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RESUMEN

En abril del afio 2015, la organizacion mundial de la salud (OMS), presentd un
informe que revelo la situacion actual en torno a la resistencia a antimicrobianos de
114 paises, lo que dejo en evidencia un preocupante escenario: el fenbmeno de la
resistencia se encuentra diseminado en todo el orbe y esta presente en una gran
variedad de patdgenos responsables de infecciones comunes, tales como: las del
tracto urinario, la gonorrea, la diarrea, la neumonia y la sepsis. Dentro de estos
agentes se encuentran diversos bacilos Gram negativos, Staphylococcus aureus
resistente a meticilina y Enterococcus spp. resistente a vancomicina, siendo estos
ultimos responsables de enfermedades con altos indices de mortalidad, como son
la sepsis y la endocarditis. A este escenario se suma el escaso avance e inversion
por parte de las grandes industrias farmacéutica en el desarrollo de nuevos
antimicrobianos. Frente a esto, el ano 2010, la Sociedad Americana de
Enfermedades Infecciosas (IDSA) en conjunto a otras entidades, lanzaron el
programa “The 10x°20 Initiative: Pursuing a Global Commitment to Develop 10 New
Antibacterial Drugs by 2020°, una iniciativa que busca hacer un llamado a los
diferentes actores de la salud publica mundial, a incentivar el desarrollo de nuevas
entidades moleculares (NEMs) con actividad antimicrobiana para el afio 2020. El
Laboratorio de Desarrollo de Farmacos de la Universidad de Chile ha trabajado en
la desarrollo de compuestos arilmercaptoquinonicos disefhados racionalmente a
partir de la estructura de la ubiquinona, buscando intervenir la cadena de
transportadora de electrones bacteriana (CTeB). Resultados previos han
demostrado que los compuestos obtenidos poseen una interesante actividad sobre
bacterias Gram positivas tales como S. aureus resistente a meticilina, S. aureus
sensible a meticilina y E. faecalis. De la serie de compuestos sintetizados
destacaron; DFUCh-O5 y DFUCh-P4. En la presente investigacion se buscé
determinar el potencial de aplicacion terapéutica de los derivados sintetizados y con
ello discernir cual es el mejor candidato para poder avanzar a fases preclinicas que
consideren la utilizacidon de modelos animales. En primer término, se estudié la

toxicidad de los compuestos sobre células humanas y murinas a través del método
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de MTT. Ademas, se determinaron los valores Concentracidon Inhibitoria Minimag
(CIMgp) y Concentracion Bactericida Minimagy (CBMgo) para los derivados en estudio
de acuerdo a las normas de CLSI, sobre poblaciéon de aislamientos clinicos de S.
aureus y E. faecium multirresistentes, obtenidos desde distintos sitios estériles
(sangre, huesos, etc.) y diferentes centros hospitalarias de todo Chile durante el afio
2014, provistos por el Instituto de Salud Publica de Chile.

Se caracterizo la actividad antibacteriana de los derivados, a través de la
cuantificacion del efecto post-antibiotico, el estudios de las curvas de muerte de los
derivados, el potencial de induccion de mutaciones de los derivados sobre cultivos
expuesto en forma aguda y crénica a estos. Por otra parte, se evaluo la actividad de
los compuestos en asociacion con linezolid, vancomicina y daptomicina, por
determinacion del indice de CFl (Concentracion Fraccionaria Inhibitoria).
Adicionalmente, se determino el porcentaje de unidén a albumina de los derivados y
se estudié como influye esta proteina en la actividad de los compuestos in vitro. Por
ultimo, se estudio la efectividad in vivo utilizando un modelo de infeccidn en larvas
de Galleria mellonella.

Se evidencio que DFUCh-O5 y DFUCh-P4 no afectan la viabilidad de células
mamiferas; HelLa, SH-SY5Y y H4-1I-E-C3, a las concentraciones en que son activos
como antibacterianos. Los compuestos poseen ClMgy similar a la exhibida por
vancomicina sobre los aislamientos clinicos de S. aureus resistentes a meticilina.
Frente a los aislamientos de E. faecium resistentes a vancomicina estudiados,
DFUCh-P4 resulté 64 veces mas activo que vancomicina y DFUCh-O5 128 veces
mas activo que esté farmaco. Los derivados son bactericidas en todos los
aislamientos estudiados. En los estudios de cinética de muerte, los compuesto
tardaron menos de 2 horas en reducir el 99,9% de la poblacién bacteriana
ensayada. Los derivados no tienen efecto post antibiotico significativo sobre las
especies S. aureus 'y Enterococcus sp. prototipo. Ambos derivados tienen potencial
de inducir mutaciones frente a una exposicion aguda y cronica en S. aureus
resistente a meticilina, pero estas mutaciones no se mantienen en la generaciones

sucesivas de la poblacion bacteriana. DFUCh-P4 y DFUCh-O5 poseen la misma
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efectividad que vancomicina sobre los modelos de infeccion en G. mellonela
provocado por S. aureus sensible a meticilina o E. faecalis.

En este trabajo se demostrd, que los derivados poseen potencial terapéuticos como
compuestos antibacterianos de uso humano, ya que poseen una alta actividad sobre
bacterias Gram positivas multirresistentes y no afectan la viabilidad de células

mamiferas.
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ABSTRACT

In April 2015, the World Health Organization (WHO) presented a report that revealed
the current situation regarding antimicrobial resistance in 114 countries, which
revealed a dangerous scenario: the phenomenon of resistance It is disseminated
throughout the world and is present in a wide variety of pathogens responsible for
common infections, such as those of the urinary tract, gonorrhea, diarrhea,
pneumonia and sepsis. Among these agents are Gram-negative bacilli, methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and Enterococcus sp. Resistant to
vancomycin (ERV), are the last responsible for diseases with high mortality rates,
such as child sepsis and endocarditis. Added to this scenario is the scarce
advancement and investment by large pharmaceutical companies in the
development of new antimicrobials. In response to this, in 2010, the American
Society for Infectious Diseases (IDSA), together with other entities, launched the
program "The 10x'20 Initiative: Looking for a global commitment to develop 10 new
antibacterial drugs by 2020", an initiative that. The Drug Development Laboratory of
the University of Chile has worked on the development of new resources for the
development of new molecular entities (NEMs) with antimicrobial activity for the year
2020. Arilmercaptoquinonics compounds rationally designed from the structure of
ubiquinone, looking to block the bacterial electron transport chain (CTeB). Previous
results have shown that the compounds obtained have an interesting activity on
Gram-positive bacteria such as S. aureus susceptible to methicillin, MRSA and
Enterococcus faecalis. From the series of synthesized compounds, it highlighted;
DFUCh-O5 and DFUCh-P4. In the present investigation, we sought to determine the
potential of therapeutic application of the synthesized derivatives and thereby
discern which is the best candidate to be able to advance to preclinical phases that
consider the use of animal models. First, the toxicity of the compounds was studied
on human and murine cells through the MTT method. The values MICgo and MBCgg
were determined for the derivatives under study according to CLSI standards, on
population of clinical isolates of Staphylococcus aureus and Enterococcus faecium
multiresistant, isolated from different sterile sites (blood, bones, etc.) and different
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hospital centers of Chile during 2014, provided by the Institute of Public Health of
Chile.

The antibacterial activity of the derivatives was characterized, through the
quantification of the post-antibiotic effect, the studies of the time-kill curves of the
derivatives, the potential for the induction of mutations of the derivatives on cultures
exposed in acute and chronic form to these. On the other hand, the activity of the
compounds in association with linezolid, vancomycin and daptomycin was evaluated
by determining the CFI index (Fractional Inhibitory Concentration) In addition, the
albumin binding percentage of the derivatives was determined and this protein was
studied. in the activity of the compounds in vitro Finally, effectiveness was studied in
vivo using a model of infection in larvae of Galleria mellonella.

Evidence of DFUCh-O5 and DFUCh-P4 does not affect the viability of
mammalian cells; HeLa, SH-SY5Y and H4-I|-E-C3, at concentrations that are active
as antibacterial drugs. The compounds possess a vancomycin-like activity on the
clinical isolates of S. aureus resistant to methicillin. Faced with the isolates of
vancomycin-resistant E. faecium studied, DFUCh-P4 was 64 times more active than
vancomycin and DFUCh-O5 was 128 times more active than the drug. The activity
exhibited is bactericidal in all isolates studied. In studies of death kinetics, isolation
took less than hours to reduce 99.9% of the bacterial population tested. The
compounds have no significant post-antibiotic effect on S. aureus and Enterococcus
spp. prototype. Both derivatives have the potential to induce mutations in the face of
acute and chronic MRSA exposure, but these mutations are not maintained in
successive generations of the bacterial population. DFUCh-P4 and DFUCh-O5 have
the same effectiveness than vancomycin on G. mellonela model infection by S.
aureus or E. faecalis.

In this study it was demonstrated that the derivatives have therapeutic potential
as antibacterial compounds for human use, since they have a high activity on
multiresistant Gram positive bacteria and do not affect the viability of mammalian

cells.
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1. INTRODUCCION

Resistencia a antimicrobianos

Los antimicrobianos son compuestos quimicos de origen natural o sintético
que tienen la capacidad de inhibir el crecimiento o eliminar microorganismos. Estos
compuestos permitieron a la humanidad enfrentar de mejor forma las enfermedades
infecciosas, que en el siglo XX fueron la primera causa de muerte a nivel mundial
[1], salvando muchas vidas. Sin embargo, al poco tiempo de introducidos a la
practica clinica, se comenzd a observar la emergencia de microorganismos que
eran capaces de resistir a su accion, y surge el concepto de resistencia bacteriana.
Alexander Fleming, el 26 de junio de 1945, en una entrevista para el New York
Times senala: “...la mayor posibilidad de dafio con la automedicacion es el uso de
dosis tan pequerias que, en lugar de eliminar la infeccion, eduquen a los microbios
a resistir a la penicilina. A su vez estos gérmenes pueden ser transmitidos a otros
individuos, por estos a otros hasta encontrar un huésped que desarrolle una
septicemia o una neumonia que la penicilina no podra tratar” [2].

La aparicion de resistencia a los antimicrobianos se ha asociado a multiples
causas, dentro de las cuales podemos mencionar: prescripcion medica inadecuada
(profilaxis, uso en el tratamiento de infecciones virales), uso incorrecto de los
antibidticos por parte de los pacientes (terapias incompletas o subdosificaciones),
automedicacion y el mayor intercambio de comunidades bacterianas (aumento de
los viajes intercontinentales), promoviendo la diseminacion de genes de resistencia.
Por otra parte, el uso de antibidticos como promotores de crecimiento de los
animales de consumo humano (aves de corral, cerdos, etc.), aumenta la posibilidad
de seleccidn de cepas resistentes, por exposicion prolongada a determinados

antimicrobianos [3].

Ahora, ;de qué forma las bacterias logran evadir la accion de diversos

compuestos antimicrobianos?. Esto lo hacen a través de diversos mecanismos de

19



resistencia [4], los cuales se pueden clasificar en cuatro categorias: 1. Exclusién
espacial, 2. Modificacion de la estructura del antibacteriano, 3. modificacion del

blanco y 4. “Bypass” metabdlico (Figura 1).

Bombas de Expulsién ByPass Metabélico

é :
Impermeabilidad
' ' Modulacién Blanco
Blanco

Membrana
Bacteriana
Sustitucién de resuidos
Degradacion del
Antibacteriano

Modificacién del Alteracion de los
antibacteriano niveles de expresion

Antibacteriano .

Figura 1. Mecanismos de resistencia a antibacterianos. Adaptado de Yelin, Idan et al.
Antibiotic Resistance [4]

1. Exclusion Espacial: impedimento de la acumulacién o ingreso del
antibacteriano al citoplasma bacteriano, con el objetivo de minimizar la
concentracion efectiva del antibacteriano, necesaria para generar efectos

deletéreos en el patogeno.



1.1Alteracion de la Permeabilidad: Modificacion de la estructura del pared o
membrana bacteriana, esto por ejemplo a través de cambios de la bicapa
lipidica, o cambios en las porinas, que son proteinas transmembrana que
permiten el paso de multiples sustancias. La conformacion y/o la expresion
de las porinas puede alterarse dificultando o impidiendo el paso de los
antibacterianos hacia el espacio periplasmatico en bacterias Gram negativas.

1.2Bombas de expulsion: Este mecanismo consiste en eliminar el
antibacteriano desde el medio intracelular bacteriano, siendo efectivo sélo
para aquellos antibidticos que se acumulan en gran porcentaje dentro de las
bacterias. La expulsion del antimicrobiano es mediada por proteinas
ubicadas a lo largo de membrana citoplasmatica, que se conectan
directamente al medio externo en bacterias Gram positivo o haciendo puente

con proteinas de la membrana externa en bacterias Gram negativo [5].

2. Modificacion de la estructura del antimicrobiano: alteracion de la estructura
quimica del compuesto mediante enzimas bacterianas, que afectan su accion
antibacteriana.

2.1 Reacciones de modificacion: La bacteria secreta enzimas que tiene la
capacidad de modificar estructura del antibacteriano.

2.2 Hidrdlisis: la estructura quimica del antibacteriano es hidrolizada por
enzimas bacterianas que rompen enlaces esenciales para la actividad
antibacteriana de éste.

3. Modificacion del blanco: corresponde a una estrategia en la que el
microorganismo modifica el sitio de accion del antimicrobiano para que no ejerza
Su accion.
3.1Sustitucion de residuos: El patdégeno, a través de mutaciones en el sitio de

unién del antibacteriano, altera la secuencia peptidica de esta zona de la
proteina. Esto trae como consecuencia una pérdida de la afinidad del
antibacteriano por su sitio de accion (sitio blanco).
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3.2 Proteccion del sitio blanco: Existe un fendbmeno de modulacion del sitio
blanco por interaccion proteina-proteina, donde la proteina encargada de
conferir resistencia se une directamente a la proteina blanco del
antibacteriano y actua para protegerlo de los efectos deletéreos de éste.

3.3Alteracion del nivel de expresion: Esta medida utilizada por la bacteria
consiste en modificar la abundancia de blancos de accion. Esto puede ser a
través de una sobreexpresion de éste o una disminucion de los niveles de
expresion del blanco de accion.

4. Bypass metabdlico: este mecanismo de defensa sirve para evitar el efecto
toxico de la interaccion del antibacteriano con el blanco de accién, al eludir la
necesidad de la reaccidn enzimatica en la que esta involucrado el blanco o al

cambiar la composicion bioquimica y asi el metabolismo bacteriano.

Situacion actual de la resistencia a antibacterianos en el mundo

En enero de 2014, la organizacion mundial de la salud (OMS), publicé un
informe titulado “Antimicrobial Resistance: Global Report on surveillance”, en el que
reveld6 una preocupante realidad, la resistencia a los antimicrobianos es un
fendmeno globalizado y constituye una gran amenaza para la salud publica en todo
el mundo [6]. La resistencia a la primera linea de tratamiento, para Staphylococcus
aureus y Eschericha coli, se extiende a mas del 50% de las cepas en algunos
entornos. Segun datos de la Organizacibn Panamericana de la Salud (OPS)
revelados en este informe, cuando se analiza especificamente la resistencia a
meticilina por parte de S. aureus en 21 paises del continente, el 90% de las cepas
son resistentes [6]. Esto se traduce en que el paciente infectado con esta bacteria,
tiene un 64% mas de probabilidades de morir debido al fracaso del tratamiento [6].

En mayo de 2016, el reporte de una “superbacteria” causo alarma mundial,
ya que una cepa de Escherichia coli que expresaba el gen mcr-1, un elemento movil
que codifica una enzima que otorga resistencia a colistin, fue aislada en un paciente

de 49 anos diagnosticado con una infeccion del tracto urinario en Pensilvania,
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Estados Unidos. Colistin se considera el ultimo recurso terapéutico para infecciones

por microorganismos Gram negativo resistentes a multiples farmacos [7].

En enero de 2018 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) alerté que
siguen aumentado las cifras de resistencia a antibiéticos en multiples infecciones
bacterianas, en diversos paises. Mas de medio millon de personas de 22 paises
fueron estudiadas por el sistema mundial de vigilancia antimicrobiana de la OMS
(GLASS, por sus siglas en ingles) [8]. Se estima que en el 2050 hayan 10 millones
de muertes por afo por infecciones causadas por bacterias resistentes a
antibioticos, esto segun datos de la ONG AMR Review, encabezada por Jim O’Neill,

economista britanico [9].

Del total de patogenos resistente a antimicrobianos, la Sociedad Americana
de Enfermedades Infecciosas (IDSA, por sus siglas en inglés) ha sefialado que las
bacterias que causan infecciones nosocomiales con mayor frecuencia en los
Estados Unidos [10] son: Enterococcus faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y varias especies de

enterobacterias, a este grupo de bacterias se les denomina: "ESKAPE".

Por otro lado, en febrero del 2017, la OMS elabor6 una lista de patdégenos
prioritarios, compuestos por las 12 especies bacterianas mas peligrosas para la
salud humana (Tabla 1), con el fin de promover el desarrollo de nuevos compuestos
con actividad antibacteriana sobre estas especies por parte de las compafias

farmacéuticas y promover la investigacion en este tipo de microorganismos [11].
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Tabla 1.Listado de patdégenos prioritarios para el desarrollo de antibacterianos

Prioridad

Patégenos

Critica

Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos
Enterobacteriaceae* sp. Resistente a carbapenémicos y a cefalosporinas de 32

generacion

Alta

Enterococcus faecium resistente a vancomicina

Staphylococcus aureus resistente a meticilina, resistente y con resistencia
intermedia a vancomicina

Helicobacter pylori resistente a claritromicina

Campylobacter sp. resistente a fluoroquinolonas

Salmonella sp. resistente a fluoroquinolonas

Neisseria gonorrhoeae resistente a fluoroquinolonas y a cefalosporinas de 32

generacion

Media

Streptococcus pneumoniae no susceptible a penicilina
Haemophilus influenzae resistente a ampicilina

Shigella sp. resistente a fluoroquinolonas

*

incluye Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp.,

Providencia spp. y Morganella spp.

