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En esta tesis doctoral se plantearon tres ejes de trabajo con la finalidad de
aportar nuevos conocimientos en relaciéon a la generacién de especies reactivas
nocivas asociadas a la accion de antibidticos de uso clinico y nuevos derivados de
sintesis. Es fundamental la comprensién del impacto fisiolégico derivado del
tratamiento con sustancias antimicrobianas para la investigacion de nuevos blancos
terapéuticos, como también la optimizacion de las terapias existentes.

El primer aspecto de estudio involucré la investigacion de la perturbacion del
estado redox en cepas de Staphylococcus aureus sensibles y resistentes a meticilina
cuando fueron expuestas al antibidtico bacteriostatico Linezolid (LZD). En este sentido,
se exploraron los cambios inducidos por LZD en cepas productoras de biofilm y en
cepas en estado planctdnico, determinandose la accidén antibiofilm de LZD. Ademas, se
indagd si el estrés oxidativo estaba vinculado a la accion del agente bacteriostatico
LZD.

La segunda etapa de trabajo se focalizé en el estudio del dafio oxidativo
provocado por el antibidtico ciprofloxacina (CIP) con la particularidad de poder evaluar
los dafios y comprender el impacto fisioldgico de un compuesto bactericida en tiempo
real. Se estudid el fendmeno de peroxidacion lipidica, uno de los eventos oxidativos
mas perjudiciales para las células, con una sonda fluorescente de gran sensibilidad. La
intencion de este andlisis fue identificar en células individuales la lesién oxidativa y
conocer la evolucion de este proceso en el tiempo, asi como poder visualizar y
entender el metabolismo oxidativo desde una dptica muy cercana. Los resultados
obtenidos revelaron heterogeneidad de lesiones oxidativas dentro de una poblacion
bacteriana proveniente de un mismo clon. De esta manera, se visualizd por primera
vez en tiempo real y en bacterias individuales uno de los eventos oxidativos mas
nocivos para las células.

El tercer eje de trabajo estuvo orientado a la busqueda de nuevos compuestos
con actividad antimicrobiana. Los derivados de N-bencenosulfonilos evaluados
presentaron actividad frente a cepas Gram negativas como Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Gram positivas, S. aureus meticilino sensibles y resistentes.
Se investigd la produccién de especies reactivas del oxigeno (ERO) y especies reactivas
del nitréogeno (ERN) en las diferentes cepas, con el objetivo de evaluar el estrés
oxidativo inducido como también la lesidon provocada en macromoléculas bacterianas
por el desequilibrio oxidativo inducido. Un estudio tedrico planteando un potencial
receptor, permitid identificar un potencial blanco para estos derivados. Los
compuestos ensayados representan prometedoras estructuras quimicas para el
desarrollo de nuevas clases de antimicrobianos sintéticos.
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Mediante estos estudios pudimos concluir que el estrés oxidativo no presenta
un rol preponderante cuando las bacterias son expuestas a un agente bacteriostatico
como LZD. Por su parte, el antibidtico bactericida CIP demostré la induccidn de estrés
oxidativo en tiempo real y por estudios de células Unicas. Ademas, los derivados de
sintesis también revelaron un efecto de tipo bactericida con elevacion de especies
reactivas en diferentes géneros bacterianos. Esto conlleva a reforzar la hipdtesis de
que la produccion de especies reactivas esta asociada a la muerte celular como parte
de la accién de los compuestos bactericidas.
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1.1 Formas de vida bacterianas: células plancténicas y biofilms

Los ancestros de los microorganismos procariotas modernos se desarrollaron
en la tierra hace unos 4.000 millones afios. Sin embargo, se los considerd por primera
vez, como cuerpos extrafios infecciosos capaces de engendrar una enfermedad, en la
enciclopedia arabe “Canon de medicina” en el afio 1020 (Ober y Aloush, 1982).
Finalmente, se los clasific6 como microorganismos a finales de la Edad Media. En Ia
actualidad, se estipula que sdlo un 1% de los microorganismos existentes en la biosfera
han sido estudiados, por lo que resta profundizar y conocer en detalle un sinfin de sus
aspectos biolégicos.

Las bacterias pueden encontrarse en la naturaleza bajo dos formas, bacterias
libres denominadas plancténicas, o como comunidades organizadas y encapsuladas en
una matriz que ellas mismas secretan llamadas biofilm (Figura 1).

Células Adhesion Secrecion Biofilm maduro
plancténicas celular matriz EPS

Figura 1. Células en estado planctdnicas o libres y fases de formacién de los biofilms

Los biofilms se presentan como comunidades tridimensionales organizadas
adheridas a una superficie viva o inerte. Estos conglomerados celulares se encuentran
encapsulados en una matriz polimérica extracelular (EPS) que los mismos secretan,
separada por canales acuosos que actuan como el principal sistema de circulacién de
nutrientes y productos de desechos (Davies, 2003). Asimismo, el biofilm esta
compuesto en un 85% por esta matriz, mientras que el 15% restante corresponde a
microorganismos (Lawrence y col.,, 1991). Tan sdlo una pequeiia fraccién de las
bacterias se encuentra en forma plancténica. Se ha postulado que el 99% de todas las
células bacterianas existen en calidad de biofilms, y tan sélo 1% vive en estado
plancténico (Donlan, 2002). La formacién de biofilms representa una estrategia de
supervivencia de las células procariotas. Esto se debe a que la estructura de estos
conglomerados celulares les proporciona proteccion frente a fluctuaciones del medio
ambiente (humedad, temperatura y pH), ademas les permite acumular nutrientes y les

8
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facilita la eliminacidon de desechos. Cabe destacar que la capacidad de formar biofilms
no parece restringirse a ningun grupo especifico de microorganismos (Stoodley y col.,
2004). A través de la combinacién de técnicas de imagen tridimensional de alta
resolucion, estudios con marcadores fluorescentes especificos y analisis moleculares,
entre otros, se ha demostrado que los biofilms no son simplemente células pasivas
adheridas a superficies, sino sistemas estructuralmente dinamicos y complejos (Davey
y O'Toole, 2000).

Hace ya algunos afios se ha tornado relevante, no sdlo el estudio de los
microorganismos como poblaciones, sino la comprensién del comportamiento de las
células individuales (Hesper Rego y col., 2017). Sin embargo, desde 1940 se reconoce
que, dentro de una poblacién bacteriana, las células individuales no son
fenotipicamente homogéneas, incluso cuando provienen genéticamente de un mismo
clon. Recientemente, los estudios han demostrado que pueden existir multiples
subpoblaciones fenotipicamente distintas dentro de una poblacidn bacteriana. Estas
subpoblaciones varian en su estado fisioldgico, tamafio, frecuencia, y el grado de
susceptibilidad a un farmaco (Kester y Fortune, 2013). En este contexto, las bacterias
pueden clasificarse como susceptibles, resistentes o tolerantes a un determinado
antibidtico. Es asi que se definen:

i) Resistentes: hace referencia a que las células contindan replicindose
inclusive a una dada concentracion de farmaco. Generalmente, la
resistencia se produce por mecanismos de bloqueo del sitio blanco y puede
generarse por mutaciones genéticas especificas, inactivaciéon enzimatica de
la droga o modificacion de enzimas necesarias para activar una prodroga,
ademds de mecanismos que previenen que la droga alcance el sitio
especifico de interaccion (bombas de eflujo y reduccién de la permeabilidad
a la droga) (Keren y col., 2004).

ii)  Tolerantes: se utiliza para indicar que una bacteria sobrevive, pero no se
duplica a una dada concentracion de farmaco. Por lo tanto, la tolerancia a
los farmacos es un descriptor relevante de la respuesta bacteriana frente a
los antibidticos bactericidas. Los mecanismos fenotipicos de tolerancia
incluyen bacterias que presentan un estado de latencia o durmiente,
aquellas con crecimiento asimétrico y células de tipo persistentes (Schmidt
Granty col., 2012).

iii)  Susceptibles: se aplica cuando una dada concentracién de un farmaco inhibe
el crecimiento y desarrollo de una cepa bacteriana, y asi se asocia el efecto
con una alta probabilidad de éxito terapéutico (Rodloff y col., 2008).

Las poblaciones bacterianas producen células persistentes, las cuales son en
gran parte responsables de los altos niveles de tolerancia del biofilm a los
antimicrobianos, pero practicamente poco se conoce acerca de su biologia (Keren y
col.,, 2004). Por lo tanto, es de vital relevancia el entendimiento del

[ L
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comportamiento de células individuales, dado que células idénticas pueden
manifestarse de diferente forma. La base de este conocimiento pretende entender
en detalle cdmo actuan las poblaciones bacterianas en respuesta a un tratamiento
anti-infeccioso; ademas de aportar herramientas claves en el disefio de terapias
combinadas para hacer frente desde multiples aristas a una infeccion, como
también abordar diferentes aspectos de la fisiologia celular. Resulta apremiante la
mayor comprension de la resistencia fenotipica y los mecanismos de tolerancia,
como asi también el estrés generado por antibidticos y otros factores que pueden
inducir tales adaptaciones fenotipicas (Kester y Fortune, 2013).

1.2 La resistencia a antibidticos: una problemdtica mundial en aumento constante

La resistencia bacteriana a antibidticos es un problema grave que enfrenta la
salud publica mundial. Esta causada por la capacidad de adaptacién que desarrollan los
microorganismos a ambientes hostiles y el uso clinico inadecuado de los
antimicrobianos. La ultima asamblea de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
celebrada en Ginebra el 12 en mayo de 2015, acordd, entre los paises miembros, un
plan de accidén global para combatir la resistencia a los antibidticos. Actualmente, se
registran 700.000 muertes anuales asociadas a resistencia a antimicrobianos con una
proyeccién en aumento de 10.000.000 de muertes para el afio 2050 (Figura 2),
superando al cdncer como causa principal (Cox y col., 2017). En la actualidad existe un
aumento creciente en la prevalencia de Staphylococcus resistentes a meticilina y
patdégenos Gram negativos multiresistentes como son Enterobacterias y Pseudomonas
ageruginosa.

Resistencia a antibidticos

Accidentes transito - 1.2m

| soo00

Figura 2. Proyeccion de causas de muerte para el afio 2050, ascendiendo la resistencia a
antibioticos a 10 millones por afio (McCarthy, 2016).
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Por su parte, el patégeno S. aureus resistente a meticilina (SAMR) adquirido
durante la hospitalizacién, se encuentra dentro de los de mayor relevancia clinica a
nivel mundial con un continuo aumento de estas cepas en la comunidad. Datos
proporcionados por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) revelan que pacientes
infectados con SAMR tienen una probabilidad de mortalidad superior al 64%, en
contraste con aquellos pacientes infectados por cepas sensibles a meticilina (WHO
reports, 2014). Actualmente, mas del 80% de las infecciones bacterianas informadas
estan asociadas a la produccién de biofilms. Ademads, la EPS secretada por los biofilms
juega un rol muy eficiente en reducir la interaccion fisica entre los microorganismos y
los antibidticos, limitando la cantidad de antimicrobiano disponible y en consecuencia
incrementando el nimero de fallas en los tratamientos. Por este motivo se buscan
estrategias para prevenir su formacion debido a que inducen una rdpida resistencia a
los antibidticos (Stewart y Costerton, 2001; Patel, 2005).

1.3 Antibioticos de uso clinico y su impacto en la fisiologia bacteriana

La resistencia a antibiéticos adquirida por diferentes patégenos ha llevado a
la necesidad de comprender en profundidad los mecanismos por los cuales estos
agentes ejercen su efecto, asi como también el impacto que producen en el
metabolismo celular bacteriano. Previamente, se han descripto los sitios de acciéon
primarios o targets de los antibidticos de uso clinico aprobado. Sin embargo, los
efectos secundarios derivados de la interaccidn del antibidtico con el sitio primario de
accion como la generacién de especies reactivas son objeto constante de estudio.

La clasificacion entre antibidticos bactericidas y bacteriostaticos surge de un
test in vitro, el cual no arroja informacidn sobre los cambios fisioldgicos provocados en
las células. Por lo tanto, se define como bacteriostatico a aquel antibidtico que inhibe
el crecimiento celular, mientras que bactericida al que induce muerte celular (Pankey y
Sabath, 2004).

Numerosos estudios han demostrado que la muerte celular mediada por
antibidticos es un proceso complejo que no puede ser descripto en su totalidad por la
interaccion especifica antibidtico-target. Esta union trae aparejada una serie de
cambios en el estado metabdlico de la célula que desempefian un papel protagdnico
en la modulacién de la susceptibilidad a los antibidticos (Becerra y Albesa, 2006; Wang
y col., 2009; Dwyer y col., 2012, 2014, 2015; Belenky y col., 2015; Zhao vy col., 2015).
Los antibidticos bactericidas derivados de fluorquinolonas, aminoglucésidos, entre
otros, demostraron producir cambios celulares que inducen la produccidn de especies
reactivas toxicas. Recientemente, se ha relacionado la eficacia de los antimicrobianos
al estado metabdlico de la célula (Lobritz y col.,, 2015) y se ha sefialado a la
perturbacién de la respiraciéon celular como un subproceso de gran relevancia
posterior a la interaccién antibidtico-target. Por otro lado, la mayoria de los
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antibidticos bactericidas producen inestabilidad metabdlica y formacidon de especies
reactivas toxicas derivadas del oxigeno y nitrogeno que podrian mediar la muerte
celular (Becerra y col., 2002; Becerra y col., 2004; Dywer y col., 2007; Kohanski y col.,
2007; Fotti y col., 2012; Dywer y col., 2014). Ademas, los dafios provocados por estas
especies reactivas del oxigeno (ERO) han sido estudiados y definidos como
biomarcadores de estrés, asi como también la activacion de sistemas de defensa
frente a un desequilibrio del estado redox celular (Becerra y col., 2006; Paez y col.,
2011; Aiassa y col., 2012; Rowan y col., 2016). Sin embargo, han sido propdsito de
estudio mayoritariamente en antibidticos bactericidas.

1.4 Antibiotico bacteriostdtico vs. bactericida: Linezolid y Ciprofloxacina

El antibidtico bacteriostatico LZD (Figura 3A) es utilizado para el tratamiento
de bacterias Gram positivas resistentes a otros farmacos (Livermore, 2003). Esta
oxazolidinona LZD es una de las alternativas terapéuticas para el tratamiento de SAMR,
y fue lanzado al mercado en el afio 2001, siendo uno de los ultimos antibidticos
aprobados por la FDA (Zurenko y col., 2001). Tedizolid ha sido aprobado recientemente
(afo 2014) para su comercializacién y algunos de sus analogos estan siendo evaluados
mediante ensayos clinicos (Laxminarayan y col., 2013). El mecanismo de accidn es la
inhibicién de la sintesis proteica, interviniendo en la formacion del complejo de
iniciacion ribosoma-fMet-tRNA por unidn a la subunidad ribosomal 50S (Swaney vy col.,
1998; Livermore, 2003). Mendes y col. (2014) reportaron un estudio, en Estados
Unidos, durante el periodo 2004 hasta 2014, con 2980 aislamientos clinicos de los
cuales 1537 eran susceptibles a meticilina mientras que 1443 presentaron resistencia.
Sin embargo, el 99,8% de las cepas fueron susceptibles a LZD (CIM: 2 pg/mL), excepto 3
de ellas que exhibieron valores de CIM entre 4 y 32 pg/mL, siendo sdlo el 0,2%
resistentes al antibidtico. Durante el mismo periodo, otro programa de vigilancia se
realizé con 25.000 aislamientos y el porcentaje de cepas resistentes a LZD fue de 0,1%.
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Figura 3. Estructura quimica del antibidtico bacteriostatico LZD (A) y del compuesto bactericida
CIP (B).
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Recientemente, Wang y col. (2014, 2015) describieron los efectos adversos
derivados del tratamiento con LZD en células sanguineas. De esta manera, vincularon
la estrecha relacién que existe entre el estrés oxidativo generado y la toxicidad
hematoldgica. Sin embargo, al momento, no se ha descripto la induccién de estrés
oxidativo por parte de LZD en bacterias.

La quinolona CIP (Figura 3B) es un antibidtico de tipo bactericida de amplio
espectro, el mecanismo de accion es por bloqueo de la actividad de la subunidad A del
ADN girasa bacteriana (topoisomerasa |l y topoisomerasa |V). Estas enzimas,
topoisomerasa Il y IV, son esenciales para la vida bacteriana ya que se encargan de la
transcripcién, replicacion, reparacién y almacenamiento del ADN. Ciprofloxacina
interfiere en la replicacidon del ADN al bloquear o inhibir las enzimas topoisomerasa |l y
topoisomerasa IV, enzimas esenciales para mantener la conformacion y topologia del
ADN. La enzima ADN girasa es un tipo de topoisomerasa I, y es el sitio blanco
especifico en el caso de bacterias Gram negativas. Por su parte, la topoisomerasa IV es
el sitio de bloqueo en bacterias Gram positivas. Ademas, al momento se han detectado
un grupo de especies bacterianas en las cuales el mecanismo de accién es la inhibicidn
de ambas enzimas.

Trabajos previos en diferentes géneros bacterianos han demostrado la
induccion de estrés oxidativo por parte de la familia de las quinolonas (Becerra y col.,
2006; Kohanski y col., 2007; Wang y col., 2009; Belenky y col., 2015).

1.5 Busqueda de nuevos compuestos con mecanismos de accion novedosos

Entre las principales propuestas para enfrentar la problematica de la resistencia
a antibidticos, se destaca la necesidad del descubrimiento de nuevas moléculas
activas, con mecanismos de accién novedosos, es decir, diferentes a los descriptos
hasta el momento (Rogers y col., 2012; Wenzel y col., 2013; Bassetti y col., 2015).
Actualmente, existen estrategias de disefio y sintesis de compuestos con actividad
bioldgica, basados en la relacidn entre la estructura molecular y los efectos que dichas
moléculas provocan en los sistemas bioldgicos. Estas estrategias se fundamentan en
reducir las etapas del descubrimiento de farmacos y desarrollo de medicamentos que
representan un proceso largo y complejo (entre 8 y 12 afios) y requieren, ademas, una
gran inversién en recursos humanos y materiales con resultados impredecibles. Segun
datos provistos por las principales empresas farmacéuticas multinacionales, se
necesitan entre 300 y 900 millones de ddlares para introducir un nuevo medicamento
para su comercializaciéon. Cada nuevo farmaco es fruto de un intensivo proceso de
busqueda, durante el cual se examinan todas las posibilidades para desarrollar el
medicamento mas eficaz, seguro y de calidad (Miana GE, 2015).

La disciplina cientifica que se ocupa del disefio y desarrollo de nuevas
moléculas activas es la Quimica Medicinal, la cual por definicidn oficial de la IUPAC es
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la ciencia que se ocupa del descubrimiento, desarrollo e identificacion de fdrmacos.
Para ello, cuenta con una metodologia propia, que comienza con el descubrimiento de
compuestos lideres o prototipos y utiliza para su optimizacidon los estudios de
relaciones estructura/ actividad bioldgica (REA). Para esto, debe tenerse en cuenta dos
aspectos principales de estudio, uno quimico, vinculado con la fisicoquimica, la
espectroscopia orgdnica, la quimica computacional, entre otras disciplinas y otro
netamente bioldgico. Este ultimo suma el aporte de diversas disciplinas: Enzimologia,
Bioguimica, Microbiologia, Biotecnologia, entre otras (Wermuth, 2008).

El proceso de desarrollo de nuevos farmacos (principio activo) consta de varias
etapas, comienza con la busqueda y optimizacidn del prototipo?, fase que incluye la
sintesis, el aislamiento, los ensayos bioldgicos y los estudios de REA, entre otros. Luego
de la obtencién de el/los candidato/s se contintia con una fase de desarrollo, la cual
incluye las fases preclinicas y clinicas que va a culminar en el registro y autorizacion del
medicamento para su posterior comercializacion.

La quimioteca disefiada y sintetizada por el grupo de Quimica Medicinal de Ila
Facultad de Ciencias Quimicas de la UNC dirigido por la Prof. Dra. Maria Rosa Mazzieri,
cuenta con mas de 140 derivados de sintesis. La estrategia seleccionada para el disefio
racional se basd en la combinacidn de fragmentos de estructuras con alguna actividad
bioldgica per se (Congreve y col., 2008). Para tal fin, se seleccionaron heterociclos (Het)
unidos a un grupo bencenosulfonilo (BS) a través de un atomo de nitrégeno. Los
fragmentos quimicos, BS y Het (Figura 4), presentan individualmente diversas
propiedades biolégicas como: antimaldricas (Gupta y col.,, 2008), anticancerigenas
(Liou y col., 2008), receptores de glucocorticoides no esteroideos (Roach y col., 2008),
receptores de agonistas B-adrenérgicos (Shakya y col.,, 2009), antagonistas de
receptores histaminérgicos H3 (Jesudason y col., 2006), entre otras.
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Figura 4. Estructuras Bencenosulfonilo (BS) y fracciones heterociclicas (Het). Las fracciones
heterociclicas: Tetrahidroquinolina (THQ), Tetrahidroquinaldina (THQa),
Tetrahidroisoquinolina (THQI), Benzotriazol (BZT), Indol, Indolina, metil-indolina.

! Prototipo (lider): es un compuesto de estructura quimica conocida que presenta alguna
actividad bioldgica. Este prototipo puede presentar desventajas que pueden superarse durante
la manipulacion quimica de su estructura molecular
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Previamente, se ha demostrado que los compuestos N-bencenosulfonil-
benzotriazol (BS-BZT) y su andlogo N-4-acetamidobencenosulfonilo-benzotriazol
(AcNHBS-BZT) presentan actividad antibacteriana frente a cepas de E. coli ATCC 25922
y S. aureus ATCC 29213. Se observd que BS-BZT indujo la produccién de ERO lo que
conlleva a una alteracion en el metabolismo bacteriano (Hergert y col., 2008).

1.6 Estrés oxidativo

1.6.1 Estrés oxidativo y generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO) y nitrégeno
(ERN)

El oxigeno molecular es una molécula central en la respiracion celular de las
especies aerobias. Sin embargo, ciertos derivados del oxigeno son altamente toéxicos
para las células. En la década de 1950, Gerschman y colaboradores propusieron que
los radicales libres que contenian oxigeno eran responsables de los efectos toxicos en
organismos aerobios (Gerschman y col.,, 1954). Afios después, Fridovich (1978)
introdujo el término estrés oxidativo, un concepto ampliamente utilizado en los
sistemas redox biolégicos y en medicina. El concepto ilustrado en la Figura 5 describe
un desequilibrio debido al incremento de factores prooxidantes por encima de los
antioxidantes en un sistema determinado (Sies, 2015).

Oxidantes

/

Antioxidantes

ERO & ERN

Figura 5. Representacion del desequilibrio producido por la generacion de estrés oxidativo en
un sistema determinado y las especies derivadas del desbalance: especies reactivas del
oxigeno (ERO) y especies reactivas del nitrégeno (ERN).

Las especies que producen este desbalance se denominan especies reactivas
del oxigeno (ERO), intermediarios reactivos del oxigeno (IRO) y especies reactivas del
nitrégeno (ERN), los cuales son radicales libres per se o moléculas que reaccionan y
producen facilmente radicales libres. Los radicales libres son inestables y altamente
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reactivos debido a que presentan en su estructura electronica un electrén
desapareado, los cuales reaccionan con diversas estructuras susceptibles de la célula
como proteinas, lipidos y ADN. Las reacciones donde intervienen radicales libres son
en cadena y se propagan hasta que dos radicales reaccionan y forman una molécula de
capa cerrada (todos los electrones apareados). Sin embargo, la constante de velocidad
de la finalizacién de la reaccién radicalaria (dos radicales) es mayor que la que da lugar
a la interaccién entre los radicales libres y diferentes componentes celulares. De esta
manera, la célula mantiene una concentracion de radicales baja en el estado
estacionario o basal (Lichtenberg y Pinchuk, 2015; Storz, 2016).

Las ERO pueden ser radicales libres y especies no radicalarias; de acuerdo con
algunas definiciones, la clasificacion de ERO e IRO describe las especies quimicas
formadas por la reduccién incompleta del oxigeno molecular. Estas son: el anién
radical superoxido (0;%), el perdoxido de hidrégeno (H;03), el radical hidroxilo (OH").
Ademas, se incluyen dentro de este grupo, acidos, tales como el hipocloroso (HOCI),
hipobromoso (HOBr) e hipoiodos (HOI); asi como también, se incorporan los radicales
peroxilo (ROO"), alcoxilo (RO*), semiquinona (SQ"), carbonato (COs3™) e hidroperdxidos
organicos (ROOH), mientras que el oxigeno singlete (*0,) es una especie excitada del
O,. Por su parte, las ERN incluyen al éxido nitrico (NO), diéxido de nitrégeno (NO3),
nitrito (NO2’) y peroxinitrito (ONOQ’), siendo todas estas especies responsables del
dafio oxidativo (Halliwell, 2006; Winterbourn, 2008; Nathan y Ding, 2010). La Figura 6
ilustra en forma esquematica la produccion de las principales ERO y ERN.

G | m

Figura 6. Esquema de la generacion de ERO y ERN. Abreviaturas de la figura: antimicrobianos
(ATM), superodxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), mieloperoxidasa (MPO), glutation
peroxidasa (GPx) y peroxidasas (Prx).
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Para detectar estas formas de estrés oxidativo se pueden cuantificar
directamente las ERO y/o ERN, o bien, determinar diferentes productos generados por
reaccidon de estas especies reactivas con macromoléculas (lipidos, proteinas y acidos
nucleicos), y también evaluar el comportamiento de los sistemas de defensas
antioxidantes.

1.6.2 Especies reactivas del oxigeno y nitrégeno de interés bioldgico

Oxigeno molecular (02): no es un radical libre, pero es considerado una especie dotada

de una gran reactividad quimica, dado que se reduce en condiciones aerobias en
forma incompleta y genera especies altamente nocivas (Pisoschi y Pop, 2015);

Oxigeno singlete (*0,): es una especie excitada del oxigeno molecular, presenta una

vida media de alrededor de 2 ps en agua, pero puede variar de acuerdo con el medio
en el que se encuentre. Reacciona rapida y selectivamente con biomoléculas
insaturadas (acidos grasos poliinsaturados o guaninas del ADN), conduciendo a
perdxidos e hidroperodxidos. Se genera durante la reaccion del H,02 u otros perdxidos
como peroxinitritos (Di Mascio y col., 1994), con radical anién superéxido (Khan y
Kasha, 1994) o con hipoclorito.

Radical anién superdxido (0.*): La primera reduccién del oxigeno produce esta

especie, la cual tiene una baja reactividad con la mayoria de las biomoléculas y es un
oxidante débil a pH neutro. El radical anién superéxido dismuta produciendo oxigeno
molecular y perdxido de hidrégeno. A su vez, puede ser transformado a H.O; por
enzimas pertenecientes a la familia de superéxido dismutasa (SOD) que catalizan la
conversién de superdxido por la accion de factores extracelulares o provenientes del
metabolismo del oxigeno (Baptista y col., 2016). Debido a su caracteristica de anidn,
no atraviesa membranas biolégicas y por este motivo no induce peroxidacién lipidica
en los constituyentes celulares lipofilicos, pero puede causar la reduccion de metales
de transicion tales como el Fe3*. La reduccién es mediada por enzimas tales como
NADPH oxidasa, xantina oxidasa, o por constituyentes de la cadena respiratoria. La
eliminacidn rapida de Ox* en las células es importante porque esta especie da origen a
otras altamente reactivas tales como H,O; y OH®, asi como también media la
formaciéon de peroxinitritos al reaccionar con el 6xido nitrico (ON) (Halliwell y
Gutteridge, 1986).

