EuE (250, 625y 1250 pg.mL-1) frente a C. albicans.
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4.3.1 Efecto del polimero catidnico en la capacidad de desarrollo de

los microorganismos en diversos medios de cultivo

Se observd que por accion del polimero se produce reduccién en el recuento
bacteriano en las condiciones experimentales evaluadas con diferencias
estadisticamente significativas respecto del control en AMH y en Agar Cetrimide
(Tabla 4.2). Por el contrario, el tratamiento con EuE afecta en menor proporcion el
recuento en el medio nutritivo (Agar Miieller Hinton) pero hay marcada reduccion
(p<0,05) en el medio selectivo (Agar Cetrimide). Este medio contiene un compuesto
de amonio cuaternario frente al cual el control de P. aeruginosa desarrolla
normalmente mientras la suspension expuesta a EuE exhibe menor recuento. Esto
indicaria que el polimero posiblemente dafie la envoltura de la bacteria de modo que
las hace mas susceptibles a un agente al que normalmente resiste (cetrimide).

Por su parte, no se observo variacién en el recuento de C. albicans en Agar
Sabouraud luego de la breve exposicion a EuE (Tabla 4.3). Por lo expuesto, el polimero
cationico no exhibe accion antifingica mientras que si altera parte del cultivo

bacteriano, en las condiciones experimentales evaluadas.

Tabla 4.2 Porcentaje de variacion en el recuento de P. aeruginosa ATCC 27853 luego de la exposicion a EuE (150
pug.mL-1) en distintos medios (Agar Miieller Hinton y Agar Cetrimide). Los resultados se analizaron con ANOVA de
una via y post test de Bonferroni's multiple (p<0,05)

e Molertnion

Control (%) 100,00,5 98,5+1,6

EuE 150 pg.mL! (%) 70,6+2,3 39,5+0,7

Tabla 4.3 Porcentaje de variacién en el recuento de C. albicans luego de la exposicién a EuE (1250 pg.mL-1) en Agar
Sabouraud.

Control (%) 100,0+7,3

EuE 1250 pg.mL-(%) 98,1+3,7
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5. Conclusiones parciales

Efectos de los sistemas EuE-VAN en P. aeruginosa:

Se observé una potenciacién de VAN en los sistemas EuE-VAN, en todas las
cepas de P. aeruginosa estudiadas.

VAN en la concentracién evaluada, 1000 pug.mL-! no produce erradicacién del
indculo.

EuE en las concentraciones evaluadas, evidenci6 una accion bactericida inicial,
pero a 24 h de exposicion se observa una recuperacién completa del indculo.
Por lo tanto, no es antimicrobiano en si mismo. A través de TEM se observo
que, si bien EuE produce alteraciones en las envolturas de P. aeruginosa FQ R1,
son reversibles con el tiempo (cinética bactericida).

Mediante TEM se observo que los sistemas EuE-VAN producen alteraciones en
la pared celular, cambios en la ultraestructura y densidad citoplasmatica.

A través del uso de Microscopia de Fluorescencia se observaron células
fluorescentes, es decir que VAN llega al sitio de accion (capa de mureina) de P.
aeruginosa FQ R1 cuando esta vehiculizada en EuE-VAN.

EuE produce sensibilizacion a agentes liticos selectiva (Célula bacteriana vs C.
albicans) y sensibilizaciéon frente a compuestos cuaternarios presentes en

medios selectivos para P. aeruginosa.
Efectos de los sistemas EuE-VAN en S. aureus:

Los sistemas EuE-VAN potencian la acciéon de VAN frente a S. aureus, ya que se
observo erradicacion mas rapida y a menor concentracion de ATM.

A través de TEM se observan cambios morfologicos importantes, a diferencia
de los cultivos tratados con VAN, que evidencia forma similar al Control sin
tratar.