Dentro de los multiples patogenos indicados en esta lista existen dos muy

relevantes: S. aureus resistente a meticilina, el microorganismo mas prevalente en

bacteriemias en Estados Unidos, causando cerca de 20.000 muertes el 2008 en ese

pais [12]; y Enterococcus faecium resistente a vancomicina, que también es un

patogenos relevante, y en Estados Unidos es la segunda causa de infecciones de

tracto urinario y la tercera causa de bacteriemia [12].
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Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)

El primer aislamiento de SARM fue descrito en Inglaterra en 1961. Este
patogeno corresponde a una cocacea Gram positivo, no movil, anaerobio facultativo
que causa infecciones de contagio comunitario, afectando las fosas nasales, piel,
partes blandas, entre otras zonas. Posee un alto grado de virulencia y se asocia a
patologias con alto indice de mortalidad [13].

Del afio 1990 al 2002, los aislamientos de S. aureus resistentes a meticilina
aumentaron de un 2 a un 43% a nivel mundial [14]. Dentro de este periodo, en Japdn
se describe el primer aislamiento de SARM con resistencia intermedia a
vancomicina (VISA), siendo este antibiotico la primera linea de tratamiento para
infecciones por patogenos Gram positivo [14]. En Taiwan, se reportd que la
prevalencia de VISA era sélo del 0,7 % en el 2003, luego la tasa de prevalencia fue
del 4,2 % en el 2009. Sin embargo, durante los afos 2012 y 2013, los datos
obtenidos muestran que la prevalencia de VISA entre los aislados de SARM de sitios

anatdmicos normalmente estériles se elevé al 10% [15].

El Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales en EE.UU.
(NNIS), determin6 que la prevalencia de cepas SARM en pacientes hospitalizados
en el 2004 alcanzé a un 63%. Al afio siguiente, SARM causé mas de 94.000
infecciones de las cuales 19.000 resultaron en muerte, la mayoria vinculadas a
instituciones de salud. El ano 2002 aparece en Estados Unidos el primer S. aureus
resistente a vancomicina (SARV) [16]. En el mundo durante el afio 2014 ya se
habian publicado reportes de 15 casos SARV, la mayoria en los Estados Unidos.
con 11 casos, dos en India, uno en Iran y otro recientemente en Brasil. En cuanto a
las caracteristicas de las infecciones de SARV, los 11 casos iniciales encontrados
en los Estados Unidos. provenian de aislamientos de la piel y tejidos blandos. En
este mismo afo, la OMS emitid un informe sobre la vigilancia mundial de la
resistencia a los antimicrobianos, en donde se pone de manifiesto la resistencia a
los farmacos de primera eleccion para el tratamiento de infecciones de gravedad
causadas por S. aureus [17].
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Una de las infecciones mas recurrentes de S. aureus es la bacteriemia. Se
considera bacteriemia nosocomial a aquella que se diagnostica pasadas las
primeras 48 horas del ingreso del paciente al recinto hospitalario, las que se
relacionan a tratamientos intravenosos o hemodialisis [18]. En la actualidad, del total
de bacteriemias nosocomiales, se calcula que entre un 15 a un 30% tienen relacion
con el uso de dispositivos intravenosos. En determinadas unidades de
hospitalizacion, como las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), este tipo de
infeccion se ha relacionado con una elevada morbilidad, mortalidad y gasto sanitario
[19].

En Chile, el Grupo Colaborativo de Resistencia Bacteriana (GCRB)
dependiente de la Sociedad Chilena de Infectologia, report6 la susceptibilidad in
vitro acumulada al afio 2012 de 28 hospitales complejos, indicando que numero de
S. aureus resistentes a meticilina alcanza un 50%, del total de patogenos aislados
de esta especie. En el afio 2012 el Complejo Asistencial Barros Luco Trudeau, llevé
a cabo un estudio sobre la incidencia y mortalidad por bacteriemias, el resultado
evidencia que la mortalidad por bacteriemias adquiridas en la comunidad es del 10
al 13% y nosocomial del 23 al 30% [20]. Los antibioticos utilizados para tratar
infecciones por S. aureus multiresistentes incluyen a vancomicina, linezolid y
daptomicina [21]. Cifuentes y col. informan un 100% de susceptibilidad a
vancomicina en aislamientos del 2012 [22]; sin embargo, en el afio 2015 Vega y col.
informan un aislamiento con hetero-resistencia vancomicina (SAIVh) [23], lo que
representa un leve aumento de la CIM de vancomicina (< 2 pg/mL) [24]. Esta
alteracion de la susceptibilidad probablemente se debe a un alteracién de la
estructura de la bacteria que impide el ingreso de vancomicina [24].

El aumento de aislamientos de S. aureus con resistencia a vancomicina se
debe a tratamientos prolongados con vancomicina, infecciones que deben ser
tratadas mediante uso de catéteres vasculares. El aislamiento publicado por Vega
y col. fue encontrado en una paciente con catéter venoso central de hemodialisis y
que habia recibido tratamiento con vancomicina previamente. Ademas de estas
practicas se debe mencionar que en el 2002 se demostro el traspaso de genes vanA

(que produce resistencia a vancomicina y teicoplanina), y el vanB (resistente solo a
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vancomicina) in vivo de Enterococcus sp. a S. aureus, confiriéndole resistencia a

vancomicina [17, 25].

Enterococcus sp. resistente a vancomicina

Este patdégeno es una cocacea Gram positivo, catalasa negativo, no
formadora de esporas y anaerobio facultativo, que es responsable de infecciones
del tracto urinario, infecciones intraabdominales y pélvicas entre otras. El primer
aislamiento de VRE, fue descrito en 1986 en Francia e Inglaterra y un afio después
se reporta el primer caso de Enterococcus faecium resistente a vancomicina (ERV)
en los Estados Unidos [26].

El uso de antibioticos en la ganaderia como factor de crecimiento, promovi6 la
aparicion de ERV en vacas, ovejas, cerdos, caballos, gallinas, entre otros animales,
destinados al consumo humano, facilitando su transmision desde los animales a la
comunidad [26].

En el afio 2008 el sistema de vigilancia Europeo (EARS), reporté que la prevalencia
de ERV en Inglaterra, Grecia e Irlanda era de un 28, 28 y 35%, respectivamente
[27].

En Estados Unidos el porcentaje de aislamientos de Enterococcus sp. Con
resistencia a vancomicina aumento de 0,4 a 26% entre 1989 y 1999. Las infecciones
por ERV eran intratables hasta la introduccion de quinupristina/dalfopristina, pero ya
a principios de 2010 se detectaron aislamientos resistentes a estos farmacos. La
prevalencia de las infecciones intrahospitalarias por Enterococcus sp. aumento en
los ultimos afos, lo que se relaciona con la resistencia intrinseca a cefalosporinas y

aminoglucdsidos, y a una resistencia adquirida a vancomicina [26].

Entre los afios 1996 y 2010 se estudiaron 1873 aislamientos de Enterococcus sp.
resistentes en pacientes con infecciones intrahospitalarias, internados en un
hospital universitario de la ciudad de Buenos Aires. El 64,2% y el 30,4% de los
aislamientos correspondieron a Enterococcus faecalis y E. faecium,

respectivamente. En el periodo estudiado, las infecciones por Enterococcus sp.

27



representaron entre el 8% y el 10% del total de las infecciones nosocomiales. La
prevalencia de E. faecium aument6 de un 1,5% en el afio 1996 a un 4% en 2010. El
primer aislamiento resistente a vancomicina se detect6 en el afio 1998 y
correspondid a un E. faecium y en el afio 2004 se inform6é en E. faecalis.
Actualmente, mas del 70% de los aislamientos de E. faecium son resistentes a

vancomicina en Argentina [28].

En un estudio de susceptibilidad realizado en Chile en 2012, se inform6 que
de 1712 aislamientos clinicos de E. faecium en poblacion adulta, el 76% presento
resistencia a vancomicina, y en el 2014 ésta se acrecento hasta llegar al 100%. Esta
resistencia es producto de genes que codifican un precursor alternativo de la pared
celular, que no permite o reduce la unién de la vancomicina. También la bacteria
puede eliminar los precursores de la pared a los que se une vancomicina. Los
aislamientos resistentes a vancomicina, poseen una clasificacién que considera el
nivel de resistencia a vancomicina, susceptibilidad a teicoplanina y capacidad de
induccion de la resistencia expuestos a vancomicina. Los fenotipos mas frecuentes
son el VanA y el VanB [17, 29]. El subtipo de Enterococcus sp. que presenta la
resistencia suele ser mayoritariamente E. faecium con predominio del fenotipo VanA
y en menor medida VanB, que también se asocian a resistencia a ampicilina. Por lo
general, este tipo de aislamientos son resistentes a otros antibacterianos como
eritromicina, tetraciclinas, fluoroquinolonas y rifampicina [29]. Por otro lado, un factor
que contribuye a la resistencia antibiotica, es la capacidad de Enterococcus sp. de
generar biopeliculas (biofilms), que consiste en una poblacion de células unidas de
forma irreversible en diversas superficies bioticas y abioticas [30]. La formacién de
la biopelicula proporciona a los Enterococcus sp. resistencia a los antibiéticos. En
un estudio realizado el 2015, se pudo evidenciar que los biofilms con mas de 120
horas de incubacion (denominados maduros), solo podrian ser erradicados con
altas concentraciones de antibioticos como; rifampicina, tigeciclina, ciprofloxacino y
daptomicina [31]. Se ha demostrado que las infecciones en donde se generan

biofilm maduros disminuye el éxito del tratamiento antibiotico [31].
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Desarrollo de nuevos antimicrobianos

El primer antibacteriano para uso clinico, la penicilina, fue descubierto en 1928
y con su introduccion al arsenal terapéutico en 1943 comenzo6 una nueva etapa
en la medicina moderna, ya que por primera vez en la historia era posible tratar
las enfermedades infecciosas masivamente. Esto significO un aumento en la
esperanza de vida en todo el mundo. Por este descubrimiento, Alexander Fleming
fue galardonado en 1945 con el Premio Nobel de Medicina [32].
Después de este hito, llegd una fructifera era en la que se descubrieron multiples
antibacterianos. Algunos autores llaman a este periodo la "edad dorada de los
antibidticos" por la introduccion de mas de 10 familias de drogas en menos de 30
afnos (Figura 2) [33].
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L X ‘ . Quinolonas
Mupirocina Trimetoprima
m ‘“ &0
Oxazolidinonas Lipopéptidos

Estreptograminas

Figura 2. Cronologia de introduccién de familias de antibacterianos a la practica clinica.

Después de este prolifico periodo, a partir de 1970, solo se han introducido 4
nuevas clases de antibacterianos en el arsenal terapéutico: mupirocinas,
estreptograminas, oxazolidinonas y lipopéptidos [33]. En 1978 se descubrio
linezolid, el primer miembro de la familia de las oxazolidinonas. Es compuesto fue

aprobado por la FDA recién en el afno 2000. En 1987 se descubrié el primer
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lipopéptido,

la daptomicina, y se introdujo en el mercado en 2003. Ambos

compuestos corresponden a nuevas entidades moleculares (NEM), ya que tienen

un nuevo mecanismo de accidn y no estan relacionados con ningun farmaco

predecesor (Figura 3).

Figura 3. Representantes de las ultimas nuevas familias de antibacterianos introducidos.
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Después de la introduccion de daptomicina, no hubo grandes avances en la

innovacion, ya que una nueva clase de antibioticos no ha sido aprobada hasta la

fecha [34].

Al analizar antibacterianos aprobados de cualquier clase desde 1983 en

adelante, se puede observar una disminucion drastica en el

numero de

aprobaciones en las ultimas décadas (Figura 4). Actualmente, podemos ver que el

numero de aprobaciones ha disminuido en un 90% en los ultimos 30 afos (32).
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Figura 4 Introduccion de nuevos farmacos antibacterianos al mercado.

Cabe preguntarse ¢ Por qué el desarrollo de agentes antibacterianos ha
disminuido tan drasticamente, a pesar de las alarmantes cifras de resistencia a
estos farmacos?

El declive en la investigacion en nuevos farmacos antibacterianos, por parte
de las grandes industrias farmacéuticas puede explicarse por varios factores.
Spellberg y col. dicen: "... los antibibticos son terapias cortas que no duran mas de
dos semanas ...", "... en contraste, las enfermedades cronicas se tratan con terapias
no curativas que solo suprimen los sintomas y deben ser administrados de por vida
", esto significa que los antibidticos tienen una tasa de retorno de la inversion mas
baja que otras drogas [35]. Otros autores adhieren a esta idea y sefalan que los
ingresos generados por los medicamentos antibacterianos son limitados y el retorno
de la inversidn es bajo en comparacidn con otras areas terapéuticas [36]; Un
ejemplo de esto es Teflaro® (ceftaroline fosamil), un derivado de cefalosporinas de
administracion intravenosa, indicado para el tratamiento de la neumonia bacteriana
adquirida en la comunidad, tuvo ventas de aproximadamente $ 50.000.000 dolares
en dos afios, después de su lanzamiento. Esta cifra es mucho menor que la
recaudada por Januvia® (sitagliptina, farmaco oral indicado para el tratamiento de la
diabetes tipo I1) [37] o Lyrica® (pregabalina, farmaco oral indicado para el tratamiento
del dolor neuropatico y epilepsia) [38], ambos generan ingresos superiores a los
1.500.000.000 ddlares al segundo afo de su introduccion [39].
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Otros factores, que han contribuido notablemente al estancamiento en el
desarrollo de agentes antibacterianos, la rapida aparicion de resistencia en un corto
periodo luego introduccion de estos al mercado o incluso durante el desarrollo de
estos farmacos. El primer caso, fue informado por Fleming al comienzo del uso de
la penicilina. Mas recientemente, en el afio 2000, meses antes de la introduccion al
mercado de linezolid, se informaron los primeros casos de resistencia en E. faecium
en los Estados Unidos [40]. Poco después, en 2001, se publicaron los primeros
casos clinicos de E. faecium [41, 42] y S. aureus resistente a linezolid [43]. Linezolid
fue descubierto en 1978 y tomd hasta el afio 2000 para ser introducido, y en menos
de un ano, especies resistentes a este farmaco fueron aisladas. La Tabla 2 muestra
la secuencia del tiempo entre la introduccion de un medicamento en el mercado y

el primer informe de una cepa bacteriana resistente.

Tabla 2. Cronologia de introduccion de antibacterianos al mercado v/s primer reporte de resistencia

Introduccion al mercado Reporte de Resistencia

Ano Farmaco Ano Especie

1940 Penicilina 1943  S. aureus resistente a penicilina

1959  Polimixina E 2016  E. coli resistente a polimixina E

1960 Meticilina 1962  S. aureus resistente a meticilina

1967 Gentamicina 1979  Enterococcus sp. resistente a gentamicina
1972  Vancomicina 1988  Enterococcus sp. resistente a vancomicina
1996 Levofloxacino 1996  S. pneumoniae resistente a levofloxacino
2000 Linezolid 2001  S. aureus resistente a linezolid

2003 Daptomicina 2005 S. aureus no susceptible a daptomicina

El caso de linezolid no es un hecho aislado; daptomicina y ceftarolina, recientemente

introducidas, tuvieron un destino similar a linezolid [44].

Otro factor que influye en el bajo desarrollo de agentes antibacterianos es lo
sucedido con trovafloxacina, temafloxacina y telitromicina, aprobados entre 1990 y
principios de 2000, que después de afios de desarrollo fueron retirados del mercado
debido a numerosos informes de reacciones adversas graves. Trovafloxacina, por

ejemplo, demostré equivalencia o superioridad en multiples indicaciones frente a
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sus competidores en estudios clinicos en 7000 pacientes; sin embargo, durante su
comercializacidon se observé un alto grado de hepatotoxicidad en los pacientes [45].

De esta manera, el escenario para la inversion en el desarrollo de medicamentos
antibacterianos no es muy favorable; tres factores estan conjugados: 1) bajo y lento
retorno de la inversion, 2) seleccion rapida de especies resistentes a los
medicamentos en desarrollo, y 3) historial reciente de retirada del producto debido
a la frecuente aparicion de reacciones adversas graves después de la introduccion

en el mercado.

Todo este desfavorable escenario se ve empeorado ya que el enfoque central de la
investigacion actual en torno al desarrollo de antimicrobianos, se centra en modificar
estructuralmente compuestos ya conocidos, e introducidos al mercado, buscando
mejorar su actividad o sus propiedades farmacocinéticas intentando, por ejemplo,
mejorar su distribucion a sitios de dificil acceso. Claro son los ejemplos de este tipo
de estrategia; como tigeciclina en el 2006, un analogo estructural a las tetraciclina,

y ceftarolina en el afio 2011 de la familia a de las cefalosporinas (Figura 5).

H;N
cefadroxilo
cefalosporina primera generacion

S
p\\NH ceftarolina
10" oH cefalosporina quinta generacion

tetraciclina

tlgecwlma

Figura 5. Modificaciones estructurales a antibacterianos ya existentes.