Perdoxido de hidréogeno (H;0;): puede ser generado por cualquier sistema que

produzca radical anion superdxido, ya que éste dismuta facilmente. La presencia de
oxidasas (urato oxidasa, glucosa oxidasa, D-aminoacido oxidasa) puede resultar en la
sintesis directa de H,O; por la transferencia de dos electrones al oxigeno molecular. El
H,0, es capaz de producir radicales extremadamente reactivos como resultado de su
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interaccion con iones metdlicos (Gutteridge, 1994). Por accién directa puede: i)
reaccionar con proteinas que contengan hierro y liberar este metal, ii) oxidar ADN,
lipidos, grupos sulfhidrilos (-SH), y los ceto-acidos (Kohen y Nyska, 2002). A su vez, el
H,0, puede ser transformado a H,O por la accion de la enzima catalasa.

Radical Hidroxilo (OH*): es un radical muy agresivo, responsable del dafio oxidativo

producido en la mayoria de las biomoléculas. El radical hidroxilo puede ser el producto
de la reaccion de Fenton (Esquema 1) y también originarse por radiaciones de alta
energia en el agua o por radiacion del H,0; con luz ultravioleta (Stahl y Sies, 1997).
Para que la reaccidn de Fenton se produzca, el Fe3* debe ser continuamente reducido
a su estado ferroso por reductores celulares. Estda demostrado, que la reduccién del
Fe3* es llevada a cabo por sustancias tales como FADH; (Flavina Adenina Dinucleétido)
y la cisteina que permiten que ocurra la reaccién de Fenton (Woodmansee e Imlay,
2002).

O,"+Fe3* — O,+Fe*
H,O,+ Fe?* —> Fe3*+ OH + OH

H,O,+Fe** — Fe?*+ 0, + 2H*

Esquema 1. Reaccion de Fenton, donde el radical anidon superdxido reduce el Fe®*, y éste al
H,0,, formando el radical OH". El Fe no se consume en el proceso actuando como catalizador
del mismo. El Cu puede sustituir al Fe.

El OH* ha sido sefialado como el radical oxidante mas poderoso que puede
reaccionar con la mayoria de las moléculas organicas e inorganicas, ADN, proteinas,
lipidos, aminodcidos, azlcares y metales. Estas reacciones implican la extraccion, la
adicién y la transferencia de electrones del hidrégeno. Los radicales hidroxilos se
caracterizan por presentar una alta velocidad de reaccidn y una vida media corta (1 ns)
(Halliwell y Gutteridge, 1995).

Anién hipoclorito (CIO"): es un oxidante poderoso producto de H,0, y Cl por enzimas

como la mieloperoxidasa (MPQO). Su funcién es oxidar moléculas biolégicas mediante la
cloracion. Su transformacion a acido hipocloroso puede inducir la formacién de OH".

Peroxinitrito (ONOO): es una especie muy reactiva originada por la reaccion entre el
ON y 02"; y es considerada una poderosa especie oxidante para moléculas biolégicas.
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Ademads, se puede descomponer a radical hidroxilo (ONOO  + H + - OH + NOy)
independientemente de la presencia de metales de transicidon (Green y col., 1990; Hou
y col., 1999). Ademas, la forma protonada (ONOOH) es considerada un potente agente
oxidante capaz de reaccionar con grupos sulfidrilos (-SH) como también causar
lesiones oxidativas en la mayoria de las biomoléculas de una forma semejante al
radical hidroxilo. Asimismo, es responsable del dafio provocado en el ADN, oxidacién
de proteinas y nitrosilaciéon de aminodacidos aromaticos de las estructuras proteicas.
Reacciones bioquimicas esenciales que implican éxido nitrico son también S-
nitrosacion de tioles y nitrosilacion de iones de metales de transicién (Van Faassen y
col., 2005).

1.6.3 La quimica del estrés oxidativo: especies reactivas y el deterioro de
macromoléculas

Las especies reactivas del oxigeno son intermediarios de diversas funciones en
diferentes biomoléculas y tienen como objetivo casi todos los sustratos de la célula.
Los lipidos mas susceptibles de sufrir oxidacién son los acidos grasos poliinsaturados,
qgue conducen a la formacion de malondialdehido (MDA) y 4-hidroxinonenal,
reconocidos marcadores de la alteracién oxidativa de los lipidos. Ademas, estas
especies reactivas son capaces de oxidar tanto el esqueleto como la cadena lateral de
proteinas. Por su parte, las ERO dafian los acidos nucleicos, ya que pueden provocar
entrecruzamientos, quiebre de las hebras y alteracion de la estructura de las bases
puricas y pirimidinicas, lo que conlleva a potenciales mutaciones del ADN (Gandhi y
Abramov, 2012).

Proteinas: un gran numero de proteinas son afectadas por el desequilibrio introducido
por ERO, es asi como el ataque por estas especies produce modificaciones en las
cadenas laterales de los aminodcidos que llevan a alteraciones conformacionales en las
proteinas y de este modo interfieren en el metabolismo celular. Al momento, ha sido
descripto un abanico heterogéneo de dafios oxidativos en proteinas debido a la
oxidacion de grupos -SH, reduccién de disulfuros (-S-S-), oxidacion de residuos
aminoacidicos, reacciones con aldehidos, modificacién de grupos prostéticos y
fragmentacion de péptidos. Por ejemplo, la formacién de enlaces disulfuro después de
la oxidacidon de los residuos cisteina (Cys) da como resultado cambios estructurales
asociados a la actividad proteica. La oxidacién de residuos Cys en fosfatasas es un
blanco importante de los sistemas biolégicos, ya que afecta la fosforilacién de
proteinas y por lo tanto tiene un impacto en el metabolismo celular global (Krumova y
Cosa, 2016). Ademas, las ERO pueden oxidar algunos aminoacidos incluyendo lisina,
arginina, prolina y treonina conduciendo a la formacién de grupos carbonilo (C=0), y
estos luego son utilizados como marcadores de estrés oxidativo (Finkel y Holbrook,
2000; Stadtman, 2006).
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Por su parte, el desbalance oxidativo en el citoplasma interfiere en el
plegamiento y actividad de las proteinas. Consecuentemente, hay una pérdida de la
actividad catalitica de diversas enzimas, modificaciones en los aminoacidos,
disminucion de la estabilidad térmica, cambios en la viscosidad, fragmentacion,
formacidon de uniones proteina-proteina, formacion de puentes disulfuro y aumento
de la susceptibilidad a la protedlisis (Cabiscol y col., 2000).

Acidos nucleicos: las ERO son una amenaza competente capaz de lesionar

espontaneamente el ADN. Este puede ser blanco tanto de OH' como de otros
intermediarios reactivos; aunque aproximadamente la mitad de las lesiones son
ocasionadas por el radical OH', mientras que la mayoria es introducida por 10 (Simon y
col., 2000). Los productos de oxidacion de la timina denominados glicoles de timina
tienen moderada propiedad mutagénica. Los productos de oxidacién de la citosina
(glicoles de citosina) son analogos a los de timina y pueden experimentar una reaccidon
secundaria que es la desaminacion (Friedberg y col., 1995). Esta desaminacién de la
citosina produce derivados del uracilo que reaccionan con adenina conduciendo a un
aumento del efecto mutagénico. En cuanto a la desoxirribosa, también puede sufrir
lesiones cuando las bases estan siendo atacadas por radiaciones ionizantes o radicales
libres (Demple y Harrison, 1994). Este dafio puede remover y desplazar una base
resultando en la ruptura de la hebra de ADN causando la pérdida de informacion
genética de la hebra afectada (Touati, 2000).

Lipidos: la peroxidacién lipidica (PL) es una de las consecuencias del dafio oxidativo.
Este proceso en cadena comienza con la reaccion entre ERO y los dacidos grasos
poliinsaturados de las membranas celulares. Tanto en sistemas modelo como en
células vivas, ha sido objeto de estudio el papel que desempefian los radicales peroxilo
en el dafio generado en el medio celular lipidico. La oxidacion de residuos de acidos
grasos poliinsaturados (Esquema 2) da inicio con un radical libre, generalmente, el
radical hidroxilo que, tras la reaccién con &cidos grasos, genera radicales lipidicos
(Yamamoto y col., 1984; Barclay y col.,, 1984; Cosgrove y col.,, 1987). A su vez los
radicales atrapan facilmente el oxigeno molecular para formar radicales de tipo
peroxilo lipidico, quienes son eficaces en las reacciones de autooxidacién en cadena. El
proceso de oxidacién o PL produce cambios en la configuracién (cis a trans) de las
cadenas de acidos grasos (Krumova y Cosa, 2016), ademas se forman hidroperdéxidos y
alcoholes o pueden fragmentarse en aldehidos electrofilicos a, PB-insaturados
(Esterbauer y col.,, 1991; Sun y Salomon, 2004) entre otras alteraciones. La
peroxidacién y la destruccidn de los dobles enlaces cis pueden conducir a cambios en
la fluidez de la membrana y alteraciones en la permeabilidad. Asi, la membrana pierde
su integridad estructural alterando el gradiente electroquimico de transmembrana de
manera tal que se disipa el gradiente de protones en forma total o parcial,
conduciendo a la muerte celular. La autooxidacion de residuos de acidos grasos
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poliinsaturados genera en ultima instancia una variedad de productos secundarios
citotdxicos que atacan el ADN y las proteinas citoplasmdticas comprometiendo una vez
mas la integridad celular (Barnham vy col., 2004). La PL es probablemente uno de los
eventos mas relevantes asociados a la muerte celular inducida por radicales libres,
tanto por reaccién directa de los radicales libres peroxilo, como via los productos
derivados de este proceso, quienes a su vez pueden reaccionar con ADN y proteinas
provocando modificaciones oxidativas adicionales (Yoon y col., 2002).

R-+ LH —> RH+L
L+ 0, —> LOO
LOO'+LH — LOOH+L
LOO+ TOH — LOOH+ TO:
LOO-+TO: —> T(O)OOL

Esquema 2. Proceso de peroxidacion lipidica (PL) en presencia de un radical libre (R') iniciador
y un acido graso insaturado (LH) de la reaccién en cadena, y a-tocoferol (TOH) como
antioxidante involucrado en este proceso. Especies generadas: Radical lipidico (L’), radical
peroxilo (LOO'), hidroperéxido (LOOH), radical tocoperoxil (TO') y finalmente da un producto
no radicalario T(O)OOL

1.6.4 Sistemas de defensa antioxidantes bacterianos: enzimdticos y no enzimdticos

En las células los sistemas antioxidantes enzimdticos y no enzimaticos ayudan
a regular la concentracion de especies reactivas nocivas. McCord y Fridovich
descubrieron y describieron, a finales de los afios sesenta, una serie de enzimas
responsables de la desintoxicacion del oxigeno en los organismos aerobios (McCord y
col., 1971). La presencia de tales enzimas permitié explicar que si las ERO no fueran
eliminadas, podrian dafar severamente las células en condiciones basales.

La enzima superoéxido dismutasa (SOD) fue un descubrimiento histérico en el
campo de la biologia de los radicales libres (Imlay, 2010). La enzima SOD es la
encargada de mantener los niveles de O, por debajo de la concentracion de 0,1 nM
en la bacteria Escherichia coli (Imlay y Fridovich, 1991). La SOD cataliza la dismutacion
del 02" a Oz y H20; (McCord vy Fridovich, 1969) y es utilizada como un marcador de
estrés oxidativo.

A lo largo de los afos, se han caracterizado nuevos sistemas antioxidantes
enzimaticos. Estos incluyen a enzimas como catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPx),
mieloperoxidasa (MPO), tioredoxina reductasa (Trx), entre otras. Estas son, en parte,
las responsables de que la concentracidn en estado estacionario de H,0; sea baja, por
ejemplo, que en la bacteria E. coli no exceda los 20 nM (Imlay, 2008).
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Dentro de los antioxidantes no enzimaticos se destacan los solubles en medio
acuoso como glutatiéon (GSH) y vitamina C, mientras que a-tocoferol (andlogo de la
vitamina E) tiene cardacter lipofilico (Finkel, 2000). El glutation en las células se
mantiene en forma reducida por la enzima glutation reductasa, ademas se encuentra
en una alta concentracion por lo que es considerado un antioxidante de gran
relevancia. El acido ascorbico (Vit C), también es conservado en su forma reducida por
glutatidn reductasa; el ascorbato es un secuestrante efectivo frente a 0,*, H,0,, OH' y
10,. Ademas, regenera el tocoferol a partir del radical tocoperoxil formado durante la
PL (Stahly Sies, 1997).

El antioxidante a-tocoferol (TOH) es el mds importante y mas activo de los
antioxidantes liposolubles; su funcion es la de proteger las membranas de las células
frente a la oxidacion, reaccionando con los radicales lipidicos producidos en la PL. En
una primera etapa TOH reacciona con un radical peroxilo (ROO* o LOO) mediante
transferencia de atomos de H para dar un radical tocoperoxil (TO*®) y un hidroperdxido
ROOH / LOOH. Luego, contintda con el acoplamiento de TO* a un segundo radical
peroxilo y es asi como se produce la segunda reaccidon de terminacion de esta cadena.
El TOH media eficazmente dos reacciones radicalarias en cadena (Krumova y col.,
2013). El radical tocoperoxil también puede ser eliminado por ascorbato en la interfase
de agua-lipidos donde el ascorbato actia como secuestrante final de ERO. Los
radicales oxidados del a-tocoferoxil producidos en este proceso se pueden reciclar a la
forma reducida activa a través de la reduccion por el ascorbato, el retinol o el
ubiquinol (Kagany col., 2000).

1.7 Antecedentes de la relacion entre el estrés oxidativo y la toxicidad
antimicrobiana

La interaccion de los microorganismos con los antibidticos es compleja. La
unién del antimicrobiano a las estructuras bacterianas desencadena una serie de
alteraciones y modificaciones en la célula, tanto fisioldgicas como morfolégicas. La
interaccion especifica antibidtico-blanco ya ha sido descripta para los antibidticos de
uso clinico aprobados (Walsh, 2003). Sin embargo, un numero considerable de
estudios remarcaron que no es correcto atribuir la capacidad antibacteriana a la accién
sobre un unico sitio blanco.

Antecedentes de nuestro grupo indican que el estrés oxidativo constituye una
posible causa de dafio generado por varios antimicrobianos en diferentes géneros
bacterianos (Bogdanov y col., 1997; Becerra y Albesa, 2002; Albesa y col., 2004; Aiassa
y col., 2006). Las ERO formadas a partir de fuentes enddgenas y/o exdgenas pueden
causar lesiones sobre biomoléculas afectando severamente la integridad y viabilidad
celular o inducir una variedad de respuestas celulares a través de la generacién de
especies reactivas secundarias provenientes de la peroxidacion lipidica (Condreanu y
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col., 2009). Asimismo, para contrarrestar el estrés oxidativo, se ha identificado que las
células inducen enzimas que detoxifican estas especies y reparan el efecto causado por
ellas (Aiassa y col., 2010; Aiassa y col., 2011).

Wang vy Zhao, describieron que las vias de estrés oxidativo estan involucradas
en la letalidad de fluorquinolonas, beta-lactamicos y aminoglucésidos. Recientemente,
se ha propuesto que los antibidticos bactericidas ademas de interaccionar con su sitio
blanco clasico estimularian la formacion de OH- mediada por reacciones tipo Fenton
qgue llevan a una situacién celular catastrofica (Kohanski y col., 2007). Esto también fue
corroborado por otros grupos de investigacién, donde describen cdmo compuestos
bactericidas alteran las respiracién y metabolismo celular global generando especies
reactivas nocivas que inducen la muerte celular (Dwyer y col., 2015; Belenky y col.,
2015).
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1.1 HIPOTESIS

Teniendo en consideracién los antecedentes citados, y con el interés de profundizar el
estudio del rol del estrés oxidativo como un factor clave en el mecanismo de accién de
antibidticos de uso clinico y nuevas drogas, la hipdtesis de trabajo que motivd la
realizacién de esta tesis de doctorado fue:

“Antibidticos de uso clinico y nuevos derivados de sintesis afectarian el equilibrio
oxidativo bacteriano contribuyendo a la muerte celular, asi como también podrian
inducir estrés en células eucariotas”.

1.2 OBJETIVOS GENERALES

Las células bacterianas y eucariotas sufren el impacto de diferentes sustancias,
gue conducen a la produccion descontrolada de especies reactivas, por lo que es
necesario profundizar en el conocimiento del desequilibrio oxidativo provocado para
explicar diversos fendmenos bioldgicos.

Los objetivos generales estan dirigidos a contribuir al desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas mediante el estudio de la generacion de estrés oxidativo por la
accion de antibioticos de uso clinico y de nuevos compuestos de sintesis en patégenos
de relevancia clinica. También se enfoca en la deteccidn de potenciales efectos nocivos
en células sanguineas.

1.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Los objetivos planteados fueron los siguientes:

0 Estudiar el desequilibrio oxidativo inducido por el antibidtico bacteriostatico
Linezolid en cepas productoras de biofilms y en cultivos planctdnicos

0 Indagar las lesiones oxidativas provocadas por el antibiético bactericida
ciprofloxacina e investigar el efecto de la adicién de un antioxidante externo

0 Investigar la susceptibilidad de cepas de referencia y cepas clinicas a derivados

de bencenosulfonilos de heterociclos y relacionarla con la capacidad de generar
estrés oxidativo
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Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados previamente, surgieron las
siguientes preguntas como parte del primer objetivo especifico de esta tesis: ¢éCédmo
serd el perfil de actividad de LZD en cepas de referencia y clinicas de Staphylococcus
aureus?, ¢LZD inducird la generacién de especies reactivas en biofilms de S. aureus
meticilino resistentes (SAMR)?, y éSera LZD un antibidtico util para la erradicacién de
estos conglomerados celulares de SAMR?

1.1 Evaluacion de la produccion de biofilm en cepas de referencia y clinicas de
S. aureus

El ensayo de cuantificacion de biomasa total, con el colorante CV, permitié
determinar la cantidad de biomasa producida por cada una de las cepas evaluadas. La
Figura 1 muestra los valores obtenidos para las 7 cepas estudiadas.

El experimento reveld una mayor produccion de biomasa en las cepas SAMR 2
y SAMR ATCC 43300 comparado con las cepas SAMR 3, SAMR 4 y SAMS 5; mientras
que SAMS ATCC 29213 reveld una produccién moderada y la cepa que presentd la
maxima produccién de biomasa fue SAMR 1. Los valores de densidad dptica (DO)
obtenidos fueron interpretados de acuerdo con la escala establecida por Baldasarri y
col. (1993), donde la cuantificacion de biomasa total es: alta (> 0,24), baja (> 0,12 y
<0,24) o negativa (<0,12). Las cepas meticilino resistentes exhibieron un amplio rango
de produccién de biomasa total, con valores entre 0,24 (SAMR 3) hasta 1,15 (SAMR 1).
Todas las cepas manifestaron ser buenas productoras de biofilm de acuerdo con las
escalas establecidas.

] SAMS ATCC 29213

[ sAams 5

[[] SAMR ATCC 43300
SAMR 4

[IsAMR 3

[T sAMR 2

i T sAMR 1

L e e e B
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
DOsgsnm

Figura 1. Cuantificacién de la produccién de biofilm en cepas clinicas y de referencia de
a..n

S. aureus, mediante la tincidn con el colorante CV. En el eje “y” se exponen las cepas evaluadas
en funcidn de los valores arrojados de densidad 6ptica (DO).
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Por otro lado, se evaluaron los perfiles de incremento de actividad metabdlica
de las 4 cepas (SAMR 1, SAMR 2, SAMR ATCC 43300 y SAMS ATCC 29213) que
exhibieron mayor produccién de biofilm por el ensayo de CV. Los experimentos se
realizaronalas 0, 2, 4, 6, 12 y 24 h de incubacién (Figura 2) mediante el ensayo con la
sal de tetrazolio “XTT”. La cepa SAMR 1 revelé una actividad metabdlica superior,
mostrando un crecimiento constante hasta las 24 h. En el caso de SAMR 2,
inicialmente, evidencid la misma tendencia que SAMR 1 hasta las 15 h de incubacidn.
Ambas cepas de referencia presentaron un crecimiento exponencial semejante,
entrando en fase estacionaria luego de las 12 h.

Cabe destacar que los aislamientos clinicos, mostraron un aumento de la
actividad metabdlica desde las etapas iniciales, entre los tiempos 0 y 4 h, de induccién
de biofilm. Las dos cepas de referencia ATCC, exhibieron un patrén de crecimiento
analogo desde el inicio del experimento. En general, se observo una fase lenta de
induccidén, hasta las 6 h, con un incremento en el crecimiento hasta las 12 h. Posterior
a las 12 h, no se observd un cambio significativo en el crecimiento, se identificé que
ambas cepas entraron en un estado estacionario.

4 --®-- SAMR 1
--®- SAMR 2
--®- SAMR ATCC 43300
3 --@-- SAMS ATCC 29213 I
< LT
2 = ¢
e - L]
14 § /
¢
0 !'—”:.j{'. T T T T T T i T
0 5 10 15 20 25

Tiempo (h)

Figura 2. Actividad metabdlica durante las fases de crecimiento del biofilm en dos cepas de
referencia, una sensible y otra resistente a meticilina, SAMS ATCC 29213 y SAMR ATCC 43300;
y dos cepas clinicas resistentes a meticilina, SAMR 1 y SAMR 2.

El patrén de crecimiento de los aislamientos clinicos fue superior a las cepas de
referencia, las ultimas exhibieron un crecimiento moderado. Teniendo en cuenta que
las células del biofilm se organizan en comunidades embebidas en una matriz
extracelular, la actividad metabdlica depende de la disponibilidad de nutrientes y
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oxigeno, junto con la eliminacién de metabolitos de desecho. Todos estos factores
pueden variar de acuerdo con las caracteristicas de cada cepa productora de biofilm
(Donlan y Costerton, 2002). Las diferencias en el crecimiento se podrian atribuir a la
produccion de EPS y a las caracteristicas inherentes de cada cepa.

1.1.2 Estudio de la eficiencia de erradicacion de LZD en biofilm maduros de S. aureus

En primer lugar, se determiné la susceptibilidad de cada una de las cepas frente
a LZD. Las CIM obtenidas fueron de 2 pg/mL para SAMR 1, SAMR 2, SAMR 3, SAMS 5 y
SAMS ATCC 29213; por su parte SAMR ATCC 43300 y SAMR 4 exhibieron valores de 1
ug/mL.

Como se mencioné previamente, las 4 cepas que exhibieron los mayores
valores de biomasa total se expusieron al tratamiento con el antibidtico (10xCIM y
100xCIM). Sin embargo, en una primera instancia, para comprender el efecto de LZD
en el crecimiento del biofilm, se indujo la formacién de biofilm en presencia de una
concentracion sub-CIM de LZD. Los aislamientos clinicos SAMR 1, SAMR 2, las cepas de
referencia SAMR ATCC 43300 y SAMS ATCC 29213 mostraron un porcentaje de
inhibicién respecto del control (muestra no tratada) de 51,6%, 77,3%, 29,2% y 29,4%,
respectivamente. Al mismo tiempo, el biofilm maduro se expuso a LZD y los resultados
de inhibicién arrojados por la tincién con CV, fueron entre 13% y 57 % para las 4 cepas
seleccionadas (resultados no ilustrados).

Las diferencias entre los resultados obtenidos podrian atribuirse a las
caracteristicas de la matriz del biofilm maduro, debido a que ésta interfiere en el
acceso de antibioticos reduciendo el contacto fisico entre el agente antimicrobiano y
las células plancténicas (Gilbert y col.; 1997; Donlan y Costerton, 2002). Por este
motivo los valores de inhibicidon obtenidos difieren entre las cepas. Se ha informado
gue la manera en que se induce la produccion de biofilm podria tener impacto en la
capacidad antimicrobiana del agente en cuestién (Wu y col., 2014). En relaciéon con
esto, Schilcher y col. (2016) demostraron que el antibidtico clindamicina presenta
diversos efectos sobre la formacion de biofilm de S. aureus a concentraciones sub-
inhibitorias. El estudio se realizd sobre la cepa modelo LAC wt (esta mutante tiene una
deleciéon completa del locus agr, éste modula la composicion de la matriz y la
adhesion) del linaje clonal USA300. Asi, lograron evidenciar, a las concentraciones de
estudio (sub-CIM), como se alteraba la composicién de la matriz extracelular
aumentando la lisis y la liberacidon extracelular de ADN. Estos aspectos produjeron un
aumento de los factores de adhesion y proteinas secretadas, que probablemente
conducen a una interaccién entre los componentes de la matriz, pudiendo dar lugar a
un biofilm consolidado y estable. Por lo que, para prevenir este efecto, las dosis de
clindamicina a las que se debe tratar a los pacientes que padecen infecciones
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asociadas a biofilm debe ser elevada. Estudios previos, han descripto que la lisis celular
y la liberacién de ADN son criticas para la fijacion del biofilm durante las etapas
iniciales de desarrollo, mientras que el ADN liberado (eDNA) continla siendo un
componente de gran relevancia para la matriz durante la etapa de maduracion (Rice y
col., 2007; Mann vy col., 2009).

Para discriminar entre células viables y muertas en el biofilm luego de 24 h de
tratamiento con LZD se cuantificd la actividad metabdlica por el ensayo XTT. Los
tratamientos se realizaron con las concentraciones 10xCIM y 100xCIM, no se observd
una diferencia significativa entre ambas concentraciones en ninguna de las cepas
estudiadas. Los porcentajes de inhibicidn luego de 24 h de exposicidn al antibidtico
respecto de los controles (muestra sin tratar) fueron: 80%, 54%, 55% y 10% para SAMR
1, SAMR 2, SAMR ATCC 43300 y SAMS ATCC 29213. Estos valores fueron superiores a
los arrojados por el ensayo de tincion de la biomasa. Asimismo, se realizé la cinética de
inhibicién del biofilm preformado expuesto a LZD (10xCIM) por 24 h (Figura 3) para
comprender mejor el perfil inhibitorio del antibidtico.

4
--®-- SAMR 1
--®-- SAMR 2
--@®-- SAMR ATCC 43300
3 ® --@®-- SAMS ATCC 29213
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Figura 3. Curva de inhibicién del biofilm preformados de S. aureus mediante la evaluacién de la
viabilidad celular. Los biofilms maduros fueron expuestos a LZD (10xCIM) a 0, 2, 4, 6,12, 18 y
24 h.

En correlacién con los datos obtenidos por otros ensayos, la cepa SAMR 1
indujo la mayor produccién de biofilm. Ademas, se destaca una reduccion del 76% de
la actividad metabdlica comparada con su respectivo control a la concentracién de 20
ug/mL (10xCIM) después de 24 h de exposicion. Sin embargo, este efecto de inhibicidn
de la actividad metabdlica del biofilm se comienza a observar luego de 12 h y la
disminucion fue del 61%. Por su parte, SAMR 2 mostré un comportamiento similar a
SAMR 1, se observo una reduccion del 47 % a las 12 h y se proyectd a un 51% al final
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de la exposicion. En el caso de las cepas de referencia, la inhibicién de la actividad fue
de 60,8% y 32%, a las 24 h, en SAMR ATCC 43300 y SAMS ATCC 29213,
respectivamente.