Mediante microscopia de fluorescencia se evidencié6 mayor intensidad de
fluorescencia (mayor ingreso de VAN a la capa de mureina favorecido por las
interacciones de EuE con las envolturas bacterianas). La elevada fluorescencia
que exhiben los cultivos tanto de P. aeruginosa como de S. aureus expuestos a
EuE-VAN evidencian el acceso del farmaco a su sitio de accién en la pared
bacteriana, condicién que se alcanza por todos los efectos generados por EuE

sobre la célula bacteriana, descriptos en esta tesis y en otra previa, tales como:
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cambios en potencial electrocinético superficial, despolarizacién de
membrana citoplasmatica, sensibilizaciéon a agentes liticos y alteraciones
morfologicas. En resumen, tales alteraciones fisiolégicas y morfoldgicas
observadas tanto en P. aeruginosa como en S. aureus, propician que VAN
alcance el sitio blanco, inhiba la sintesis de peptidoglucano y genere
erradicaciéon de los cultivos bacterianos en condiciones de tiempo y

concentraciones en los cuales el farmaco libre no puede hacerlo.

Como conclusion general de este capitulo, se arribé a que los sistemas EuE-
VAN amplian el espectro de accidon de VAN (eficacia bactericida frente a P. aeruginosa)

y potencian la accion de la misma frente a S. aureus.
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CAPITULO 5: EFECTO DE EUDRAGIT E EN
CELULAS FORMANDO BIOFILMS.

P. aeruginosa es un patogeno oportunista humano relevante con capacidad
para formar biofilms en superficies abidticas, incluidos implantes, catéteres urinarios
y lentes de contacto. Los biofilms de P. aeruginosa es una matriz de sustancias
poliméricas que contienen exopolisacaridos (EPS), proteinas y ADN extracelular.
Estas sustancias desarrollan una multitud de mecanismos para restringir la entrada
de farmacos antimicrobianos para alcanzar el nivel celular y matar las células
encerradas debajo de la matriz del biofilm, 1o que da lugar a la resistencia bacteriana
contra numerosos antibioticos convencionales127.128129, Estos mecanismos incluyen
interaccidon electrostatica, enzimas degradantes, bombas de eflujo, metabolismo
reducido a través de capas de células bacterianas y mutaciones intrinsecas. Junto con
la formacién de biofilms, también se sabe que la produccion de varias toxinas y otros
factores de virulencia contribuyen significativamente a la patogénesis de P.
aeruginosa. Las bacterias en los biofilms desarrollan tolerancia antimicrobiana y
evaden las defensas del huésped. Su importancia clinica radica en que pueden
conducir a la muerte de pacientes que sufren inmunosupresion, fibrosis quistica,
cancer y quemaduras o heridas traumaticas. Es imperativo desarrollar alternativas
que erradiquen las biopeliculas maduras, fuentes importantes de persistencia

bacteriana130.131,132,133,

En este capitulo se muestran los resultados de los efectos que produce el

polimero cationico (EuE) en células formando biofilms, en particular de P. aeruginosa.

5.1 Adecuacion de condiciones experimentales para un desarrollo

optimo de biofilms de P. aeruginosa,

Tal como se mencioné en el capitulo 2, EuE precipita tras largos periodos de
incubacion en presencia de CMH. Por otra parte, la produccién de EPS es influida por
la calidad nutricional del medioambientel28, En este contexto, se realizaron estos
estudios con el fin de utilizar un medio nutritivo para que el biofilm se forme y EuE no

precipite.
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Estos estudios permitieron arribar que P. aeruginosa tanto SCV como FQ R1,
desarrolla un biofilm adecuado en los medios CMH y SF suplementada con un 10% de

CMH, como se muestra en la Figura 5.1.
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Figura 5.1. Efecto de la variacién de nutrientes en la produccidn de biofilms de P.aeruginosa FQ R1 y P.
aeruginosa SCV: Caldo Miieller Hinton (CMH), Solucidn fisioldgica suplementada con CMH al 5% (SF+CMH
5%), Solucion fisiolégica suplementada con CMH al 10% (SF+CMH 10%) con 48 h de incubacién a 372C.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se seleccioné SF+CMH 10% para la
evaluacion del efecto de los tratamientos en la formacion del biofilms, ya que las
células bacterianas son inoculadas junto con los tratamientos, y de esta manera
evitamos la precipitacion de EuE. Por el contrario, para la evaluacion del efecto de los
tratamientos en el biofilms maduro, se seleccion6 CMH. En este caso, recordemos que
los tratamientos se incorporan una vez formado el biofilm maduro, es decir no hay

riesgo de precipitaciéon de EuE, tal como se describi6 en el capitulo 2, seccion 2.2.5.