Esto trae el potencial riesgo de que para estos nuevos antimicrobianos se desarrolle
resistencia rapidamente, ya que siguen actuando sobre los mismo blancos
susceptibles a mutacion [46]. Otra estrategia ha sido la busqueda de inhibidores de

los mecanismos de resistencia bacterianos [46].
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Al analizar las estrategias de desarrollo de antibacterianos en los ultimos 10 afos,

por parte de la industria farmacéutica, podemos ver que en el periodo 2006-2017 se

mantiene la tendencia de desarrollar antibiéticos que son derivados de sus

antecesores (Tabla 3).

Al revisar los farmacos antibacterianos que estan en investigacion clinica en fases

avanzadas (Il y lll). Podemos observar que el 68% de los agentes antibacterianos

encontrados en las fases clinicas Il y Il siguen esta estrategia, y sélo el 32%

restante son compuestos que tienen un nuevo mecanismo de accion (Tabla 3).

Tabla 3. Introduccién de Antibacterianos en la ultima década

Nomb
Ao om r? Principio Activo Indicaciéon aprobada por la FDA
Comercial
2017 Vabomere® meropenem - vaborbactam  Infecciones del tracto urinario complicadas
Baxdela® delafloxacin Infecciones bacterianas agudas de la piel
2016 Sin aprobaciones
Infecciones intraabdominales complicadas en
2015 Avycaz® ceftazidima - avibactam combl.namon con metronl.dazF)I, |.nfeCC|ones
complicadas del tracto urinario, incluyendo
pielonefritis, neumonia nosocomial.
Infecciones intraabdominales complicadas en
combinacion con metronidazol, infecciones
Zerbaxa® ceftolozano - tazobactam . L
complicadas del tracto urinario, incluyendo
pielonefritis,
2014 Orbactiv® oritavancina Infecciones de la piel
Sivextro® tedizolid fosfate Infecciones de la piel
Dalvance® dalbavancina Infecciones de la piel
2013 Sin aprobaciones
2012 Sin aprobaciones
2011 Dificid® fidaxomicina Diarrea asociada a Clostridium difficile
2010 Zinforo® ceftarolina fosamil Infecc:|or?es de F.)I.el Y partes bland.as complicadas y
neumonia adquirida en la comunidad
2009 Vibativ® telavancina Infecc!ones de la piel y estructuras de la piel
complicadas
2008 Sin aprobaciones
Infecciones intraabdominales complicadas en
2007 Doribax® e combinacion con metronidazol, infecciones

complicadas del tracto urinario, incluyendo
pielonefritis, neumonia nosocomial.

*Tabla extraida de Campanini-Salinas y col. J, Current Topics in Medicinal Chemistry (2018) 18: 1188.
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De acuerdo a los antecedentes presentados, este estudio pretende avanzar
en el desarrollo de compuestos antibacterianos, con una diversidad estructural con
respecto a sus antecesores y que ataquen nuevos blancos, diferentes a los que
actualmente se encuentran dirigidos los antibioticos presentes en el mercado, es

una urgente necesidad y un desafio que queremos enfrentar.

Una nueva familia de antibacterianos

Un nuevo farmaco antibacteriano debe ir dirigido a blancos que estén
presentes en multiples tipos bacterianos, que sean esenciales para la sobrevida
bacteriana y que sean evolutivamente conservados. Al respecto, la Cadena
Transportadora de electrones Bacteriana (CTeB) cumple con estas caracteristicas.
Ubicada en la membrana, es una importante sistema productor de energia para las
bacterias a través de la fosforilacién oxidativa [47]. La CTeB esta constituida por 4
complejos y la ATP Sintetasa. El Complejo | (NADH - ubiquinona reductasa) es
donde ingresan la mayor cantidad de electrones a la CTeB, los que son transferidos
desde el NADH, a la ubiquinona (UbQ) a través del FMN (flavin mononucleétido)
que es constituyente de este complejo. El complejo Il (succinato deshidrogenasa)
es otro punto de entrada de electrones a la cadena y en su transferencia entre el
FAD y la UbQ no libera la energia suficiente para bombear protones. Debido a esto
se establece una diferencia entre los 2 complejos, ya que al comenzar por FAD se
genera una molécula ATP menos respecto a cuando se comienza por el NAD. El
complejo Il (UbQ - citocromo C reductasa) recibe electrones de los Complejos | y
Il. A partir de este paso se transportan electrones y se liberan los protones. En tanto,
el Complejo IV (citocromo oxidasa) cataliza la formacion de H,O a partir de los 2¢e’,
%, Oy 2H". Este complejo contribuye con la generacion de un gradiente de protones
suficiente para generar 1 molécula de ATP. El Complejo V también llamado ATP
sintasa se divide en 2 partes: el canal protonico y el conjunto de subunidades
cataliticas de la ATP sintetasa, que permiten sintetizar a partir de ADP y fésforo el
ATP [48].
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La UbQ juega un rol esencial en el transporte de los electrones del complejo
| al Il 'y del Il al lll, por lo que proponemos que analogos estructurales de este
compuesto, podrian intervenir en el flujo de electrones, impidiendo generar la
gradiente electroquimica necesaria para que la ATP sintetasa sintetice ATP (Figura
6).
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Figura 6. Inhibicién del traspaso de electrones mediado por ubiquinona (coenzima Q), en CTeB.

Los compuestos quindnicos resultan excelentes candidatos para poder
realizar esta intervencion. El nucleo 1,4-naftoquinona, se encuentra presente en
muchos productos naturales con una amplia variedad de actividades biologicas que
van desde propiedades antitumorales [49, 50], antiproliferativas [51],
antimicobacteriales [52], antileishmanias [53], antimalaricas [52], antiplaquetarias
[54-57], hasta incluso propiedades antiinflamatorias [58-61]. La plumbagina, juglona
y lawsona (Figura 7). son compuestos quinonicos de origen natural que tiene
propiedades antibacterianas contra varias especies de microorganismos aerobios y

anaerobios [62]
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Figura 7. Estructura de compuestos naftoquindnicos con actividad antibacteriana.

Sin embargo, respecto del uso de sustancias naturales bioactivas segun
sefialan Drlica y Perlin en su libro ‘Antibiotic Resistance’ “Cualquier antibiotico
derivado de una fuente natural, o sobre la base de un mecanismo de accion de
antibidtico natural, es un antibidtico para el que la resistencia ya esta presente en la
naturaleza” [46].

Dado lo anterior, se disend una serie de NEMs, con requerimientos

estructurales relacionados al mecanismo de accion objetivo (Figura 8):

I. Estructura de soporte: Confiere estabilidad quimica.

Il. Sistema dador-aceptor: Conectado directamente a la quinona y permite la
incorporacion de grupos electro-aceptores y dadores que modulen la
electroafinidad de la quinona.

lll. Sistema alquilico: Permite modular la lipofilia.

IV. Posicion libre: Posicion susceptible al ataque de sustituyentes
nucleofilicos que permitieran la alquilacion de componentes vitales para la

bacteria.
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I I. Estructura de soporte

IV. Posicidn libre

11l. Sistema dador-aceptor 1l. Sistema alquilico

Figura 8. Disefo de la entidad molecular base quindnica.

En el Laboratorio Desarrollo de Farmacos de la Universidad de Chile, se
disefaron, sintetizaron, caracterizaron y evaluaron biolégicamente 17 compuestos
estructuralmente relacionados (Tabla 4), con el objeto de establecer una relacion
estructura-actividad.

En la exploracion de la actividad antibacteriana se determiné la concentracion
inhibitoria minima (CIM). Los resultados mostraron que los compuestos sintetizados
poseen actividad sobre bacterias Gram positivo, especificamente, S. aureus
sensible a meticilina, SARM, E. faeciumy E. faecalis con CIMs que van desde 32 a
1 pg/mL. No se observd actividad sobre bacterias Gram negativo. Mediante el
analisis de los resultados, se pudo establecer que existe una estrecha correlacion
entre la estructura quimica y la actividad antibacteriana, la cual estd modulada
principalmente por 2 descriptores: la lipofilia y el potencial redox. Las moléculas con
mejor perfil de actividad fueron DFUCh-O5 y DFUCh-P4 (Tabla 5), que exhibieron
las CIMs mas bajas dentro de la serie sobre especies Gram positivo como S. aureus

resistente a meticilina.
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Tabla 4. Esquema serie de compuestos sintetizados

I\Ille
O, N o
(o]
S \EMe «Z
DAL
¥ s
o t
DFUCh-0 Serie DFUCh
|DFUCh-0 -
|DFUCh-00 H
|DFUCh-O1 2 -Me
|DFUCh-02 2 -OMe
|DFUCh-O3 2 -F
|DFUCh-O4 2 -Cl
|DFUCh-05 2 -Br
|DFUCh-M1 3 -Me
|DFUCh-M2 3 -OMe
|DFUCh-M3 3 -F
|DFUCh-M4 3 -Cl
|DFUCh-M5 3 -Br
|DFUCh-P1 4 -Me
|DFUCh-P2 4 -OMe
|DFUCh-P3 4 -F
|DFUCh-P4 4 -Cl
|DFUCh-P5 4 -Br




Tabla 5.CIMs (ug/mL ) de los compuestos DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

Me Me
|
DFUCh-05 [0} N (o] DFUCh-P4 0O, N o}
o (o]
: N : T
EN ~Me X “Me
s 2N s N
o Et (o] Et
Staphylococcus | Staphylococcus )
. o Enterococcus | Eschericha Pseudomonas
aureus meticilino | aureus meticilino ) ) )
SIGLA . . faecalis coli aeruginosa
resistente sensible
ATCC® 43300 ATCC®29213 ATCC®29212 | ATCC® 25922 | ATCC® 27853
DFUCh-05 1 4 2 232 =32
DFUCh-P4 4 4 4 232 232

Considerando el desarrollo actual de esta serie de compuestos, y su potencial
uso como agentes antibacterianos, es fundamental para escalar a modelos murinos
de infeccién, estudiar las propiedades farmacologicas de los compuestos lideres
mediante 3 ejes centrales: el estudio de la toxicidad in vitro sobre distintos lineas
celulares, la caracterizacion in vitro de la actividad antibacteriana y la efectividad de
su aplicacion en un modelo de infeccion in vivo.

Para esto, en primer término se evalu6 la toxicidad de estos compuestos.
Para esto se utilizé el ensayo de viabilidad celular con una sal de tetrazolio (MTS),
que consistid en determinar la actividad mitocondrial de las células mamiferas
viables frente a una exposicion aguda (24 h) al compuesto en estudio.

Luego se caracterizo la actividad antibacteriana de los derivados en estudio.
Para esto se determind la Concentracion Bactericida Minima (CBM), se establecio
la cinética de muerte de distintas bacterias con los derivados y se estudio el Efecto
Post-Antibidtico (EPA). Estos ensayos permiten dilucidar el modo de accion de los
antibacterianos y también permiten establecer los intervalos de dosificacion que se
deben utilizar para maximizar su efecto. También se establecié como influye la
presencia de albumina o suero humano en la actividad de los compuestos, lo que
representa una medida de la actividad del compuesto en condiciones fisiologicas.
Se evalu6 también la incidencia de resistencia de cepas Gram positivo frente a la
exposicidn aguda y cronica al compuesto en estudio, o que es fundamental para
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proyectar la utilizacion de estos compuestos en escenarios clinicos. Buscamos
determinar combinaciones de nuestros derivados con antibacterianos de uso clinico
que puedan generar sinergia en su accion conjunta. Estudiamos el perfil de
susceptibilidad mediante la determinacion de la CIMg sobre especies Gram positivo
aisladas de diversos centros hospitalarios del pais, estableciendo el perfil de
susceptibilidad de una poblacién bacteriana heterogénea a los derivados.

Por otra parte, se estudiaron caracteristicas farmacocinéticas; la
permeabilidad in vitro mediante el ensayo PAMPA (del inglés Parallel Artificial
Membrane Permeability Assay), para establecer el grado de penetracion del
compuesto en monocapa lipidica. Se determiné el porcentaje de union a albumina,
mediante el ensayo de “Dialisis al equilibrio”. Los datos aqui obtenidos se pueden
correlacionar con los resultados del ensayo que buscara determinar la influencia de
la albumina y el suero humano en la actividad antibacteriana de los compuestos.

Finalmente, se estudio la efectividad in vivo de los derivados. Los modelos
murinos de infeccion son los mas utilizado; sin embargo, existen obstaculos éticos,
presupuestarios y logisticos asociados con el uso de roedores como modelos de
infeccion. En primer lugar, mantener un numero suficiente de ratones necesarios
para obtener datos estadisticamente relevantes es costoso. En segundo lugar, los
mamiferos demoran en reproducirse lo que hace mas lento el progreso de la

experimentacion [63].
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO

(1)

Los derivados quinonicos DFUCH-OS5 y DFUCH-P4 presentan actividad bactericida
in vitro sobre aislamientos clinicos de S. aureus y Enterococcus sp.
multirresistentes, provenientes de diferentes centros hospitalarios de Chile. Su
uniéon a proteinas plasmaticas reduce la concentracion de compuesto libre
disminuyendo su actividad y el uso en conjunto con antibiéticos de uso clinico

genera sinergia.

(I
A las concentraciones que muestran actividad antibacteriana los derivados

quinonicos no afectan la viabilidad de células humanas y animales.

(1)
Los compuestos son equi-efectivos con vancomicina en un modelo de infeccion en

Galleria mellonella.

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vitro las propiedades farmacodinamicas de los derivados quindnicos
DFUCh-O5 y DFUCh-P4 sobre aislamientos clinicos multirresistentes de
Staphylococcus aureus y Enterococcus faecium, evaluar su toxicidad sobre lineas
celulares mamiferas, y estudiar la efectividad in vivo sobre un modelo de infeccion

de Galleria melonella.

42



4. OBJETIVOS ESPECIFICOS
. Determinar la toxicidad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

a.

Evaluar la viabilidad celular post exposicion de DFUCh-O5 y DFUCh-
P4 sobre células HeLa, SH-SY5Y y H4-II-E-C3.

ll. Caracterizar in vitro de la actividad antibacteriana de DFUCh-05 y
DFUCh-P4 sobre aislamientos clinicos de SARM y ERV.

a.

Establecer la susceptibilidad de aislamientos clinicos multirresistentes
de S. aureus y E. faecium a DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

Determinar la Concentracion Bactericida Minima (CBM) de DFUCh-
O5 y DFUCh-P4.

Determinar el efecto post-antibiético de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 en
cepas clinicas de S. aureus y E. faecium.

Determinar como influye la presencia de suero humano y proteinas
plasmatica en la actividad antibacteriana de DFUCh-O5 y DFUCh-P4.
Estudiar la sinergia en la actividad antibacteriana de DFUCh-O5 y
DFUCh-P4 con vancomicina, linezolid y daptomicina.

Determinar el indice de mutaciones espontaneas de S. aureus
multirresistentes frente a una exposicion aguda a DFUCH-P4 y
DFUCH-05.

Explorar la potencial induccion de mutaciones de S. aureus frente a
una exposicion cronica a DFUCH-P4 y DFUCH-OS.

Determinacion de la cinética de muerte, de cepas de S. aureusy E.
faecalis frente a DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

lll. Determinar propiedades farmacocinética de DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

a.

b.

Estudio in vitro de permeabilidad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 sobre
membranas lipidicas.

Determinar el porcentaje de union a albumina de DFUCh-O5 y
DFUCh-P4.

IV. Estudio de la efectividad in vivo de DFUCh-O5 y DFUCh-P4
a. Evaluar la sobrevida post-exposicion de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 en

un modelo de infeccion in vivo en larvas de G. mellonella.
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5. MATERIALES Y METODOS

1. Aislamientos bacterianos. Se incluyeron 89 aislamientos clinicos de
cocaceas Gram positivas aislados en centros hospitalarios chilenos durante el afio
2014. Todas las cepas fueron proporcionadas por el Instituto de Salud Publica de
Chile (ISP) a través de un convenio de colaboracion (N° 156-2014). Los aislamientos
utilizados fueron S. aureus resistentes a meticilina (45 cepas) y E. faecium
resistentes a vancomicina (44 cepas) que cumplieran con un perfil de multi-
resistencia, definido por aquellos aislamientos que presentaran resistencia a otras
tres familias adicionales de agentes antibacterianos[64]. Los sitios de origen de
aislamiento de las cepas estudiadas fueron aspirado traqueal, herida y sangre para
S. aureus, en tanto los sitios para Enterococcus sp. fueron orina, liquido peritoneal,
sangre y herida.

Los aislamientos se conservaban en cepario en un mezla 50% v/v de glicerol
(Ensure®, Merck, Darmstadt, Germany Lot N° Z0313094 406) y caldo de cultivo
Brain Heart Infusion (AesLaboratoire, Ker Lann — Bruz, France) a -20°C). Para
utilizarlos se sembraban en placas de agar Mueller-Hinton | (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA. Lot N°BCBG4771V) se cultivaran a 37 °C por 20-24 horas. Como cepas
control se utilizaron Staphylococcus aureus ATCC® 29213 sensible a meticilina,
Staphylococcus aureus ATCC® 43300 resistente a meticilina y Enterococcus
faecalis ATCC® 29212.