Complementariamente, se investigd por microscopia electrénica de barrido la
formacién y eliminacién de estos conglomerados celulares en la cepa clinica que
exhibié mayor produccion de biofilm (SAMR 1) y en la de referencia resistente a
meticilina. La Figura 4A corresponde a SAMR 1 control, en donde se aprecié una matriz
de una alta densidad presentando mayores agrupaciones tridimensionales dispersas
por todo el cubreobjetos. En contraste, la cepa de referencia, SAMR ATCC 43300
(Figura 4E) reveld una matriz menor y exhibié grupos de células diseminadas en toda la
superficie. Los biofilms maduros de ambas cepas fueron tratados con LZD (10xCIM) por
12, 18 y 24 h, con la finalidad de estudiar los tiempos necesarios de incubacién para
alcanzar la eliminacién del biofilm. SAMR 1 luego de 12 h, mostré una reduccion del
volumen de grupos celulares (Figura 4B), seguido de una disminucion total de estos
conglomerados, sélo se observaron reducidas agrupaciones de células (Figura 4C). A
las 24 h de tratamiento, se aprecid un remanente de cocos adheridos y aislados. La
cuantificacién de los porcentajes de erradicacion, calculados por drea de
recubrimiento (Tabla 1), fueron: 34,7%, 98,2% y 99,8% a los tiempos de incubacién de
12, 18 y 24 h, respectivamente. En el caso de la cepa de referencia (SAMR ATCC
43300), los valores de eliminacion de biofilm fueron de 83,8% y 80,8% a las 12y 18 h
de exposicion a LZD (Figura 4F y 4G). S6lo un numero minimo de cocos se percibio a las
24 h, el porcentaje de erradicacién respecto del control no tratado fue de 98,6%
(Figura 4H).

Tabla 1. Valores calculados por area de recubrimiento mediante el programa FlJI-Imagej.

TIEMPO AREA um? % AREA OCUPADA
HORAS SAMR  SAMRATCC ~ SAMR1 SAMRATCC
1 43300 43300
0 21336 2159,6 77,0 77,9
12 13928 350,7 50,3 12,6
18 37,7 414,2 1,4 14,95
24 4,3 28,5 0,1 1,0
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SAMR 1 7 SAMR ATCC 43300

Figura 4. Erradicacién del biofilm causada por LZD en el tiempo. Se capturaron imagenes de
SAMR 1 y SAMR ATCC 43300 por SEM. Controles de las cepas sin tratar SAMR 1(A) y SAMR
ATCC 43300 (E). Biofilms maduros expuestos a LZD a 10xCIM por 12 h (By F), 18 h(Cy G) y 24
h (D y H) de SAMR 1 (columna izquierda) y SAMR ATCC 43300 (columna derecha). En blanco se
muestra la barra de escala: 10 um.
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Los resultados sugieren que el antibidtico LZD logré afectar la estructura y
adhesion celular a la superficie del cubreobjetos. Asimismo, las imagenes otorgaron
informacién sobre la densidad de estos conglomerados de células y de la matriz EPS
(Figura 4A y 4E). La cepa clinica revelé una marcada producciéon de EPS (Figura 5A
magnificada), como de agrupamientos de células en general.

SAMR 1 SAMR ATCC 43300

Figura 5. Imagenes SEM de la cepa clinica SAMR 1 (A) y de referencia SAMR ATCC 43300(B) en
condiciones basales. La barra blanca representa la escala: 1 um (A) y 3 um (B).

Las imagenes de SEM mostraron la capacidad antibiofilm de LZD. Utilizando
las micrografias obtenidas a diferentes tiempos de tratamiento con LZD se logré
visualizar que el antibidtico atraviesa la matriz de EPS y como resultado se observé una
disminucion en la agregacion celular causando desarreglo entre las células y posterior
disrupcion final del biofilm.

Al momento se ha descripto multiples factores que influyen en la produccién
de biofilm en cepas de S. aureus (Gotz, 2002). Benkeen y col. (2004) demostraron los 3
genes principales reguladores del crecimiento del biofilm: icaADBC, el gen regulador
accesorio agr y sarA; estos codifican para enzimas involucradas en la sintesis de
adhesinas; modulacion de la composicion de la matriz y adhesion; expresién de
factores de virulencia asociados a la formaciéon y adhesion del biofilm,
respectivamente. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, en el que se
muestra un crecimiento y distribucion heterogénea del biofilm, podrian atribuirse a
diferencias en la expresién y regulacion de los genes mencionados previamente.

Otros autores han focalizado sus estudios en el desempefio de LZD frente a
diversos tipos de cepas productoras de biofilm, en combinacién sinérgica con, por
ejemplo, N-acetilcisteina (Leite y col., 2013); diversos antimicrobianos, daptomicina,
fosfomicina, levofloxacina (Chai y col., 2016) y rifampicina (Baldoni y col., 2009; Wu y
col., 2013; Jorgensen y col., 2016). En el caso de rifampicina asociada a LZD,
observaron un efecto sinérgico potente. Asi, obtuvieron el mejor perfil de eliminacién
de biofilms y muerte de células planctdnicas, en contraste a otras combinaciones de
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antibidticos (Baldoni y col., 2009). Al mismo tiempo, se estudié esta combinacidn para
el tratamiento de infecciones asociadas a implantes. Cabe destacar que la
concentracion del antibidtico bacteriostatico fue de 4xCIM asociado a rifampicina,
mientras que las condiciones obtenidas en el trabajo de tesis fueron sélo a 10xCIM
utilizando Unicamente LZD y se logré una eliminacién del 99,8% respecto del control
en SAMR 1. Otros estudios realizados in vivo, con un modelo de neumonia
experimental en cerdos asociado a SAMR mostré que LZD logrd una respuesta superior
a vancomicina, atribuyéndose al mejor perfil farmacocinético y farmacodinamico de
LZD (Luna y col.,, 2009). También, Soriano y col. (2007) sugieren a LZD como una
alternativa oral terapéutica efectiva, sus estudios se realizaron con 85 pacientes que
presentaban infecciones en implantes ortopédicos. Ademas, Fernandez-Barat y col.
(2012) investigaron el tratamiento sistémico con LZD en un modelo de neumonia
traqueal en cerdos por SAMR, demostrando que esta oxazolidinona limita el desarrollo
de biofilms.

1.1.3 Investigacion de la induccion de especies reactivas generadas en biofilms
maduros de S. aureus por LZD

La capacidad de inducir ERO y ERN se investigd por espectrofluorometria post
tratamiento con LZD a las concentraciones de 10xCIM y 100xCIM, y en diferentes
periodos de incubacién (2, 4, 6, y 10 h). Los resultados obtenidos demostraron que a
las 4 h de incubacion con 100xCIM (Figura 6), se percibié una diferencia en la
produccién de especies reactivas significativa. El valor de porcentaje de aumento de
especies reactivas a la concentracion de 100xCIM fue: en SAMR 1 de 11,5%; SAMR 2 de
12,3%; SAMR ATCC 43300 23,7% y SAMS ATCC 29213 de 22,9%. Estos resultados
indicaron una minima induccion de estrés oxidativo provocada por LZD, debido a que
s6lo se observd este efecto a una concentracion 10 veces superior a la concentracién
necesaria para erradicar el biofilm y siendo minimo el estrés generado a la dosis
requerida para el efecto antibiofilm.
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Figura 6. Porcentaje de aumento de especies reactivas cuantificadas como ERO y ERN respecto
del control (sin tratar) posterior a 4 h de exposicién a LZD a las concentraciones de 10xCIM y
100xCIM.

Diversos autores han reportado al estrés oxidativo como un factor que
contribuye en la muerte celular. Sin embargo, este efecto ha sido mayoritariamente
descripto en cultivos planctdnicos. Al momento, no existen reportes de generacion de
estrés oxidativo causado por antibidticos bacteriostaticos en cepas de S. aureus
productoras de biofilm.

Por otro lado, ha sido ampliamente estudiado el metabolismo anaerébico de
las bacterias embebidas en el biofilm, inclusive es uno de los motivos a los que se
asocia la resistencia a antimicrobianos (Costerton y col., 1995). Teniendo en cuenta
esta limitacién de oxigeno hacia el interior del biofilm, los procesos respiratorios se
ven restringidos y, en consecuencia, disminuye el metabolismo oxidativo y la
produccién de especies reactivas. Los resultados obtenidos con LZD podrian
adjudicarse a este efecto de anaerobiosis en estos conglomerados celulares.

Hasta el momento, los resultados obtenidos con LZD demostraron que es un
potente agente antibiofilm a concentraciones usadas en tratamientos clinicos
(10xCIM) para erradicacion de patégenos tipo SAMR. Sin embargo, la generacién de
ERO y ERN no fue significativa a la concentracion de erradicacion (Figura 7).

Estas conclusiones, dieron origen a la siguiente publicacion cientifica: “Linezolid
as an eradication agent against assembled methicillin-resistant Staphylococcus aureus
biofilms”. Martinez SR, Rocca D, Aiassa V, Becerra MC. RSC advances. 2016; 6:101023-
28.
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Figura 7. Linezolid como agente antibiofilm a 10xCIM frente a cepas SARM. La erradicacion
observada fue superior al 98% luego de 24 h de exposicion.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos respecto de la induccion de estrés
oxidativo en las cepas de S. aureus productoras de biofilm y considerando que, al
momento, no se ha descripto la induccién de estrés oxidativo por parte de LZD en
bacterias, se planted continuar el estudio de la generacidn de estrés oxidativo como
parte de las alteraciones fisioldgicas inducidas producto del tratamiento con LZD en
cultivos plancténicos.

A partir de los resultados obtenidos, surgieron las siguientes incdgnitas:
¢Existira diferencia entre cepas de referencia y cepas clinicas en la respuesta oxidativa
al antibidtico?, éLa induccidn de especies reactivas estara relacionada a algun perfil
genético particular de las cepas del género S. aureus?, y éLa produccién de ERO y ERN
serd un evento aleatorio en el caso de este antibidtico bacteriostatico? Estas preguntas
pudieron ser abordadas utilizando 28 cepas clinicas, sensibles y resistentes a
meticilina, caracterizadas genéticamente. Las cepas fueron provistas y seleccionadas
por la Prof. Dra. Claudia Sola (miembro de la comisién asesora de tesis) quien facilité
los medios, para dar luz a algunos de nuestros interrogantes.
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1.2 Investigacion de la induccion de estrés oxidativo en cultivos planctdnicos de
S. aureus

1.2.1 Evaluacion del perfil de actividad antibacteriana de LZD en cultivos
planctonicos de cepas clinicas de S. aureus caracterizadas genéticamente

La CIM se realizé de acuerdo con las normas internacionales del CLSI, que
establece como cepas sensibles a aquellas con CIM < 4 pg/mL y resistentes cuando la
CIM es > 8 pug/mL. En este caso, todas las cepas estudiadas presentaron sensibilidad a
LZD, cabe destacar que su resistencia a meticilina es de caracter independiente. Los
valores de CIM obtenidos fueron entre 1 y 4 pug/mL. En la tabla 2 se exponen los
resultados de CIM.

Tabla 2. Resultados de CIM de LZD de S. aureus sensibles y resistentes a meticilina.

SAMR ATCC lug/mL  SAMS ATCC 2 pg/mlL

43300 29213
SAMR 1 2 pg/mL SAMS 13 2 pug/mL
SAMR 2 2 pg/mL SAMS 14 2 pg/mL
SAMR 3 2 pug/mL SAMS 15 2 pug/mL
SAMR 4 1 pug/mL SAMS 16 2 pg/mL
SAMR 5 2 pg/mL SAMS 17 2 ug/mL
SAMR 6 2 pg/mL SAMS 18 4 pg/mL
SAMR 7 2 ug/mL SAMS 19 2 pug/mL
SAMR 8 2 pug/mL SAMS 20 2 pug/mL
SAMR 9 2 pg/mL SAMS 21 2 pg/mL
SAMR 10 2 pg/mL SAMS 22 2pg/mL
SAMR 11 2 pg/mL SAMS 25 2 pg/mL
SAMR 12 1 pg/mL SAMS 26 2 pg/mL
SAMR 23 2 pg/mL

SAMR 24 1 pg/mL

SAMR 27 2 pg/mL

SAMR 28 2 pg/mL
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1.2.2 Determinacion de la generacion de ERO y ERN

Inicialmente, se realizd un screening de produccidn de especies reactivas en las
cepas de referencia SAMS ATCC 29213 y SAMR ATCC 43300. Se aplicaron técnicas
colorimétricas de deteccion de O2* (radical anién superdxido) y ERN. También, se
utilizé la microscopia de fluorescencia para determinacién de especies de oxigeno y
nitrégeno conjuntamente. Estas metodologias se realizaron por diferentes periodos de
incubacién (2, 4, 6, 12 y 24 h) con la finalidad de realizar un seguimiento de la
produccidon de especies reactivas en el tiempo. La cepa de referencia SAMS ATCC
29213 mostrd un porcentaje de aumento de O;° del 18% respecto del control sin
tratar a las 24 h y a valor sub-CIM (Figura 8). En el caso de SAMR ATCC 43300, el valor
fue del 14% también a la supra-CIM a las 4 h de exposicidn.

30
B 1pg/mL
''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' ® 2pug/mL
25 - & 4pg/mL
O 20
o B N S
C
Zhal N S S °
3 104 ©®
O\O ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
54 [ |
0 T T T
SAMS ATCC 29213 SAMR ATCC 43300

Figura 8. Porcentaje de aumento de O inducido por LZD (1, 2 y 4 ug/mL) en cepas de
referencia de S. aureus respecto del control no tratado.

Por su parte, los valores de ERN normalizados obtenidos, respecto del control
fueron 2,05 veces superior para SAMS ATCC 29213 a valor CIM y la concentracién
supra-CIM de 3,01 para SAMR ATCC 43300 (Figura 9). A diferencia de los resultados
obtenidos por el ensayo de deteccién de anidn radical superdxido, en el caso de ERN
se observd una mayor generacién en la cepa meticilino resistente.
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Figura 9. Produccion de NO, (expresado como puM de NaNO2/ mg de proteinas) en funcién de

la concentracion de LZD (1, 2 y 4 pg/mL).

Por microscopia de fluorescencia, sélo en la cepa sensible a meticilina se

observd estrés respecto al control no tratado (Figura 10). La cepa SAMR ATCC 43300

exhibié fluorescencia débil por esta metodologia motivo por el cual las imagenes no

estan ilustradas como figura.

Figura 10. Imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia de SAMS ATCC 29213 tratado

con LZD luego de 24 h de incubacién. La Figura A responde al control sin tratar y B es la cepa

incubada con LZD.
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Las 28 cepas clinicas se expusieron a LZD en el rango de concentraciones de 1 a
4 pug/mL por 4y 24 h de incubacidn. Estos tiempos se seleccionaron en base a los datos
obtenidos previamente con las cepas de referencia (Figura 8 y 9). En la Figura 11 se
detalla la totalidad de cepas utilizadas, circulo interior, de SAMS (izquierda) y SAMR
(derecha). En la capa externa de la grafica se observa la proporcidon de cepas que han
mostrado produccién de especies reactivas a las 4 y 24 h de incubacién con LZD;
mientras que sin cambio (SC), indica aquellas cepas que no presentaron induccion
respecto del control. En el caso de las cepas SAMS, el 61,5% no revelaron generacion
de especies reactivas; el 23,1% presentd elevacion de especies reactivas respecto del
control a las 24 h y el 15,4% restante a las 4 h de tratamiento. Por su parte, los
porcentajes de cepas SAMR que presentaron un aumento respecto del control fueron
41,2% y 35,3% a las 4 y 24 h de tratamiento, respectivamente; sélo el 23,5% no
manifestd efecto respecto del control (SC). Cabe destacar, que aquellas cepas que
presentaron generacion de especies reactivas no se identificd una correlacion entre
sus perfiles genéticos. En los casos en los que se identificd produccidon de especies
reactivas, los porcentajes de aumento en estas cepas respecto de sus controles fueron
menores al 35%.

Figura 11. Proporciones de cepas SAMR y SAMS que exhibieron producciéon de especies
reactivas a las 4y 24 h. Cepas en las que no se generd estrés oxidativo (sin cambio: SC).

Los primeros informes asociados a estrés oxidativo se expusieron en trabajos
realizados in vitro, donde se describid que tanto antibidticos bactericidas como
bacteriostaticos estimulan la formacidn de oxigeno reactivo en presencia de pequefias
cantidades de metales como Cu o Fe, dado que, la generacion de estrés oxidativo
causada por antibiéticos de uso clinico se relaciond a la quimica Fenton en primer

[ a0 1L




rResuLTADOS Y DIscUsION: PARTE | |GG

lugar (Gutteridge y col., 1998). Estudios posteriores con antibiéticos bacteriostaticos
tales como cloranfenicol, tetraciclina, eritromicina y rifampicina no mostraron
produccién del radical hidroxilo como parte de la induccidn de estrés oxidativo y dafio
celular (Kohanski y col.,, 2007), en comparacidon con antibidticos bactericidas, que

independientemente de su mecanismo de accion, promueven este radical (OH*) como
producto final del daifo oxidativo. De esta manera, las especies reactivas impactan en
la muerte celular bacteriana a través de la perturbacién del ciclo de los acidos
tricarboxilicos, provocan un agotamiento de NADH y la desestabilizacion de los
complejos de Fe-S de las proteinas, liberando Fe?* y estimulando la reaccién de
Fenton. Por su parte, Albesa y col., (2004) identificaron la generacion de radical aniéon
superoéxido producida por cloranfenicol (rango de concentraciones evaluadas 0,5 a 8
ug/mL) en cepas de S. aureus de modo dosis-dependiente. Estos resultados estan en
concordancia con los datos presentados en este capitulo de tesis. No obstante, en el
estudio mencionado se trabajé con una Unica cepa de S. aureus sensible a meticilina 'y
cloranfenicol.

Otros autores destacan que ERO contribuyen a la accién antimicrobiana
dependiendo del tipo de antibidtico y tiempo al que se enfrenta a un microorganismo
(Zhao y col., 2015). Los autores sugieren que un conjunto de factores de la célula,
permiten inducir muerte celular basada en el nivel de deterioro provocado por el
desequilibrio oxidativo. Los investigadores plantearon que dependiendo del costo
energético que implica la reparacién del dafio celular causado, la célula puede utilizar
la muerte mediada por estrés como una via que acompafna el mecanismo de accién
principal del antibidtico (Wu y col., 2011; Dwyer y col., 2012; Fang, 2013).

1.2.3 Identificacion de alteraciones producidas por ERO y ERN en la capacidad
antioxidante total (FRAP), enzima superoéxido dismutasa (SOD) y productos proteicos
de oxidacion avanzada (AOPP)

Las cepas caracterizadas genéticamente que presentaron mayor producciéon de
especies reactivas se seleccionaron para los ensayos de FRAP, SOD y AOPP. La prueba
de FRAP se aplica para identificar el potencial antioxidante total de un sistema cuando
éste se encuentra bajo un estado de estrés oxidativo (Benzie y Strain, 1996). Por su
parte, la induccién de la enzima SOD se considera un marcador de estrés oxidativo
agudo (Biagini y col., 1995), mientras que los AOPP se utilizan para identificar la
vulnerabilidad de las proteinas a las especies reactivas nocivas como un parametro de
dafo proteico in vitro (Capeillere-Blandin y col., 2004). La finalidad de evaluar estos
sistemas radicé en la busqueda de un entendimiento del comportamiento fenotipico
observado, dado que no se pudo comprobar una relacidon entre la generacién de estrés
y las caracteristicas genéticas de las cepas seleccionadas.
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Se evaluaron 8 cepas SAMR y 4 cepas SAMS. Las cepas fueron: SAMR 1, SAMR
5, SAMR 9, SAMR 23, SAMR 24, SAMR 27, SAMR 28, SAMR ATCC 43300, SAMS 15,
SAMS 16, SAMS 22 y SAMS ATCC 29213. La Figura 12 exhibe el comportamiento del
FRAP cuando las cepas fueron tratadas con LZD en concentraciones crecientes durante
4 h, donde no se observd un efecto dosis-dependiente y hubo una marcada
disminucion del FRAP en todas las condiciones evaluadas.

SAMR ATCC 43300 [t [ 4 ugimL
£ ' [ 2 pg/mL
| [ 1 pg/mL
SAMR 28 | , | P
SAMR 27 =1
SAMR 24
SAMR 23 =
SAMR 9 = |
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Figura 12. Evaluacién de la capacidad antioxidante total (FRAP) en cepas de S. aureus
incubadas con LZD por 4 h. En la grafica superior se representan las cepas SAMR y en la inferior
las cepas SAMS. Los tratamientos, en su totalidad, fueron significativos respecto del basal
*(p<0,05).
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Posteriormente, la actividad de la enzima SOD se evalud en las cepas, con el
propdsito de identificar si el estrés detectado activd este sistema de defensa
antioxidante enzimatico. Los resultados de la Figura 13 representan la activacién
enzimatica para cada cepa tratada con concentraciones crecientes de LZD en funcién
de las unidades SOD/mg de proteina. La activacidon enzimatica se identific6 como un
efecto dosis-dependiente, asimismo los valores de unidades basales de SOD en estas
cepas no siguieron un patron de comportamiento entre sensibles y resistentes a
meticilina y fueron en cada caso diferente. En contraste, con lo observado en el ensayo
de FRAP (Figura 12), en el que los valores basales fueron superiores en las cepas
meticilino resistentes.
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Figura 13. Cuantificacidn de la actividad SOD en cepas de S. aureus. Las barras rojas (1 ug/mL),
azules (2 pg/mL) y verdes (4 pg/mL) comprenden los respectivos tratamientos con LZD (eje x).
La barra negra a la izquierda de cada grafica refleja la respuesta basal de la cepa. En el eje
vertical (y) se cuantifica las unidades SOD/mg de proteinas. *p<0,05 y **p<0,005 significancia
respecto del control sin antibidtico (basal).

El biomarcador de estrés oxidativo, AOPP, se evalué para constatar la
factibilidad del dafio generado por ERO y ERN en las cepas seleccionadas, e identificar
si tenia relacion con la actividad inhibitoria de LZD. Las cepas se expusieron a LZD y se
estudid la evolucion de la lesidon oxidativa en el tiempo. Los resultados obtenidos no
revelaron un incremento de los niveles de AOPP, inclusive hasta las 24 h de
incubacién, a la vez que no se advirtié cambio en los tratamientos con LZD. Solé las
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cepas SAMR 1y SAMR 27 presentaron un incremento del 15% respecto de los valores
basales, a las 24 h de incubacion con el antibidtico.

Los resultados obtenidos demostraron que en las cepas donde se vislumbré
producciéon de ERO y ERN no se observé un aumento de la capacidad antioxidante total
para contrarrestar este efecto oxidante. Asimismo, tampoco se identific6 una
induccion marcada de la enzima SOD respecto del control sin tratar. Ademas, la
produccién de especies reactivas no presentd un dafio significativo en las proteinas
bacterianas. Los efectos se observaron en periodos de tiempo puntuales para cada
cepa y los resultados no fueron acumulativos en el tiempo.

Los antibiéticos inhiben diferentes procesos celulares en los
microorganismos, en estos se consume energia celular, sugiriendo que el tratamiento
antimicrobiano presenta consecuencias relevantes sobre el metabolismo bacteriano.
Lobritz y col. (2015) lograron detectar, por metabolémica, la acumulacién de
subproductos derivados de la inhibicion celular causada por antibidticos
bacteriostaticos en cepas de S. aqureus tales como: LZD, clindamicina, cloranfenicol y
eritromicina; identificando la acumulacion de metabolitos. La inhibicién de la sintesis
proteica (es decir, transcripcion o traduccidn) se asocié con una disminucién de la
respiracion celular bacteriana. Asimismo, en respuesta al bloqueo se observé una
acumulacién de aminodcidos y nucledtidos, reflejando la incorporacién reducida de
péptidos o ARN. Los analisis metabolémicos y protedmicos de los tratamientos con
antibidticos bacteriostaticos han sugerido que el metabolismo central se suprime en
respuesta al tratamiento (Zhang, 2014) reduciendo la demanda de energia, vy
secundariamente, suprimiendo las tasas de respiracion celular y produccion de ATP
(Koebman vy col., 2002). Lin y col., (2014) demostraron que la exposicidn de E. coli a
clortetraciclina (antibiético bacteriostatico) provoca una regulacién negativa de las
principales vias metabdlicas y en consecuencia, se reduce el consumo de energia en la
célula.

En contraste a la respuesta bacteriostatica, la evidencia sugiere que las
drogas bactericidas pueden aumentar las tasas metabdlicas celulares y que la eficacia
antibidtica puede relacionarse directamente con el estado metabdlico (Ritterhaus y
col., 2013). La respuesta transcripcional a los antibidticos bactericidas implica la
regulacién positiva de los genes implicados en el metabolismo central y la respiracién
celular (Dwyer y col., 2007; Kohanski y col., 2007, 2008).

La sintesis de proteinas es el proceso donde se consume mayor energia
dentro del metabolismo global de la célula (Scheneider y col., 2002; Wilson, 2014). En
consecuencia, la interrupcion de este proceso celular puede causar cambios
significativos en la dindmica del consumo de la energia celular. Teniendo en cuenta los
antecedentes citados, los resultados obtenidos en este apartado se podrian atribuir a
gue el blogqueo de la sintesis proteica originada por el tratamiento con LZD provoca
una desaceleraciéon de la respiracién celular que conlleva a una disminucion de la
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actividad metabdlica tanto en células plancténicas como lo observado en biofilm. De
esta manera, la célula ingresaria a un estado durmiente en el cual la induccién de
estrés oxidativo podria depender del estado metabdlico de cada célula al momento del
tratamiento. Debido a esto, no se aprecia aumento de biomarcadores vinculados al
estrés, asi como tampoco induccién de un sistema de defensa ni aumento de la
capacidad antioxidante total de la célula.

1.2.4 Investigacion de la toxicidad de LZD en células sanguineas: Hemdlisis e
induccion de estrés oxidativo en Leucocitos

Como parte del estudio del dafo inducido por LZD, se procedié a determinar la
toxicidad provocada por el antibidtico en células sanguineas y se evalué el porcentaje
de hemodlisis luego de la incubacidon con el antibidtico. En todas las condiciones
ensayadas no se observd hemdlisis significativa respecto del control, inclusive a
concentraciones utilizadas en tratamientos clinicos (10xCIM).