5.2 EVALUACION DEL EFECTO DE EuE Y CIP EN LA INHIBICION DE
LA FORMACION DE BIOFILMS DE P. aeruginosa

La Figura 5.2 representa la absorbancia del CV adherido al biofilm expresada
como, porcentaje de crecimiento del biofilm, en funcion de distintas concentraciones

de EuE.
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Figura 5.2. Efecto inhibidor de EuE sobre la formacion de biofilms de P. aeruginosa SCV. Los resultados se
analizaron con ANOVA de una via y post test de Dunn’s multiple (p<0,05). Diferentes letras maytsculas por
encima de las barras indican diferencias significativas.
En P. aeruginosa SCV se observo que EuE con 1000 pg.mL-1 reduce la formacion
de biofilms con diferencias estadisticamente significativas respecto del control,

aproximadamente un 70% (Figura 5.2).

A partir de estos resultados, con el objetivo de caracterizar a P. aeruginosa SCV,
se determind la CIM de ciprofloxacino. Los valores determinados se muestran en la
tabla 5.1. El valor de CIM fue < 0.5 ug.mL%, es decir es sensible a este ATM, con lo cual
resulta de interés continuar los estudios con una cepa resistente a ciprofloxacino, tal

como es P. aeruginosa FQ R1.

Tabla 5.1. Susceptibilidad in vitro a ciprofloxacino de cepas de P. aeruginosa.

P. aeruginosa ATCC 27853 0,5
P. aeruginosa SCV <0,5
P. aeruginosa PA014 <0,25

P. aeruginosa FQ R1 128
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En la Figura 5.3 se muestra el efecto de EuE sobre la formacién del biofilms de
P. aeruginosa FQ R1. En las concentraciones evaluadas se observé una disminuciéon de
la formacién del biofilm con diferencias estadisticamente significativas respecto del
control. EuE exhibe un efecto concentracién dependiente para inhibir la adherencia

de P. aeruginosa y la formacion del biofilms siendo mas marcado con 1000 pg.mL-1.
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Figura 5.3. Efecto inhibidor de EuE. sobre la formacién de biofilms de P. aeruginosa FQ R1. Se utilizé el test no
paramétrico de Kruskal Wallis y las diferencias entre concentraciones se analizaron mediante el test Dunn’s

multiple.(IC:95%). Diferentes letras mayusculas por encima de las barras indican diferencias significativas.

Para determinar el efecto de CIP en la formacion de biofilm de P. aeruginosa FQ
R1, se evaliio un amplio rango de concentraciones (64, 128, 1024 y 2048 pg.mL-1),
superiores e inferiores al valor de CIM (Tabla 5.1), de modo tal, de encontrar una

combinacién adecuada para ser vehiculizada por EuE e inhibir la formacién del

biofilm.

En la Figura 5.4 se muestra el efecto de ciprofloxacino sobre la formacion del
biofilm de P. aeruginosa FQ R1. En todo el intervalo de concentraciones evaluadas CIP
inhibe considerablemente la formacién del biofilms de esta cepa, con lo cual no result6

de interés evaluar el efecto de los sistemas EuE-CIP en esta etapa.
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Figura 5.4. Efecto inhibidor de ciprofloxacino sobre la formacién de biofilms de P.

aeruginosa FQ R1.