2. Determinacion de la viabilidad celular mediante el método de MTS. Se
utilizaron placas estériles de cultivo de 96 pocillos (TrueLine™). Para células Hela,
SH-SY5Y, H4-lI-E-C3 se sembraron 10000 células por pocillo en medio de cultivo
DMEM (Gibco®). suplementado con Suero Fetal bovino(Sigma Aldrich®, St. Louis,
USA.) y Estreptomicina (Sigma Aldrich®, St. Louis, USA). Una vez sembradas, se
dejaron crecer y adherirse durante 24 h en una estufa de cultivo a 37°C, y se
sometieron a los tratamientos por otras 24 h. Las celulas se expusieron a distintas
concentraciones de los compuestos a ensayar. Las concentraciones finales en
cultivo fueron para DFUCh-O5; 8, 4, 2, 1y 0.5 yg/mL y para DFUCh-P4; 16, 8, 4, 2
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y 1 yg/mL, fueron ensayadas cada una en sextuplicado. Una vez terminado el
tratamiento, se aspir6 el medio de cultivo mediante vacio y se restituydé con medio
de cultivo, luego se adicionaron, protegiendo de la luz, 100 pL de una solucion de
3-4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-3-carboximetoxi-fenil]-2-4-sulfofenil]-2H-tetrazolio (MTS) 1
mg/mL + DNB durante un periodo de 2 h a 37 °C, tiempo suficiente para la reduccion
del MTS a formazan. Transcurrido el tiempo, se midié la absorbancia de cada pocillo
en un lector de placas ELISA a 570 nm. Como control negativo de viabilidad celular
se incubaron las celulas con H2O2, 1 % DMSO y medio de cultivo DMEM. Como
control positivo de viabilidad celular se cultivaron las celulas con medio de cultivo
DMEM con 1 % DMSO.

3. Ensayo de susceptibilidad bacteriana. La susceptibilidad de los
aislamientos estudiados frente a los derivados quinonicos se determiné mediante el
parametro, Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de DFUCh-OS5 y DFUCh-P4. Se
utilizé6 el método de microdilucién utilizando medio de cultivo Mueller-Hinton |
(DIFCO, Beckton Dickinson, Sparks, USA Lot N°1089531) en placas de 96 pocillos
de fondo redondo (Ultracruz ™ Polystyrene Microplates, 96 well, U bottom Santa
Cruz biotechnology, inc.), segun las recomendaciones de Clinical Laboratories
Standard Institute (CLSI) [65]. Para ello se utilizé un inéculo bacteriano de 5x10°
UFC por pocillo, obtenido previamente desde una suspension stock de 0,5
McFarland. Las concentraciones de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 ensayadas variaron
en el rango de 32 — 0,0625 ug/mL, con un 1% o inferior de DMSO por pocillo. Las
placas se incubaron a 37°C por 18-22 h. Luego por inspeccion visual se determiné
la CIM de los compuestos, la que correspondié a la menor concentracion en la que
no se observd crecimiento visible. Finalmente se determinaron los parametros
CIMsg, CIMgo y Media Geométrica (MG) de la CIM.

4, Ensayo de Actividad Bactericida. Para evaluar si los compuestos actuan
como bactericidas o bacteriostaticos, se determind la Concentracion Bactericida
Minima (CBM), para esto se utilizo6 el método de subcultivo en placas de agar
Mueller-Hinton | (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. Lot N°BCBG4771V) luego del
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metodo de microdilucion utilizado para la obtencién de la CIM de acuerdo a las
recomendaciones de la CLSI [65]. Se realiz6 el ensayo de susceptibilidad segun lo
descrito anteriormente, luego se tomé una alicuota de 100 uL desde cada uno de
los pocillos de concentraciones superiores a la CIM, el pocillo de la CIM y también
el pocillo de la concetracion siguiente inferior CIM como control de viabilidad
bacteriana. La alicuota fue diluida 1000 veces para remover los compuestos
ensayados [66]. Se traspasaron 100 uL a una placa de agar Mueller-Hinton y luego
se disperso el indculo con un asa de Drigalsky previamente esterilizada con calor y
etanol al 75%. Finalmente la CBM estuvo dada por la placa correspondiente a la
menor dilucion en la cual se observo un crecimiento menor al 0,01 % de las UFC/mL
contenidas en el pocillo segun Pearson y col. [67]. Los compuestos fueron
clasificados como bactericidas si se cumplia el criterio de CBM/CIM es < 2 y como
bacteriostaticos si la relacion es > 2 segun Craig y col. [66]. Se determinaron los
parametros CBMso, CBMgo y Media Geométrica (MG) de la CBM.

5. Cuantificacion efecto post-antibiético. El efecto post-antibiotico (EPA) se
cuantifico replicando las condiciones descritas por Silverman y col. [68]. Las
bacterias fueron sembradas desde cepario conservado a -20°C, en placas de agar
sangre de cordero. Se realizaron 3 pasajes previos al ensayo, con el fin de que los
cultivos alcancen la fase de crecimiento exponencial. Para el ensayo, los cepas
fueron expuestas a distintas concentraciones de DFUCh-O5 y DFUCh-P4: CIM,
2xCIM y 4xCIM, por 1 h con agitacion y a 37°C. Posterior a la incubacion, los cultivos
fueron diluidos en un factor de 1/1000 con el fin de remover los compuestos
ensayados segun lo recomendado por Craig y col. [66]. Los recuentos bacterianos
fueron determinados cada hora inmediatamente después de remover el compuesto
(t=0). El PAE se calcul6 segun la siguiente ecuacion:

PAE=T - C,

donde T es el tiempo requerido para que el conteo en el test de cultivo incremente
1 log UFC sobre el conteo observado inmediatamente después de la remocion del
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compuesto, y C es el tiempo requerido para que el conteo en el tubo control
incremente en 1 log UFC.

6. Ensayo de susceptibilidad bacteriana en presencia de proteinas
plasmaticas. Se determiné la CIM de DFUCh-O5 y DFUCh-P4, mediante la técnica
de microdilucion, segun las recomendaciones del CLSI [65]. Los compuestos
DFUCh-O5 y DFUCh-P4 fueron ensayados en concentraciones de 32 hasta 0,0625
pMg/mL en presencia de 10% suero humano (Human Serum, Male AB Plasme,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. Lot N° SLBJ1038V) [69] y de 4 g/dL de albumina
(Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. Lot N° SLBJ7867V), [69].
Una vez inoculadas las placas, fueron incubadas por 18-24 h a 37°C. Finalmente
por inspeccion visual se determiné la CIM de los compuestos.

7. Ensayo de Sinergia. Se evaluo la efectividad in vitro de la asociacion de los
derivados arilmercaptoquinonicos con antibacterianos de uso clinico. Esto se
estudio a través del método del "tablero de ajedrez" [70]. Se determiné la CIM, por
la técnica de microdilucion en caldo, segun las recomendaciones del CLSI [65]. Se
probaron distintas combinaciones de los compuestos DFUCh-O5 y DFUCh-P4 con
linezolid (Abcam-BiochemicaIs®, Cambridge, UK. Lot N° APN13103-1-1.),
vancomicina (Abcam-Biochemicals®, Cambridge, UK. Lot N° APN12578-1-1.) y
daptomicina (Abcam-Biochemicals®, Cambridge, UK. Lot N° APN12588-1-1). Para
la configuracion del panel de diluciones, se comenzé con una concentracion 4xCIM
tanto para DFUCh-O5 y DFUCh-P4 como para los antibacterianos a evaluar, se
diluyo en potencia de 2 hasta una concentracion minima de CIM/16, con la finalidad
de evaluar todas las posibilidades de sinergia en un amplio rango de combinaciones
de los compuestos DFUCh-O5 y DFUCh-P4 con los antibacterianos de uso clinico
a diferentes concentraciones. Las placas fueron incubadas por 18-24 h a 37°C. Para
establecer el efecto de la asociacion se calculdo el indice de concentracion
fraccionaria inhibitoria (FIC, por sus siglas en inglés) [66]. De a acuerdo a Lorian y
col. un indice de CFI < 0,5 se considerara sinergia, valores > 0,5 hasta 1, adicién,
valores > 1 hasta 2 indiferencia y valores > 2, antagonismo [70].
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8. Ensayo de incidencia de mutaciones espontanea. Se realizo el ensayo de
incidencia de mutaciones para los compuestos DFUCh-O5, DFUCh-P4 vy
vancomicina en triplicado, segun lo descrito por Silverman J. A. y col [68], y otros
autores (anexo 3.1). Para esto se sembro6 en placas con agar Mueller Hinton | que
contenian DFUCH-O5 a concentraciones de 1xCIM, 2xCIM, 4xCIM, 8xCIM, 16xCIM;
y DFUCH-P4 a concentraciones de 2xCIM, 1xCIM, 2xCIM, 4xCIM, 8xCIM; y para
el compuesto vancomicina a concentraciones de “axCIM, 72xCIM, 1xCIM, 2xCIM y
4xCIM; un inéculo bacteriano de 5x10°UFC y se incubaron a 37°C durante 18-24h.
Las especies utilizadas fueron S. aureus ATCC® 29213 y SARM 178 obtenida del
ISPCH. Transcurrido el tiempo de incubacion (24h), se registré la CIM aparente
obtenida de la placa sin crecimiento bacteriano de menor concentracion para cada
compuesto. Las placas donde hubo crecimiento se les determiné la CIM por el
meétodo de microdilucion siguiendo el protocolo del CLSI [65], para verificar si hubo
cambios en su CIM denominandose CIM determinada. Finalmente, se repitio el
mismo procedimiento para determinar la CIM por microdilucion en caldo, pero esta

vez con exposicion a los tres compuestos simultaneamente.

9. Ensayo de resistencia en serie. Se realiz6 el ensayo de resistencia en serie
para los compuestos DFUCh-P4 y DFUCh-O5 segun lo descrito por Silverman y col.
[68]. Para esto se usaron tubos de ensayo con 2mL de caldo Mueller Hinton | y se
agrego después el antibacteriano correspondiente a concentraciones de 7xCIM,
¥%xCIM, 1xCIM, 2xCIM y 4xCIM, y se inoculd con 1x10° UFC de S. aureus ATCC®
29213. Los tubos fueron incubados a 37°C en agitaciéon constante por 18-24h.
Ademas, se realiz6 un control positivo de resistencia bacteriana con rifampicina (Rf)
y un control negativo de resistencia con vancomicina. Traspasos diarios fueron
realizados retirando 10 yL del tubo de mayor concentracidén que permitié crecimiento
bacteriano e introduciéndolo a una nueva serie de tubos con los mismos
compuestos a las mismas concentraciones. Los traspasos se realizaron hasta que
existio crecimiento en todos los tubos de los compuestos DFUCH-O5 y DFUCH-
P4. Los tubos donde hubo crecimiento fueron subcultivados en placas de MHA libres
de farmaco y transcurridas 24 h se le determin6é la CIM por el método de
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microdilucion siguiendo el protocolo del CLSI[65]. Finalizado el ensayo, los tubos de
concentracion 4xCIM con crecimiento bacteriano fueron nuevamente sembrados en
placas MHA libres de compuestos y posteriormente se realizaron 3 pasajes en
placas MHA libres de compuestos, determinadose la CIM en cada pasaje.

10. Método para la cuantificacion espectrofotométrica de DFUCh-O5 y
DFUCh-P4. Para la determinacion de la concentracion de DFUCh-O5 y DFUCh-P4
en solucién, se utilizo el método de curva de calibracibn mediante
espectrofotometria. En primer lugar, se realizdé un barrido espectrofotométrico de
200-600 nm, para determinar la longitud de onda en la cual seran cuantificados los
compuestos. Luego, detectados los maximos de absorbancia se procedio a preparar
diluciones seriadas de DFUCh-O5 y DFUCh-P4, que comprendian concentraciones
de 64 a 2 pg/mL. A continuacion, se determinaron las absorbancias de cada una de
las soluciones preparadas y se realizé un grafico de concentracion v/s absorbancia.
Finalmente, con el conjunto de datos se realizo una regresion lineal para obtener la

ecuacion de la recta correspondiente a cada compuesto.

1. Determinacion del Porcentaje union a Albumina. Este parametro
albumina fue determinado mediante el ensayo de “Dialisis al equilibrio” [71-73]. El
estudio se llevo a cabo utilizando albumina sérica 40 g/dL (Bovine Serum Albumin,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. Lot N° SLBJ7867V), conteniendo DFUCh-O5 y
DFUCh-P4 a una concentracion de 200 ug/mL, los cuales se dializaron mediante
una membrana de celulosa (Approximate Molecular Weight Cut Off is 6000-8000
Daltons, Spectrum®Lab, Rancho Dominguez, USA, Lot N° 3259012) sumergida en
suero fisiologico durante 7 h con agitacidén. Las concentraciones de DFUCh-O5 y
DFUCh-P4 se cuantificaron por espectrofotometria mediante una curva de
calibracion.

12. Determinacién de la permeabilidad pasiva. Se utilizdé el kit de placas
PAMPA (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) (Sigma Aldrich Ltda. USA)
que contenia una placa dadora y otra aceptora. Se utilizé fosfatidilcolina (Sigma
Aldrich Ltda. USA) disuelta en dodecano (Sigma Aldrich Ltda. USA) como barrera
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lipofilica. Esta se posa sobre una membrana de PVDF, se esperd aproximadamente
5 min para la correcta fijacion. Luego se agregd una solucion de bufer fosfato (pH
7,4, en la placa aceptora. En la placa dadora se colocaron los compuestos
ensayados. Posteriormente se ensamblaron las placas y se dejo en agitacion a 250
rom durante 2 h. Una vez transcurridas las 2 h de ensayo, se tomé una alicuota de
cada pocillo (dador y aceptor) y se diluyeron con una solucion de bufer fosfato. La
determinacién de la concentracion se realizd por curva de calibracion mediante
espectrofotometria. Se utilizo tiopental (Sigma Aldrich Ltda. USA) y azul de Evans
(The Coleman & Bell Co., Norwood, O., USA) como patrones.

13. Modelo de infeccidn in vivo. Se utilizaron larvas de G. mellonella obtenidas
desde un proveedor comercial (BioBichos, Ltda.). Todos los experimentos se
realizaron de acuerdo con los protocolos descritos por diversos autores [74-76]. Los
grupos de estudio estaban compuestos por 10 larvas de G. mellonella en estadio
final, con un peso aproximado de 250 mg cada una fueron seleccionadas al azar.
Para inyectar a las larvas se utilizé una jeringa Hamilton® (Merck® Itda. USA) el
volumen de inoculacion que se utilizo en cada ensayo fue de 10 uL. En primer
término, se estudio la influencia de la inyeccidn sobre la sobrevida de las larvas
inyectando 10 pL de solucion bufer fosfato. Se estudié la concentracion (UFC/mL)
de E. faecalis y S. aureus que disminuye la sobrevida de larvas de G. mellonella
[74-76]. Se selecciond el inéculo que logro reducir la sobrevida a menos del 20%
en 72 h. También se estudio la toxicidad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 y vancomicina,
el antibacteriano control, en dosis de 10 mg/kg cada 24 h. Elegido el in6culo de
bacterias y determinada la inocuidad de los compuestos a ensayar, se inocularon
las larvas con la suspension elegida y al cabo de 1 h se les inyectd el compuesto a
estudiar, para determinar si los compuestos pueden aumentar la sobrevida.
Después de cada tratamiento las larvas se incubaron por 5 dias a 37°C, 80% de
humedad, y la sobrevida se determind diariamente. Un grupo de larvas fue
inyectado con solucidn bufer fosfato y otro grupo no es sometido a tratamiento,
ambos grupos son usados como control en cada uno de los experimentos. Los
resultados de cualquier experimento con mas de dos larvas muertas en algun grupo

de control se descartaron.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Exploracion de la toxicidad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

1. VIABILIDAD CELULAR POST-EXPOSICION AGUDA A LOS DERIVADOS
DFUCh-O5 Y DFUCh-P4
Los resultados de la determinacion de la viabilidad celular post-exposicion aguda
a los derivados DFUCh-O5 y DFUCh-P4 se observan en las figuras 9 y 10. En ellas
se muestran el porcentaje de viabilidad celular, para las células HeLa, SH-SY5Y y
H4-11-E-C3 respectivamente.
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Figura 9. Porcentaje de viabilidad de, células Hela (izquierda), SH-SY5Y (centro) y H4-11-E-C3
(derecha), expuestas a las distintas concentraciones de DFUCh-O5 expresadas en pg/mL
durante 24 h. V: vancomicina a 1 uyg/mL. G: gentamicina a 1 ug/mL. (-): control negativo (H20,
+ 1 % DMSO + DMEM). (+): control positivo (DMEM+ 1 % DMSO). n = 5.