Asimismo, se cuantificd la produccién de ERO y ERN en glébulos blancos (GB)
monitoreando la intensidad de fluorescencia proveniente de la oxidacién de la sonda
DHR. Las muestras sin previa incubacion con LZD no manifestaron cambio significativo
de la intensidad de fluorescencia a las diferentes concentraciones ensayadas (Figura
14). Sin embargo, cuando se incubaron por 20 min, se aprecié el maximo incremento
de la intensidad emitida a concentraciones sub-CIM. En contraste, a los 40 min de
exposicion se observé que la produccidn de especies reactivas fue inferior a lo
detectado a un tiempo menor y el porcentaje maximo de aumento fue de 59,6% a la
concentracion sub-CIM de 0,05 pug/mLy de 11,01% a 50 pg/mL, respecto del control.
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Figura 14. Cuantificacion de la produccidn de especies reactivas en gldbulos blancos. La gréfica
exhibe el control y los tratamientos con LZD a diferentes concentraciones y en distintos
tiempos.
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Algunos antibidticos disponibles para tratamientos clinicos provocan
alteraciones en células sanguineas, uno de los mas estudiados es cloranfenicol
(antibidtico bacteriostatico). El efecto adverso mas severos es la depresién de la
medula ésea, que conduce a una anemia aplasica irreversible (Yunis, 1973). Paez y col.
(2008) demostraron la asociacion del incremento de ERO en GB obtenidos de
pacientes sanos, este efecto se vio acoplado al aumento de la actividad de las enzimas
SOD, catalasa (CAT) y diaforasa, utilizadas como marcadores en respuesta al estrés
oxidativo generado.

Wang vy col., (2014) determinaron alteraciones de pardametros hematolégicos
en ratas tratadas con dosis orales de LZD por un periodo de 14 dias. Los resultados
revelaron una disminucion del nimero de GB, hematies y plaquetas, mientras que las
actividades enzimaticas de SOD y CAT exhibieron ser dosis-dependiente. En el mismo
estudio se destacé un aumento del marcador malondialdehido (MDA) y del contenido
de oxido nitrico. El efecto fue reversible tras la administracion de un antioxidante
como la vitamina E. Mientras que los resultados obtenidos en GB y hematies, en este
trabajo de tesis, demuestran sélo una induccién de especies reactivas a tiempos cortos
y a concentraciones bajas de LZD.

Wang y col. (2015), presentaron evidencia de alteraciones hematoldgicas en
pacientes luego de 20 dias de tratamiento con LZD. Las investigaciones revelaron un
incremento en los niveles de ERO, MDA, SOD y CAT, y asi, correlacionaron el papel
clave del estrés oxidativo en el mecanismo de iniciacion y progresion de la
trombocitopenia a causa de la exposicidn a LZD. En consecuencia, se podria vincular el
estrés oxidativo generado por LZD, a la exposicion por tiempos prolongados y elevadas
concentraciones del antimicrobiano en estudios in vivo. Los menores resultados
obtenidos en este trabajo podrian estar relacionados a que en experimentos in vitro
no se puede evidenciar los parametros que influyen en ensayos in vivo, asi como
también limitaciones en la metodologia como concentraciones del antibidtico elevadas
(precipitacién) y tiempos de incubacién con las células sanguineas. Cabe destacar, que,
en las terapias anti-infecciosas, la activacion de las especies de oxigeno ha sido
sugerida como uno de los factores de defensa frente al medio ambiente interno (Beck
y col., 2000), por lo que la formacion de ERO esta estrechamente relacionada con la
activacioén y la agregacion plaquetaria (Freedman, 2008).

De la totalidad de cepas utilizadas, sdlo el 40% mostrd induccion de especies de
oxigeno y nitrogeno nocivas (Figura 15). Sin embargo, este efecto fue aleatorio y no se
identificd relacién con las caracteristicas genéticas de las cepas evaluadas, lo que
sugiere que el estrés observado podria asociarse al estado metabdlico de cada cepa
durante el tratamiento. De los datos obtenidos, se dilucidé que el estrés oxidativo en
bacterias no tiene un rol preponderante ligado a la acciéon inhibitoria de LZD, motivo
por el cual, marcadores de estrés oxidativo y sistemas de defensa antioxidantes no
presentaron modificaciones significativas.
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Antimicrobianos
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ERO&ERN
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Figura 15. Esquema del modelo propuesto donde un antimicrobiano presenta un mecanismo
de accién descripto que inducird especies reactivas como parte de un proceso secundario que
conduce a dafos celulares con el desencadenante de la muerte celular. El antibidtico
bacteriostatico LZD bloquea la subunidad ribosomal (R), lo cual no se observa la produccién de
ERO y ERN como parte de su accién inhibitoria en cepas de S. aureus.
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Comprender el impacto fisiolégico que presentan los compuestos
bactericidas ha sido un desafio de nuestro grupo de investigacién. Estudios previos
realizados con el antibidtico bactericida ciprofloxacina (CIP) demostraron la generacién
de especies reactivas del oxigeno (ERO) téxicas en diferentes géneros bacterianos. Por
este motivo, se selecciond esta fluorquinolona para dar continuidad con el segundo
objetivo especifico de esta tesis y asi estudiar uno de los eventos oxidativos mas
relevantes para la célula asociado a la muerte celular inducida por ERO como es la
peroxidacién lipidica (PL). Proyectamos los estudios en suspensiones de cultivos
plancténicos como también a nivel de célula individual por microscopia de
fluorescencia de reflexién interna total (TIRF).

Se realizd un trabajo en colaboracion con el grupo de investigacion dirigido
por el Prof. Dr. Gonzalo Cosa de la Universidad de McGill, Montreal, Canada. Para
lograr evaluar el dafio oxidativo en membranas lipidicas con una alta especificidad, y
resolucidon espacio-temporal, se trabajé con la sonda fluorescente desarrollada y
caracterizada por el grupo de investigacion del Prof. Dr. Gonzalo Cosa (Krumova y col.,
2012) en combinacidn con técnicas avanzadas de microscopia de fluorescencia. El
colorante H;B-PMHC estd disefiado en base a la quimica del compuesto a-tocoferol, un
potente antioxidante lipidico, de manera que reacciona rapidamente con los radicales
peroxilos de las membranas lipidicas, donde una molécula de la sonda en estado
reducido (cromanol-BODIPY, no emisora) es oxidada por dos radicales generandose la
especie fluorescente (cromanona-BODIPY, emisora, H.B-PMHCox, Esquema 1).

H,B-PMHC

Esquema 1. Oxidacién del colorante H,B-PMHC en presencia de radicales peroxilo lipidicos.

El objetivo de nuestro trabajo aqui descripto fue evaluar mediante la utilizacién
del colorante H,B-PMHC la lesion oxidativa provocada en lipidos por el tratamiento
con el antibiético CIP. Ademas, encauzar los estudios a nivel de células Unicas para
monitorear los cambios fisioldgicos inducidos por una perturbacidon exégena célula a
célula, y describir una nueva metodologia con un gran potencial para el estudio de la
PL en tiempo real.
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2.1 Identificacion del dafio oxidativo inducidos por CIP en diferentes géneros
bacterianos

La PL es una lesidon oxidativa que sufren las células bajo condiciones basales
aerdbicas, como asi también, producto de la exposicidn a diversos agentes oxidantes y
compuestos bactericidas. La primera etapa de este trabajo abordd el estudio de Ia
perturbaciéon ocasionada por el antibidtico bactericida CIP en diferentes géneros
bacterianos mediante seguimiento de la oxidaciéon del colorante H;B-PMHC. Se
seleccionaron 6 cepas, 3 Gram positivas (Figura 16, columna derecha) de referencia:
Bacillus subtilis ATCC 6051, Staphylococcus aureus ATCC 29213 (SAMS), S. aureus
meticilino resistente ATCC 43300 (SAMR); y 3 Gram negativas (Figura 16, columna
izquierda): Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y una
cepa clinica de P. aeruginosa provista por el hospital Aconcagua de la ciudad de
Cérdoba (Argentina), la cual fue designada como H. Las 6 cepas seleccionadas fueron
susceptibles a CIP y las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) fueron entre 0,25y
1 pug/mL.

En primer lugar, se investigd la intensidad fluorescente emitida cuando las
cepas se trataron con concentraciones crecientes del antibiético por un lapso de 12 h
(Figura 16). Las cepas SAMS y SAMR, presentaron una intensidad fluorescente
semejante al control no tratado con CIP (Figura 16 E y F). B. subtilis revelé una
intensidad fluorescente superior al control, a la concentracién de 30 uM, sin embargo,
esta diferencia no fue significativa.

Las cepas Gram negativas (Figura 16, columna izquierda) tuvieron una
performance basal diferente a las Gram positivas, la lesién oxidativa observada fue
superior a SAMS y SAMR, mientras que fue comparable a B. subtilis (Figura 16 D). En el
caso de P. aeruginosa ATCC 27853, la intensidad fluorescente emitida en los
tratamientos fue similar al control (Figura 16 A). En contraste, la cepa clinica de
P. aeruginosa H presentd una lesidn oxidativa superior a la cepa de referencia (Figura
16 B). Por su parte, E. coli revelé un dafio oxidativo dosis-dependiente, el incremento
de la intensidad fluorescente normalizada fue mas del doble, cuando se expuso a la
concentracion de 100 uM de CIP, respecto de su control no tratado (Figura 16 C).
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La respuesta heterogénea observada entre ambos grupos, Gram positivas y
negativas se asocid, principalmente, a las diferencias que presentan las paredes
celulares. La estructura de la pared de las bacterias Gram positivas estd compuesta por
una delgada membrana lipidica rodeada por una capa de mureina (copolimero
formado por 2 azucares) y acidos lipoteicoicos. En contraste, las Gram negativas
presentan una pared constituida por dos membranas lipidicas, una membrana interna
y otra externa separadas por una delgada capa de mureina (Raetz y Whitfield, 2002;
Brown y col., 2015).
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Figura 16. Intensidad fluorescente obtenida del tratamiento por 12 h con diferentes
concentraciones de CIP, y control sin tratar (barra negra). En la Figura se destaca en el panel
izquierdo P. aeruginosa ATCC 27853 (A), P. aeruginosa H (B), E. coli ATCC 25922 (C). El panel
derecho refleja los resultados con B. subtilis ATCC 6051 (D), SAMS ATCC 29213 y SAMR ATCC
43300.
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En ambos casos, la composicién de la membrana lipidica, mayoritariamente,
es la siguiente: Fosfatidiletanolamina (PE), Fosfatidilglicerol (PG) y Cardiolipina (CL).
Asimismo, se ha descripto que dentro de un mismo género bacteriano la composicidon
lipidica puede variar entre cepas (Zang y Rock, 2008), en base a este antecedente
atribuimos las diferencias observadas entre las cepas de P. aeruginosa clinica y de
referencia.

Uno de los modelos de membranas biolégicas mas ampliamente estudiadas
es el de la E. coli, estad constituida en un 75 % por PE, un 20 % de PG y CL (Raetz y
Dowhan, 1990). Tanto P. aeruginosa como B. subtilis presentan los 3 fosfolipidos
mencionados para E. coli, en diferentes proporciones, y otras combinaciones de
lipidos, mientras que S. aureus no presenta PE en su estructura (Sohlenkamp y Geiger,
2016).

Informes previos revelaron que los acidos grasos totales en cepas de
S. aureus sensibles y resistentes a meticilina son similares tanto cualitativa como
cuantitativamente (Dunnick y O'Leary, 1970), lo cual puede asociarse a la semejanza
en el efecto observado entre las cepas SAMS y SAMR. Por otro lado, se ha descripto
que B. subtilis tiene similitudes estructurales en la composicidon y concentracion de
lipidos a la pared de E. coli (Silhavy y col., 2010), por lo que difiere con el resto de las
cepas Gram positivas.

2.2 Determinacion de la viabilidad celular pre y post tratamiento con CIP utilizando
IP como marcador

La generacidon de ERO es un subproceso en el tratamiento con antibidticos
bactericidas. Sin embargo, para que estas especies se produzcan, la célula debe estar
metabdlicamente activa (Belenky y col., 2015). El colorante IP, se utiliz6 para marcar
las células muertas pre y post tratamiento con CIP y de esta manera tener informacién
sobre el niumero de células individuales no viables en cada tratamiento. El numero
total de células por experimento se registré a través del canal de diferencial de
contraste (DIC) y, en base a este, se calculd el porcentaje de la poblacidon que se tifd
con IP. En condiciones basales se registré un total de 6,4% de células muertas luego de
las 12 h de exposicidon. E. coli tratada con CIP 30 uM y 100 uM revelaron un 35,1y
45,4% de bacilos muertos, posterior al tiempo de incubacion con CIP, respectivamente
(Figura 17).

Estudios previos llevados a cabo con CIP evidenciaron que el antibidtico no
altera la integridad de la membrana, adn a elevadas concentraciones del mismo
(Wickens y col., 2000; Silva y col., 2011). Por lo tanto, los bacilos marcados con IP
muestran un evento letal. Esta aproximacién permitié reforzar el hecho de que los
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experimentos realizados con H;B-PMHC arrojan informaciéon sobre la evolucién de PL
en tiempo real, ya que sélo aquellas células que se encuentren metabdlicamente
activas son capaces de producir ERO.

CIP 30 uM

\%y

CIP 100 uM

RN AR 7

Figura 17. Imagenes de DIC de E. coli (fila superior). La columna izquierda representa las
células en condiciones basales, la sucesiva indica la exposicion de la cepa a 30 uM de CIP y la
columna derecha el tratamiento con 100 uM del antibidtico. La segunda fila refleja la cantidad
de células muertas al inicio del tratamiento (tiempo 0), y la tercera filaa las 12 h.

2.3.1 Estudio de la lesion oxidativa, en tiempo real, provocada por CIP en E. coli

En vista de comprender, a nivel de células individuales, los cambios fisiologicos
gue provoca un antibiético de amplio espectro, CIP, se procedié al analisis en tiempo
real de la PL. Para los estudios de capturas de imagenes en el tiempo, se utilizé la cepa
E. coli, ya que esta presentd un efecto dosis-dependiente identificado previamente por
fluorescencia en suspensién bacteriana cuando se expuso a CIP (Figura 16).
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La Figura 18 representa las diferencias de intensidades individuales de
fluorescencia en cada bacilo a tiempo 0, 6 y 12 h. En la fila superior de la Figura 18
(tiempo cero), se destacé una mayor cantidad de células que presentaron un estado
de estrés oxidativo avanzado cuando fueron tratadas con CIP 30 y 100 uM. Por su
parte en el basal (control) se aprecid una fluorescencia débil proveniente de unas
pocas células.

&

Figura 18. Imagenes de las poblaciones de células individuales de E. coli, en condicion basal o
tratadas con CIP a las concentraciones de 30 y 100 uM. También, se indica el tiempo al cual ha
sido adquirida la imagen: tiempo cero (primera fila), luego de 6 h de seguimiento (segunda fila)
y posterior a 12 h de exposicion (tercera fila).

A las 6 h de incubacién con el antibidtico se observé un aumento de la cantidad
de bacilos iluminados, mientras que aquellos que habian presentado una marcada
fluorescencia desde el inicio continuaron manteniéndose brillantes e incrementaron
débilmente su intensidad. En condiciones basales (bacteria sin tratamiento, columna
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Izquierda), se logré corroborar, en tiempo real, la produccién de especies reactivas
nocivas inductoras de PL, un evento de auto-oxidacidon inherente al metabolismo
celular (Figura 18, segunda fila). Sin embargo, la PL aumentd considerablemente a las
12 h de exposicion de E. coli con CIP (Figura 18, tercera fila). Ademas, de identificarse
un efecto de tipo dosis dependiente, ya que a concentraciones elevadas del antibidtico
tanto la intensidad inicial como final de fluorescencia se vio magnificada (Figura 18
columna central y derecha).

Los histogramas de la Figura 19 muestran las intensidades de fluorescencia
iniciales y finales para la cepa en condiciones basales y tratada con CIP (3, 30 y 100
UM) por 12 h. El panel de la derecha por otra parte permite correlacionar las
intensidades de fluorescencia finales con relacién a las iniciales para cada condicién
estudiada y cada bacilo observado. Aqui, cada punto representa un bacilo individual,
en el que se encuentra implicita la trayectoria de incremento de fluorescencia para
cada célula. El panel A muestra la oxidacion basal de E. coli, en la que se apreciaron
intensidades iniciales homogéneas en toda la poblacién (silueta del histograma sin
color) mientras que, al cabo de 12 h, las intensidades individuales se modificaron en el
rango entre 1x10* y 2x10* unidades arbitrarias de fluorescencia (u.a). En el panel B, se
exhibe el tratamiento con 3 uM de CIP (concentracidon correspondiente a la CIM), en el
gue se demostré un comportamiento similar a lo observado en condiciones basales y
s6lo algunas células individuales alcanzaron intensidades finales de 3x10* u.a. Este
fendmeno se aprecia en detalle en el grafico de dispersidon de intensidades (panel B
derecha). Los bacilos tratados a la concentracion de 10xCIM (30 uM, panel C izquierdo)
presentaron intensidades iniciales comparables al control, mientras que luego de 12 h
se registré una mayor diversidad de intensidades finales en la poblacidn, comparada
con la poblacién no tratada. Estas variaciones revelaron eventos de oxidacidn
diferentes a lo largo de un cultivo proveniente de una Unica colonia aislada. Cuando el
sistema se sometid a una concentracion extrema de CIP, el comportamiento de la
poblacién a tiempo cero, se vio perturbado mostrando células con intensidades
iniciales de hasta 2,5 x10% En este caso, se aprecid una variedad notable de
intensidades iniciales, lo que podria asociarse a un aumento del metabolismo de las
células individuales (panel D derecha). Cabe destacar que las intensidades iniciales en
todos los casos comenzaron a registrarse luego de 5 min después de agregar el
antibidtico. Es importante destacar que a las concentraciones de 30 y 100 uM de CIP,
las intensidades finales fueron en el rango entre 2x10* y 5x10* Tanto las células
tratadas con CIP como el comportamiento basal de las mismas, revelaron intensidades
de fluorescencia, mayoritariamente homogéneas a concentraciones (3 y 30 uM), a
tiempo cero. Sin embargo, las trayectorias de incremento de intensidades fueron
Unicas para cada bacilo y generaron la dispersion de valores a tiempo final (12h)
observada en la Figura 19.
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Figura 19. Histogramas de distribucién de intensidades de fluorescencia a tiempo cero
(histograma sin rellenar), y luego de 12 h (histograma relleno) de seguimiento en funcién del
numero de células individuales en el experimento. A la derecha de cada histograma se exhibe
la correlacidn de intensidades finales vs. iniciales para cada condicidn estudiada. El panel A
representa la lesién oxidativa basal de E. coli. Los paneles B, Cy D exhiben los tratamientos con
3 uM, 30 uM y 100 uM de CIP, respectivamente.

Consecuentemente, mientras que la dispersién de valores de intensidad es

minima a tiempo cero y grande después de 12 h, la correlacion de intensidades
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iniciales y finales demostré un comportamiento lineal de pendiente infinita donde la
intensidad final (eje y) es independiente de la intensidad inicial (eje x). Solo en el caso
de tratamientos con 100 uM de CIP es factible observar que un nimero de bacterias
exhibe alta intensidad de fluorescencia inicial, y similar intensidad al final, con lo que la
correlacién toma una pendiente de uno para estos bacilos.

Para optimizar la visualizacion de la evolucién de la PL, las Figuras 20, 21y 22
muestran el progresivo dafio oxidativo en el tiempo (0, 2, 4, 6, 8, 10y 12 h). Dada una
“tira de pelicula o filmtrip” que consiste en siete marcos adquiridos a tiempos
determinados, se le acoplé la trayectoria fluorescente (resultante de todos los marcos)
que presentd la célula individual, seleccionada al azar. En general, la respuesta basal
de las células presentd una tendencia de aumento de la intensidad de fluorescencia
homogénea (Figura 19A y Figura 20). La cepa tratada con CIP 3 uM (concentracion
correspondiente a la CIM) exhibié un aumento de la intensidad fluorescente a partir de
las 6 h de tratamiento (Figura 20), permitiendo asociar la PL inducida como un proceso
gue se prolonga en el tiempo por el incremento del desequilibrio oxidativo en la célula.
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Figura 20. Imagenes del comportamiento de células individuales en el tiempo. Para cada
filmtrip se detalla el incremento de la intensidad de fluorescencia a lo largo del experimento.
En este se representa una célula sin tratar (superior) y otro bacilo tratado con CIP 3 uM.

La Figura 21 revela los resultados alcanzados, cuando E. coli se incubd con el
antibidtico a la concentracion de 10xCIM. Cabe destacar que esta concentracion es de
gran relevancia, ya que es la empleada en tratamientos clinicos. En la tira de pelicula
superior de la Figura 21, se ejemplifica una célula brillante desde tiempo cero, con un
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incremento de la intensidad fluorescente normalizada de 3,9 veces respecto de su
intensidad inicial. La mayor parte de las células de la poblacién analizada expuesta a 30
MM de CIP, por el contrario, comenzaron a incrementar su intensidad luego de 4 h de
tratamiento. La Figura 21, panel inferior ilustra el comportamiento caracteristico de un
bacilo donde se proyect6 a las 12 h un incremento de la intensidad normalizada de
32,8. La heterogeneidad en el comportamiento temporal exhibido de bacilo a bacilo en
cuanto a la PL en respuesta a la presencia de CIP podria indicar distintos estadios
metabdlicos de las células dentro de una misma poblacidn. Es importante remarcar
que, en ambos casos, se distinguid, dentro de cada célula, una distribucién
fluorescente heterogénea, con intensidades superiores en los polos.

0 200 400 600 800 0 200 400 600 800
Tiempo (min) Tiempo (min)

CIP 30 uM

Figura 21. Imagenes de la respuesta de dos células individuales, cuando se incubaron con CIP
30 uM.

La maxima concentracién probada de CIP (Figura 22) presentd un patrén de
comportamiento altamente diverso, con células muy brillantes desde el inicio, otras
qgue fueron incrementando su intensidad paulatinamente a medida que avanzd el
deterioro oxidativo, y otra poblacion que se ilumind durante el Ultimo periodo (entre
las 10 y 12 h) del experimento. Las tiras de pelicula, representativas de la poblacién,
evidenciaron una distribucion de la intensidad de fluorescencia superior en los polos
de las células como ya se habia observado en el tratamiento de 30 uM de CIP; este
comportamiento se vislumbrd en gran parte de las poblaciones estudiadas.
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Figura 22. Imagenes de la evolucién del dafio oxidativo en E. coli tratada con una
concentracién extrema de CIP de 100 puM.

Por su parte, las trayectorias de las células mostraron en la mayoria de los
casos una curva de tipo sigmoide. Esto permitié identificar que salvo aquellas células
gue se encontraban iluminadas desde el inicio del experimento (tiempo 0), todas
presentan un periodo de induccién donde la fluorescencia casi no se percibe y que
luego de un punto critico comienza a incrementarse con mayor velocidad la intensidad
de fluorescencia. Estas observaciones se asociaron con el incremento de radicales
peroxilo que se exacerba y conduce a una situacion de estrés oxidativo catastrdfica
para la célula, probablemente comprometiendo su integridad desde ese quiebre e
induciendo su muerte.

En estudios en suspensiones de cultivos plancténicos, uno de los productos
no deseados que se generan como consecuencia de la respiracidon aerdbica y la
fosforilacién oxidativa es la produccién de anidn superdxido seguido de radicales
toxicos (Imlay y Fridovich, 1991). Se ha descripto que el anién superdxido representa
una amenaza directa para las proteinas que contienen complejos de Fe-S, ya que los
oxidan facilmente (Liochev y Fridovich, 1999; Imlay, 2003, 2006). De manera que, esta
especie descompone los complejos mencionados liberando concentraciones elevadas
de Fe?* (Keyer e Imlay, 1996) que posteriormente median la formacion de radical
hidroxilo por la reaccion de Fenton. Ademds, se producen otros intermediarios
reactivos toxicos que tienen como blanco el dafio de macromoléculas como ADN,
proteinas y lipidos (Aruomay col., 1989; McBride y col., 1991; Balasubramanian y col.,
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1998; Nunoshiba y col., 1999; Touati, 2000; Imlay, 2003; Ma y col., 2015). Kohanski y
colaboradores (2007) aportaron evidencia sobre la producciéon de radical hidroxilo
posterior al tratamiento con antibidticos bactericidas. Los estudios sugieren que
diferentes cambios bioquimicos se producen luego de una dosis letal de estos
farmacos, lo que promueve la formacion de ERO. De esta manera, la produccion de
especies reactivas causadas por la exposicién a norfloxacina se constatd por cambios
en la expresion génica y analisis fenotipicos en la bacteria E. coli. Dwyer y col. (2007)
demostraron que la generacién de radical hidroxilo y anidén superdxido se generan
luego de la interaccion antibidtico-target.

Por otro lado, la eficacia de la terapia antimicrobiana se ha asociado al flujo
de carbono del ciclo de los acidos carboxilicos (TCA) y a factores ambientales, como la
disponibilidad de oxigeno molecular presente en el sistema para alimentar el
transporte de electrones (Thomas y col., 2013; Rosato y col.,, 2014). Lobritz y col.
(2015) explicaron que post interaccidén antibidtico-target se produce una perturbacion
en la respiracidon celular que conlleva a un aumento en las tasas de consumo de
oxigeno en el caso de antibidticos bactericidas como norfloxacina, gentamicina y
ampicilina, donde la respiracion celular se ve exacerbada o acelerada. En el mismo
trabajo, destacan que aquellas bacterias en la cuales se realizé un bloqueo del sistema
citocromo oxidasa no produjeron, post tratamiento con norfloxacina, un incremento
de la respiracion celular y como tal se identificé un aumento en la supervivencia esas
células. En condiciones aerobias, E. coli sintetiza ATP mediante el intercambio eficiente
de electrones a través de la cadena de transporte de electrones (Bettenbrock y col.,
2014). Estudios de bloqueo de genes de citocromos de la cadena de transporte de
electrones, en presencia de antibidticos, han demostrado que la tasa de muerte celular
se ve disminuida, lo que indica que la respiracion presenta un rol preponderante en el
dafo celular inducido por antibidticos.

El reflejo de un estado redox exacerbado por el tratamiento con un
antimicrobiano, tiene aparejado como consecuencia perturbaciones en
macromoléculas. Dentro de estas alteraciones, se detallan altos niveles de proteinas
oxidadas, peroxidacion lipidica, oxidacién de nucledtidos, formacion de aductos de
malondialdehido (MDA) y ruptura de la doble cadena de ADN bacteriano (Farr y
Kogoma, 1991; Becerra y col., 2006; Dwyer y col., 2014). Estudios por metaboldmica
realizados en E. coli con 3 antibiéticos, norfloxacina, ampicilina y gentamicina,
revelaron que los cambios metabdlicos inducidos en la bacteria inicialmente fueron
similares con los 3 antibiéticos y luego de un determinado periodo (aproximadamente
luego de 60 min) la respuesta individual fue especifica para cada caso (Belenky y col.,
2015). Ademas, relacionaron a las alteraciones metabdlicas inducidas por antibiéticos
con el dano oxidativo ocasionado en diferentes componentes celulares criticos, asi
como la activacién de la respuesta antioxidante frente a este evento. Al mismo tiempo
identificaron que las concentraciones relativas de nucleétidos y lipidos disminuyeron
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con el tratamiento, mientras que se determind un incremento considerable de las
concentraciones de carbohidratos, energia y metabolitos de vitaminas y cofactores.