5.3 Evaluacidn del efecto de los sistemas en el biofilm maduro de P.
aeruginosa FQ R1.

Tal como se indicé en el capitulo 2 (item 2.2.5) el efecto de los sistemas EuE-
CIP fue evaluado por un método indirecto para cuantificar viabilidad celular,

mediante la reduccion de XTT. Las sales de tetrazolio se han utilizado ampliamente

como reactivos de deteccidén durante muchos afios en biologia celular y molecular02.

En primer lugar, se evaluaron los efectos de EuE y de CIP por separado en P.
aeruginosa FQ R1. A partir de esos resultados, se eligieron dos concentraciones de CIP,
teniendo en cuenta el valor CIM de esta cepa (valor de CIM=128 pg.mL1y 16 veces

menor a la CIM=8 pg.mL-1).

Tanto EuE (Figura 5.5) como CIP (Figura 5.6) mostraron una reduccion parcial
de la viabilidad celular. En el caso de CIP, esta reducciéon es dependiente de la
concentracion. Sin embargo, el efecto aumenté cuando los biofilms maduros se

trataron con EuE-CIP (Figura 5.7). El sistema logra una reduccién de
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aproximadamente el 90% de la viabilidad bacteriana. CIP, alcanza el mismo efecto con

una concentraciéon 16 veces mayor que en el sistema EuE-CIP.
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Figura 5.5. Efecto de EuE (1000 pg.mL-1) sobre el biofilm maduro de P. aeruginosa FQ R1. Los resultados se

analizaron con t test (p<0,05). * por encima de la barra indica diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 5.6. Efecto de distintas concentraciones de CIP sobre el biofilm maduro de P. aeruginosa FQ R1. Los
resultados fueron analizados con ANOVA de una via y post test de Dunn’s multiple. Diferentes letras

mayusculas por encima de las barras indican diferencias significativas.
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El efecto del polimero se agrega al del antimicrobiano, lo que lleva a una
reduccién de 16 veces en la concentracion de CIP requerida para lograr
aproximadamente el 90% de reduccién de la viabilidad bacteriana en el biofilm

maduro.
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Figura 5.7. Efecto de: CIP (8 pg.mL-1), EuE (1000 pg.mL-1), EuE-CIP (1000/8 pg.mL-1), CIP (128 ug.mL-1) y EuE-CIP
(1000/128 pg.mL-1) sobre el biofilm maduro de P. aeruginosa FQ R1. Los resultados fueron analizados con ANOVA
de una via y post test de Dunn's multiple. Diferentes letras mayusculas por encima de las barras indican diferencias

significativas (p<0,05).

6. CONCLUSIONES PARCIALES

v Eudragit E inhibe parcialmente la formacién de biofilms de P. aeruginosa. Este
efecto es dependiente de la concentracion.

v' Las cargas positivas del polimero propiciarian cierta interaccion con la matriz
del biofilm, compuesta principalmente por alginatos, exponiendo a las células

bacterianas y ejerciendo algtn efecto sobre su metabolismo y viabilidad.

El efecto exhibido por EuE, solo o combinado con CIP frente a P. aeruginosa en
biofilms es coincidente con lo descripto en bibliografia para otros polimeros
catidnicos tales como quitosano. Segun lo reportado en bibliografial18126, quitosano,

con su estructura policatiénica aportada por los grupos amino de ese polimero,
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interacciona electrostaticamente con los LPS de la membrana externa de Gram
negativos, y aumenta la eficacia antimicrobiana en células en estado plancténico.
Ademads, se ha observado en otros trabajos su eficacia frente a biofilms de P.

aeruginosa®34, por la interaccién con los alginatos de la matriz del biofilm13>.