Las concentraciones evaluadas se seleccionaron basandose en la actividades
determinadas como CIM de los compuestos sobre S. aureus ATCC® 29213,
reportadas por Campanini-Salinas y col. [77], para DFUCh-O5 la CIM fue de 2
pug/mL, en tanto para DFUCh-P4 fue de 4 yg/mL. Las concentraciones evaluadas
para ambos compuestos fueron 4xCIM, 2xCIM, CIM, 1/2CIM y 1/4CIM. En la figura
11, se presenta el resumen de los porcentajes de viabilidad de las lineas celulares
HelLa, SH-SY5Y y H4-1I-E-C3, frente a la exposicion por 24 h de DFUCh-O5. Se
puede apreciar que no existen diferencias estadisticamente significativas entre el
control positivo de viabilidad celular y la CIM, es decir la minima concentracion de
DFUCh-O5 que inhibe el crecimiento visible de bacterias. Se evidencia que

concentraciones superiores a la CIM afectan negativamente la viabilidad celular. Por
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otra parte, cuando se compara el control negativo de viabilidad celular con la
concentracion de 2 pg/mL de DFUCh-O5, se logra establecer que existen
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,05) indicando que el compuesto
no genera caida en la viabilidad celular como lo hace el peroxido de hidrogeno
(H202) (control de muerte) sobre todas las lineas celulares ensayadas. Al comparar
DFUCh-O5 con antibacterianos de uso clinico, como vancomicina y gentamicina, a
una concentracion de 1 pg/mL (CIM sobre S. aureus ATCC® 29213 informada por
CLSI [65] como control de calidad para la cepa) se aprecia que no existen
diferencias significativas con DFUCh-O5 sobre la viabilidad celular determinada.
Con la concentraciones de 8 pg/mL hay diferencias significativas con el control
positivo (p < 0,001) para todas las lineas celulares estudiadas, en cambio la
concentracion de 4 pg/mL no se logran establecer diferencias significativas (p >
0,05) en células HeLa y SH-SY5Y, en células H4-1I-E-C3 si hay diferencias
significativas con el control positivo (p < 0,01).
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Figura 10. Porcentaje de viabilidad de, células Hela (izquierda), SH-SY5Y (centro) y H4-II-E-
C3 (derecha), expuestas a las distintas concentraciones de DFUCh-P4 expresadas en pyg/mL
durante 24 h. V: vancomicina a 1 yg/mL. G: gentamicina a 1 ug/mL. (-): control negativo (H20
+1 % DMSO + DMEM). (+): control positivo (DMEM+ 1 % DMSO).n=5

En la figura 10, se presenta el resumen de los porcentajes de viabilidad de las lineas
celulares HelLa, SH-SY5Y y H4-1I-E-C3, frente a la exposicion de DFUCh-P4 por 24
h. Se puede apreciar que no existen diferencias estadisticamente significativas
entre el control positivo de viabilidad celular y la concentracién de 2 ug/mL de
DFUChH-P4, por lo tanto, se puede senalar que el derivado exhibe selectividad por
celulas procarioticas a la concentracion 2 pg/mL. Por otra parte, cuando se compara
el control negativo de viabilidad celular con la concentracion de 4 yg/mL de DFUCh-

P4 se logra establecer que existen diferencias estadisticamente significativas (p <
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0,05) en la linea celular SH-SY5Y con respecto al control de muerte. Con la
concentracion de 8 ug/mL no se logro establecer diferencias significativas (p > 0,05)
sobre células SH-SY5Y, en células HelLa y H4-lI-E-C3 si hay diferencias
significativas con el control positivo (p < 0,05). Con la concentracion mas alta
ensayada 16 pyg/mL, hay diferencias significativas (p < 0,001) en todas las lineas
celulares ensayadas.

Comparando DFUCh-O5 y DFUCh-P4, sobre la células de hepatoma murino (H4-11-
E-C3), se observa diferencia significativa entre los efectos de ambos compuestos
(p < 0,001), sobre células de neuroblastoma (SH-SY5Y) también se observa un
diferencia pero de menor significancia estadistica (p < 0,01). En células HeLA no
se observan diferencias estadisticamente significativas entre los efectos de DFUCh-
O5 y DFUCh-P4 (p > 0,05).

Al analizar los porcentajes de viabilidad celular post-exposicidn a concentraciones
superiores a la CIM de ambos derivados, sobre todas las lineas celulares
ensayadas, se evidencia un efecto negativo sobre la viabilidad de estas. Los
compuestos quindnicos tiene actividad antineoplasica reportada [49, 50], es decir,
hay evidencia de que pueden afectar la viabilidad de células mamiferas. Los
derivados ensayados tiene un nucleo quindnico que puede ser el responsable de
estos efectos deletéreos observados sobre células mamiferas. Los mecanismos
implicados en estos efectos se han descrito ampliamente [78]. Se ha evidenciado
que las quinonas generan desbalances metabdlicos dentro de los procesos de
oxido-reduccion, que dan origen a un aumento de la concentracion de especies
radicalarias [78]. Esto radicales libres afectan macromoléculas como proteinas y
ADN, impidiendo el desarrollo normal de procesos vitales para la célula como la
division celular [78].

Cabe destacar, que los compuestos exhiben relativa selectividad por las células
procariotas, ya que DFUCh-O5 y DFUCh-P4 no disminuyen la viabilidad celular de
HelLa, SH-SY5Y y H4-1I-E-C3, a la concentracion de 2 y 4 ug/mL, que corresponden
a la CIM de cada compuesto. Pero en su potencial enfoque farmacos de uso
humano o veterinario, se debe asegurar que los compuestos son seguros de

administrar, es decir son inocuos en el organismo objetivo. Es por esto que se debe
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establecer el margen terapéutico de cualquier compuesto en desarrollo; este
concepto esta definido como el intervalo de concentraciones en el que hay efectos
terapéuticos sin generar efectos toxicos[79]. El margen terapéutico se definen
inicialmente en fase pre-clinicas en donde se utilizan modelos murinos para hacer
las determinaciones que lo permiten definir [80]. Sin embargo, los ensayos de
viabilidad celular empiezan a dilucidar los grados de selectividad de un determinado
compuesto por su blanco objetivo[80]. En el caso de los compuestos en desarrollo
se pudo observar que a las concentraciones que son activos como antibacterianos
no afectan la viabilidad de células mamiferas. Se ha estudiado, que las
concentraciones plasmaticas de los antibacterianos en pacientes humanos deben
superar la CIM, para poder alcanzar su maxima eficacia terapéutica[79]. Existe una
clasificaciéon de los farmacos antibacterianos que define cuantas veces se debe
superar la concentracion plasmatica de estos a la CIM [81]; los antibacterianos
concentracion-dependiente para maximizar su eficacia deben alcanzar
concentraciones superiores a 10 veces la CIM [81]. En tanto, los antibacterianos
tiempo-dependientes deben alcanzar concentraciones superiores a 4 veces la CIM
[81]. En la presente investigacion (Seccion 6, Resultados y Discusion.), se realizaron
los ensayos que permitieron establecer que los derivados quinonicos ejercen su
efecto de forma tiempo-dependiente. De acuerdo a esto, los compuestos al
administrarse in vivo, tendran un menor potencial de generar efectos toxicos, ya

qgue se optimizaran para alcanzar concentraciones cercanas a 4 veces la CIM.
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Caracterizacion in vitro de la actividad antibacteriana de DFUCh-O5 y DFUCh-

P4 sobre aislamientos clinicos de SARM y ERV.

2. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE DFUCh-O5 Y DFUCh-P4 SOBRE
AISLAMIENTOS CLINICOS MULTIRRESISTENTES.

Para este estudio se utilizaron aislamientos clinicos de S. aureus o Enterococcus
sp. aislados durante el afio 2014 desde centros asistenciales de Chile, estos se
seleccionaron segun los siguientes criterios:

e S. aureus con resistencia a meticilina y Enterococcus sp. con resistencia a
vancomicina multiresistentes. Ademas ambas especies debian exhibir multi-
resistencia, es decir que presentaran resistencia a otras tres familias
adicionales de agentes antibacterianos. (Tabla 6)

e Especies de distinta procedencia. Para reducir la probabilidad de ensayar
cepas que fueran clones, se incluyeron los aislamientos muestreados en
diferentes Servicios de Salud.

e Especies que fueron aisladas desde un sitio anatomico normalmente estéril

y que no provenian de muestreo de vigilancia.

A continuacién, se presenta un histograma con los distintos sitios de origen de

aislamiento (Figura 11).
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Figura 11. Distribucién de cepas de SARM (izquierda) y ERV (derecha), segun de
sitios de origen.
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A continuacion en la tabla 6 se presentan los patrones de multiresistencia a

farmacos antibacterianos (MDR, por sus siglas en inglés) [64].

Tabla 6. Categorizacion de aislamientos por sitio de origen y patrones de multiresistencia a farmacos
antibacterianos.

Especie
Sitio de Origen n° de aislamientos No. MDR (%)
bacteriana
Aspirado traqueal 10 7 (70)
Herida 10 4 (40)
S. aureus
Sangre 20 20 (100)
Otros 5 4 (80)
Orina 10 10 (100)
Enterococcus Liquido Peritoneal 10 10 (100)
sp. Herida 10 10 (100)
Sangre 10 9 (90)
Otros 4 4 (100)

Para evitar ensayar sobre poblaciones bacterianas clonales, se utilizaron
cepas provenientes de distintos servicios de salud; Santiago Metropolitano Oriente,
Centro, Sur, Norte, Suroriente, Concepcion, Maule, Araucania, Nuble, Coquimbo,
Reloncavi y Antofagasta.

A continuacion, se presentan los resultados de la actividad antibacteriana de
los derivados DFUCh-O5 y DFUCh-P4, sobre la poblacion bacteriana anteriormente
descrita. Para esto se determinaron los parametros de la CIMsg, que esta definida
como la CIM que inhibe el 50% de los aislamientos estudiados, CIMgg, definida como
la CIM que inhibe el 90% de los aislamientos ensayados, y la MG CIM, la media
geomeétrica de la totalidad de los aislamientos estudiados. Se calcularon estos
parametros para la totalidad de las bacterias estudiadas. Para el analisis la
poblacién estudiada se dividid en subgrupos de acuerdo al origen de aislamiento de

cada bacteria. Se utilizé como control vancomicina; el ensayo se consideré como
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valido si la CIM de vancomicina informada por el ISP, era igual a la CIM
determinada.
En la Tabla 7 se muestran los valores de CIMsy,y CIMgo de SARM frente a

vancomicina determinados versus los valores de vancomicina reportados por el ISP.

Tabla 7. Perfil de susceptibilidad de SARM frente a vancomicina y daptomicina.

Antibiéticos Rango de CIM CIMs, CiMy,
vancomicina 1-2 1 2
vancomicina ISP 1-2 1 2

CIM expresadas en pug/mL. (n=4).

Se observa que vancomicina presenta valores de CIMsp y CIMgg entre 1 - 2
pug/mL frente los aislamientos clinicos estudiados, o que concuerda con los datos
reportados por el ISP sobre estos mismos aislamientos.

Sobre los aislamientos de SARM se puede apreciar que el derivado DFUCh-
05, tiene una distribucién de CIM unimodal, en donde la moda es 2 pg/mL (Figura
12). No se aprecian diferencias significativas entre los diferentes subgrupos de
origen de aislamiento (p > 0,05). Destaca el comportamiento de un aislamiento
dentro del subgrupo sangre que exhibe una CIM de 32 yg/mL. En 13 de los 45
aislamientos de distintos origenes la CIM fue informada como >32 pg/mL, esto se
debe a la baja solubilidad en agua de los compuestos, ya que la maxima
concentracion que pueden alcanzar en las condiciones del ensayo son 32 pg/mL.
Estos aislamientos fueron descartados del analisis. La CIMso y ClMgg, se situd 2

pug/mL (Tabla 8).
Tabla 8. Actividad antibacteriana de DFUCh-O5 sobre SARM.

Subgrupo n° de Aislamientos  Rango CIM* CIMs,” CIMg," MG CIM*  Valor p

A. traqueal 10 4-2 2 4 2,40
Herida 10 4-2 2 2 2,20
Sangre 10 32-1 2 4 4,81

Otros 2 4-2 ND ND ND
TOTAL 32 32-1 2 2 3,10

7. pg/mL; ND: no determinado
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El derivado DFUCh-P4 exhibié una distribucion de CIM unimodal, no se
aprecian diferencias significativas entre los diferentes subgrupos (p > 0,05). En este
grupo de aislamientos se informan los resultados de 29 cultivos de 45 ensayados.
Los aislamientos en los cuales no se pudo determinar la CIM no fueron
considerados en el analisis, ya que debido a la pobre solubilidad de los compuestos
no se pudo alcanzar concentraciones superiores. La CIM a ser una variable discreta
[65], para el analisis de los resultados, se requiere que esta tome un valor unico; de
esta forma se pueden determinar los parametros CIMsp, CIMgo, MG CIM y se puede
aplicar el test ANOVA al conjunto de datos para determinar el valor p. En los
aislamientos donde no se puede obtener la CIM, se debe informar el resultado como
>32 ug/mL, la maxima concentracion evaluada. Este dato no puede ser incorporado
dentro del tratamiento de los resultados.

La CIMso fue 2 pg/mL y la ClMgo 4 pg/mL. De acuerdo a los resultados
observados se establece que el derivado DFUCh-P4 posee una CIMgy mayor que
el derivado DFUCh-O5 (Tabla 9).

Tabla 9. Actividad antibacteriana de DFUCh-P4 sobre SARM.

Subgrupo n° de Aislamientos  Rango CIM* CIMs;," CIMg,” MG CIM*  Valor p
A. traqueal 9 4-1 2 4 2,33
Herida 9 4-1 2 4 2,11 e
Sangre 9 2-1 2 2 1,77
Otros 2 4-2 ND ND ND
TOTAL 29 4-1 2 4 2,30

7. pg/mL; ND: no determinado

En la figura 12, se muestra un grafico de distribucion de CIMs para cada
derivado sobre los aislamientos de SARM comparado con vancomicina. En ambos
compuestos el mayor porcentaje de los aislamientos exhiben una CIM de 2 ug/mL.
Al igual que para DFUCh-O5, los aislamientos en donde no se pudo determinar la
CIM fueron excluidos del analisis por las razones explicadas anteriormente. Cuando
se comparan las CIM observadas de los derivados quindnicos con vancomicina

(Figura 12), se observa un perfil similar para ambos derivados. Para vancomicina el
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mayor porcentaje de las bacterias tiene una CIM de 1 pg/mL y no se observo CIM
>32 ug/mL, determinandose la CIM en los 45 aislamientos ensayados.
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Figura 12. Histograma de distribucién de la CIM de DFUCh-O5 (izquierda) y DFUCh-P4
(derecha) versus CIM de vancomicina sobre aislamientos clinicos de SARM. n=45

Los resultados obtenidos para los compuestos DFUCh-O5 y DFUCh-P4,
muestran diferencias en la susceptibilidad de los subgrupos herida, aspirado
traqueal y sangre, presentando una baja o nula actividad a las concentraciones
ensayadas. Este comportamiento puede explicarse por la disponibilidad de oxigeno
en el sitio anatomico de donde se obtuvieron los aislamientos. En condiciones
anaerobicas S. aureus puede expresar genes que favorecen la fermentacion por
sobre la fosforilacion oxidativa [82] ,esto afectaria la actividad de los compuestos,
en base al mecanismo de accidén propuesto, los compuestos requeririan de una
fosforilacién oxidativa activa para ejercer su accion. Si bien nuestros estudios se
realizaron en condiciones aerdbicas, las bacterias del subgrupo sangre pueden
conservar ciertas caracteristicas fenotipicas de su anterior desarrollo en
condiciones anaerodbicas [82]. Faltan estudios moleculares para establecer, si los
asilamientos en donde se observo este comportamiento mantienen un perfil
metabalico relacionado con su desarrollo en condiciones anaerdbicas.

Los resultados muestran que DFUCh-05 tiene mayor actividad antibacteriana
que DFUCh-P4, informacion que concuerda con los resultados obtenidos en

estudios previos sobre cepas de coleccion S. aureus ATCC®29213 y S. aureus
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ATCC®43300 resistente a meticilina, que demuestran que DFUCh-05 es mas activo
que DFUCh-P4 [77]. Por otra parte, estos resultados muestran que los derivados
quindnicos son 2 veces menos activos que vancomicina sobre los diferentes

aislamientos clinicos de SARM estudiados.

En este punto es necesario realizar una aclaracion respecto de la lectura de
los valores de CIM determinados en los ensayos de microdilucidén. Los valores
determinados por ésta técnica presentan un error +1 dilucion; por ejemplo, si se
reporta una CIM de 2 pg/mL se acepta una variacion de esta medida entre 1y 4
pMg/mL[65]. Por otra parte, el principio de no inferioridad aplicado para
antibacterianos segun la FDA [83, 84], sefiala que la actividad aceptable para
nuevos agentes antibacterianos puede ser superior o equivalente al de los
antibioticos de referencia. Al comparar el rango de CIM de vancomicina frente el
rango de CIM de los compuestos estudiados, se observa que tan solo se diferencian
por una dilucion, por lo que se cumple el principio de la no inferioridad. Ademas este
nuevo desarrollo constituye una nueva familia de compuestos antibacterianos que

poseen un mecanismo de accion inexplorado en antibacterianos de uso clinico.

Para el derivado DFUCh-O5%, sobre ERV la CIMs, fue 2 ug/mL y la CIMgo de
4 pg/mL, no se observaron diferencias significativas entre los subgrupos estudiados.
Es importante sefalar, que en estos experimentos con ERV la CIM de la totalidad
de los aislamientos pudo ser determinada en el caso de DFUCh-O5, esto difiere de
lo observado con los aislamientos de SARM en donde no se pudo obtener un valor
de CIM para la poblacion estudiada. (Tabla 10)
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Tabla 10. Actividad antibacteriana de DFUCh-O5 sobre ERV.

Origen n° de Aislamientos  Rango CIM*  CIMs,” CIMg," MG CIM*  Valor p

Orina 10 4-2 2 4 2,67

Liquido 10 4-2 2 2 2,20

peritoneal

Herida 10 4-2 2 4 2,80

Sangre 10 4-2 2 4 2,60

Otros 4 4-2 ND ND ND
TOTAL 44 4-2 2 4 2,59

7. pg/mL; ND: no determinado

Para el derivado DFUCh-P4 los valores obtenidos de CIMsg y ClMgg
correspondieron a 2 ug/mL y 4 ug/mL para 41 cepas de ERV, respectivamente. En
el subgrupo de orina, no hubo actividad sobre 2 aislamientos, dando un rango de
CIM de 8-4 pg/mL, resultando una CIMsp de 4 pg/mL y una CIMgo de 8 pg/mL para
ese subgrupo. Los subgrupos de herida y sangre exhibieron un comportamiento
similar con una CIMsp y CIMgo de 4 ug/mL. En el subgrupo de liquido peritoneal se
observaron valores de CIMso de 2 uyg/mL y CIMgode 4 ug/mL (Tabla 11). Finalmente,
no hay diferencias significativas (p >0,05) entre los subgrupos estudiados, a
excepcion de los grupos de sangre y orina en donde hay diferencias estadisticas
significativas (p < 0,05).