La quinolona CIP produce la generacidn de especies oxidantes que provocan un
desequilibrio oxidativo, el cual puede ser identificado en tiempo real por microscopia
de fluorescencia TIRF. La mayoria de los estudios realizados en bacterias tratadas con
antimicrobianos se realizan en experimentos en suspensiones, como los realizados en
lector de placas multipocillo y, en gran parte, por periodos cortos de tiempo (hasta 120
min). En este trabajo, logramos corroborar que el proceso de oxidacién de lipidos es
un efecto que es diferente para cada célula y que se prolonga en el tiempo. La
peroxidacién de lipidos es probablemente uno de los eventos mas relevantes
asociados a la muerte celular inducida por radicales libres, y los productos derivados
de este proceso a su vez pueden reaccionar con el ADN y proteinas provocando
modificaciones oxidativas (Yoon y col., 2002; Marnett, 2002). EIl MDA es un producto
de la oxidacion de lipidos, que puede a su vez actuar como un mutageno endégeno y
generar aductos con el ADN. Becerra y col. (2006) describieron la oxidacién de lipidos
en S. aureus asociado al incremento de ERO. Ademas, reportaron una disminucion de
la formacién de aductos de MDA cuando se adiciond metionina al sistema, indicando
una disminucién del efecto oxidativo en presencia de un secuestrante de radicales. Sin
embargo, los resultados obtenidos por el ensayo de deteccién de MDA no es un reflejo
directo de la PL. Nuestro trabajo explora el efecto de ERO a nivel membrana lipidica
adentrandose en la tematica mas alld de los paradigmas establecidos y reportando
directamente el agente quimico involucrado en el proceso, mediante la aplicacion de
sondas y microscopia de avanzada. A nuestro entender, el trabajo aqui reportado
ilustra por primera vez la evolucidn de la peroxidacidn lipidica a nivel de células Unicas.
Los experimentos revelan, claramente, un escenario donde las ERO inducen una
situacion catastrdfica en bacterias individuales, la cual podria depender del estado
metabdlico de cada célula individual mencionado previamente. Al momento, no
existen reportes descriptos de este evento producido por ERO en el tiempo y en
individuos puntuales, por lo que se propone un nuevo camino de estudio de PL por
fluorescencia para comprender el impacto fisiolégico que presenta un antibiético
frente a una poblacidn bacteriana.

Resulta de gran interés remarcar las diferencias que observamos entre las
células individuales, ya que a bajas concentraciones del antibidtico (3 uM) la tendencia
de induccidén inicial de PL es similar; mientras que en condiciones de tratamiento
extremas (30 y 100 uM) el fendmeno se ve exacerbado y la tendencia de la respuesta
individual no sigue un patrén. Aunque en todos los casos, se visualizaron células con
una marcada produccién de ERO desde el inicio del tratamiento, otras células
presentaron una respuesta lenta con incrementos de la intensidad de fluorescencia
luego de 400 min de exposicidn al antibidtico. Estudios recientes, han demostrado que
pueden existir multiples subpoblaciones que sean fenotipicamente diferentes dentro
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de una misma poblacidn bacteriana. Estas subpoblaciones varian en su estado
fisiolégico, tamano, grado de susceptibilidad a las drogas y comportamiento
metabdlico (Kester y Fortune, 2014; Brauner y col., 2016; Rego y col., 2017), asi como
también, en la diferenciacion de células resistentes, tolerantes y persistentes. En gran
parte el estudio de la dinamica de crecimiento y diferenciacién fenotipica de una
poblacién de la bacteria E. coli, se pudo realizar usando camaras de microfluidos y
monitoreando la respuesta de las células vivas por microscopia a nivel célula uUnica
(Balaban y col., 2004; Geben y Balaban, 2009). Por lo que para poder comprender en
detalle la respuesta fisiolégica y mecanistica de una droga, la observacién directa de
células Unicas en el microscopio se torna una técnica indispensable, ofreciendo una
metodologia Unica que arroja informacién esencial y precisa en tiempo real.

2.3.2 Identificacion de la lesion oxidativa provocada por el tratamiento con
ciprofloxacina y PMHC en E. coli

Los antioxidantes son sistemas de defensa presentes en las células y su rol
fundamental es el de contrarrestar el desequilibrio oxidativo que puede producirse por
diferentes factores enddgenos o exégenos. El agregado del antioxidante PMHC
(andlogo del a-tocoferol) se realizd con el objetivo de analizar los cambios que se
produjeron en la PL por el tratamiento con CIP. La Figura 23 representa los
histogramas de distribuciéon de intensidades iniciales (silueta del histograma sin
rellenar) y finales (histogramas rellenos) en funcién del nimero de células de la
poblacién. A la derecha de cada panel se encuentra el grafico de correlacion de
intensidades finales versus iniciales, donde se aprecia la intensidad de cada célula
individual en particular. E. coli expuesta a CIP (paneles B, C y D) no manifesté cambios
de intensidades significativas, y los valores de intensidades iniciales se mantuvieron
constantes a lo largo del experimento. Mientras que E. coli en condiciones basales
(panel A) expuesta uUnicamente a PMHC (10 pM) incrementdé su fluorescencia
débilmente, el histograma de intensidad final se encuentra levemente desplazado
hacia la derecha.
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Figura 23. Histogramas de distribucién de intensidades de fluorescencia a tiempo cero
(histograma sin rellenar), y luego de 12 h (histograma relleno) de seguimiento en funcién del
numero de células individuales en el experimento. A la derecha de cada histograma se exhibe
la correlacidn de intensidades finales vs. iniciales para cada condicidn estudiada. El panel A
representa la lesion oxidativa basal de E. coli expuesta a PMHC 10 uM. Los paneles B, Cy D
exhiben los tratamientos con 3 uM, 30 UM y 100 uM de CIP mas PMHC, respectivamente.
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Los resultados expusieron que la adicidon de un antioxidante exégeno cambio el
perfil de PL en todos los tratamientos con CIP respecto de lo observado en la Figura 19,
incluso a concentraciones extremas. Esto podria estar vinculado a un bloqueo de la
generacién de ERO por la presencia del antimicrobiano debido al agregado de un
antioxidante, asi como al mismo tiempo incrementarse la supervivencia de las células.
Ademas, se constatd la inhibicion mediante la determinacién de la CIM. La Figura 24
ilustra el resultado obtenido con la adicidon de una concentracién de 10 uM de PMHC a
la suspensién bacteriana. Los resultados obtenidos revelaron que la adicién del
antioxidante PMHC modificé el valor de CIM de CIP, de tal manera que no se aprecid
efecto inhibitorio. Ademas, se observo inhibicidon del crecimiento a las concentraciones
de 30y 100 uM con del agregado de PMHC.

Figura 24. Determinacidon CIM de CIP mas PMHC. La columna A representa el control de
crecimiento de E. coli. La columna B muestra el crecimiento de E. coli cuando se adiciond
PMHC 10 uM y CIP 3 uM; mientras que la C representa la inhibicién del crecimiento de E. coli
expuesta a 3 uM de CIP.

Desde un punto de vista general, la vida de una célula se la puede describir
como un equilibrio entre la tasa metabdlica y la capacidad de la célula para eliminar
ERO. Tanto las células eucariotas como procariotas han desarrollado mecanismos
antioxidantes enddgenos eficientes (Cabiscol y col., 2000; Imlay, 2008). Asimismo,
algunos de estos sistemas en bacterias se han asociado con la tolerancia a antibidticos.
Trabajos realizados con diferentes mutantes de E. coli y P. aeruginosa demostraron
tolerancia a una amplia gama de antibiéticos debido al aumento en la produccién de
enzimas antioxidantes que bloquean la generacién de moléculas pro-oxidantes, y
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reducen asi la toxicidad de los radicales nocivos (Nguyen y col., 2011; Shatalin y col.,
2011). Por otro lado, el pretratamiento con el antioxidante glutatién evidencié una
proteccion significativa frente al tratamiento con antibidticos bactericidas (Goswami y
col., 2006; Masi y col., 2006; Allison y col., 2011; Smirnova y col., 2012). Confirmando
estas observaciones, se demostrd el bloqueo de la lesién oxidativa causada por CIP
cuando se adiciond una baja concentracion del antioxidante PMHC, con el
consecuente aumento de la concentracién inhibitoria minima.

Los estudios descriptos se realizaron durante dos estadias de investigacién en
la Universidad de McGill, Montreal, Canada, bajo la direccion del Prof. Dr. Gonzalo
Cosa y la colaboracion del Dr. Andrés M. Durantini.

Las investigaciones ilustraron uno de los eventos oxidativos mas relevantes
para las células ocasionado por el antibiético bactericida CIP. Se describié la induccién
de la PL en diferentes cepas bacterianas de relevancia, de las cuales las cepas Gram
negativas exhibieron, en general, un dafio oxidativo superior, aunque, este evento fue
particular en cada cepa. Los experimentos de capturas de imagenes permitieron
comprender este fendmeno oxidativo en células individuales de la bacteria E. coli. La
visualizacidn directa de la evolucion del aumento de la intensidad de fluorescencia
emitida vislumbré un fendmeno heterogéneo que podria depender del estado
metabdlico de cada bacilo. Esta conclusién se despliega del hecho de que algunas
células comenzaron a mostrarse brillantes desde el inicio del experimento y que
podrian encontrarse en un estado de estrés oxidativo avanzado; mientras que, en gran
parte de las poblaciones estudiadas, el progreso del proceso de oxidacion de lipidos
fue aumentando con el transcurso del tiempo. En consecuencia, se reveld un
comportamiento diferencial entre las células individuales.

Los resultados obtenidos resultan de gran relevancia ya que para comprender
en profundidad los cambios metabdlicos inducidos en las células hay que tener en
cuenta que células aparentemente idénticas pueden comportarse de manera
diferente, por lo que los estudios en células Unicas se vuelven necesarios. El sistema
desarrollado podria aplicarse para comprender las estrategias de supervivencia
bacteriana que operan en diferentes sistemas experimentales; y asi incursionar en el
entendimiento de la evolucién de la resiliencia de los patdégenos al tratamiento con
antibiodticos.
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En base a los antecedentes citados y los resultados obtenidos previamente con
derivados de bencenosulfonilos (BS) de heterociclos (Het) de la Quimioteca desarrollada
por el grupo de quimica Medicinal dirigido por la Prof. Dra. Maria Rosa Mazzieri y
presentados previamente en la introduccion (Figura 4), nos planteamos las siguientes 3
preguntas como parte del objetivo especifico direccionado a investigar la susceptibilidad
de cepas de referencia y cepas clinicas a derivados de N-bencenosulfonilos de
heterociclos (BS-Het) y relacionarla con la capacidad de generar estrés oxidativo:
¢Cuales de estos derivados sintéticos presentan actividad antimicrobiana?, é¢Inducen la
generacién de estrés oxidativo como parte de su mecanismo de accién? Y, ¢Se podra
identificar un potencial blanco bacteriano?

3.1 Determinacion de la compatibilidad de derivados de sintesis en medios bioldgicos:
equilibrio entre sistemas de solventes y la viabilidad de las cepas bacterianas

En la primera etapa de trabajo se abordé la busqueda sistematica de solventes
gue pudieran ser utilizados en los ensayos biolédgicos, debido a que los BS-Het son
compuestos con muy baja solubilidad acuosa. Esta caracteristica es ocasionada
principalmente por su alta lipofilicidad, lo que contribuye favorablemente a la
penetracion del farmaco a través de las membranas bioldgicas, pero presenta un desafio
a la hora de elegir un solvente apropiado. Estos deben ser compatibles con los medios
bioldgicos (caldos de cultivo y buffers) utilizados en los experimentos, al mismo tiempo
no deben afectar la viabilidad celular ni la estabilidad quimica de los compuestos.

Se evalud la viabilidad bacteriana en dos cepas de referencia, una Gram positiva
S. aureus ATCC 29213 (SAMS) y otra Gram negativa E. coli ATCC 25922, en los sistemas
de solventes seleccionados que se muestran en la Figura 25. Uno de los solventes
utilizados para ensayos microbiolégicos es DMSO (Torres y col., 2011; Segura y col.,
2012; Miy col., 2016) aunque en algunos casos se requiere de mas de un solvente para
incrementar la solubilidad de los compuestos a ensayar, a esto se denomina
cosolvencia.?

! Cosolvencia: vehiculos que se usan combinados para aumentar la solubilidad de un farmaco, y
a menudo la solubilidad de este sistema mixto es mayor que lo que se puede predecir a partir
de la solubilidad del material en cada solvente por separado
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DMSO DMSO
PEG 400 PEG 400
. EtOH

DMSO
MeOH PEG 400

Figura 25. Solventes (izquierda) y sistemas de cosolvencia (derecha) utilizados

En primera instancia, se determind el crecimiento bacteriano, en el sistema de
solventes, mediante turbidez aparente comparandolo con el control (cultivo no
tratado); en segundo lugar, se realizdé recuento de unidades formadoras de colonias
(UFC). Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 3, en donde se detallan los
solventes ensayados y sus combinaciones.

Tabla 3. Solventes compatibles con la viabilidad bacteriana

Solvente % Solvente en Resultados
sol. final

PEG 400 20 Inhibicion
PEG 400 10 Crecimiento
PEG 400 5 Crecimiento

EtOH 20 Inhibicion
EtOH 10 Crecimiento
EtOH 5 Crecimiento

MeOH 20 Inhibicion
MeOH 10 Crecimiento
MeOH 5 Crecimiento
DMSO:PEG 400 10:5 Crecimiento
DMSO: PEG 400: EtOH 10:5:2 Crecimiento

Se seleccionaron 16 estructuras quimicas (Figura 26) para las pruebas de
solubilidad y estabilidad en los medios bioldgicos, de las cuales sélo dos, BS-THQ y 4-
NH;BS-THQ, se comportaron como soluciones verdaderas y estables en el periodo de
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estudio. Por tal motivo, estos compuestos fueron candidatos para los posteriores
ensayos bioldgicos.
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Figura 26. Estructuras quimicas sometidas a ensayos de solubilidad. Las dos estructuras
remarcadas fueron seleccionadas para posteriores ensayos bioldgicos.

Los solventes seleccionados fueron MeOH para el derivado sustituido (4-NH2BS-
THQ) y una combinacion de solventes DMSO: PEG 400 en la proporcidn 2:1 para BS-THQ.
En el caso de este ultimo, se selecciond la combinacién de dos solventes debido a que
un tercer solvente no producia un incremento notable en la solubilidad. La viabilidad
bacteriana frente a la combinacién DMSO: PEG 400 se detalla en la Figura 27. Se observé
gue no hay alteracidon en el crecimiento de las cepas seleccionas cuando fueron
expuestas a los volUmenes de solventes organicos utilizados para los ensayos bioldgicos.
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Figura 27. Curva de crecimiento bacteriano en funcién del tiempo para cepas expuestas a los
solventes DMSO y PEG 400, y no expuestas (control).

Todos los compuestos de la quimioteca presentaron caracteristicas “drug-like”,
es decir, se las clasificaria a priori con propiedades fisicoquimicas similares a fdrmacos.
Para obtener esta informacién se utilizé el programa MOLINSPIRATION®2. Esta es una
plataforma interactiva de libre acceso disponible en internet, mediante la cual se
analizaron las propiedades fisicoquimicas relevantes para los derivados BS-Het
incluyendo: CLogP (Logaritmo P calculado) es una medida de la lipofilicidad de una
sustancia; PM (peso molecular) para que un compuesto sea absorbido y llegue a su sitio
de accién debe tener un PM tan bajo como sea posible (< 450); PSA (superficie area
polar) es un parametro para determinar la capacidad de un farmaco para permear las
células; y la regla de 5 descriptores de Lipinski. Estos parametros ayudan definir si un
compuesto serd activo cuando es administrado por via oral (Veber y col., 2002), siendo
de gran relevancia para el disefio de farmacos. Lipinski y col. (2001), en su trabajo
describen que hay una relacién muy estrecha entre las propiedades fisicoquimicas y la
potencia de un compuesto. Una pobre solubilidad y permeabilidad puede ser tolerada
en candidatos altamente potentes, pero se necesitan propiedades fisicoquimicas mas
favorables en el caso de aquellos de baja potencia. Ambos candidatos, BS-THQ y 4-
NH.BS-THQ presentaron una puntuacion favorable segun las 5 reglas establecidas por
Lipinski, asi como también un adecuado PM, un alto CLogP y acorde PSA. Esto indicaria
gue los compuestos pueden correlacionarse con una biodisponibilidad oral favorable en
futuras etapas clinicas.

2 Molinspiration: programa de Software libre que se utiliza como predictor de caracteristicas especificas
de una estructura quimica.
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3.2 Evaluacion del perfil de actividad antibacteriana de BS-THQ y 4-NH:BS-THQ

El prototipo (BS-THQ) presentd una CIM de 200 pg/mL frente a las cepas
Staphylococcus aureus meticilino resistente ATCC 43300 (SAMR) y S. aureus ATCC 29213
(SAMS), y superior a 200 pg/mL para Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. En el caso de las cepas Gram negativas, no se determiné con
exactitud la CIM porque a concentraciones por encima de 250 pg/mL el compuesto
presentd problemas de solubilidad. El derivado sustituido con el grupo amino (4-NH;BS-
THQ) exhibid actividad inhibitoria a 100 pg/mL en las 4 cepas estudiadas. También se
evalud el perfil bactericida del prototipo, el cual corresponde a la reduccién del cultivo
bacteriano inicial en un 99.9%, por curva de muerte bacteriana en la cepa Gram positiva
se observo una reduccién mayor a 3 logio tanto en SAMS ATCC 29213 y SAMR ATCC
43300 (Figura 28), esto indica que los compuestos son de caracter bactericida.

Por lo tanto, los resultados obtenidos revelaron que la sustitucidon del grupo
amino no soélo mejoré la actividad inhibitoria in vitro, sino que, ademas, amplié el
espectro de accidén a bacterias Gram negativas. Pagliero y col. (2011) reportaron la
sintesis y actividad antibacteriana de 5 derivados BS-Het frente a E. coli, los cuales
presentaron CIM mayor a 32 ug/mLy no exhibieron actividad en S. aureus. Por otro lado,
trabajos cientificos han demostrado como las sustituciones o modificaciones
estructurales pueden llevar a una mejora en el espectro de accion de un fdrmaco, como
lo sefalado por Rose y col. (2006) para la tigeciclina, una estructura derivada del
antibidtico tetraciclina.
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Figura 28. Curvas de muerte bacteriana en cepas Gram positivas SAMS ATCC 29213 (gréfico
izquierdo) y SAMR ATCC 43300 (grafico derecha) con el prototipo BS-THQ.
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3.3 Investigacion de la generacion de ERO y ERN

El ensayo colorimétrico de reduccién del reactivo azul de nitrotetrazolio (NBT)
en presencia de Oy permitid realizar un primer screening de producciéon de especies
reactivas. En la Figura 29 se detalla el porcentaje de aumento de ERO respecto del
control (cultivo no tratado) en funcién de una concentracion creciente de BS-THQ
(Figura 29A) o 4-NH;BS-THQ (Figura 29B). En el caso del prototipo, se observé un
aumento dosis dependiente para la cepa SAMS ATCC 29213, mientras que la cepa SAMR
ATCC 43300 exhibiéo un aumento significativo (*p< 0,05) a la maxima concentracion
utilizada, la cual corresponde a la CIM. Sin embargo, en las cepas de S. aureus se observo
una notable diferencia en la generacion de radicales entre ambos compuestos con un
claro aumento de O, a concentraciones inferiores a la CIM (12,5 pg/mL) con 4-
NH,BSTHQ. Cabe destacar que el estrés inducido en la cepa SAMR alcanzé casi el 80%
en la produccion Oz". Asimismo, el derivado amino afectd el metabolismo oxidativo en
cepas Gram negativas. El porcentaje de especies reactivas fue de 70% y 20% para E. coli
y P. aeruginosa, respectivamente, a la concentracion sub-CIM de 12,5 pg/mL. Los
resultados obtenidos demostraron que existe una diferencia evidente en la generacion
de Oy vy el metabolismo respiratorio entre las cepas frente a los compuestos
estudiados.
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Figura 29. Determinacién del porcentaje de aumento de Oy~ en funciéon de la concentracidn de
BS-THQ y 4-NH,BS-THQ mediante el ensayo de reduccién de NBT.

Para profundizar y ampliar el estudio de la produccién de ERO y ERN se utilizé la
microscopia de fluorescencia aplicando el colorante diacetato 2',7'-dicloro
dihidrofluoresceina (H,DCFDA). Los resultados obtenidos permitieron realizar un andlisis
cualitativo de las imagenes capturadas posterior a cada tratamiento. Se evalud el
prototipo, para realizar un primer estudio por fluorescencia, y se utilizé CIP como control
positivo (Figura 30E representa a SAMS y 30F a SAMR) debido a que la generacién de
ERO ha sido ampliamente descripta para este antibidtico. Los cultivos sin tratar
(controles) de SAMS ATCC 29213 y SAMR ATCC 43300 se muestran en la Figura 30A y
30B, respectivamente. La cepa SAMS ATCC 29213 mostré un aumento de la intensidad
de fluorescencia (Figura 30C) comparado con el control (Figura 30A); al igual que SAMR
reveld una mayor intensidad (Figura 30D) fluorescente respecto de su basal. Es de
destacar la congruencia entre los resultados obtenidos por el ensayo colorimétrico de
NBT con los de microscopia de fluorescencia. Sin embargo, por fluorescencia no solo se

73




ResuLTADOS Y DIscUsION: PARTE Il |GG

detectan especies del oxigeno por lo cual la fluorescencia de la cepa SAMR ATCC 43300
cualitativamente simula ser superior.

SAMS ATCC 29213

PO LY,

Control

SAMR ATCC 43300

Control

Figura 30. Visualizacion de la intensidad fluorescente de las cepas SAMS ATCC 29213 y SAMR
ATCC 43300, mediante microscopia post tratamiento con BS-THQ (150 pg/mL) o CIP (1 pg/mL)
por 2 h.

Asimismo, se investigd la produccion de ERO y ERN en el derivado sustituido a
través de espectrofluorometria con la misma sonda utilizada para las pruebas de
microscopia de fluorescencia, con la finalidad de cuantificar el estrés inducido. En la
Figura 31 se detalla la intensidad fluorescente en funcidn de concentraciones crecientes
de 4-NH;BS-THQ, los controles (cultivos no tratados) presentaron una intensidad
fluorescente que corresponde al metabolismo basal de cada bacteria. Las cepas Gram
positivas manifestaron una produccion de especies reactivas dosis dependiente siendo
mayor en SAMS que la cepa SAMR. Ambas cepas evidenciaron valores de intensidades
fluorescentes superiores a las cepas Gram negativas; observdndose en E. coli un
incremento del 40% respecto del basal, a la CIM. En el caso de P. aeruginosa, no se
observé aumento cuando se traté con el derivado sustituido.
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Figura 31. Cuantificacion de la produccion de ERO y ERN mediante espectrofluorometria con la
sonda H,DCFDA. Test de significancia *P<0,05 respecto del control.

Por otro lado, se pretendié determinar con mayor precisidn si el metabolismo
del nitrégeno se afectaba cuando los cultivos fueron expuestos a 4-NH,BS-THQ y BS-
THQ. Mediante el ensayo de determinacion de produccién de NO, , se observd un
incremento dosis-dependiente en el caso del prototipo, siendo 2 veces el aumento
respecto del control para SAMR y 1,7 veces para SAMS, a la CIM. Las cepas Gram
negativas no se evaluaron con BS-THQ ya que la CIM de este derivado fue > 200 pg/mL
y no pudo determinarse con exactitud en las cepas. Las cepas SAMS y SAMR evaluadas
con el derivado sustituido (Figura 32) evidenciaron aumentos expresados como valores
normalizados en el rango de 12 a 16,5 veces para SAMS y entre 9 a 11 veces para SAMS,
respecto de los niveles basales de produccion de ERN para cada especie. En contraste,
P. aeruginosa reveld una produccidn de ERN entre 1,5 a 3,6 veces respecto del control,
gue al momento no habia mostrado elevacién de especies reactivas por las otras
metodologias aplicadas. Mientras que en E. coli no se aprecio efecto inductor de ERN.
Es importante resaltar el hecho que ambas cepas Gram negativas revelaron los mayores
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niveles basales de NaNO;; esto podria estar relacionado a un mecanismo principal de
detoxificacion en estas especies.
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Figura 32. Produccion de NO; (expresado como uM NaNO,/mg de proteina) en funcién de la
concentracion de 4-NH,BSTHQ.

El producto de la reaccién entre el éxido nitrico (NO) y el radical anidn
superodxido (027), es el peroxinitrito, radical nocivo que promueve lesidn oxidativa (Radi
y col., 2001). Este intermediario reactivo de nitrogeno puede alterar proteinas, ADN y
lipidos de diferentes maneras. Por lo tanto, los altos niveles de ERN en las cepas SAMS
y SAMR obtenidos luego del tratamiento con 4-NH;BS-THQ podrian ser una
consecuencia de la reaccidon quimica mencionada anteriormente. Sin embargo, E. coliy
P. aeruginosa, no presentaron induccién elevada de ERN, lo que puede atribuirse al
hecho de que la produccion de estas especies esta relacionada con el metabolismo y los
mecanismos de detoxificacion de cada patégeno en particular (O’Reilly y col., 2002). El
efecto del estrés oxidativo y nitrosativo es una de las fuentes mas importantes de
alteraciones metabdlicas y dafio celular (Kohanski y col., 2007). Estudios publicados
previamente han demostrado que antibiéticos con diferentes mecanismos de accidn
pueden estimular la inducciéon de ERO y ERN, lo que conduce a un daiio macromolecular,
tanto en cepas Gram positivas como Gram negativas (Becerra y col., 2006; Aiassa y col.,
2010; Aiassa y col., 2012; Paéz y col., 2010). Estos agentes también estan involucrados
en modificaciones de la membrana plasmatica, en consecuencia, producen alteraciones
gue conllevan a la muerte celular (Scott y col., 1988; Paéz y col., 2013). Wenzel y col.
(2013) han reportado nuevos compuestos heterociclicos con propiedades
antibacterianas frente a cepas de S. aureus, incluidas cepas SAMR. Los autores proponen
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como potencial mecanismo, una alteracién estructural de la membrana asociada al
aumento en la generacion de ERO. Por otro lado, Desai y col. (2014) describieron un
nuevo compuesto con actividad frente a E. coli, el cual induce estrés oxidativo y ligan
este efecto con la muerte celular bacteriana.

Los resultados obtenidos apoyan la hipdtesis de que BS-THQ y su andlogo 4-
NH2BS-THQ son capaces de afectar el ciclo redox y como parte de ello causar muerte
celular bacteriana, a través de la produccién de especies reactivas. El derivado 4-amino
sustituido produjo mayores niveles de ERO en comparacién con BS-THQ en ambas cepas
de S. aureus (SAMS ATCC 29213 y SAMR ATCC 43300). Esto indica una perturbacién
mayor en el metabolismo respiratorio, debido a que indujo un 60% y 80% de aumento
de especies reactivas a la concentracion sub-CIM de 12,5 pg/mL en SAMS ATCC 29213y
SAMR ATCC 43300, respectivamente. Desde un punto de vista estructural, estos
hallazgos pueden atribuirse a la sustitucion amina en el grupo BS, aunque deberian
probarse otras sustituciones con el grupo amina para confirmar este efecto.