Estos resultados avalan la potencial utilizacion de EuE, en concentraciones no
toxicas para células eucariotas, como vehiculo para el disefio de sistemas portadores
de antimicrobianos que potencien la eficacia de los mismos y constituyan una
alternativa mas eficaz frente al desarrollo de biofilms de P. aeruginosa, ademas de su

efecto sobre las células plancténicas.
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CAPITULO 6: DISCUSIONES Y CONCLUSIONES
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La resistencia a los ATM representa un importante problema de salud publica
en todo el mundo13¢, El desarrollo de resistencia conduce a la falta de eficacia de los
mismos y a disminuir las posibilidades de tratamiento. El Plan de Accion Global para
la resistencia a antimicrobianos de la OMS incluye entre los 5 lineamientos
principales: estimular investigaciones sobre nuevas alternativas de tratamiento
antimicrobiano. Ademas, la OMS estableci6 una lista de bacterias prioritarias con
resistencia a multiples ATM que demandan investigacién y desarrollo de nuevos
antibiéticos. P. aeruginosa, se encuentra incluida en este listado como prioridad
critica, entre otras bacterias Gram negativas137. Presenta resistencia a una variedad
de antibiéticos, incluidos aminoglucésidos, quinolonas y 3-lactdmicos. La resistencia
intrinseca de P. aeruginosa a multiples ATM se debe principalmente a que presenta

una baja permeabilidad de la membrana external3s.

Existen diversas estrategias para enfrentar esta problemadtica actual. El
desarrollo de sistemas portadores de ATM constituye una herramienta de utilidad
para optimizar la eficacia de los IFA disponibles, modificando diversas propiedades

fisico quimicas, biofarmacéuticas y bioldgicas de los mismos.

En este trabajo de tesis se revelaron nuevas potencialidades del uso de EuE
como material portador, no estudiados previamente, a diferencia de otros polimeros
cationicos como quitosano. El uso de este polimero catiénico, EuE, para vehiculizar
vancomicina (glicopéptido) y ciprofloxacino (fluoroquinolona) condujo a la obtencién
de sistemas PE:ATM con propiedades fisico quimicas y biofarmacéuticas in vitro
diferentes, que modifican la eficacia antimicrobiana de los [FAs que ejercen su accion

mediante distintos mecanismos.

En primer lugar, tanto EuE-VAN como EuE-CIP se dispersan rapidamente y
exhiben valores de pH cercanos a la neutralidad. El aumento de pH de los sistemas
evaluados en relacion a los ATM en solucién, representa un aspecto interesante si se
considerara en la potencial utilizacidn de estos sistemas portadores como en el disefio
de nuevas formulaciones para la utilizaciéon de infecciones oftalmicas, por ejemplo,

queratitis bacterianas, ya que ningiin agente disponible resulta efectivo tanto frente a
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frente a bacterias Gram positivas como a Gram negativas que causan la queratitis,

entre otras infecciones.

A tal situaciéon se suma el surgimiento de resistencia frente a los

antimicrobianos usados en esos procesos infecciosos.

Las formulaciones oftadlmicas deben cumplir ciertos requisitos generales para
garantizar el maximo confort en el ojo del paciente y minimizar la irritacién local,
lagrimeo y parpadeo. Una de las propiedades a considerar es el pH, siendo 6ptimo
para una formulacién oftadlmica aproximadamente de 7,2+0,2. Formulaciones con

valores de pH alejados del 6ptimo pueden causar irritacion extral04,

Por otro lado, al evaluar los sistemas EuE-VAN, se evidencié un aumento de la
estabilidad respecto a VAN en solucion. Como se mostro en el capitulo 3, VAN en EuE-
VAN permanece estable (con concentraciones superiores a 90%) hasta 14 dias
mientras que VAN en solucion es estable hasta los 6 dias de preparacion. Existen
reportes, que VAN en solucidn acuosa se degrada por una reaccidon conocida como
desamidacién, a través de la produccion de una imida ciclica intermedia insoluble en
agual%s, Este proceso depende del estado i6nico de la molécula y de la conformacién
de la misma. Tal como es de esperar, el pH modifica tanto el estado iénico como la
conformacion de la molécula. A pH= 4 la conformacién compacta de VAN resulta en la
rapida formacién de imida ciclica intermedia, en tanto que a pH=9 la conformacion
expandida de la molécula produce la imida ciclica intermedia de forma mas lental12,
Con lo cual, el pH presenta un papel clave en el aumento de estabilidad de VAN en los
sistemas EuE-VAN, ya que tal como se mencion6 en el capitulo 3, los sistemas
presentan valores de pH cercanos a 7. A estos valores de pH, VAN se degrada mas

lentamente que a pH=4, de acuerdo a lo mencionado previamente.