En la Figura 13, se puede apreciar que las CIM determinadas de ambos
compuestos sobre EVR, tienen una distribucion unimodal. En donde la moda de la
CIM de DFUCh-05 fue 2 pg/mL y para DFUCh-P4 fue 4 pg/mL. Es importante notar
que el derivado DFUCh-O5 tuvo CIMs siempre inferiores a 32 ug/mL; en cambio, el
derivado DFUCh-P4 no tuvo actividad en 3 de los aislamientos estudiados por lo

que se informo6 como resultado que las CIMs de dichos aislamientos fue > 32 ug/mL.
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Tabla 11. Actividad antibacteriana de DFUCh-P4 sobre ERV.

Origen n° de Aislamientos Rango CIM* CIMs,” CIMg," MG CIM*  Valor p

Orina 8 8-4 4 8 4,50
Liquido 9 4-2 2 4 2,88
peritoneal
Herida 10 4-2 4 4 3,80
Sangre 10 8-2 4 4 3,20
Otros 4 4-2 ND ND ND

TOTAL 41 8-2 4 4 3,48

7 pg/mL; ND: no determinado

Al comparar los resultados de DFUCh-O5 y DFUCh-P4, respecto a vancomicina,
(Figura 13), se aprecia que ambos establecen diferencias estadisticamente
significativas con vancomicina (p < 0,001), donde los valores de CIM para ambos
compuestos presentaron CIMs menores a las determinadas para vancomicina (64
— 250 pg/mL). Estos resultados permiten establecer que los derivados DFUCh-O5 y
DFUCh-P4 son 128 y 64 veces mas activos frente a aislamientos clinicos de ERV
que vancomicina. Finalmente, hay diferencias significativas entre las actividades (p
< 0,05) de ambos compuestos, DFUCh-O5 es mas activo que DFUCh-P4 sobre los

aislamientos de ERV estudiados.
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Figura 13. Histograma de distribucion de CIM de DFUCh-O5 (izquierda) y DFUCh-P4
(derecha) versus CIM de vancomicina sobre aislamientos clinicos de ERV.
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3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA MiNIMA
(CBM).

Posterior a los ensayos de microdilucién realizados para obtener los valores
de CIMsp y CIMgo de los compuestos, se realizé la determinacién de la CBM por la
técnica de subcultivo [65]. Para llevar a cabo este ensayo se tomaron en
consideracion las recomendaciones de Pearson y col. [67] y Taylor y col. [85]. En
este estudio se evaluaron los parametros CBMs,,CBMgy y MG CBM, definida como
la media geométrica de la totalidad de los aislamientos estudiados.

El compuesto DFUCh-O5 tiene una CBMsgy una CBMgy de 4 pg/mL sobre
los aislamientos de SARM. Utilizando los datos de CIMsy y ClMgg previamente
obtenidos, se calcula la relacion de CBMso/CIMso y CBMgo/CIMgo (datos no
mostrados), y se obtiene un valor de 2 para ambos casos, lo que indica que el
compuesto DFUCh-O5 posee actividad bactericida sobre los aislamientos de SARM

ensayados (Tabla 12).

Tabla 12. Actividad bactericida de DFUCh-O5 sobre SARM.

Origen n° de Aislamientos Rango CBM* CBMs, CBMy, MG CBM
Aspirado traqueal 10 4-2 4 4 3,20
Herida 10 4-2 2 4 2,80
Sangre 10 8-2 2 4 3,20
Otros 2 4-4 ND ND ND

TOTAL 32 8-2 4 4 3,30

*: ug/mL; ND: No Determinado

Para el compuesto DFUCh-P4, se observa tiene una CBMsyde 2 pg/mLy
una CBMgy de 4 pg/mL sobre los aislamientos de SARM (Tabla 13). Esto al
contrastar con los valores de CIM obtenidos previamente, resulta CBMszo/ClIMsp = 1
y CBMgo/ClMgp, = 2, indicando un efecto bactericida sobre los aislamientos de SARM

ensayados.
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Tabla 13. Actividad bactericida de DFUCh-P4 sobre SARM.

Origen n° de Aislamientos Rango CBM* CBMs, CBMy,, MG CBM
Aspirado traqueal 9 4-2 4 4 3,56
Herida 9 4-2 2 4 2,89
Sangre 9 4-2 4 4 3,11
Otros 2 4-4 ND ND ND

TOTAL 29 41 2 4 3,39

*: ug/mL; ND: No Determinado

En la Figura 16, se muestran los histogramas de las CBMs determinadas
para DFUCh-O5 y DFUCh-P4 sobre los aislamientos de SARM, para ambos
derivados el valor de CBM de mayor frecuencia fue de 2 yg/mL. Como se sefial6
anteriormente no se pudo determinar la CBM, en los aislamientos que no se pudo
determinar la CIM. El derivado DFUCh-O5 exhibié una CBM de 8 ug/mL sobre 2
aislamientos, uno proveniente de liquido peritoneal y el otro de herida, a pesar de la
alta CBM no se puede indicar que esos aislamientos sean tolerantes (CBM/CIM <
32 = TOLERANTE). Los aislamientos tolerantes son aquellos que exhiben CIM
bajas, alcanzables a nivel clinico, pero tiene una fuerte disociacion CIM/CBM por lo

que el antibacteriano solo ejerce accion bacteriostatica [86].
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Figura 14. Histograma de distribucion de CBM de DFUCh-O5 (izquierda) y DFUCh-P4 (derecha)
sobre aislamientos clinicos de SARM.
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Sobre de ERYV el derivado DFUCh-O5 se observo una CBMsp y una CBMgg
de 4 pg/mL. Con estos datos se obtiene una CBMso/CIMsg igual a 2 pg/mL vy
CBMgo/CIMggigual a 1 pg/mL indicando que el derivado posee un efecto bactericida

sobre los aislamientos de ERV (Tabla 14).
Tabla 14. Actividad bactericida de DFUCh-O5 sobre ERV.

Origen n° de Aislamientos Rango CBM* CBMs;, CBMy,, MG CBM
Orina 10 4-2 2 4 3,60
Liquido peritoneal 10 8-2 4 8 4,00
Herida 10 8-2 4 4 3,80
Sangre 10 4-2 4 4 3,40
Otros 4 4-2 ND ND ND

TOTAL 44 8-2 4 4 3,66

*: ug/mL; ND: No Determinado
En la Tabla 15, se observa que DFUCh-P4 tiene CBMs, de 4 ug/mLy una

CBMgp de 8 pg/mL. Se calcula la relacion de las CBMso/CIMsp =1y CBMgo/ClMgg =
2, al igual que el derivado DFUCh-OS5, su efecto antibacteriano es bactericida sobre

los aislamientos ensayados.

Tabla 15. Actividad bactericida de DFUCh-P4 sobre ERV.

Origen n° de Aislamientos Rango CBM* CBMs, CBMy,, MG CBM
Orina 8 8-4 4 8 5,00
Liquido peritoneal 9 8-2 4 8 3,77
Herida 10 8-2 4 8 5,00
Sangre 10 8-2 4 4 3,80
Otros 4 4-4 ND ND ND
TOTAL 41 8-2 4 8 4,31

*: ug/mL; ND: No Determinado
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Finalmente, se muestran los histogramas de las CBMs determinadas para
DFUCh-O5 y DFUCh-P4 sobre los aislamientos de ERV (Figura 15). Para ambos
derivados el valor de CBM fue de 4 ug/mL siguiendo una distribucion unimodal. A
diferencia de los resultados con SARM, se pudo determinar la CBM en casi la
totalidad de las cepas ensayadas, indicando los resultados, que ambos derivados

tienen un efecto bactericida.
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Figura 15. Histograma de distribucion de CBM de DFUCh-O5 (izquierda) y DFUCh-P4 (derecha)

sobre aislamientos clinicos de ERV

Determinar el modo de accion de los compuestos es vital para definir la
indicacion de un antibacteriano. Los compuestos con actividad bactericida son
preferidos en patologias complicadas y en infecciones en pacientes
inmunocomprometidos [86]. Algunos autores sefalan que, en cuadros como la
sepsis, los farmacos de primera eleccidn deberian ser bactericidas [87-89]. Se ha
reportado que utilizar compuestos bactericidas podrian comprometer el estado del
paciente cuando este padece bacteriemia. Los antibidticos beta-lactamicos por
ejemplo, debido a su accion bactericida sobre algunos patdgenos, generan la
fragmentacién de estos, promoviendo la liberacidon de compuestos antigénicos
como el lipolisacarido (LPS), que pueden desencadenar sindromes inflamatorios
como el shock toxico [79].

Los compuestos DFUCh-O5 y DFUCh-P4, evidenciaron un modo de accion
bactericidas en todos los aislamientos ensayados, esta informacion sera util en
procesos posteriores del desarrollo de estos compuestos como el ensayo en

modelos murinos de infeccion.
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4. EFECTO DE LAS PROTEINAS PLASMATICAS EN LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DE DFUCh-0O5 Y DFUCh-P4.

Las CIM para DFUCh-O5 y DFUCh-P4 en presencia y ausencia de 4 g/dL de
albumina se muestran en la (Tabla 16). Se observa que la presencia de albumina
aumenta la CIM de los compuestos en todas las bacterias ensayadas. En S. aureus
tanto ATCC® como aislamientos clinicos se observa que la CIM de DFUCh-O5
aumenta 16 veces en presencia de albumina 4 g/dL (Tabla 16). DFUCh-P4 mantiene
la misma tendencia al asociarlo a albumina. Se evidencia el aumento de la CIM, no
logrando determinar la CIM a las concentraciones ensayadas, excepto para el
aislamiento clinico de S. aureus CI178 en donde se visualiza una actividad 8 veces

menor.

Tabla 16. Efecto de albumina (Alb) en la actividad antibacteriana de DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

CIM (pg/mL)
Patégeno DFUCh-O5 DFUCh-O5+  DFUCh-P4 DFUCh-P4 +
Alb 4 g/dL Alb 4 g/dL
SASM ATCC® 29213 2 32 4 >32
SARM ATCC® 43300 2 32 4 >32
SARM Clinico 178 2 32 4 32
SARM Clinico 401 2 32 4 >32
E. faecalis ATCC® 29212 2 32 4 32
ERV Clinico 828 4 32 4 32
ERV Clinico 1666 2 32 2 32

SASM: S. aureus susceptible a meticilina; SARM: S. aureus resistente a meticilina; ERV:

Enterococcus resistente a vancomicina

Para E. faecalis ATCC® 29212 y ERV clinico 828 y 1666, se observa un
incremento en la CIM al ensayar con DFUCh-O5 y DFUCh-P4 asociado a albumina.
Para DFUCh-O5 se observa una disminucién de 16 veces en la actividad en la cepa
E. faecalis ATCC® 29212 y el aislamiento clinico de ERV 1666. Sobre esta tltima
cepa, DFUCh-P4 exhibe también una disminucién de 16 veces en la actividad.

Sobre el aislamiento clinico 828, los 2 derivados muestras un aumento de 8 veces
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en la CIM. Se ensayd como control 4 g/dL de albumina sin asociar sobre todas las
bacterias observandose que no afecta la viabilidad de éstas.

Finalmente se pudo evidenciar, que la concentracion fisiologica de albumina
(4 g/dL) reduce la actividad de ambos compuestos, esto debido posiblemente a la
interaccidn entre esta proteina transportadora de farmacos [90] y los derivados
ensayados. Se hace necesario cuantificar el porcentaje de union a albumina para
poder establecer en que proporciones la albumina secuestra a DFUCh-O5 y
DFUCh-P4, y por relacion inversa calcular cuanto compuesto libre queda disponible
para ejercer su accion [90].

Por otra parte, se estudio la actividad de los derivados quinodnicos frente en
10% de suero humano inactivado por calor de acuerdo a lo reportado por Ling LL.
et al [91]. Esto para tener una aproximacion de la actividad de los compuestos en
condiciones fisiolégicas humanas. Concentraciones superiores de suero humano
resultaban en una turbidez, producida principalmente por fragmentos de proteinas
denaturadas producto del calor, que impedian la correcta lectura de la CIM.

Tabla 17. Efecto del suero humano al 10% (SH) en la actividad antibacteriana de los derivados.

CIM (pg/mL)
Patégeno DFUCh-O5 DFUCh-O5+SH  DFUCh-P4 DFUCh-P4 + SH
SASM ATCC® 29213 2 16 4 32
SARM ATCC® 43300 2 16 4 32
SARM Clinico 178 2 32 4 32
SARM Clinico 401 2 32 4 32
E. faecalis ATCC® 29212 2 16 4 32
ERV Clinico 828 2 16 4 32
ERV Clinico 1666 2 16 4 32

SASM: S. aureus susceptible a meticilina; SARM: S. aureus resistente a meticilina; ERV:

Enterococcus resistente a vancomicina

En la Tabla 17, se observa una disminucion de la actividad de los derivados
quindnicos en todas las bacterias ensayadas. Tanto DFUCh-O5 como DFUCh-P4

presentan una disminucion de 8 veces en la CIM, salvo para los aislamientos
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clinicos de SARM en donde se aprecia un descenso de la actividad de 16 veces en
la CIM. Este descenso en la actividad se podria explicar por la interaccion de los
derivados quindnicos con proteinas presentes en el suero humano, que secuestren
parte del compuestos, dejando un menor fraccion de compuesto libre para ejercer
Su accion.

A continuacion se explicaran los resultados observados utilizando datos que
se exhibiran en la seccion 12 de este apartado, en donde se muestra el desarrollo
experimental para obtener el porcentaje de union albumina de los derivados. Este
parametro esta relacionado con el subproceso farmacocinético de la distribucién de

farmacos en seres vivos.

Tabla 18. Integracion resultados Farmacocinéticos y Farmacodinamicos

CIM (pg/mL)
Patégeno DFUCh-O5 DFUCh-O5+ Alb DFUCh-P4 DFUCh-P4 + Alb
SASM ATCC® 29213 2 32 4 >32

Parametros Farmacocinéticos
DFUCh-05 DFUCh-P4
% de unién a albumina 85% 97%

Para DFUCh-O5 se observé una CIM de 32 ug/mL en el pocillo que contenia
albumina 40 g/dL. El porcentaje de unidn albumina obtenido experimentalmente es
de 85% (seccion 12, Resultados y discusion) , esto nos indica que en el pocillo con
DFUCh-O5 a 32 pg/mL el 85% estaba secuestrado por la albumina, y no estaba
disponible para ejercer su accion [92]. Por proporcion directa podemos calcular que
en 1 mL 27,2 ug de DFUCh-O5 estaban unidos a albumina, es decir que 4,8 ug
quedaban para ejercer su accion, esta cantidad es coherente con la CIM reportada
cuando se ensaya DFUCh-05 en ausencia de albumina (2 pg/mL).

DFUCh-P4 por otra parte, no mostré actividad en el pocillo con la concentracion
limite (32 pg/mL). Considerando que el 97% (Seccion 12, Resultados y discusion)
es secuestrado por la albumina, en el pocillo quedan 0,96 ug de compuesto libre
por cada mL. Para DFUCh-P4 la CIM es 4 pg/mL sobre sobre SASM ATCC®29213,
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lo que permite concluir que la concentracion de compuesto disponible era
insuficiente para ejercer la actividad.

Los resultados permiten establecer que los derivados quindnicos en
presencia de albumina en concentraciones fisiolégicas o en presencia suero
humano, aumentan su CIM sobre las cepas de S. aureus y Enterococcus sp.
Ensayados. Esto se explica por las interacciones que establecen los derivados
quinonicos por albumina. Ambos compuestos poseen altos porcentajes de unién a
albumina (Seccion 12, Resultados y discusion), esto provoca que una fraccion de
las moléculas de los derivados se encuentren unidos a esta proteina, por lo que no
esta disponibles para ejercer su accion. De acuerdo esto, es que se evidencian
alteraciones en la CIM determinadas. Cabe destacar que las interacciones que
establece esta proteina son reversibles [92], por lo que la albumina dentro de la
circulacidén sanguinea funciona como un reservorio de farmacos, que posibilita la
distribucion de estos en multiples sitios anatémicos [92].Faltan estudios in vivo, que
permitan establecer distintos parametros farmacologicos para caracterizar la
farmacocinética de los compuestos quindnicos. Las diferencias entre los
porcentajes de union de los derivados se discutiran en la Seccion 12, Resultados y

discusion.
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5. ESTUDIO DE LA ASOCIACION DE DFUCH-O5 Y DFUCH-P4 CON
ANTIBACTERIANOS DE USO CLINICO.