3.4 Evaluacion de la respuesta de un sistema antioxidante enzimdtico: Determinacion
cuantitativa de la actividad enzimdtica de superoxido dismutasa (SOD)

La induccidn de la enzima SOD se determind a las 2 y 4 h de tratamiento con
el derivado sustituido, debido a que este presenté una mayor generacion de especies
reactivas. Luego de 2 h de exposicidon no se observé un cambio aparente comparado con
el cultivo sin tratar (control). Esta tendencia se mantuvo en todas las cepas,
independientemente de su género (Figura 33). Posterior a 4 h de tratamiento con 4-
NH2BS-THQ (Figura 33) tanto la cepa SAMS como E. coli revelaron un comportamiento
semejante, presentando una induccion de la enzima del 30% comparado con el control.
Esta tendencia fue homogénea en todas las concentraciones ensayadas. Mientras que
SAMR Yy P. aeruginosa presentaron un patron de induccion dosis-dependiente; siendo la
maxima de un 80% para SAMR a la CIM y un 100% en P. aeruginosa (sub-CIM: 50 pg/mL).

La SOD es una de las enzimas presentes en células procariotas necesarias para
controlar el estrés oxidativo. Su funcién es prevenir el dafio en los diferentes
componentes celulares que pueden ser ocasionados por radicales libres. Estos pueden
ser generados durante el metabolismo aerdbico (Shen y col., 1997), asi como también
ocasionados por antibiéticos bactericidas, los cuales aceleran el metabolismo
respiratorio (Dwyer y col., 2014). Nuestros experimentos mostraron un incremento de
la actividad SOD, luego del tratamiento con 4-NH,BSTHQ en las cepas SAMS, SAMR, E.
coli y P. aeruginosa. Esto indica que el estrés oxidativo generado podria inducir la
actividad de esta enzima para detoxificar las especies reactivas nocivas para la célula 'y
asi compensar el desbalance oxidativo. Asimismo, se ha publicado que el efecto
bactericida de quinolonas en E. coli esta ligado a la conversiéon del anion superdxido en
perdxido de hidrégeno, conducido por las isoformas de superdxido dismutasa SodA vy
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SodB. Este mecanismo es contiguo a la reaccién de Fenton y la formacién del radical
hidroxilo que conlleva a la muerte celular bacteriana (Kotova y col., 2014). Trabajos
recientes relacionan la actividad bactericida de un derivado estructuralmente similar,
frente a cepas de E. coli, S. aureus y P. aeruginosa (Zeraik y col., 2014), y la generacién
de ERO. Los autores destacan la relacion entre la induccién de las enzimas SOD y
catalasa, las cuales se ven aumentadas como mecanismo de detoxificaciéon de H,0; y
02" (Ajiboye y col., 2017). Los mismos patrones son observados con el derivado 4-NH,BS-
THQ utilizado en este trabajo de tesis.
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Figura 33. Actividad de la enzima SOD, determinada a las 4 h de incubacidn, en funcién de la
concentracién de antimicrobiano comparado con su control (cultivo no tratado). *p<0.05, en
todos los casos los tratamientos fueron significativos respecto de su control.

3.5.1 Cuantificacion del dafio en macromoléculas

Los productos proteicos de oxidacién avanzada (AOPP) son considerados un
biomarcador de dafo oxidativo y son una via de cuantificacién de proteinas oxidadas
(Witko-Sarsat y col., 1996). Para comprender mejor el impacto de las especies reactivas
en el dano celular, se siguio la evolucién de los AOPP en el tiempo (0, 2, 4, 6, 10, 24 h)
tratados con diferentes concentraciones (sub-CIM y CIM) de BS-THQ o 4-NH,BS-THQ.

La Figura 34 expone la tendencia de aumento de AOPP (respecto del cultivo sin
tratar) cuando cada cepa fue tratada a la CIM. Ambos derivados provocaron un aumento
en los niveles de oxidacién de proteinas en todas las cepas estudiadas, lo que refuerza
la hipdétesis de que inducen la produccién de ERO. En general, se aprecié un efecto dosis-
dependiente, el aumento se produjo luego de las 4 h de exposicién, observdndose los
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valores maximos a las 24 h. Los perfiles de dafio oxidativo en las cepas de SAMS y SAMR,
cuando se incubaron con BS-THQ, fueron de 33,8% y 46,8% respecto del control;
mientras que, luego del tratamiento con el derivado sustituido, fueron de 45,6% vy
63,5%, respectivamente. Estos resultados estan en relacién con la mayor induccién de
ERO y ERN, obtenidos con el derivado sustituido (Figura 31 y 32). Las cepas Gram
negativas, E. coli y P. aeruginosa, arrojaron valores de AOPP de 48% y 39%. En el caso
de la ultima, el menor dafio en macromoléculas podria asociarse a que en esta cepa sold
se observd una baja induccion de ERN, mientras que el resto de las cepas estudiadas
produjeron aumento de especies de oxigeno y nitrégeno en distintas proporciones.

Los resultados encontrados en nuestro grupo de investigacion han
demostrado que diferentes clases de antibidticos, como CIP, ceftazidima, cloranfenicol
y piperacilina, inducen estrés oxidativo en varios géneros bacterianos y como
consecuencia de éste aumentan los niveles de AOPP (Paéz y col., 2011; Aiassa y col.,
2013). Del mismo modo, en la presente tesis corroboramos el incremento de ERO, el
cual produjo un dafio oxidativo que se cuantificd por un aumento de AOPP. Estos
productos de oxidacidn avanzada se observaron después de la generacién de especies
reactivas (luego de 2 h de tratamiento) y se identificé un claro incremento entre las 4y
6 h de exposicidon frente a los derivados. Estos resultados demostraron que el dafio
oxidativo en macromoléculas es acumulativo y se prolonga en el tiempo, aunque los
tiempos de vida de estas especies reactivas sean muy cortos. Se puede concluir que los
ERO y ERN se producen en diferentes estadios de la célula y se prolongan hasta la
muerte celular.
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Figura 34. Aumento de AOPP en funcién del tiempo para cepas de SAMS, SAMR, E. coli y P.
aeruginosa. En todos los casos se obtuvo *p< 0,05 respecto del control.

3.5.2 Andlisis del dano inducido por BS-THQ y 4-NH;BS-THQ por microscopia
electronica de transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmisidn se seleccioné para determinar si BS-
THQ vy su derivado sustituido afectaban la morfologia de las células bacterianas. El
analisis se realizé en la cepa Gram positiva SAMS ATCC 29213 (Figura 35) tratada con
BS-THQ (150 pg/mL) y en E. coli ATCC 25922 (Figura 36) expuesta a 4-NH,BSTHQ, (75
ug/mL). La Figura 35 ilustra el cultivo de S. aureus sin tratar (Figura 35 A y B). Estas
imagenes no reflejan alteraciones en la estructura de los cocos. Sin embargo, posterior
al tratamiento se visualizaron cambios a nivel de la membrana, volviéndose amorfa e
irregular la estructura del coco (Figura 35 D). También se observaron algunas células
fantasmas, las cuales presentan membranas difusas e indistinguibles del resto del
contenido celular (Figura 35 Cy E). Ademas, se puede sefialar la formacién de vesiculas
y retracciones de la membrana plasmatica (35C, D, E, Fy G).
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Figura 35. Micrografias en SAMS ATCC 29213. Micrografias A y B controles sin tratar. Imagenes
C, D, E, Fy G, diferentes campos y magnificaciones de la cepa expuesta a BS-THQ.

E. coli expuesta a 4-NH,BS-THQ mostro varios cambios morfolégicos como una
superficie rugosa (Figura 36 C, D, E y G) no pudiéndose divisar en forma definida los
limites de la membrana interna. Ademas, la densidad del protoplasma fue menor a la de
la célula no tratada (Figura 36 C, D, E y F). Otro aspecto importante para destacar es que
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se aprecia lisis celular (Figura 36 C y G), asi como también desprendimiento e
interrupcion de la membrana externa (Figura 36 C, Dy G).

— Superficie rugosa

—» Densidad protoplasma
~—» Desprendimiento ME
—» Lisis celular

Figura 36. Microscopia electrénica de transmisidn en E. coli ATCC 25922. Micrografias A y B
controles sin tratar. Imagenes C, D, E, F y G, diferentes magnificaciones y campos de la cepa
expuesta a 4-NH,BSTHQ.

Los estudios de TEM son una herramienta util para revelar con mayor claridad
las alteraciones estructurales inducidas por compuestos con actividad antibacteriana
(Otto y col., 2010; Silvero y col., 2014). Los resultados obtenidos cuando se ensayaron
los BS-Het revelaron una clara desorganizacion de la membrana causada por BS-THQ en
S. aureus y por 4-NH,BSTHQ en E. coli. No obstante, He y col. (2014) han reportado
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imagenes de TEM en E. coli tratadas con un antimicrobiano que actla por mecanismo
surfactante (Polimixina b) y el patrén de dafio es diferente al observado en el presente
trabajo de tesis, por lo que se sostiene que el mecanismo de accién, aunque aun
desconocido para estos compuestos, es especifico a nivel de la pared y membrana
celular. Ambos farmacos, y en particular el ultimo, tienen propiedades moleculares
ventajosas (CLogP, PM y PSA) lo que podria explicar su buena interaccién con la
membrana bacteriana. Esta interaccion puede facilitar la generacién de ERO y ERN,
alterando asi la fisiologia bacteriana lo que provoca un desequilibro en el metabolismo
oxidativo.

3.5.3 Cuantificacion del dano oxidativo producido por BS-THQ y 4-NH:BS-THQ en
membranas miméticas

El ensayo de liberacién del colorante carboxifluoresceina (CF) confinado en
liposomas, se utilizd para investigar el dafio que los derivados producen en membranas.
Los resultados indican que, si un compuesto es capaz de interactuar con la bicapa
lipidica, se produce una desestabilizacion de la membrana citoplasmatica. Con este fin,
se seleccionaron diferentes lipidos como: Lecitina de soja; DOPC (1,2-Dioleoil-sn-glicero-
3-fosfatidilcolina); DOPE (1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina); DODAB
(Dioctadecil dimetil bromuro de amonio); PG (1,2-diarachidonoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-
(1-glicerol)]), considerados miméticos de membranas bioldgicas. Estos lipidos se
expusieron solos y en combinaciones a las concentraciones bactericidas de los
derivados, por un periodo de 21 h. Paralelamente, se realizaron los controles
pertinentes con los buffers y solventes utilizados. Se observd el mismo porcentaje de
liberacion del colorante para los controles (buffer + liposoma) que para los controles
mas el solvente (buffer + liposoma + solvente), indicando un dafio oxidativo basal
semejante a lo que sucede en los sistemas bioldgicos. Los valores obtenidos para los
controles (liposoma + buffer + solvente) fueron: 15% para lecitina de soja; 18% para
DOPC; mientras que para las combinaciones de lipidos fueron 23% para DOPC:PG; 28%
para DOPC: DODAB y 8% para DOPC:DOPE (Figura 11C). El panel A de la Figura 37 refleja
los resultados de la exposicion con 4-NH;BS-THQ, las tendencias obtenidas fueron
similares observandose incrementos entre 1,2 y 1,7 veces comparados con el control. El
compuesto BS-THQ presentd incrementos entre 1,2 y 2,5 veces, mostrando el mayor
porcentaje de liberacién en DOPC:DODAB. Estos resultados indicarian que, si bien los
compuestos son capaces de interactuar con la bicapa de fosfolipidos, debido a sus
caracteristicas lipofilicas mencionadas previamente (CLogP, PM, TSA), no provocan una
desestabilizacidn total de la membrana citoplasmatica por un efecto tipo surfactante.
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Figura 37. Liberacion de CF en funcion del tiempo (h). Panel A, liberacién de CF obtenida del
tratamiento con 4-NH,BS-THQ. Panel B, liposomas expuestos a BS-THQ. Panel C, liposomas sin
tratamiento con los derivados.

Gerits y col., (2016) utilizaron el ensayo de liberacién de CF para investigar
interaccion de nuevos compuestos con membranas miméticas, como parte de la
elucidacidn del potencial mecanismo de accién de un compuesto bactericida. Al mismo
tiempo, destacan que, a la concentracion bactericida del compuesto se observa un dafio
total (100%) del liposoma luego de 3 h de exposicidon. En el caso de los derivados
utilizados en el presente trabajo de tesis, los porcentajes de deterioro en la integridad
del liposoma fueron inferiores al 30% (DOPC: DODAB expuesto a BS-THQ) luego de 21 h
de incubacién.
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3.6 Exploracion de la toxicidad de las moléculas mediante prediccion estructural
utilizando la herramienta OSIRIS® explorer

OSIRIS® es una plataforma informatica interactiva de libre acceso, que calcula
propiedades relevantes de farmacos, partiendo de la estructura dibujada por el usuario.
El proceso de prediccidn recae sobre un listado que contiene un conjunto de fragmentos
estructurales pre-computarizados, que alertan sobre riesgos en caso de ser encontrados
en la molécula dibujada. La Figura 38 ejemplifica la puntuacién que se obtiene del
programa mediante la prediccion de todas las estructuras moleculares disponibles, a
partir de cuatro subconjuntos de la base de datos de RTECS.

Efectosen la

Mutagenicidad Tumorigenicidad Irritacion 20
reproduccion
7504 compuestos de la 2841 compuestos de la 2372 compuestos de la 3570 compuestos de la
RTECS RTECS RTECS RTECS

™

»
)

Farmacos disponibles en el mercado (3343)

meDio_|

Figura 38. Evaluacidn de OSIRIS utilizando RTECS y farmacos disponibles en el mercado.

El prototipo y el derivado sustituido se sometieron al analisis de las diferentes
clases de toxicidad: *Mutagenicidad, *Tumorigenicidad, *Efectos sobre la reproduccién
e *Irritacion. El sistema da una puntuacion de toxicidad basada en una codificacion en
colores que va desde toxicidad baja (color verde) hasta elevada (color rojo). Para BS-
THQ la valoracidn fue intermedia (color naranja) mientras que 4-NH;BS-THQ fue baja
(color verde), lo que implica que el derivado sustituido presentd un mejor perfil
farmacoldgico en cuanto a su toxicidad predicha.
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3.7 Prediccion del potencial mecanismo de accion: utilizacién de herramientas tedricas

Posterior a los ensayos bioldgicos realizados y al andlisis de dafio en membranas
miméticas y celulares, surgid el interés por conocer el potencial blanco bioldgico por lo
se proyectd realizar un estudio tedrico. Este trabajo se llevd a cabo, en colaboracién con
los Dres. Sergio Ribone y Alfredo Quevedo del grupo de Quimica Medicinal
Computacional del Departamento de Ciencias Farmacéuticas de la Facultad de Ciencias
Quimicas.

Mediante estudios computacionales es posible la identificacién de posibles
blancos bioldgicos, gracias a la disponibilidad de informacidn tridimensional sobre la
estructura de macromoléculas blanco, sobre la que se pretende ensayar algin ligando
selectivo. Dichos datos suelen provenir de Cristalografia de Rayos X, Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) de la proteina, o de modelos por homologia. Las herramientas
computacionales permiten abrir un abanico de estrategias para el descubrimiento de
farmacos, para hacer este mas eficiente y reducir los costos de la investigacion
farmacéutica. Se han desarrollado programas basados en diferentes algoritmos para
hacer estudios de docking molecular, que han hecho de ésta una herramienta
importante en la investigacion farmacéutica.

En cuanto a la exploracién de farmacos basado en la estructura, el docking
molecular es uno de los métodos mas utilizado desde principios de los afios ochenta
(Kontoyianni y col., 2008). Se define como un procedimiento de naturaleza iterativa
destinado a evaluar cuantitativamente la complementariedad de un ligando por un
receptor. A través del docking molecular, se realiza una aproximacion de la interaccion
existente entre una pequefia molécula y una proteina a nivel atémico (Meng y col.,
2011). El docking molecular requiere de dos etapas: una de “busqueda” y otra de
“evaluacién’” (Brooijmans y col., 2003). La primera se refiere a la exploracidn del espacio
conformacional viable para el ligando dentro del receptor, y el objetivo es encontrar la
orientacién y conformacién que corresponda al minimo global de la energia de unién.
Por su parte, la etapa de evaluacion se refiere a la asignacion de un valor numérico a
cada una de las conformaciones generadas durante la etapa de busqueda, permitiendo
establecer un orden entre las diferentes posiciones y conformaciones encontradas
(Sotriffer y col., 2003). La prediccién o calculo del modo de unién de un ligando con su
receptor es muy valiosa para el entendimiento del modo de accidn de moléculas con
actividad bioldgica.

Las etapas de estudio de potenciales targets fueron las siguientes:

1. En primer lugar, se buscaron todos los targets reportados en E. coli, los cuales se
obtienen de bases de datos disponibles en la web de ChEMBL
(www.ebi.ac.uk/chembl/), dependiente del European Bioinformatics Institute.
En bibliografia hay 81.008 compuestos ensayados en esta bacteria

2. La segunda etapa, consta de una exploracion por similitud estructural con BS-
THQ vy el derivado sustituido, de todas aquellas moléculas que han sido
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previamente publicadas en la cepa de interés. Se hallaron 38 estructuras
descriptas (Green y col., 2012), las cuales pasaron a ser el grupo de prueba para
este estudio. La Figura 39 muestra la estructura quimica del grupo de prueba con
diversos sustituyentes en la posicion R.

0 | O
e
R—N~ ~F “~gF
H I'LIHG

| —,

o

Figura 39. Estructura quimica del grupo de prueba

El blanco terapéutico de estas estructuras es la enzima glucosamina-1-fosfato-
acetiltransferasa (GImU)

Los 38 compuestos fueron procesados de manera tal que pudieran ser utilizados
para procesos de docking molecular. De ellos, sé6lo 31 demostraron ser
bioldgicamente activos

Por otro lado, se obtiene de la base de datos Protein Data Bank (RCSB PDB)
(www.rcsb.org/pdb/home/home.do) la cristalografia de la enzima, glucosamina-
1-fosfato-acetiltransferasa, utilizada por Green y col. (2012) en su busqueda de
compuestos inhibidores de la misma.

GImU, es una enzima bifuncional esencial para la sintesis de la pared bacteriana
presente sélo en células procariotas (Anderson y col., 1987). Participa en la
primera etapa de sintesis de peptidoglicano (copolimero formado por dos
azucares, N-acetil-glucosamina y acido N-acetilmuramico, alternadas y unidas
mediante enlaces B-1,4), acetila 1-fosfato de glucosamina y luego afiade UDP
para producir UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc).

Posteriormente, se procede al docking molecular con el grupo de prueba (31
estructuras) en el receptor biolégico (GImU) con la finalidad de encontrar una
correlacién entre las energias de interaccidon y la actividad biolégica. De este
procedimiento, se obtuvieron las 10 mejores conformaciones de interaccién
para cada compuesto

Con el fin de tener una mejor comprension de las interacciones intermoleculares
de cada compuesto, se descompuso la energia total de interaccidon respecto de
los residuos (aminodacidos) que componen el sitio de interaccién con el receptor
Por ultimo, se logré obtener una correlacidén entre las energias de interaccion y
actividad bioldgica; teniendo en cuenta la suma de contribuciones energéticas
de los distintos residuos del sitio de interaccidn (Figura 40)
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Figura 40. Correlacién entre la actividad bioldgica y la energia de interaccidon con la enzima
GImU. En color azul 4 se detallan los resultados obtenidos con el grupo de prueba, mientras
qgue enrojo @ se exhiben BS-THQ y 4-NH,BS-THQ.

8. Una vez concretado estos pasos con el grupo de prueba y teniendo la
informacién que corresponde las energias y actividad bioldgica, se procede a
aplicar el mismo procedimiento para los compuestos de interés, BS-THQ vy 4-
NH2BS-THQ.

Los resultados obtenidos con BS-THQ y su analogo sustituido, estan en
concordancia con los datos que arrojé el grupo de prueba descripto por Green vy col.
(2012). Sin embargo, en la Figura 40 se observa que éstos (circulos rojos) no se
encuentran dentro del rango de los compuestos mas activos. Esta diferencia se atribuye
a que los experimentos descriptos, grupo de prueba, fueron realizados sobre la enzima
GImU mientras que para la presente tesis se hicieron en el microorganismo completo
siendo mayores los valores de inhibicién obtenidos en nuestros experimentos.

Los estudios descriptos en este apartado han sido fruto de un trabajo
interdisciplinario. Los experimentos en membranas miméticas se llevaron a cabo en el
Instituto de Quimica de la Universidad de San Pablo, Brasil, bajo la direccién de Prof. Dr.
Mauricio Da Silva Baptista y la supervisidon de la Dra. Christiane Pavani. Por otro lado, los
estudios tedricos fueron realizados por los Dres. Sergio Ribone y Alfredo Quevedo del
grupo de Quimica Medicinal Computacional de la FCQ, UNC.

Los resultados in vitro obtenidos, han demostrado, en primera instancia, de 16
compuestos de la quimioteca, seleccionados inicialmente, sélo 2 cumplieron con los
requisitos de solubilidad y estabilidad en solventes compatibles con los ensayos
bioldgicos a realizar. Tanto, 4-NH,BS-THQ como BS-THQ son compuestos bactericidas
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frente a cepas de relevancia clinica, siendo el primero de amplio espectro y mostrando
valores de CIM inferiores al prototipo.

Las estructuras evaluadas afectaron notablemente el metabolismo redox de las
cepas de S. aureus, exhibiendo los maximos valores en la generacidon de especies
reactivas. Por su parte, E. coli reveld elevacion sélo de ERO mientras que en P.
aeruginosa se observd solo una produccion minima de ERN, probablemente, estos
efectos en las cepas Gram negativas se deben a estrategias de detoxificaciéon propias de
cada cepa. La evaluacion de la induccidon de la enzima SOD, permitié corroborar la
produccion de radical anion superdxido y la generacion de especies reactivas
perjudiciales para la célula. Asi se confirma, nuevamente, que los compuestos
bactericidas inducen estrés oxidativo como parte de su mecanismo de accion.

Como parte del estudio de la actividad antibacteriana y la generacién de estrés
oxidativo vinculado a la muerte bacteriana, se determind por micrografias el dafio que
ambos compuestos causaban en las células. Se visualizaron modificaciones en las
membranas, que fueron desde rugosidad, retracciones, desprendimiento de la
membrana externa y hasta algunas presentaron lisis celular. Asi, se corrobord el dafio
celular post tratamiento que lleva a la letalidad de estas especies.

Durante etapas avanzadas del desarrollo experimental descripto, se evalué el
efecto de ambos derivados sobre membranas miméticas (liposomas) con la finalidad de
comenzar la busqueda de un potencial target para estos compuestos. Se concluyé que
ambas estructuras interaccionan con las membranas lipidicas ocasionando una
perturbacién inferior al 30% respecto del control. Esto se deberia a que son moléculas
pequeiias y altamente lipofilicas, de acuerdo con los valores predichos por las bases de
datos MOLINSPIRATION® y OSIRIS®. Sin embargo, no provocaron una desestabilizacion
total de la membrana después de 21 h de exposicién, por lo cual se determind que su
efecto no es de tipo surfactante. Estos datos son relevantes, debido a que los
experimentos indicarian que existe, al menos, un sitio blanco especifico sobre el que
actuarian.

En la etapa final, se realizd una busqueda de targets por similitud estructural con
nuestros derivados y se encontrd que uno posible seria la enzima “GImU” encargada de
la primera etapa de la sintesis del polimero peptidoglicano, que constituye la pared
celular bacteriana. Se obtuvo una correlacion favorable entre la actividad bioldgica y las
energias de interaccidon de estos derivados con el receptor, catalogando a esta enzima
como una plausible diana terapéutica. La Figura 41 resume un modelo de trabajo que
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se realizé a lo largo de la busqueda de respuestas frente al objetivo especifico
previamente planteado.

Y

Figura 41. llustracion de las etapas de busqueda de compuestos con actividad antimicrobiana.
Tanto BS-THQ como el derivado amino sustituido presentaron actividad bactericida frente a
cepas de relevancia clinica, con un consecuente aumento de estrés oxidativo. El estrés revelado
indujo lesiones en macromoléculas, a nivel de membrana y proteinas. Estudios en membranas
miméticas y tedricos, permitieron descartar un mecanismo de accion inespecifico y plantear un
potencial blanco para los derivados.

De esta seccion de tesis surgid la siguiente publicacion cientifica: “Evaluation
of Antibacterial Activity and Reactive Species Generation of N-Benzenesulfonyl
Derivatives of Heterocycles” . Martinez SR, Miana GE, Albesa |, Mazzieri MR, Becerra
MC. Chem Pharm Bull. 2016; 64:135-41.

90




CONCLUSIONES GENERALES



concLusioNes GENERALES |G

En el presente trabajo de tesis se estudid la accion de diferentes sustancias
antibidticas sobre el metabolismo oxidativo en bacterias productoras de biofilms y en
estado plancténico, de manera tal, que se obtuvieron las siguientes conclusiones a
partir de los resultados obtenidos.

0 Se evidencié el efecto de LZD como un potente agente anti-biofilm a
concentraciones reducidas (10xCIM) frente a cepas de S. aureus sensibles y
resistentes a meticilina provenientes de aislamientos clinicos

0 No se aprecié generacion de especies reactivas nocivas en biofilms maduros
expuestos a LZD. Asimismo, el estudio de la accion de LZD en cepas
plancténicas de S. aureus evidencid valores bajos de produccidon de especies
reactivas solo en un 40% de las cepas. Esto nos permitid corroborar que el
estrés oxidativo en bacterias no tiene un rol principal ligado a la accién
inhibitoria del agente bacteriostatico LZD

0 Se comprobd que el desequilibrio oxidativo puede generarse en el tratamiento
con compuestos bactericidas induciendo lesiones oxidativas perjudiciales. La
evaluacién de la PL en tiempo real revelé6 que el deterioro oxidativo en
membranas es un evento heterogéneo entre las células inducido por CIP

0 Se demostro que el estrés oxidativo es parte del mecanismo de accion de CIP,
debido a que la adicion de un agente antioxidante externo lleva a la atenuacion
del efecto bactericida y en consecuencia aumentaria la sobrevida bacteriana

0 Se describid la actividad antimicrobiana de nuevos derivados de sintesis vy la

alteracién del equilibrio oxidativo bacteriano como parte de su mecanismo de
accion
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En base a los resultados obtenidos durante el trabajo de tesis se plantea
continuar con los siguientes estudios:

0 Avanzar con el andlisis de potenciales blancos de los derivados BS-THQ
mediante la realizacidon de ensayos bioldgicos con la enzima GmlU

0 Por otra parte, se proyecta plantear un potencial modelo matematico
gue permita describir cuantos radicales peroxilo se producen y mapear
con una alta resolucion en que region puntual se oxida cada molécula del
colorante H;B-PMHC en la membrana de E. coli para luego a través de
super resolucion, estudiar la dindamica de evoluciéon de los ERO como
parte del metabolismo celular

0 Seguir profundizando en el estudio de la induccién de la PL en tiempo

real, tanto en células individuales como en biofilms, inducida por otros
compuestos con actividad bactericida
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8.1 Cepas y condiciones de cultivo bacteriano

8.1.1 Condiciones de cultivo

Los cultivos se conservaron a -80 °C en caldo tripteina soya (TS) y glicerol en la
relacion 90:10. Para los experimentos, las cepas se cultivaron por 18 h a 35°C,
Escherichia coli en agar Luria Bertani (LB) y el resto de las cepas en agar tripteina soya
(TS). Los cultivos frescos se prepararon a partir de una unica colonia aislada
proveniente de un cultivo puro.