Mediante FT IR, al comparar los espectros de los componentes puros con los
correspondientes a la MF y a EuE-VANasoy%, se observaron algunas diferencias
significativas en la intensidad relativa y en la frecuencia de vibracién de algunas de
las bandas. Entre las cuales, es importante destacar una menor intensidad relativa
entre la banda correspondiente a la vibracion de tensién N-H del grupo amonio
presente en EuE y O-H de los grupos acido presentes en VAN (banda ancha a

aproximadamente 3300 cm-l) y las bandas correspondientes a la vibracién de
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estiramiento C-H (2816 cm-1y 2770 cm1) en el espectro de EuE-VAN4o0% respecto a
MF.

Por otra parte, en el espectro de EuE-VAN4oy se observa un desplazamiento en
la banda de vibracidn correspondiente al enlace C=0 de los grupos éster de EuE, de

1713 cm1a 1650 cm! y con menor intensidad relativa.

Ademas, las bandas de vibracion caracteristicas de amida secundaria,
presentes en VAN alrededor de 1400 cm-1, en el espectro de EuE-VAN40y% son poco
visibles, mientras que se observan sin variaciones en el correspondiente a la MF. Del
mismo modo, la banda de vibracion C-O a 1060 cm-! presente en el espectro de VAN,

se observa sin cambios en el espectro de la MF.

Si bien mediante esa metodologia no es posible asegurar el tipo de interaccion
que puede establecerse entre el polimero y el farmaco, los resultados permiten
predecir la existencia de algun tipo de interaccion idnica (puente hidrégeno) sélo
presentes en las dispersiones EuE-VAN y no asi en las MF. Ademas, un analisis
semejante llevado a cabo con otros sistemas portadores de EuE desarrollados en
nuestro grupo de investigacion, con farmacos de estructura quimica mas sencilla que

VAN, permitié arribar a conclusiones semejantes®9.96.97.115,

Por su parte, por medio de experimentos de desplazamiento i6nico con el
agregado de una sal neutra, mostraron un aumento de pH; con lo cual, todos los
estudios realizados podrian dar indicios de la reversibilidad en la interaccién entre

PE:F (posible interaccidn ionica).

En nuestro grupo de investigacidn hay evidencias de aumento de la estabilidad
de IFAs inestables en solucidn al estar vehiculizado en sistemas PE:ATM114, Tal es el
caso de azitromicina, un macrolido que presenta inestabilidad acuosa. Se evidenci6
un aumento de estabilidad al estar en interaccién idnica con carbomer 934
(polielectrolito anidnico)13?. El aumento de estabilidad fue atribuido a la interaccién
acido-base entre el polielectrolito y el grupo basico del farmaco. Dicha interaccion
produce una alta proporcién de pares idnicos en los que las moléculas del farmaco

permanecen asociadas al polimero114,

Por lo tanto, estos antecedentes permiten explicar el aumento de estabilidad

de VAN en los sistemas EuE-VAN (sistemas PE:F). La estabilidad ampliada de VAN en
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EuE-VAN a temperatura ambiente aseguraria su eficacia durante el periodo de

tratamiento.

Los sistemas EuE-VAN poseen efecto bactericida frente a las cepas de P.
aeruginosa estudiadas en las concentraciones evaluadas, y potencian la accion
bactericida de VAN frente a S. aureus. Este efecto bactericida por parte de los sistemas
EuE-VAN frente a P. aeruginosa se logra con una concentracion de VAN cuatro veces
menor que la CBM. P. aeruginosa esta fuera del espectro de accion de VAN.
Vancomicina es un antimicrobiano de espectro restringido fundamentalmente a
bacterias Gram positivas, siendo un ATM de uso controlado, indicado como
alternativa ante la ineficacia de ATM de primera linea. Su mecanismo de accién es a
nivel de la biosintesis de la pared celular de bacterias en divisién, inhibiendo una de
las etapas de sintesis de la capa de peptidoglicano?°. Se une a los precursores y altera
la accién de la transglucosidasa por impedimento estérico. Las diferencias en la
estructura de pared que exhiben las bacterias Gram negativas, presentando una
bicapa fosfolipidica denominada membrana externa que recubre al peptidoglicano,
dificultan el acceso de VAN a su sitio de accion, situacién que conduce a la ineficacia