Se exploro la potencial sinergia de la asociaciéon de los derivados DFUCh-O5
y DFUCh-P4, con antibioticos utilizados en el tratamiento de infecciones causadas
por bacterias Gram positivas, tales como S. aureus y Enterococcus sp. Los
antibidticos utilizados fueron vancomicina, linezolid y daptomicina, antibacterianos
que tienen mecanismos de accion diferentes. Vancomicina bloquea la sintesis del
peptidoglicano, linezolid, inhibe la sintesis de proteinas, especificamente en la
unidad 50S y daptomicina, ejerce su efecto a través de la depolarizacion de la
membrana bacteriana [93, 94], estos farmacos tienen también un mecanismo
diferente al propuesto para los derivados DFUCh-O5 y DFUCh-P4. Segun Lorian y
col. la asociacion de dos compuestos antibacterianos con blancos de accion
distintos potencialmente pueden experimentar sinergia [70]. El efecto de la
combinacion se estudi6 a través de la interpretacion de la Concentracion
Fraccionaria Inhibitoria (FIC, por sus siglas en inglés) que fue calculada de acuerdo
a las siguientes ecuaciones:
CIM,_
FIC, = —m(/[’*(:)
Donde:

FICA = Concentracion fraccionaria inhibitoria del compuesto A

CIMa.g) = Concentracion minima inhibitoria del compuesto A en presencia del

compuesto B

CIMa) = Concentracion minima inhibitoria del compuesto A
CIMg_
FIC, = —Cll\(’li;)
Donde:

FICg = Concentracion fraccionaria inhibitoria del compuesto B

CIMa.g) = Concentracion minima inhibitoria del compuesto B en presencia del

compuesto A

CIMg) = Concentracion minima inhibitoria del compuesto B
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z FIC = FIC, + FICy

Donde:

2 FIC = Sumatoria de concentracién fraccionaria inhibitoria de compuestos
AyB.

FICA = Concentracion fraccionaria inhibitoria de compuesto A

FICg = Concentracion fraccionaria inhibitoria de compuesto B

De acuerdo a Lorian y col. un indice de FIC < 0,5 se considerara sinergismo;
valores > 0,5 hasta 1, adicion; valores > 1 hasta 2, indiferencia y valores > 2,
antagonicos [70].

En las tablas 19 y tabla 20 se presentan los resultados de la asociacion de
los derivados con vancomicina. Se pudo observar que ninguno de los derivados en
asociacién con vancomicina, presentd sinergismo sobre las cepas estudiadas. Se
logréo establecer que la asociacion DFUCh-O5/vancomicina presenta efecto
antagoénico sobre la cepa SASM ATCC® 29213 e indiferencia sobre la cepa E.
faecalis ATCC® 29212. En el aislamiento clinico de SARM estudiado se observé un
efecto aditivo de dicha asociacion.

Por otra parte, la combinaciéon DFUCh-P4/vancomicina mostro un efecto antagdénico
sobre la cepa E. faecalis ATCC® 29212 y un efecto de indiferencia para las otras
bacterias estudiadas.

Tabla 19. Efecto de la asociacion de DFUCh-O5 con vancomicina.

CIM (pg/ml)

Patégeno DFUCh-05 VAN DFUCh-O5/VAN VAN/DFUCh-05 X FIC EFECTO
SASM ATCC® 29213 1 2 2 0,5 2,25 AT
SARM Clinico 178 4 2 2 1 1,00 A
E. faecalis ATCC® 29212 2 1 2 0,25 1,25 [
ERV Clinico 828 4 2 4 2 2,00 [

VAN vancomicina, DFUCh-O5/VAN DFUCh-O5 en presencia de vancomicina, vancomicina/
DFUCh-05 vancomicina en presencia DFUCh-O5. £ FIC Sumatoria de indices de concentracion
fraccionaria inhibitoria. Efectos; S sinergia, | indiferencia, AD adicién, AT antagonismo; SASM: S.
aureus susceptible a meticilina; SARM: S. aureus resistente a meticilina; ERV: Enterococcus
resistente a vancomicina. n = 5.
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Tabla 20. Efecto de la asociaciéon de DFUCh-P4 con vancomicina.

CIM (ug/ml)
Patégeno DFUCh-P4 VAN DFUCh-P4/VAN VAN/DFUCh-P4 $FIC EFECTO

SASM ATCC® 29213 2 0,5 2 0,25 1,50 [

SARM Clinico 178 4 1 4 0,5 1,50 I

E. faecalis ATCC® 29212 1 4 2 0,5 2,12 AT

ERV Clinico 828 4 4 2 2,00 [
VAN vancomicina, DFUCh-P4/vancomicina DFUCh-P4 en presencia de vancomicina,
vancomicina/ DFUCh-P4 vancomicina en presencia DFUCh-P4. £ FIC Sumatoria de indices de
concentracién fraccionaria inhibitoria. Efectos; S sinergia, | indiferencia, AD adicion, AT

antagonismo; SASM: S. aureus susceptible a meticilina; SARM: S. aureus resistente a meticilina;
ERV: Enterococcus resistente a vancomicina. n=5

A continuacion se presentan los resultados de la asociacion de los derivados
con linezolid (Tabla 21 y Tabla 22). Se evidencio un efecto sinérgico de la asociacion
DFUCh-P4/linezolid sobre cepa E. faecalis ATCC® 29212 y un efecto aditivo sobre
los dos S. aureus estudiados. La asociacion DFUCh-O5/linezolid mostré un efecto
aditivo en todas las bacterias estudiadas.

Tabla 21. Efecto de la asociacién de DFUCh-O5 con linezolid

CIM (pg/ml)
Especie DFUCh-05 line DFUCh-O5/line  line/ DFUCh-O5 :FIC EFECTO

SASM ATCC® 29213 2 4 1 2 1,00 AD

SARM Clinico 178 8 2 1 1 0,62 AD

E. faecalis ATCC® 29212 4 4 2 2 1,00 AD

ERV Clinico 828 4 4 2 2 1,00 AD

line linezolid DFUCh-O5/linezolid DFUCh-O5 en presencia de linezolid, linezolid/DFUCh-P4
linezolid en presencia DFUCh-O5. £ FIC Sumatoria de indices de concentracion fraccionaria
inhibitoria. Efectos; S sinergia, | indiferencia, AD adicion, AT antagonismo; SASM: S. aureus
susceptible a meticilina; SARM: S. aureus resistente a meticilina; ERV: Enterococcus resistente a
vancomicina. n=5
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Tabla 22. Efecto de la asociaciéon de DFUCh-P4 con linezolid.

CIM (pg/ml)

Especie DFUCh-P4 line DFUCh-P4/line line/DFUCh-P4 :FIC  EFECTO
SASM ATCC® 29213 4 2 0.5 1 0,62 AD
SARM Clinico 178 8 1 2 0,5 0,75 AD
E. faecalis ATCC® 29212 8 4 4 2 0,12 s
ERV Clinico 828 4 2 2 1 1,00 AD

line linezolid DFUCh-P4/linezolid DFUCh-O5 en presencia de linezolid, linezolid/DFUCh-P4
linezolid en presencia DFUCh-O5. £ FIC Sumatoria de indices de concentracion fraccionaria
inhibitoria. Efectos; S sinergia, | indiferencia, AD adicion, AT antagonismo; SASM: S. aureus
susceptible a meticilina; SARM: S. aureus resistente a meticilina; ERV: Enterococcus resistente a
vancomicina. n=5

A continuacion se presentan los resultados de la asociacion DFUCh-
P4/DFUCh-O5 (Tabla 23). Se estudié el efecto de asociar los derivados DFUCh-P4
y DFUCh-05, esperando un efecto antagonico debido a que tendrian un mismo
blanco, es decir la administracion conjunta no poseeria efecto sinérgico segun lo
descrito por Lorian y col. [70]. Se observé que la asociacion no presenta sinergismo
sobre ninguna de las cepas estudiadas. Se observo un efecto aditivo sobre SASM
ATCC® 29213 e indiferencia sobre el aislamiento clinico estudiado de la misma
especie. Sobre todas las especies de Enterococcus sp. estudiadas se observo
efecto de indiferencia en la asociacion. Por otro lado, en el caso de SARM clinico
178 la ZFIC presenta un valor de 1.25 que corresponde a un efecto de indiferencia,
EFSV ATCC® 29212 y ERV clinico 828 presentan un valor de 2 para la ZFIC, lo que
se interpreta como un efecto de indiferencia. Este resultado no es el esperado en
funcion al mecanismo de accion propuesto para ambos compuestos. En
Farmacologia, de acuerdo a la teoria de receptores [92], se deberia observar un
antagonismo cuando se usan ambos compuestos, ya que ambos tedricamente
poseen el mismo blanco de accién. Los compuestos difieren en sus estructura en la
sustitucidon del anillo tiofendlico adicionado a la estructura triciclica, la diferencia es
un atomo vy la posicion en la que esta sustituido(Tabla 5). Estas diferencia pueden
alterar las interacciones que se establecen entre los compuestos y una proteina
objetivo. En investigaciones paralelas del Laboratorio de Desarrollo de Farmacos
de la Universidad de Chile, se ha evidenciado a través de estudios de Quimica
Computacional (Docking) que DFUCh-P4 y DFUCh-OS5, establecen diferentes
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interacciones fisoquimicas con proteinas como albumina humana (PDB N°: 2BX8)
y el complejo Il la CTeB de E. coli(PDB N°: 1NEK)(datos no mostrados). Esto
demuestra que a pesar las similitudes estructurales entre DFUCh-P4 y DFUCh-0O5
estos potencialmente podrian actuar en blancos distintos. Estas diferencias también

ser observaron en los ensayos con vancomicina y linezolid.

Tabla 23. Efecto de la asociacion de DFUCh-P4 con DFUCh-O5.

CIM (pg/ml)
Especie DFUCh-P4 DFUCh-O5 DFUCh-P4/ DFUCh-05/ :FIC EFECTO
DFUCh-O5 DFUCh-P4
SASM ATCC® 29213 4 1 2 0,5 1,00 AD
SARM Clinico 178 2 2 0,5 2 1,25 |
E. faecalis ATCC® 29212 4 4 4 4 2,00 |
EFV Clinico 828 4 4 4 4 2,00 |

P4 DFUCh-P4, 05 DFUCh-05, P4/05 DFUCh-P4 en presencia de DFUCh-O5, 05/P4 DFUCh-O5 en presencia
de DFUCh-P4. £ FIC Sumatoria de indices de concentracion fraccionaria inhibitoria. Efectos; S sinergia, |
indiferencia, AD adicion, AT antagonismo; SASM: S. aureus susceptible a meticilina; SARM: S. aureus
resistente a meticilina; ERV: Enterococcus resistente a vancomicina. n=5

En tanto, al estudio de la asociacion daptomicina con DFUCh-P4 y DFUCh-
05, no se logré llevar a cabo, debido que no se pudieron reproducir los valores de
CIM de control de calidad que informa CLSI (SASM ATCC® 29213, CIM 0,12 - 1
pug/mL, E. faecalis ATCC®29212,CIM 1 - 4 pug/mL ) [65]. En primer lugar, se hizo un
ensayo de microdilucion en caldo Mueller Hinton |, obteniéndose valores de CIM de
4 pg/mL para SASM ATCC® 29213, y 32 yg/mL para E. faecalis ATCC® 29212.
Posteriormente, segun las recomendaciones del CLSI se realizé el ensayo de
microdilucién con caldo Mueller-Hinton 1, medio ajustado para cationes (Ca*? = 50
pug/mL), atributo importante ya que la actividad de daptomicina es dependiente de
la disponibilidad de calcio en el medio. Finalmente, se obtuvieron valores de CIM de
4 pg/mL para SASM ATCC® 29213, y 32 yg/mL para E. faecalis ATCC® 29212, no

lograndose obtener los valores de CIM indicados por el CLSI.
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6. CUANTIFICACION DEL EFECTO POST-ANTIBIOTICO

Se cuantificé el Efecto Post-Antibidtico (EPA) de los derivados quinonicos
sobre SARM ATCC® 43300, SARM clinico 178, E. faecalis ATCC® 29212 y ERV
clinico 828. Este dato permite una aproximacion de la clasificacion
Farmacocinética/Farmacodinamica de los compuestos. Esta clasificacion tienes 3

clases:

1. Los antibacterianos Cnax/CIM, en donde la efectividad depende de la relacién
entre la concentracion plasmatica maxima (Cmax) alcanzada por el antibidtico y
la CIM, por ejemplo, los aminoglucosidos como gentamicina.

2. Los farmacos t/CIM, en donde su accion esta relacionada con el tiempo (t) en
que ellos estan presentes en concentraciones superiores a la CIM,
representantes de esta clase son los B-Lactamicos como la penicilina

3. Los compuestos AUC (del inglés Area Under Curve)/CIM, como la vancomicina
[94]. Los antibacterianos de la clase Cax/CIM posee un alto valor de EPA [94],
lo que permite que los intervalos de dosis sean mas prolongados y que su
administracion intravenosa sea por bolus [81].

En la figura 16 se observa que no existen diferencias significativas en las curvas de
crecimiento de SARM ATCC® 43300 sometidos a la CIM y 2 veces la CIM de ambos
derivados. Cuando se realiza el calculo de acuerdo a la formula:

EPA=T-C

Donde T es el tiempo en hora requerido para que el conteo en el test de cultivo
aumente las UFC en 1 wunidad logaritmica sobre el conteo observado
inmediatamente después de la remocién del compuesto, y C es el tiempo en horas
para que el conteo en el tubo control aumente las UFC en 1 unidad logaritmica. Los
valores utilizados para el calculo de los EPA y la confeccion de los graficos se
encuentran adjuntos en el Anexo 1. Los resultados permiten establecer que el EPA
es de 30 min para ambos derivados sobre la cepa SARM ATCC® 43300.
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Figura 16. Efecto post-antibiotico de DFUCh-O5 (izquierda) y DFUCh-P4 (derecha) sobre SARM
ATCC®® 43300. CIM DFUCh-05 = 2 pg/mL y CIM DFUCh-P4 = 4 pg/mL

En la figura 17 vemos que al igual que en el caso de SARM ATCC® 43300, las
curvas de crecimiento de E. faecalis ATCC® 29212 no son afectadas a ninguna de

las concentraciones estudiadas. En este caso el EPA resultante fue 10 min para

DFUCh-05.
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Figura 17. Efecto post-antibiotico de DFUCh-O5 (izquierda) y DFUCh-P4 (derecha) sobre E. faecalis
ATCC® 29212. CIM DFUCh-05 = 2 pg/mL y CIM DFUCh-P4 = 4 yg/mL

Cuando se hacen los ensayos sobre aislamientos clinicos, se observa un
comportamiento similar a lo visto en las cepas ATCC® [94].
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Figura 18. Efecto post-antibiotico de DFUCh-O5 (izquierda) y DFUCh-P4 (derecha) sobre SARM
clinico 178. CIM DFUCh-O5 = 2 yg/mL y CIM DFUCh-P4 = 4 pg/mL.
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Figura 19. Efecto post-antibidtico de DFUCh-O5 (izquierda) y DFUCh-P4 (derecha) sobre E. faecium
Ciinico 828 CIM DFUCh-05 = 2 ug/mL y CIM DFUCh-P4 = 4 ug/mL.

Estos resultados permiten clasificar estos compuestos como antibacterianos
tiempo dependientes T/CIM, ya que no poseen un EPA clinicamente significativo.
La utilizaciéon de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 sobre las diferentes bacterias ensayadas
no causo supresion del crecimiento bacteriano, ya que los PAE calculados dieron
tiempos inferiores a 30 minutos, o que se confirma con las curvas de crecimiento
mostradas en los graficos, estos valores no se consideran significativos,
informandose como PAE =0 h.

De acuerdo a estos resultados, los compuestos presentan un modo de accion
antibacteriano tiempo-dependiente, lo que significa que la actividad del
antibacteriano va a depender del tiempo durante el cual su concentracion supera a

la CIM (T > CIM) y no depende de la concentracion maxima alcanzada. Los

78



antibacterianos que actuan con este modelo presentan una mayor respuesta clinica,
con valores mayores al 40 % de la CIM entre dos dosis; un ejemplo tipico de esta
clasificacion son los antibidticos beta-lactamicos que no presentan PAE en los
bacilos Gram negativos.[95]

Faltan estudios farmacocinéticas en modelos animales para comprobar esta
aseveracion. Estos resultados orientan la forma de administracion de los derivados,
ya que este tipo de compuestos (T/CIM) deben administrarse en dosis repetidas y
en concentraciones que no superen 4 veces la CIM del microorganismo a estudiar
[94].
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7. DETERMINACION DEL iNDICE DE MUTACIONES ESPONTANEAS DE S.
aureus MULTIRRESISTENTES FRENTE A UNA EXPOSICION AGUDA A
DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

El indice de mutaciones espontaneas fue determinado de acuerdo a lo

reportado por Mascio et al [96], de la siguiente forma:

n? de colonias

Indice de mutaciones espontaneas = — -
n? de colonias sembradas

También se determiné la “ClMaparente’ definida como el valor de CIM
cuantificado por el método de dilucion en agar, sobre las placas que contenian
compuestos por separado. Adicionalmente, se establecio la “ClMgeterminada. de 10S
compuestos la que fue obtenida tomando colonias de las placas de mayor
concentracion para cada compuesto y sometiéndolas a microdilucion en caldo
siguiendo el protocolo de CLSI [65] (Tabla 24). Estos valores se compararon con lo
reportado previamente por Campanini-Salinas et al [77]. Este ultimo valor se le
denomind “ClMieportada -

Los resultados indican que sobre S. aureus ATCC® 29213 que el antibidtico
control vancomicina no registré6 cambio en su CIM (99). Ahora al analizar la
diferencia entre la ClMeportada ¥ 1@ ClMyeterminada, S€ puede observar que el derivado
DFUCh-O5 exhibe un ClMgeterminada igual @ l1a ClMreportada, €St indica que el derivado
no altera su CIM a pesar de que la cepa de S. aureus ATCC® 29213 fue expuesta
previamente a este. La ClMaparente Observada para este derivado pudo deberse a
que el compuesto no se distribuye homogéneamente en las placas de agar, debido
a su pobre solubilidad. Al analizar los resultados para el derivado DFUCh-P4,
observamos que, si se establece una clara diferencia entre la ClMaparente Y la
ClMgeterminada, €Sta ultima no se pudo cuantificar informandose como >32 ug/mL.
Esto indica que al exponer previamente a la cepa de S. aureus ATCC® 29213 a
DFUChH-P4, se seleccionan poblaciones que sobreviven a la exposicion. Esto resulta
fenotipicamente en una elevacion de la CIM de los derivados sobre la cepa
estudiada. Los valores del indice de mutaciones espontaneas esta informado como
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intervalos, debido a que los conteos observados eran superiores a 300. EI método
indica que al observar esos conteos se debe calcular el indice con el numero
arbitrario de 300 UFC[96], e informarse el indice como intervalo. Estos intervalos
dificultan la interpretacion ya que no se pudo establecer el valor p de las
comparaciones entre DFUCh-P4, DFUCh-O5 y vancomicina, al no ser una variable
discreta. De acuerdo a esto se discutira el ensayo en términos de la variacion de la

CIM observada, al igual que otros autores que han utilizado la metodologia[96].