8.1.2 Cepas bacterianas utilizadas para la investigacion de la generacion de estrés
oxidativo por parte del antibiotico Linezolid

Se estudié de la generacidon de estrés oxidativo inducida por el antibidtico
Linezolid (LZD) en cultivos plancténicos. En estos experimentos se utilizaron cepas de
Staphylococcus aureus de referencia sensibles y resistentes a meticilina, SAMS ATCC
29213, SAMR ATCC 43300. Ademas, se investigd la induccién de estrés oxidativo en
cepas clinicas sensibles y resistentes a meticilina caracterizadas genéticamente?! (Tabla
1). La tabla 1 detalla la cantidad de cepas estudiadas, las cuales se identifican
numéricamente y la clasificacion de acuerdo con la sensibilidad o resistencia a
meticilina. El complejo clonal es una agrupacion tipo secuencial de los genes
housekeeping que determinan caracteristicas genéticas o de virulencia entre las cepas.
Por su parte el cassette cromosomal o SCCmec hace referencia a un elemento genético
movil siendo exclusivo de S. aureus, el cual es un determinante que le confiere
resistencia a los antibidticos de tipo betalactamicos. Mientras que la categoria
molecular indica si estos fueron adquiridos en la comunidad (CA) o en el ambiente
hospitalario (HA).

1 Cepas provistas por la Prof. Dra. Claudia Sola del Dpto. Bioquimica Clinica, CIBICI-CONICET.
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Tabla 1. Cepas caracterizadas genéticamente: denominacidn numérica, sensibilidad a
meticilina, complejo clonal, cassette cromosomal y categoria molecular (Izquierda a derecha).

CEPAS |SAMR/SAMS |Complejo clonal| Tipo de SCCmec | Categ. Molecular
1 SAMR 5 [} HA-SAMR
2 SAMR 8 A HA-SAMR
3 SAMR 5 v CA-SAMR
4 SAMR 8 v CA-SAMR
5 SAMR 30 Y CA-SAMR
6 SAMR 5 I\ HA-SAMR
7 SAMR 8 v CA-SAMR
8 SAMR 8 v CA-SAMR
9 SAMR 22 v HA-SAMR
10 SAMR 30 [} HA-SAMR
11 SAMR 121 v CA-SAMR
12 SAMR 251 Xl LA-SAMR
13 SAMS 5 SAMS SAMS
14 SAMS 30 SAMS SAMS
15 SAMS 8 SAMS SAMS
16 SAMS 1 SAMS SAMS
17 SAMS 8 SAMS SAMS
18 SAMS 398 SAMS SAMS
19 SAMS 45 SAMS SAMS

20 SAMS 97 SAMS SAMS
21 SAMS 1 SAMS SAMS
22 SAMS 121 SAMS SAMS
23 SAMR 5 SAMS SAMS
24 SAMR 5 | HA-SAMR
25 SAMS 5 SAMS SAMS
26 SAMS 5 SAMS SAMS
27 SAMR 5 v CA-SAMR
28 SAMR 5 v CA-5AMR

8.1.3 Estudios en cultivos planctdnicos con el antibidtico bactericida ciprofloxacina

La investigacién de las lesiones oxidativas inducidas por ciprofloxacina (CIP)
fueron realizadas en las siguientes cepas bacterianas: E. coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, una cepa clinica de P. geruginosa designada
como H, Bacillus subtilis ATCC 6051, SAMS ATCC 29213 y SAMR ATCC 43300.
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8.1.4 Investigacion de la susceptibilidad bacteriana en cultivos planctdnicos a nuevos
derivados de sintesis

Por su parte, la etapa de busqueda de nuevas drogas con actividad
antibacteriana se realizé en las cepas de referencia SAMS ATCC 29213, SAMR ATCC
43300, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853.

8.2 Sintesis de derivados de N-bencenosulfonilos de heterociclos

La sintesis de derivados de N-bencenosulfonilos de heterociclos (BS-Het) fue
realizada de acuerdo con la metodologia utilizada por Congreve y col. (2008) por el
equipo de Quimica Medicinal del Departamento de Ciencias Farmacéuticas de la
Facultad de Ciencias Quimicas, UNC. Los métodos de purificacién y la caracterizacién
estructural de los derivados han sido previamente descriptos por Pagliero y col. (2010).

8.3 Preparacion de soluciones de LZD, CIP, BS-THQ y 4-NH>BS-THQ

El antibidtico LZD se solubilizé en buffer PBS, el antibiético CIP en H,O y
posteriormente diluido en PBS. En el caso de los derivados de sintesis, una solucion
madre de BS-THQ se preparé6 en una mezcla de dimetilsulfoxido (DMSO),
polietilenglicol 400 (PEG) y buffer PBS en la proporcion 20:10:70; el compuesto 4-
NH,BS-THQ se disolvié en una mezcla 10:90 (v/v) de metanol (MeOH) y PBS. La
concentracion final de solvente organico fue inferior al 10% en todos los experimentos.

8.4 Cuantificacion de proteinas

La concentraciéon de proteinas en los respectivos indculos bacterianos fue
cuantificada por el método de Bradford (Bradford et al., 1976). El fundamento es el
cambio de color del colorante Coomassie brilliant blue G-250 en respuesta a la
interaccidon de aminodcidos bdsicos (especialmente arginina) y aromaticos. Esta unién
del colorante con las proteinas se mide espectrofotométricamente a 595 nm. Para
determinar la concentracién de proteinas de la muestra problema se construyd una
curva de calibrado, a partir del suero patréon Proti 2 (Wiener Lab). La concentracion de
las muestras problema fueron determinadas por interpolacién de los valores de
absorbancia en la curva de calibrado, adicionando 100 uL de la suspensién bacteriana,
50 puL de buffer PBS y 50 uL del reactivo de Bradford.
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8.5 Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) en células
planctonicas

La CIM se evalué mediante el método de macro-dilucién en caldo siguiendo las
normas internacionales propuestas por Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012). El indculo bacteriano se prepard colocando cuatro o cinco colonias de
cada cepa en caldo Mieller Hinton (MH) y se comparé la turbidez con el tubo 0,5 de Ia
escala de Mc Farland.? Finalmente, se diluyé para ajustar el inéculo a 10° Unidades
Formadoras de Colonias por mililitro de solucién (UFC/mL). Soluciones madres de los
antibidticos LZD (32 pg/mL) y CIP (10 pg/mL) se prepararon en PBS y caldo MH. En el
caso de los derivados de sintesis se preparé una soluciéon madre de BS-THQ (400
pug/mL) en una mezcla de dimetilsulféxido (DMSO), polietilenglicol 400 (PEG), y caldo
MH en la proporcion 20:10:70; mientras que el compuesto 4-NH,BS-THQ (200 pg/mL)
se disolvi6 en una mezcla 20:80 (v/v) de metanol (MeOH) y caldo MH. La
concentracion final de solvente organico fue inferior al 10% en todos los experimentos.
Las soluciones respectivas se incubaron, en diferentes concentraciones, con el inéculo
bacteriano correspondiente por 18 h a 35°C. Los controles sin antimicrobianos se
realizaron paralelamente. Los tubos se examinaron luego de ser incubados 18 h a 35 °C
y se determind la CIM para cada microorganismo evaluado.

8.6 Curvas de muerte bacteriana

Los cultivos bacterianos de S. aureus ATCC 29213, SAMR ATCC 43300, E. coli
ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27856, en fase de crecimiento exponencial, se
suspendieron en caldo MH hasta alcanzar aproximadamente 108 UFC/mL (DOg00=0,1),
y se ajustd el indculo a 108 UFC/mL mediante la dilucidn correspondiente. Luego, se
incubaron las muestras con BS-THQ (1xCIM) y 4-NH,BS-THQ (2xCIM). Los recuentos de
viabilidad bacteriana se realizaron a las 0, 4, 8, 10 y 24 h de incubacién a 35 °C. Se
recolectaron alicuotas de 100 pL de cada muestra y se realizaron diluciones seriadas
1/10 en caldo MH, para su posterior siembra en placas de agar MH, mediante la
técnica de siembra por microgota (Naghili y col., 2013). Las curvas de letalidad se
construyeron representando graficamente el logio de UFC/mL, en funcién del tiempo.

8.7 Ensayos en biofilm

8.7.1 Cepas bacterianas

Los ensayos de biofilms se realizaron en cepas de S. aureus procedentes de
aislamientos clinicos (cinco) provistas por el Sanatorio Aconcagua de la ciudad de
Cérdoba Capital, Argentina. De éstas, cuatro fueron meticilino resistentes y se las

2 Mc Farland: estandares de turbidez que se usan como referencia en suspensiones
bacterioldgicas para saber que el nimero de bacterias por mililitro de solucién.
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designd numéricamente SAMR 1, SAMR 2, SAMR 3 y SAMR 4; y sélo una fue meticilino
sensible, SAMS 5. También, se utilizaron dos cepas de referencia SAMS ATCC 29213 y
SAMR ATCC 43300 en este estudio.

8.7.2 Induccion de la formacion de biofilm

A partir de cultivos frescos (item 8.1) se realizé una dilucién en caldo para
ajustar la concentracion del indculo bacteriano a DOgpo=0,1, turbidez semejante a
1.10% UFC/mL. Para inducir la formacion de biofilm, se suplementd el caldo TS con
glucosa a una concentracién final de 0,25% p/v. Luego, al caldo suplementado, se
adiciond la suspensién bacteriana hasta alcanzar una concentracion final de 1.10°
UFC/mL. Se agregaron 200 pL de esta solucion a cada pocillo de la placa de
poliestireno estéril y se incubd por 24 h a 35 °C con agitacion permanente (130 rpm).
Posteriormente, se descartd el sobrenadante de la placa y se lavé cada pocillo 3 veces
con 200 pL de buffer PBS para eliminar las células planctonicas (Aiassa y col., 2014).

8.7.3 Cuantificacion de la masa de biofilm con la tincion con Cristal Violeta (CV)

El método utilizado para la determinacién de la masa de biofilm fue la tincidn
con CV. Este colorante interacciona con las cargas negativas de la superficie de la
matriz extracelular del biofilm, asi como también con la pared de las células
planctdnicas. Tanto las células viables, las muertas y la matriz pueden tefiirse con CV,
por lo que éste es sélo una medida de la cantidad de masa del biofilm (Xu y col., 2016).
Posterior a la induccién del biofilm, y remocién del sobrenadante, la placa de
poliestireno se introdujo en cabina de flujo laminar o estufa de cultivo por 12 h, para el
secado. Luego, se afiadieron 200 pL de una solucién de CV al 1% a cada pocillo y se
dejod reposar durante 15 min. Finalmente, se lavo el exceso de CV dos veces con PBS y
se fijo el colorante con 50 pL de etanol al 95% durante 15 min. Se midi6 la absorbancia
a 595 nm (Pitts y col., 2003).

8.7.4 Determinacion del perfil inhibitorio de LZD en biofilm preformados

La induccion de biofilms de las cepas S. aureus se realizé en placas de
poliestireno estériles de 96 pocillos. Una vez obtenido el biofilm maduro se descarté el
sobrenadante y la placa se enjuagd 3 veces con PBS. Paralelamente, se prepararon
soluciones del antibiético en caldo TS a partir de una solucién stock de LZD en PBS, las
concentraciones ensayadas fueron 10xCIM, 100xCIM, 500xCIM. Posterior al ultimo
enjuague, se adicionaron 200 L de la solucién de antibidtico y se incubd la placa por
24 h a 35 °C en shaker con agitacion continua a 130 rpm (Martinez y col., 2016).
Finalmente, para evaluar la masa de biofilm se utilizé el ensayo con CV (item 8.7.2).
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8.7.5 Estudio de la actividad metabdlica del biofilm

La formacion e inhibicion de biofilm se midié indirectamente de forma
semicuantitativa colorimétrica usando un ensayo de reduccién de 2,3 bis (2 metoxi-4-
nitro-5 sulfofenil) 2H tetrazolio, 5 carboxanilida (XTT) y meta sulfato de fenazina (PMS).
El fundamento radica en la reduccidn de la sal de tetrazolio a su forma soluble en agua
(Roehm y col., 1991). Se mide espectrofotométricamente a 490 nm y la absorbancia
gue arroja es indicativa de la masa de células metabdlicamente activas. El ensayo
permite la cuantificacion de células viables tanto en biofilm como cultivos plancténicos
(Gabrielson y col., 2002). En primer lugar, se evalud el crecimiento del biofilm por este
ensayo, para determinar cuales cepas eran las mayores productoras. Se indujo la
formacion de biofilm en placas de poliestireno de acuerdo con el item 8.7.1 y se midid
la actividad metabdlica alas 0, 4, 6, 12 y 24 h. A cada tiempo evaluado se descarté el
sobrenadante, enjuagd el biofilm (3 veces), se agregaron 250 uL de la solucién del
colorante (XTT/PMS) y se incubd en oscuridad por un periodo de 3 h a 35°C. Ambos
reactivos (XTT/PMS) se diluyeron en 100 pL de DMSO (0,01% en la solucién final) y las
soluciones se realizaron en PBS a las concentraciones finales de 200 pg/mL (XTT) y 20
ug/mL (PMS). El mismo procedimiento se siguid para evaluar la inhibicion del biofilm
preformado cuando fue expuesto a LZD.

8.7.6 Investigacion de la produccion de especies reactivas inducidas por LZD en cepas
de S. aureus productoras de biofilms

La molécula 1,2,3 dihidrorodamina DHR (Figura 1) en presencia de ERO y ERN
se oxida a su forma fluorescente HR (especie catidnica y altamente lipofilica). Esta se
excita a 505 nm y emite a la longitud de onda de 530 nm (Gomez y col., 2006). La
formacidn de biofilm para cada cepa se estimulé de acuerdo con lo descripto en el
item 8.7.2 El biofilm preformado, sobre una placa de poliestireno negra, de 96 pocillos
con fondo plano transparente, se lavd 3 veces con buffer PBS estéril. Luego se
adicionaron 200 pL de una solucion de LZD, a las concentraciones de 10xCIM vy
100xCIM, y la placa se incubd por 2, 4, 6, y 10 h a 35°C. Una vez concluido el periodo
de incubacidn, se descarté él sobrenadante y se adicionaron 180 pL de PBS mas 20 ulL
de una solucién de DHR (la concentracion final de colorante en cada pocillo fue de 1
UM). Las muestras tratadas se incubaron por 20 min en estufa de cultivo en
condiciones de oscuridad a 35°C. La intensidad fluorescente emitida se realizé6 en
lector de microplacas Synergia Biotek.
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Figura 1. Oxidacién de la molécula no fluorescente DHR a su especie fluorescente HR.

8.7.7 Estudio de la eficacia de Linezolid en la erradicacion del biofilm formado
mediante microscopia electronica de barrido (SEM)

El andlisis de la erradicacion de biofilm se realizé por microscopia electrénica
de barrido. Esta técnica es capaz de producir imagenes tridimensionales de la
superficie de una muestra con una alta resolucién. Se indujo la formacion de biofilm de
las cepas SAMR 1 y SAMR ATCC 43300 sobre cubreobjetos de vidrio. Posterior a la
obtencién de un biofilm maduro sobre la superficie del cubreobjetos, éste se lavd
reiteradas veces con PBS y finalmente se tratd con LZD a la concentracion de inhibicidon
(10xCIM), determinada previamente por el ensayo de actividad metabdlica. La
eficiencia de erradicacién se evalué a las 0, 12, 18 y 24 h de contacto con el antibiético.
Luego de cada tratamiento, los cubreobjetos se lavaron 3 veces con el buffer de
trabajo y se deshidrataron con soluciones de EtOH: H,O de concentracion creciente
(50, 70, 80, 90 y 100 %). Finalmente, cada muestra (vidrio) se recubrié con oro y se
capturaron imagenes utilizando el microscopio Carl Zeiss Sigma del laboratorio de
Microscopia y Analisis por Rayos X (LAMARX) de la UNC (Kontensk y col., 2010).

8.7.7.1 Andlisis de imdgenes obtenidas por SEM mediante Fiji-lmageJ

Las imdagenes obtenidas por SEM fueron procesadas con el software Fiji-
Imagel (Schindelin y col., 2012), esté es de dominio publico. Se eligieron 8 micrografias
representativas obtenidas de cada tratamiento. Estas se alinearon y escalaron (nm),
obteniéndose una superficie total de 2769 mm?. Para poder diferenciar la superficie de
biofilm del fondo de la imagen se aplicé un filtro (median filter) no lineal que elimina el
ruido de la imagen (Carson y col.,, 2010). Inmediatamente después, la imagen se
convirtié en binaria (blanco y negro, donde asigna valores de 0 y 255 para cada pixel,
respectivamente) aplicando el threshold Otsu por default. Luego se cuantificd la
totalidad de superficie ocupada por el biofilm para la imagen binaria. Finalmente, se
realizé la sustraccién (area biofilm) correspondiente a la totalidad de la superficie y asi
se obtuvo el valor correspondiente al porcentaje de ocupacidn sobre la superficie. En
paralelo, se realizd un script con la finalidad de automatizar el andlisis de las imagenes
(Martinez y col., 2016).

[0z L
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8.8 Estudio de la induccion de ERO y ERN en cultivos plancténicos

8.8.1 Evaluacion de la generacion de radical anion superdxido O, mediante la
reduccion del azul de nitrotetrazolio

La prueba del azul de nitrotetrazolio (NBT) se basa en la reduccién del reactivo
NBT oxidado (incoloro) a su forma reducida NBTH (Figura 2), el cual produce un
precipitado de color azul que puede cuantificarse por métodos espectrofotométricos.
En primer lugar, se prepararon cultivos bacterianos de SAMS ATCC 29213, SAMR ATCC
43300, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853 en caldo TS (18 h a 35°C), cada
suspension bacteriana (DOsoo=1) se centrifugd y resuspendié en PBS a pH=7. En
segundo lugar, se incubaron 50 pL de las suspensiones, con 50uL de BS-THQ o 4-
NH2BS-THQ, en concentraciones sub-CIM, CIM y supra-CIM (2 h a 35°C). En tercer
lugar, se adicionaron 50 pL del reactivo NBT (1 mg/mL, solubilizado en 100 pL de
DMSO y 900 uL PBS) y se incubaron en oscuridad por 30 min a 35°C, y posteriormente
se adicionaron 10 pL de HCI (0,1 N) con el propdsito de detener la reaccién quimica.
Finalmente, se centrifugaron las muestras por 10 min a 1500 rpm para separar las
células del sobrenadante (ERO extracelular). Para extraer el NBTH (ERO intracelular),
los sedimentos se suspendieron en 160 uL de PBS y se trataron con 40 uL de DMSO,
con el fin de lisar las células. La solucién del NBTH, se midié espectrofotométricamente
a 575 nm, en un lector de placas multipocillos Biotek (Becerra y col., 2002).
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Figura 2. Reduccién de NBT a su forma reducida NBTH

8.8.2 Evaluacion de la produccion de ERN

La produccion de 6xido nitrico (ON), en SAMS ATCC 29213, SAMR ATCC 43300,
E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853 se determind mediante la
cuantificacién de nitritos utilizando la reaccién de Griess. Su fundamento se basa en la
formacién de un cromoéforo por la reaccién de sulfanilamida con nitrito de sodio en
medio 4cido, seguido de un acoplamiento con aminas biciclicas, tales como el
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clorhidrato N-1-(naftil) etilendiamina, que producen la formaciéon del azo derivado
coloreado, que se determina por espectrofotometria a 540 nm. Los cultivos
bacterianos se obtuvieron en caldo MH (24 h a 35°C) y se trataron de la misma manera
gue para la determinaciéon del anién superdxido. Cada suspension se incubd con BS-
THQ o 4-NH;BS-THQ por un periodo de 2 h, en volimenes 1:1. Subsiguientemente, las
muestras se centrifugaron por 10 min a 3000 rpm, y se lavaron 2 veces con buffer PBS.
Se tomd 100 plL de las muestras tratadas, y se adiciond, en primer lugar, 50 pL del
reactivo sulfanilamida (2 % p/v en HCI 5 % v/v) mas 50 pL del clorhidrato de N-1-naftil
etilendiamina (NEED 0,1% P/V en agua). Estas soluciones fueron incubadas en
oscuridad por 30 min, a 35°C. Al mismo tiempo, se hizo una curva de calibrado con
nitrito de sodio (NaNQ;) en concentraciones de 0,8 a 400 uM en PBS. Los resultados se
expresaron como MM NaNO,/mg proteina. Las proteinas fueron cuantificadas
mediante el ensayo de Bradford como se describe en el item 8.4.

8.8.3 Deteccion de ERO y ERN mediante microscopia de fluorescencia

Utilizando la técnica de microscopia de fluorescencia se cuantifico la
produccidn, en general, tanto de ERO como de ERN: O,*; OH®; H,0,; NO*; NO>* (Wrona
y col., 2005). Los colorantes fluorescentes presentan la capacidad de oxidarse o
reducirse frente a diversas especies reactivas y emitir fluorescencia. El colorante
fluorescente diacetato 2’,7'-dicloro-hidrofluoresceina (H2DCFDA) se oxida mediante
ERO y ERN, excitdndose a 490 nm y emitiendo luz a 520 nm (Melino y col., 1990;
Reiniers y col., 2017). La sonda H,DCFDA permitié evaluar la generacién de especies
reactivas (Figura 3), ya que presenta la capacidad de oxidarse y emitir fluorescencia a
520 nm (Culakova y col., 2013). En caldo MH (10 mL) se prepararon cultivos frescos de
las cepas SAMS ATCC 29213 y SAMR ATCC 43300 por 18 h a 35 °C (DOeoo=1), los cuales
se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min y se procedid a re suspender los pellets en PBS
(5 mL). Las suspensiones bacterianas de las cepas estudiadas fueron incubadas con BS-
THQ a concentraciones supra-CIM, CIM y sub-CIM por un periodo de 2 h a 35°C. Luego,
las muestras fueron centrifugadas a 3000 rpm por 10 min y lavadas con PBS. Se
recolectaron alicuotas de 100 pL de las muestras, a las cuales se les adicioné 1,8 mL de
PBS mds 20 pL de la solucién de HDCFDA (100 uM) y posteriormente se las incubd, en
oscuridad por 25 min a 35°C. La intensidad fluorescente se obtuvo mediante la
excitacidon de las muestras a 490 nm y recolectando la emisién fluorescente a 520 nm,
utilizando un microscopio NIKON TE-2000U. En paralelo, se realizaron controles
positivos con CIP y negativos con las cepas no tratadas.
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Figura 3. La sonda H,DCFDA es degradada por esterasas una vez que ingresa a la célula
pasando a su forma HDCF la cual en presencia de ERO y ERN e oxidada a la especie emisora
DCF.

8.8.4 Deteccion de ERO y ERN mediante espectrofluorometria con H,DCFDA

En caldo MH (10 mL) se prepararon cultivos frescos de las cepas SAMS ATCC
29213, SAMR ATCC 43300, E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853 por 18 h a
35 °C (DOe0o=1), los cuales se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min y se procedié a
resuspender los pellets en PBS (5 mL). Las soluciones del BS-THQ y 4-NH,BS-THQ, se
disolvieron en las mezclas de solventes descriptas previamente en el rango de
concentraciones finales de 200 a 12,5 pg/mL. En una microplaca negra, de poliestireno
de 96 pocillos, con fondo plano transparente, se incubaron 100 uL de los indculos
bacterianos con 100 pL de los derivados de sintesis (2 h a 35 °C). La prueba
fluorescente H,DCFDA se solubiliz6 en DMSO vy se prepararon soluciones stock de 10
mM, las cuales luego fueron diluidas en PBS para lograr una concentracion final de
1uM, en el pocillo de la microplaca. A cada muestra se le adicion6 20 pL de la sonda, se
incubd por 20 min, en estufa de cultivo, en condiciones de oscuridad y a 35 °C. La
intensidad fluorescente emitida se recogié en lector de microplacas Synergia Biotek.
Paralelamente, se realizaron controles de las muestras no tratadas con los derivados
de sintesis y también controles positivos con H,0; al 3% v/v como oxidante.

8.8.5 Deteccion de especies reactivas por espectrofluorometria utilizando la sonda DHR

En caldo MH (10 mL) se prepararon cultivos frescos de las cepas de S. aureus y
se incubaron por 18 h a 35 °C (DOggo=1), los cuales se centrifugaron a 2000 rpm por 10
min y se procedid a resuspender los pellets en PBS (5 mL). Paralelamente, se
prepararon soluciones del antibidtico LZD en el rango de concentraciones finales entre
1 a 4 pg/mL. En una microplaca negra, de poliestireno, de 96 pocillos con fondo plano
transparente, se incubaron 100 pL de los indculos bacterianos con 100 uL de
diferentes concentraciones de LZD por 4 h y 24 h a 35 °C. Posterior al periodo de
incubacidn, se afiadieron 20 pL de la sonda DHR (concentracidn final 1 uM, solubilizada
en 100 pL de DMSO y PBS) mas 80 plL de PBS y se conservd en oscuridad por 20 min a
35 °C. La intensidad fluorescente se midié en un lector de microplacas Synergia Biotek.
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8.9 Cuantificacion de la produccion de especies reactivas en glébulos blancos

Se obtuvieron leucocitos de muestras de sangre periférica de donantes sanos y
fue anticoagulada con heparina. Luego, se agregaron 4 mL de dextrano al 6% p/v en
buffer PBS a 10 mL de la sangre y se mantuvieron en contacto por 30 min a
temperatura ambiente, para sedimentar los glébulos rojos. Una alicuota de 2 mL de
solucion de Ficoll-Hypaque se agregd a 6 mL de la solucién anterior y se centrifugd
para lograr la separacion por gradiente de tamaio celular. De esta manera, se obtuvo
una solucidn trifasica, conteniendo en la parte superior plasma, la fase intermedia
glébulos blancos y la inferior hematies. Se extrajo con pipeta Pasteur el contenido de
la fase intermedia y se agregd albumina 0,1% p/v. El recuento de leucocitos se realizé
por microscopia éptica con un aumento 40x, en una camara de Neubauer. Luego, se
realizé un promedio del recuento y se ajusté la solucion a un volumen final con buffer
para lograr una concentracién de 1.108/mL células (Aiassa y col., 2016). Finalmente, se
incubaron 60 pL de la solucién de leucocitos con 60 uL de diferentes soluciones de LZD
(50; 1; 0,1 y 0,05 pg/mL) por 20 y 40 min a 37 °C. Por ultimo, se adicionaron 60 L de
buffer PBS y 20 plL de la sonda 1,2,3 DHR a una concentracién final de 1 puM. Las
muestras se incubaron por 20 min a 35 °C, en estufa de cultivo, y en oscuridad. La
intensidad fluorescente emitida se recogié en lector de microplacas Synergia Biotek. La
fluorescencia (unidades arbitrarias) se cuantificd excitando las muestras a 505 nm, la
emision se recolecté a 530 nm.