de este antimicrobiano frente a bacterias Gram negativas!40,

La mayor potenciacion del efecto cuando la bacteria se encuentra en etapa muy
activa de sintesis de sus componentes de pared es indicativo de que las alteraciones
producidas por el polimero catidnico en la superficie de P. aeruginosa descriptas en
trabajos anteriores, aun cuando no tienen efecto bactericida en si mismas, estan
propiciando el acceso de VAN a su sitio de accidn, naturalmente impedida porque su

gran volumen le impide atravesar la membrana externa.

Tal como se mostro en el capitulo 4, los efectos del polimero catiénico sobre
las envolturas de P. aeruginosa, los experimentos de sensibilizaciéon de células
procariotas con EuE a agentes liticos, por TEM, y por microscopia de fluorescencia,
ademas de los antecedentes de nuestro grupo de investigacion®?, posibilitan la llegada
de VAN a la capa de peptidoglicano y asi propician la accién antimicrobiana de este
glicopéptido frente a una especie bacteriana que esta fuera de su espectro de accion.
La observacidn de células fluorescentes en los cultivos expuestos a EuE-VAN/Bodipy
FL-VAN evidencia que VAN ingresa a P. aeruginosa FQ-R1. Las cargas positivas de EuE

interaccionan con las envolturas bacterianas, alterando la estabilidad de las mismas,
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permitiendo el acceso de VAN al sitio de accion descripto para este farmaco (la capa
de mureina), normalmente inacccesible en bacterias Gram negativas, mientras que
cultivos tratados con VAN/Bodipy FL-VAN, en ausencia de EuE, no muestran

fluorescencia.

En el caso de S. aureus, VAN requiere concentraciones 16 x CIM para erradicar,
mientras que EuE-VAN logra erradicar con 4 x CIM. Por lo tanto, los sistemas EuE-
VAN presentan efecto bactericida en un rango de concentraciones mas amplio
respecto a VAN libre, mostrando a su vez mayor rapidez para exhibir tal efecto frente

a S. aureus MRSA 61.

Las envolturas bacterianas tienen fundamentalmente cargas negativas0’. Los
sistemas EuE-VAN tienen potencial Z positivo, con lo cual posibilitaria la interaccion
de los mismos con estas envolturas y potenciar la accién de los antimicrobianos. Esta
interaccién conlleva a cambios en el potencial electrocinético de la célula bacteriana
y posterior desorganizacién de la membrana externa de P. aeruginosa, como se ha
observado en trabajos previos®®. Esto ultimo surge de la observacion de la
sensibilizacion a agentes liticos exhibida por P. aeruginosa expuesta a EuE. La accion
permeabilizadora de la membrana externa de Gram negativos ya ha sido descripta
para diversos polimeros catidnicos!18126141  (Cabe destacar que la accién de
sensibilizacion a agentes liticos es selectiva para células bacterianas respecto a células

eucariotas (C. albicans).

A su vez, trabajos previos en nuestro grupo de investigacién muestran que
sistemas portadores constituidos por EuE, producen despolarizacién de la membrana
citoplasmatica de P. aeruginosa FQ R1 y S. aureus al utilizar DiBAC4 (bis-(1,3-dibutl
acido lbarbiturico) trimethine oxonol), una sonda fluorescente con propiedades
lipofilicas cargada negativamente e incapaz de atravesar membranas polarizadas de
células viables. Cuando existe deplecidn en el potencial de membrana de la célula, la
sonda entra a la misma uniéndose en su interior a proteinas cargadas positivamente,

y menos especificamente a regiones hidrofébicas, exhibiendo fluorescencial42.

Las alteraciones mediadas por EuE permiten explicar la accién bactericida que
exhiben estos sistemas EuE-VAN frente a P. aeruginosa, mientras el farmaco libre

resulta ineficaz.
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Por lo expuesto, la vehiculizacién de VAN en un sistema portador utilizando el
polimero cationico EuE, estd contribuyendo a la eficacia del antimicrobiano
generando accidn bactericida frente a Gram negativos, aspecto que permite incluir en

el espectro de accién de este antimicrobiano otras especies bacterianas.

Al evaluar el efecto del polimero sobre biofilms de P. aeruginosa FQ R1 se
evidencié que EuE reduce tanto la formacion del biofilm como la viabilidad celular de

las células que forman el biofilm maduro.

Ademas, se observd que EuE-CIP reduce la viabilidad celular del biofilm
maduro de manera mas pronunciada que CIP a la misma concentracién. Es decir, CIP
en solucidn requiere mayor concentraciéon para alcanzar similar efecto que la
requerida cuando esta vehiculizada en EuE-CIP. Nuevamente, la vehiculizacion de CIP
en sistemas portadores PE:ATM muestra la potenciacién de CIP en células formando
biofilms. En trabajos previos, se evidenci6 potenciacion de la accién de ciprofloxacino
(Fluoroquinolona) en dispersiones acuosas de EuE frente a P. aeruginosa FQ R1 en

estado plancténico.

La matriz del biofilm de P. aeruginosa, tal como se menciono en el capitulo 5,
contiene una alta proporcién de alginatos, entre otros componentes. Las cargas
positivas presentes en EuE posiblemente se encuentren interactuando con dichos
componentes, causando alteraciones en la integridad de la matriz y haciendo que CIP

sea mas accesible al biofilm.

Hay estudios que reportan las propiedades antibiofilm por la estructura
policatiénica de quitosano (dada por la presencia de grupos amino) interactuando
electrostaticamente con los componentes de la matriz del biofilm (EPS de carga

polianidnica) de P. aeruginosal3®.

Un estudio sobre eficacia antibiofilm de nanoparticulas de oro cubiertas con
quitosano, evidencia que el posible mecanismo de inhibicién y erradicacion del
biofilm maduro de P. aeruginosa, se debe a la interaccidn electrostatica entre los
nanocompuestos cargados positivamente y los grupos cargados negativamente
presentes en la membrana bacteriana, asi como los componentes del EPS, proteinas y

ADN134,
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El uso de EuE como portador de antimicrobianos es una estrategia eficaz para
mejorar la eficacia de los mismos en infecciones causadas por biofilms, ademas de su

efecto sobre las células plancténicas.

Adicionalmente, estudios realizados en cdrnea de conejo (Test de Draize
modificado) evidencian que en las concentraciones utilizadas, EuE produce cambios
leves, reversibles a corto tiempo luego de la exposicion, avalando la potencial

utilizacion de dispersiones de este polimero en formulaciones para via oftalmica®®.

Estos resultados son favorables y avalan el potencial uso de estos sistemas
portadores para el disefio de una formulacién para via topica u oftalmica, y en
infecciones en las que es frecuente el desarrollo de biofilms que exhiben mayor

resistencia a la terapia antimicrobiana convencional.

Ademas, existen reportes de la utilizacion de EuE para la fabricacién de
nanoparticulas para mejorar la biodisponibilidad de gatifloxacina para en tratamiento

de infecciones oculares.

Estos antecedentes, nos permiten avalar la utilizaciéon de EuE como portador

de farmacos para el disefio de formulaciones de via de administracién oftalmical43.

Considerando todo lo expuesto, los sistemas EuE-VAN y EuE-CIP constituyen
una potencial alternativa de amplio espectro para infecciones oftadlmicas que no
poseen tratamiento adecuado (queratitis bacteriana) en la actualidad y son de interés

para continuar en el desarrollo de una formulacién para via oftalmica.
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