8.10 Investigacion de la actividad hemolitica

Se evalué la capacidad de LZD de producir hemdlisis en glébulos rojos
obtenidos de sangre periférica humana proveniente de adultos sanos; posterior a la
extraccion se anadié EDTA como agente anticoagulante. Inmediatamente, las muestras
fueron centrifugadas por 10 min a 2000 rpm y lavadas tres veces con buffer PBS. El
pellet se suspendid en PBS para alcanzar una concentracion de 10% (v/v)
eritrocitos/suspension PBS. La suspension se diluyé en PBS (1:10) y se tomaron
alicuotas de 100 pL, las que fueron incubadas con 100 uL de LZD (50; 1; 0,1 y 0,05
ug/mL) en PBS por 1y 2 h a 35 °C. Las muestras incubadas se centrifugaron por 10 min
a 2000 rpm; del sobrenadante se transfirieron 150 pL a una placa de poliestireno
transparente y se midio la absorbancia a 450 nm (Ahmad vy col., 2010). Como control
positivo de hemdlisis total se adiciond Triton X-100 al 1% (v/v). El porcentaje de
hemodlisis se calculé mediante la siguiente ecuacién:
% hemdlisis= [(Asso muestra tratada con LZD- Asso control) / Asso muestra hemolizada
con Tritdn X-100] x 100
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8.11 Evaluacion sistemas antioxidantes

8.11.1 Cuantificacion de la enzima Superoxido Dismutasa (SOD)

Para la determinacién de la actividad SOD se utilizé riboflavina, la cual pierde
un electrén en presencia de luz y desencadena una serie de reacciones que generan
radical anion superoxido (O27). Este reduce el reactivo azul de nitrotetrazolio (NBT)
azul de formazan, generando un precipitado azul que se mide por método
colorimétrico. La reduccién de NBT, por lo tanto, disminuye en presencia de SOD, ya
gue esta enzima dismuta el radical anidén superdxido conduciendo a la formacion de
H,0,. Las cepas se obtuvieron a partir de cultivos frescos en caldo MH por 18 h a 35°C
(DOgpo=1). Posteriormente, se centrifugaron y suspendieron en PBS. Se incubaron 500
uL de las suspensiones con 500 uL de las soluciones de LZD 6 4-NH;BS-THQ, por 2y 4 h
a 35°C. Después del periodo de contacto, las muestras se centrifugaron por 10 min a
3000 rpm. El sobrenadante se descartd y los respectivos pellets se solubilizaron con
250 pL de PBS y luego se agregaron 250 puL de DMSO para romper las membranas
celulares. De este ultimo tratamiento se tomaron alicuotas de 100 uL a las cuales se les
adicioné los reactivos en el siguiente orden: 300 uL de metionina (39 mM); 300 uL de
EDTA (300 nM); 100 pL de NBT (750 uM) y 300 uL de riboflavina (6 uM). Por ultimo, se
expusieron las muestras a luz fluorescente (ldmpara de 20 w) por 6 min para que se
desencadene la reaccién de la riboflavina. Paralelamente, se realizé un control positivo
con H,0; al 30% v/v, para determinar las unidades SOD del ensayo. La lectura del color
final se determind espectrofotométricamente a 595 nm (Misra y col., 1977). Los
resultados fueron expresados como unidades de actividad SOD por mg de proteina (U
SOD/mg proteina). La cuantificacion de proteinas se realizé por el método de Bradford
previamente descripto.

Calculo % activacién de SOD = (control- muestra tratada) *100

Activacion H;0;

8.11.2 Determinacion de la capacidad antioxidante total (FRAP)
El ensayo FRAP mide el poder reductor de los antioxidantes tanto enzimaticos

como no enzimaticos. La reduccion del complejo de tripiridiltriazina férrica (Fe3*TPTZ)
a la forma ferrosa (Fe?*), puede ser monitoreada espectrofotométricamente a 593 nm
debido al complejo azul intenso que se forma. La reaccidn es inespecifica, cualquier
sustancia presente en el medio de reaccién que tenga un potencial de reduccion
menor, bajo las condiciones de la reaccién, que aquel del medio de reaccién
férrico/ferroso, conducira a la reduccién de Fe3* a Fe?*. El cambio en la absorbancia,
entonces, esta directamente relacionado al poder reductor total de los antioxidantes
donantes de electrones presentes en la mezcla de reaccidon (Benzie y Strain, 1999;
Aiassa y col., 2011). Los cultivos frescos de las cepas (DOsoo=1) se centrifugaron a 2000
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rom por 10 min y se procedié a re suspender los pellets en PBS. Paralelamente, se
prepararon soluciones del antibiético en el rango de concentraciones entre 1 a 4
ug/mL. Se utilizaron 10 uL del sobrenadante de cultivo, de cada una de las condiciones
ensayadas con el antibidtico LZD, al cual se le agregd 300 puL de una mezcla de
reactivos formada por: 10 partes de buffer acetato 300 mM de pH 3,6; una parte de
soluciéon de TPTZ 10 mM en HClI 40 mM y una de solucion de cloruro férrico
(FeCls.6H20) 20 mM. Se emplearon soluciones acuosas de concentraciones conocidas
de Fe?* (FeS04.7H>0) como testigos para realizar una curva de calibracién y se
determind la absorbancia en un lector de microplacas a 595 nm. Los resultados se
expresaron como uM FeSOs/mg de proteina.

8.12 Estudio de las lesiones provocadas por las especies reactivas en macromoléculas
bacterianas

8.12.1 Cuantificacion del dafio en macromoléculas bacterianas: productos proteicos de
oxidacion avanzada (AOPP)

Los AOPP son considerados marcadores de estrés oxidativo (Witko-Sarsat y
col.,, 1996), son indicativos de la existencia de proteinas altamente oxidadas. Los
patrones espectrales de los AOPP corresponden a moléculas coloreadas dentro de las
gue se incluyen la ditirosina, carbonilos y pentosidinas (Capeillere-Blandin y col.,
2004). Estos productos de oxidacion avanzada pueden ser detectados por
espectrofotometria a 340 nm, utilizando una solucién de Cloramina T en presencia de
ioduro de potasio (KI). Las diferentes cepas se cultivaron en caldo MH por 18 h a 35 °C,
las cuales fueron centrifugadas a 3000 rpm y suspendidas en buffer PBS.
Paralelamente, se prepararon soluciones de LZD (rango concentraciones 1 a 4 ug/mL)y
de los derivados de sintesis (rango concentraciones 12,5 a 200 pg/mL). Se incubaron
alicuotas de 900 pL de las respectivas suspensiones bacterianas con 100 plL de las
soluciones de LZD, BS-THQ, 4-NH;BS-THQ o PBS (condiciéon basal), por diferentes
periodos de tiempo (0, 2, 4, 6 y 24 h). Se tomaron muestras de 200 uL de cada uno de
los tratamientos, a los cuales se les adicioné 10 pL Kl (1,16 M) y 20 pL de acido acético
glacial. Inmediatamente luego de la adicidon de los reactivos se realizé la lectura
espectrofotométrica. Las concentraciones de AOPP se expresaron como
miliequivalentes de Cloramina T por miligramo de proteina (mEq Cloramina T/mg
proteina), por lo que se construyd una curva de calibrado con Cloramina T en el rango
de concentraciones de 0 a 100 uM (rango de linealidad). Las proteinas se cuantificaron
por el método de Bradford descripto en el punto 8.4.
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8.12.2 Investigacion de la induccion de la peroxidacion lipidica en cepas Gram positivas
y negativas expuestas a CIP

A partir de un cultivo puro, se tomd una colonia aislada y se cultivd
aerobicamente en caldo LB o TS (30 mL), a 35°C por 18 h, con agitacién permanente
(130 rpm). Posterior al lapso de incubacién, se prepararon cultivos con DOggo =1, se
procedid a centrifugar a 4000 rpm durante 10 min y se lavd el pellet obtenido
reiteradas veces (3) con buffer PBS pH 7. Por ultimo, los sedimentos obtenidos se
concentraron en 3 mL del buffer. Paralelamente, se prepararon soluciones stock de CIP
(300 uM), solubilizada en H,O (1 mL) y PBS; el colorante H;B-PMHC se solubilizé en
DMSO para alcanzar una concentracién de 15 uM. En una placa de poliestireno, de 96
pocillos, negra, estéril con fondo plano transparente, se afiadieron los siguientes
volumenes de cada solucion respectivamente: 30 uL de suspension bacteriana, 150 plL
de PBS, 100 pL de antibidtico y por ultimo 20 uL del colorante. Se procedié a realizar
mediciones en un lector de microplacas excitando las muestras a 488 + 10 nm vy
recogiendo la emisién a 520 + 10 nm, cada 5 min durante 12 h. Los experimentos se
llevaron a cabo a 35°C, se realizaron por cuadruplicado y se repitieron en 6 dias
independientes.

8.12.3 Seguimiento de la peroxidacion lipidica (PL) generadas en células tnicas por CIP
y monitoreadas con H;B-PMHC
Para los ensayos de seguimiento de PL en tiempo real, se disefié una cdmara

de vidrio compuesta por un cilindro de vidrio adherido a un cubreobjetos del mismo
material (25 x 25 mm). La cdmara se inmovilizé a la platina del microscopio y se ajustd
la temperatura a 37°C.

Para visualizar la fluorescencia de H,B-PMHC, las muestras se excitaron con
una onda evanescente proveniente del laser de diodo de 488 nm (Agilent
Technologies, MLC-400B). El haz proveniente del laser se acoplé al objetivo del
microscopio utilizando un divisor de luz de banda (ZT488/640rpc, Chroma Technology).
Ademas, la emisidon de H,B-PMHC se filtré espectralmente con un filtro de excitaciéon
(ET540/80, Chroma Technology). Para las imagenes de viabilidad celular, utilizando el
marcador yoduro de propidio (IP), se paso el haz del laser de 561 nm a través de un
filtro de limpieza de multibanda (ZET405/488/561/647x, Chroma Technology). Las
imagenes se obtuvieron enfocando el haz del laser colimado en el plano focal posterior
del objetivo y utilizando aceite de inmersion (Nikon CFl SR Apochromat TIRF 100x, NA
= 1,51). La fluorescencia emitida por el colorante fue transmitida a través del mismo
objetivo y se capturd en una camara de carga acoplada (EM-CCD) iluminada por un
multiplicador de electrones (Andor iXon Ultra DU-897). Paralelamente, se capturaron
imagenes del canal diferencial de contraste de interferencia (DIC) con el mismo
objetivo (100x) empleado para la obtenciéon de imagenes de fluorescencia. Las
potencias de los respectivos laseres de excitacion se midieron a la salida del objetivo
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utilizando el haz que se proyecta a través de la superficie del lente y fueron 0,098 mW
para el laser de 488 nm y 0,077 mW para el de 561 nm.

La cepa E. coli ATCC 25922 se cultivé en agar LB durante 18 h a 35°C, luego se
adicionaron 2 mL de buffer PBS a la placa de cultivo y se recogid la suspensién
bacteriana fresca. El cultivo se centrifugd a 3000 rpm por 10 min y el pellet se lavd con
PBS 3 veces. Paralelamente, se prepararon soluciones stock de: CIP en buffer PBS (9,
90 y 300 uM); H2B-PMHC en DMSO (15 pM); PMHC solubilizado en acetonitrilo y
diluido en PBS (30 y 300 uM) y para la identificacién de células muertas se adiciond IP
(1 uM) solubilizado en DMSO vy diluido en PBS (30 uM).

La preparacion de la muestra para ser estudiada por microscopia se acondiciond de la
siguiente manera (volumen final de la cdmara 600 pL):

1- Se adicionaron 200 uL de suspensidn bacteriana a la cdmara de vidrio, la cual se
recubrid para evitar contaminacién del ambiente. La muestra se dejo reposar
por 20 min, luego se lavd, al menos, 40 veces con 1 ml de PBS. Por DIC se siguid
la adherencia celular a la superficie del vidrio y la limpieza de la camara.

2- En una etapa posterior, diferentes condiciones experimentales, se afiadieron a
la cdmara en el siguiente orden: 200 pL de antibiético, PBS (el volumen fue
acorde con el experimento realizado), 20 puL de PMHC y finalmente 40 pL de
H,B-PMHC.

3- Los experimentos de viabilidad celular se realizaron agregando 20 pL de IP.

4- Se siguieron las muestras por un periodo de 12 h, adquiriendo imdagenes en los
canales correspondientes cada 30 seg.

8.12.3.1 Procesamiento de imdgenes

Las imagenes se procesaron aplicando el software FlJI-image)
(https://imagej.net/Fiji). Las imagenes correspondientes a una pelicula de 12 h de
adquisicion (1441 tomas/pelicula de 12 h) se alinearon y se selecciond la ultima
captura para la generacién de una imagen binaria (blanco y negro, donde asigna
valores de 0 y 255 para cada pixel, respectivamente). Dos procesos se aplicaron Erode
y Watershed, el primero remueve pixeles de los bordes de la imagen para no
cuantificar fondo y el segundo es una segmentacién que permite separar particulas
gue se tocan, a las células individuales para corregir la imagen binaria y asi obtener el
centro iluminado de cada célula. Todos los bacilos se seleccionaron automaticamente
empleando Analyze particle, asi se logré conseguir una region de interés (ROI) para
cada célula individual. Esta imagen se solapd con la imagen de referencia y se midid la
intensidad media de grises para todas las imagenes capturadas (1441 tomas). Para
determinar la intensidad de fondo, se hicieron circulos de 2 pixeles (donde cada pixel
corresponde a un area de 160 x 160 nm) a lo largo de la imagen y se calculd el valor
medio de gris para cada uno, posteriormente se utilizé como promedio para realizar la
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sustraccion correspondiente. Las imdgenes DIC se procesaron, siguiendo el mismo
esquema de trabajo, para contabilizar el nimero de células totales en el ensayo.

8.13 Estudio del dafio oxidativo producido por BS-THQ o 4-NH;BS-THQ en membranas
miméticas: Ensayo de la liberacion de 5, 6 carboxifluoresceina (CF)

El dafio producido por los derivados de sintesis en membranas simuladas se
evalud a través de la fuga de la sonda fluorescente CF (Makrigiorgos y col., 1997;
Bacellar y col.,, 2014), ésta se encontraba confinada a liposomas compuestos por
distintos lipidos. Inicialmente, se prepararon soluciones en cloroformo de los
siguientes lipidos: Lecitina de soja; DOPC (1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina);
DOPE (1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidiletanolamina); DODAB (Dioctadecil dimetil
bromuro de amonio); PG (1,2-diarachidonoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-glicerol)]) vy
también combinaciones de estos: DOPC: DODAB (80:20); DOPC:PG (80:20) y DOPC:
DOPE (80:20). Una vez obtenidas las soluciones, se procedié a evaporar el solvente
utilizando una corriente de Argdn, con la finalidad de formar un film lipidico en las
paredes del tubo de Kahn. En segundo lugar, se prepard una columna de Sephadex 50
que se compacté con H,O miliQ y luego se hidratd con buffer Tris (10 mM) en NacCl
(300 mM) a pH=8, y por ultimo se saturé con la soluciéon del lipido que se eluyé.

A continuacion, los films de lipidos se dispersaron en 1 mL de la solucién de
CF (50 mM) preparada en buffer Tris (10 mM). Los films de un solo lipido se
solubilizaron mediante agitacién con vortex y sonicado en periodos de 10 min para
obtener liposomas homogéneos en forma y tamafio. Para las combinaciones de lipidos
se utilizé un sonicador de punta en un ciclo de 10 minutos de sonicado (0,3 min de
sonicado y 0,3 min reposo). Como ultima instancia de la etapa preparativa de los
liposomas, se procedid a correr las soluciones por la columna de Sephadex para
separar el colorante CF libre del unido a los liposomas. La primera fraccidn que eluye
en la columna es la CF confinada a los liposomas debido al tamafio superior de estos.
Las soluciones de BS-THQ y 4-NH;BS-THQ, en el rango de concentraciones entre 12,5 a
100 pg/mL se prepararon en DMSO: PBS (20:80). Para determinar el dafio inducido en
los lipidos, se utilizé una microplaca negra de 96 well, en la que se adicionaron: 7 uL de
CF confinada en liposomas, 150 L de las soluciones a estudiar y 143 pulL de buffer Tris.
La fluorescencia emitida se evalud excitando las muestras a 480 nm y recogiendo la
emisién a 517 nm cada 30 min por un periodo total de 6 h en un lector de placas
TECAM-BioTek. Subsiguientemente, se prepard una solucion de Tritdn X-100 al 10% en
H,0 miliQ de la cual se agregaron 10 pL a cada uno de los pocillos de la microplaca
para romper los liposomas y obtener asi el 100% de fluorescencia emitida.
Paralelamente se realizaron los controles correspondientes con los solventes y buffers
utilizados. Se determiné el porcentaje de liberacion de CF mediante la siguiente
formula:
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%CFiiberada = 100 % (I - IO)
(le- lo)

donde I es la intensidad fluorescente obtenida en cada punto, lp es la intensidad
fluorescente inicial e I+ es el valor de fluorescencia final luego del tratamiento con
TritonX-100.

8.14 Andlisis del dano inducido por BS-THQ y 4-NH.BS-THQ por microscopia
electronica de transmision (TEM)

S. aureus ATCC 29213 y E. coli ATCC 25922 se cultivaron en caldo MH (24 h a
35°C), estas suspensiones bacterianas se diluyeron, para ajustar los indculos a una
concentracion de 108 UFC/mL (DOeg0o~0,1). La suspensidon de la cepa Gram positiva se
tratd con una solucién de BS-THQ, solubilizada en una mezcla de DMSO y PEG 400, en
la proporcién 2:1, a la concentracion sub-CIM de 150 pug/mL. La cepa Gram negativa se
expuso al derivado sustituido, solubilizado en MeOH, a la concentracién sub-CIM de 75
ug/mL, por un periodo de 18 h a 35°C. Luego de 18 h de incubacion las muestras se
centrifugaron 3 veces consecutivas por 5 min a 3000 rpm vy se lavaron con buffer PBS.
Los pellets obtenidos se fijaron con una solucién de glutaraldehido al 2 % vy
formaldehido al 4 %, en la proporcién 1:1. Posterior a la fijacién se trataron
nuevamente con tetréxido de osmio al 1% en buffer cacodilato 0,1 M por un periodo
de 2 h. Luego se deshidrataron y embebieron en un taco de resina (Araldite) para ser
cortadas con ultramicrotomo JEOL JUM-7 y montadas sobre una rejilla de niquel. Las
muestras se examinaron con un microscopio Nikon Zeiss LEO 906E (Mengying y col.,
2014). Paralelamente, se realizaron los respectivos controles negativos (muestras no
tratadas).

8.15 Predictores de pardmetros fisicoquimicos relevantes y evaluacion de potencial
toxicidad: MOLISNPIRATION® y OSIRIS®

Las plataformas electrdnicas OSIRIS Property Explorer®
(http://www.chemexper.com/tools/propertyExplorer/main.html) y MOLINSPIRATION®
(http://molinspiration.com/cgi-bin/properties), son de acceso libre. Estas son

utilizadas como predictores, ya que proveen informacién acerca de las propiedades de
una molécula.

MOLINSPIRATION® es una plataforma en la cual se dibuja la estructura de la
molécula o se determina por nomenclatura quimica. El programa permite obtener
datos sobre diferentes propiedades fisicoquimicas como: CLogP, Area Superficial Polar
(ASP), Numero de grupos aceptores de puente de H (ONs), Numero de grupos donores
de puente de H (OHNHs), Nimero de Atomos (NAt), Nimero de Enlaces Rotables
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(NER) y Volumen, entre otras. Pardmetros relevantes para el disefio de farmacos y
para su posterior correlacién con una biodisponibilidad oral favorable en fases clinicas.

Por su parte, OSIRIS® (Sander y col., 2009) también es una plataforma
informatica interactiva que calcula propiedades fisicoquimicas y toxicoldgicas
relevantes partiendo de una estructura dibujada por el usuario. Esta base de datos
evalla los parametros y los clasifica con un cédigo de color. El proceso de prediccidn
recae sobre un listado que contiene un conjunto de fragmentos estructurales pre-
computarizados, que alertan sobre riesgos en caso de ser encontrados en la molécula
dibujada. Estas listas fueron creadas fragmentando rigurosamente todas las sustancias
de la base de datos RTECS (Registry of Toxic Effects of Chemical Substances), conocida
por poseer compuestos toxicos de diferentes clases (por ej. mutagénicos). Aquellas
propiedades que representan un alto riesgo o efectos indeseados, tales como
mutagenicidad, son mostradas en rojo, mientras que el verde indica un
comportamiento conforme a una molécula de tipo Farmaco. Las clases de toxicidad
que predice el programa son: Mutagenicidad, Tumorigenicidad, Efectos sobre la
reproduccion e Irritacion. Se utilizé sulfixozasol como control para la evaluacién del
riesgo por OSIRIS® debido a que se conoce su toxicidad y por su similitud estructural
con los derivados.

HoN

Figura 4. Estructura sulfixozasol

8.16 Andlisis estadistico
Se realizé una estadistica descriptiva (media, varianza y desviacién estandar) de

los valores obtenidos en cada ensayo. Los graficos representan los resultados
expresados como media * desviacién estandar. Los datos fueron analizados por
comparacidon de medias usando el test de Student con un nivel de significancia del
95%, a través del programa OriginPro 8.5 y del programa Matlab®. Las diferencias
*p<0,05 y **p<0,05 fueron -consideradas significativas. Los graficos fueron
confeccionados con el programa OriginPro 8.5 ®. Los experimentos se realizaron por
cuadruplicado y se repitieron 3 veces, mientras que los experimentos de monitored en
tiempo real se realizaron 4 veces en ensayos independientes.
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REACTIVOS Y EQUIPOS
Equipos utilizados

Microscopio de fluorescencia: NIKON TE-2000U (CIBICI, FCQ).

Lector de microplacas para fluorescencia, luminiscencia y absorbancia: Synergia
Biotek (CIBICI-FCQ).

Espectrofotémetro uv visible: 50 Conc (UNITFA-FCQ)

Elisométro: TECAM sunrise (IMVIB-FCQ)

Lector de placas multifuncion: TECAM-BioTek (Departamento de quimica- USP,
Brasil)

Microscopio electrénico de barrido (SEM): Carl Zeiss Sigma, del laboratorio de
Microscopia y Analisis por Rayos X (LAMARX de la UNC)

Microscopio electréonico de transmision (TEM): Nikon Zeiss LEO 906E (FCM, UNC).
Lector de microplacas: Synergy H4, BioTek (Cosa group Chemical Imaging McGill
University, Canada).

Microscopio de fluorescencia de reflexion interna total (TIRF): Olympus IX-71,
EMCCD (Cascade 11:512; Roper Scientific, Tucson, AZ), TIRF (IX2-RFAEVA-2,
Olympus), (Cosa group Chemical Imaging McGill University, Canada).

Reactivos

Azul de nitrotetrazolio “NBT”: Sigma-Aldrich

Ciprofloxacina: Sigma-Aldrich

Linezolid: Pfizer

diacetato 2’,7'-dicloro-hidrofluoresceina (H,DCFDA): Sigma-Aldrich

sulfanilamida: Sigma-Aldrich

N-1-naftil etilendiamina (NEED): Sigma-Aldrich

Proti 2: Wiener Lab

Reactivo de Bradford: Sigma-Aldrich

Riboflavina: Sigma-Aldrich

Metionina: Sigma-Aldrich

EDTA: Cicarelli

Cloramina T: Cicarelli

Yoduro de potasio (Kl): Cicarelli

5, 6 carboxifluoresceina (CF): Sigma-Aldrich

DOPC (1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina); DOPE (1,2-Dioleoil-sn-glicero-3-
fosfatidiletanolamina); DODAB (Dioctadecil dimetil bromuro de amonio); PG (1,2-
diarachidonoil-sn-glicero-3-[fosfo-rac-(1-glicerol)]): Avanti polar lipids

Sephadex 50: Sigma-Aldrich

Cristal Violeta: Britania

XTT y PMS: Sigma-Aldrich
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1,2,3 dihidrorodamina (DHR): Sigma-Aldrich
tripiridiltriazina férrica TPTZ: Cicarelli
Ficoll-Hypaque: Sigma-Aldrich

Triton X-100: Sigma-Aldrich

Albumina sérica humana: Lab. Hemoderivados, UNC.
Solventes: Biopack en general

Experimentos captura de imdgenes:

Solventes Sigma-Aldrich para cultivos celulares
Reactivos Sigma-Aldrich
Buffer y Agua: GE Healthcare Life Sciences
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SOLUCIONES BUFFER Y MEDIOS DE CULTIVO

Buffer salino de fosfatos (PBS)
NaCl 8,0g

KClO,2g

Na;HPO4 1,15 g

KH2P040,2 g

Agua destilada c.s.p. 1000 mL
pH: 7,0 £ 0,2

Tris buffer

Trisl,2g

NaCl17,5¢g

Agua miliQ c.s.p 1000 mL

Ajustar pH con NaOHO0,5M a 8,0+0,2

Agar Mueller Hinton (MH)-Britania
Infusion de carne 300,0 g

Peptona 4cida de caseina 17,5 g

Almidén 1,5 g NaCl5,5g

Agar150¢g

Agua destilada c.s.p. 1000 mL

pH: 7,3+0,1

Preparacion: Suspender 37 g del medio deshidratado en un litro de agua
destilada. Dejar embeber de 10 a 15 minutos. Calentar con agitacion frecuente y
hervir durante 1 minuto. Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos.

Caldo Mieller Hinton (MH)-Britania
Infusion de carne 300,0 g

Peptona 4cida de caseina 17,5 g

Almidén1,5¢g

Agua destilada c.s.p. 1000 mL

pH:7,3+0,2

Preparacion: Suspender 22 g del medio en un litro de agua destilada y dejar
embeber 10 minutos, agitando periddicamente. Calentar con agitacion frecuente
y hervir durante 1 minuto. Distribuir en tubos, esterilizar a 121 °C por 15
minutos.
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Agar Tripteina Soya (TS)-Britania

Tripteina 15,0 ¢g

Peptona desoya5,0g

Glucosa1,0g

NaCl5,5¢g

Agar-agar 2,5¢g

Agua destilada c.s.p. 1000 mL

pH: 7,3 +0,2

Preparacion: Disolver 40 g de polvo deshidratado en un litro de agua destilada.
Mezclar y dejar reposar 5 minutos. Calentar suavemente agitando y hervir
durante 1 o 2 minutos hasta su disolucidn. Distribuir y esterilizar en autoclave
durante 15 minutos a 121 °C.

Caldo Tripteina Soya (CTS)-Britania
Tripteina 17,0g

Peptonadesoya3,0g

NaCl5,0g

K2HPO4 2,5 ¢

Glucosa2,5¢g

Agua destilada c.s.p. 1000 mL

pH: 7,3 +0,2

Preparacion: Suspender 30 g del polvo en un litro de agua destilada. Mezclar y
calentar hasta disolver. Distribuir y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15
minutos

Caldo Luria Bertani (LB)-Lennox

Extracto de levadura 5,0 g

NaCl5,0g

pH: 7,2

Preparacion: Disolver 20 g en un litro de agua destilada. Mezclar y calentar hasta

disolver. Distribuir y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15

Agar Luria Bertani (LB)-Lennox

Triptona 10,0 g

Extracto de levadura 5,0 g

NaCl5,0g

Agar120g

pH: 7,2

Preparacion: Disolver 23 g en un litro de agua destilada. Mezclar y calentar hasta
disolver. Distribuir y esterilizar en autoclave a 121 °C durante 1 h.
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