Tabla 24. Resultados del ensayo de incidencia de mutaciones para los compuestos DFUCH-O5 ,
DFUCH-P4 y vancomicina.

CIM (ug/mL) indice de
Especie Compuestos : Mutaciones
Reportada Aparente Determinada espontaneas
DFUCh-05 2 8 2 <5,9x10”
SARIV(I@
ATCC -4
29213 DFUCh-P4 4 16 >32 >1,8x10
vancomicina 0.5 0.5 0.5 <5,9x10”
DFUCh-05 2 4 >32 >2,7x10°®
SARM 6
CL 178 DFUCh-P4 4 8 >32 >2,7x10
vancomicina 1 1 4 <9,1x10'7

SARM: S. aureus resistente a meticilina

Al analizar los resultados sobre el aislamiento SARM CI 178, se observa que
ambos derivados duplicaron sus valores de CIM respecto a la ClMeportada CON la
ClMaparente- El antibidtico control vancomicina validé el ensayo, ya que no altero su
CIM en ninguno de los experimentos realizados [97]. Sobre este aislamiento se
observé que no se pudo cuantificar la CIM determinada ambos derivados se
informaron como >32 ug/mL, lo que indica que sobre este aislamiento que ambos
derivados seleccionan poblaciones que pueden sobrevivir ante estos.

Estos resultados muestran, que tanto DFUCh-P4 y como DFUCh-O5 pueden

seleccionan poblaciones de S. aureus que sobreviven a las concentraciones de
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ambos. Se demostré que DFUCh-O5 tiene un menor potencial de induccién de de
seleccio que DFUCh-P4.

Como experimento adicional se busco determinar si la exposicion previa de
la especie en estudio, podria alterar la CIM Determinada de cualquiera de los
derivados, con esto se busca comprobar si los derivados pueden seleccionar

poblaciones de forma cruzada.

Tabla 25. Incidencia de mutacion para los compuestos DFUCH-05, DFUCH-P4.

Especie Exposicion Compuesto CIM (pg/mL)
previa a: ensayado Determinada Reportada
DFUCH-0O5 2 2
DFUCH-0O5 DFUCH-P4 >32 4
vancomicina 1 0.5
SASM DFUCH-0O5 8 2
ATCC® DFUCH-P4 DFUCH-P4 >32 4
29213 vancomicina 1 0.5
DFUCH-0O5 4 2
vancomicina DFUCH-P4 4 4
vancomicina 1 0.5
DFUCH-0O5 >32 2
DFUCH-0O5 DFUCH-P4 >32 4
vancomicina 1 1
SARM DFUCH-0O5 >32 2
CL 178 DFUCH-P4 DFUCH-P4 >32 4
vancomicina 1 1
DFUCH-0O5 4 2
vancomicina DFUCH-P4 4 4
vancomicina 1 1

SARM: S. aureus resistente a meticilina

Sobre la cepa S. aureus ATCC® 29213 expuesta previamente a DFUCH-05,
no se altera el valor de la CIM, de igual forma que en los ensayos anteriores. Para
el derivado DFUCH-P4 sobre esta misma cepa se produce un aumento en el valor
su CIM superior a 8 veces. Para el antibidtico control vancomicina sobre la cepa
resulta un incremento del doble de su CIM. Estos resultados indican que la
exposicion previa a DFUCh-O5 pueden inducir resistencia sobre la cepa que afecten
la susceptibilidad a DFUCh-P4.
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Sobre la misma cepa S. aureus ATCC® 29213 pero, esta vez expuesta
previamente a DFUCh-P4, el valor de la CIM para DFUCh-O5 se produce un
aumento en el valor de CIM de 4 veces. Sobre esta cepa, no se pudo determinar
valor de la CIM para DUCh-P4 lo que demuestra un incremento de 8 veces en el
valor de la CIM. La cepa muestra también alterada la CIM de vancomicina, ya que
muestra un incremento de 2 veces su valor. Se puede concluir que la exposicion
previa a DFUCh-P4 pueden inducir mutaciones sobre S. aureus ATCC® 29213 que
afecten la susceptibilidad de ésta frente a DFUCh-P4 y DFUCh-OS5. Para la misma
cepa expuesta a vancomicina, los valores de la CIM aumentaron al doble para los
compuestos estudiados. Estos resultados no son concluyentes, ya que el
incremento de la CIM es en una dilucion (n+1). La metodologia utilizada tiene un
error de dilucidn equivalente a n+1, de acuerdo a esto es que no se logra establecer
si hay una alteracion en los valores de la CIM por mutacion de los aislamientos
utilizados o es solo un error metodologico [65].

Al analizar los resultados de la exposicion previa de los compuestos, DFUCh-
05, DFUCh-P4 y vancomicina, del aislamiento clinico estudiado SARM CL178, se
puede observar que la exposicién previa a DFUCh-O5, DFUCh-P4, produce un
aumento superior a 8 veces en la CIM.. Esto nos indica que la exposicion previa
tanto a DFUCh-P4 como DFUCh-O5 pueden inducir mutaciones sobre el
aislamiento clinico estudiado que afecten su susceptibilidad frente a ambos
derivados.

Los compuestos DFUCh-O5 y DFUCh-P4 poseen en el anillo tiofendlico un
atomo de bromo en posicion 2, y un atomo de cloro en posicion 4. Ambos halégenos,
poseen pequefas diferencias en tamano, lipofilia y electroafinidad. Con el fin de
estudiar si estas diferencias estructurales son responsables de la potencial
induccion de mutaciones observada, es que se incluyeron dos compuestos
previamente sintetizados, donde los atomos de halégeno se encuentran
intercambiados, generando los compuestos DFUCh-P5 o DFUCh-O4 (Figura 20)
[77]:
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Estructuras en estudio
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Figura 20. Estructura DFUCh-P5 (a la izquierda) y DFUCh-04 (a la derecha),

Se le aplicaron los mismos protocolos que los utilizados anteriormente para estudiar
DFUCh-O4 y DFUCh-P5, los resultados se muestran en la tabla 26.

Tabla 26. Incidencia de mutaciones para los compuestos DFUCh-P5 y DFUCh-0O4.

CIM(ug/mL) indice de
Especie Compuestos : Mutaciones
Reportada Aparente Determinada espontaneas
SARM DFUCh-P5 4 16 >32 >1,0x10™
ATCC®
29213 7
DFUCh-04 2 8 2 <3,4x10

SARM: S. aureus resistente a meticilina

Ahora si comparamos la CIM reportada con la CIM determinada, el derivado
DFUChHh-04 no ve alterada su CIM sobre la cepa estudiado. Por otra parte, DFUCh-
P5 exhibe un incremento superior a 8 veces su CIM, indicando que este tiene la
capacidad de inducir mutaciones espontaneas con mayor probabilidad que DFUCh-
O4. Tomando estos resultados con los exhibidos anteriormente en la tabla 23,
podemos notar que los derivados sustituidos en posicion 4, sin importar el atomo
utilizado, tiene mayor potencial de induccion de resistencia.

Se aplicé el mismo protocolo que en los estudios previos pero esta vez se
busco determinar si la exposicion previa de SASM ATCC® 29213 a DFUCh-04 y
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DFUCh-P5, podria alterar la CIM Determinada de cualquiera de los derivados, con
esto se busca determinar cual es la variante estructural que modula el potencial de

induccidén de mutaciones espontaneas. Los resultados se presentan en la tabla 27.

Tabla 27. Incidencia de mutaciones para los compuestos 4-Br y 2-Cl.

Especie Compuesto Compuesto CIM (pg/mL)
Exposicion Microdilucion -
previa Determinada Reportada
DFUCh-0O4 8 2
DFUCh-P5 >32 4
DFUCh-P4 >32 4
DFUCh-PS DFUCh-O5 4 2
SASM .
ATCC® vancomicina 1 0.5
29213 DFUCh-O4 2 2
DFUCh-P5 >32 4
DFUCh-P4 >32 4
DFUCh-O4 DFUCh-05 4 2
vancomicina 1 0.5

SASM: S. aureus susceptible a meticilina

Se puede observar que la cepa de S. aureus ATCC® 29213 expuesta
previamente al derivado sustituido en para- (DFUCh-P5) ve alterada su
susceptibilidad a ambos compuestos. En tanto cuando la cepa al estudio es
expuesta al DFUCh-P4 solo se ve alterada la susceptibilidad a DFUCh-P5. Estos
resultados indican que ambos derivados pueden inducir mutaciones espontaneas a
la cepa estudiada, alterando la susceptibilidad de esta los derivados sustituidos en
la posicion 4, DFUCh-P5 y DFUCh-P4.
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9. EXPLORAR LA POTENCIAL INDUCCION DE MUTACIONES DE S. aureus
FRENTE A UNA EXPOSICION CRONICA A DFUCH-P4 Y DFUCH-O5.

Para estudiar el potencial de induccion de resistencia de los derivados, se
utilizé6 el método de resistencia por pasajes en serie, de acuerdo a protocolo
reportado por Silverman y col. [68]. Se utilizé la cepa S. aureus ATCC® 29213. Se
utilizaron los antibidticos control vancomicina y rifampicina. El primero como control
negativo, ya que posee un bajo potencial de induccion de resistencia de acuerdo a
lo reportado por Clark y col [98]. Rifampicina fue utilizada como control positivo por
su alto potencia de generacion de resistencia de acuerdo a lo reportado por Mascio
y col [96]. Los valores de CIM, DFUCH-O5 y DFUCH-P4 para la preparacion de los
tubos, fueron reportados por Campanini-Salinas y col. [77], para vancomicina se
utilizaron los valores de control de calidad de la cepa de acuerdo CLSI [65], y para
rifampicina de acuerdo a lo reportado por Mascio y col. [96].

Brevemente, se estudiaron 5 tubos con concentraciones de 7axCIM, ¥2xCIM,
CIM, 2xCIM y 4xCIM. Cada tubo fue sembrado con 10uL de suspension bacteriana
de concentracion 103UFC/mL. Los tubos fueron dejados en la estufa a 37°C en
agitacion constante por 24h. Transcurrido las 24 horas (primer pasaje) se registroé la
“ClMinicia” para cada compuesto frente a dicha bacteria, en los tubos. Después del
primer pasaje la concentracion mas baja de cada compuesto utilizado que permitié
crecimiento bacteriano fue traspasada a otra serie de tubos. La CIM fue determinada
diariamente a través del método de microdilucién. De los tubos en los que hubo
crecimiento se sembro en una placa MHA previamente preparada para dejarlas
crecer entre 18 y 24h y asi poder determinar la CIM por el método de microdiluciéon
siguiendo el protocolo CLSI [65]. Los pasajes se terminaron so6lo cuando hubo
crecimiento bacteriano en todos los tubos que contenian el compuesto. Los

resultados obtenidos del ensayo estan resumidos en la Tabla 28.
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Tabla 28. Resultados del ensayo de resistencia pasajes en serie para los compuestos DFUCH-
05, DFUCH-P4, vancomicina y rifampicina.

N° de CIM (pg/mL)
Compuestos . — - -
pasajes Reportada inicial Obtenida Final
DFUCH-0O5 8
DFUCH-05 7 2 2 >8 DFUCH-P4 >32
vancomicina 1
DFUCH-0O5 16
DFUCH-P4 2 4 2 >8 DFUCH-P4 >32
vancomicina 1
DFUCH-0O5 4
vancomicina 7 0,5 0,5 4 DFUCH-P4 >32
vancomicina 2
DFUCH-0O5 4
rifampicina 3 0,03 0,015 >0,06 DFUCH-P4 >32
vancomicina >0,12
SASM ATCC 29213
100
-o- DFUCh-O5
10 -= DFUCh-P4
- —— vancomicina
% 1 -+ rifampicina
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Figura 21. Cambios diarios en la MIC en los estudios de resistencia de pasajes en serie de
DFUChH-05, DFUCh-P4, vancomicina y rifampicina contra SASM ATCC® 29213.

La cepa de S. aureus ATCC® 29213 expuesta a 7 pasajes con el compuesto
DFUCH-O5 incremento su valor de CIM 4 veces (Figura 21). La cepa de S. aureus
ATCC® 29213 expuesta a 2 pasajes con el compuesto DFUCH-P4 incrementé su
valor de CIM 4 veces.

La cepa de S. aureus ATCC® 29213 expuesta a 7 pasajes con el compuesto

vancomicina incrementd su valor de CIM 4 veces. A concentraciones del compuesto
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DFUCH-O5 produce un incremento en su valor de CIM al doble. Expuesto a
DFUCH-P4 produce un incremento en su valor de CIM mas de 8 veces. La cepa de
S. aureus ATCC® 29213 expuesta a 3 pasajes con el compuesto Rf incremento su
valor de CIM 4 veces.

La susceptibilidad de S. aureus ATCC® 29213 para DFUCH-O5 cambié de 2
pMg/mL a >8 ug/mL después de 7 pasajes seriados y para DFUCH-P4 cambio6 de 2
pug/mL a >8 pg/mL después de 2 pasajes seriados (figura 21). De acuerdo a lo
reportado por Clark y col. [98], la susceptibilidad de vancomicina en cepas de S.
aureus sensible a meticilina cambia de 2 yg/mL a 8 pg/mL después de 10 pasajes
seriados. En el estudio actual vancomicina cambi6 de 0.5ug/mL a 4ug/mL después
de 7 pasajes seriados, estos resultados son similares a lo observado por Clark y col.
Para rifampicina, segun Franz-Josef Schmitz y col. [99], la susceptibilidad de
rifampicina en cepas de S. aureus sensible a meticilina cambia de 0.015ug/mL a
>1024 ug/mL después de 10 pasajes seriados. La susceptibilidad para rifampicina
para el estudio actual cambio de 0.015ug/mL a >0.06ug/mL después de 3 pasajes
seriados. De acuerdo a lo resultados, es posible aseverar que DFUCH-O5 tiene una
menor potencia de induccién de resistencia que DFUCH-P4; sin embargo, ambos
pueden inducir mutaciones en cepas que son expuestas repetitivamente a
concentraciones de estos derivados.

Es necesario estudiar si estos cambios fenotipicos de las especie expuesta
a los compuestos, permaneceran en pasajes posteriores sin la exposicion a estos.

Para esto las poblaciones resultantes del estudio de pasajes en serie, se
traspasaron sucesivamente por 3 dias. Para dar lugar asi a 3 generaciones de
poblaciones (G1, G2 y G3). que no fueron expuestas a los derivados. A cada
generacion se le determind la CIM por el método de microdilucion en caldo, Lo
resultados se presentan en la tabla 29.
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Tabla 29. Susceptibilidad de las generaciones sin exposicién previa a tratamiento.

Exposicion Compuesto CIM (pg/mL)

previa ensayado GO0 G1 G2 G3

DFUCH-0O5 8 8 4 2

DFUCH-0O5 DFUCH-P4 >32 >32 4 4
vancomicina 1 1 0.5 0.5

DFUCH-0O5 8 4 4 2

DFUCH-P4 DFUCH-P4 >32 >32 4 4
vancomicina 1 1 0.5 0.5

DFUCH-0O5 4 8 4 2
Vancomicina DFUCH-P4 8 >32 >32 >32

vancomicina 2 2 2 2

DFUCH-0O5 4 8 4 4

Rifampicina DFUCH-P4 4 4 4 4

rifampicina >0,12 >0,12 >0,12 >0,12

La cepa de S. aureus ATCC® 29213 expuesta al compuesto DFUCH-O5
finalizados los pasajes cambio su valor de CIM para DFUCH-O5 de 8 pg/mL a 2
pug/mL, para DFUCH-P4 de >32 ug/mL a 4 pg/mL y para vancomicina se mantuvo
constante con un valor de 0,5 ug/mL después de 3 pasajes seriados entre placas
MHA libres de compuestos. La cepa de S. aureus ATCC® 29213 expuesta al
compuesto DFUCH-P4 finalizados los pasajes cambié su valor de CIM para
DFUCH-P4 de >32 ug/mL a 4 yg/mL, para DFUCH-O5 de 8 ug/mL a 2 yg/mL y para
vancomicina se mantuvo constante con un valor de 0,5 ug/mL después de 3 pasajes
seriados entre placas MHA libres de compuestos. La cepa de S. aureus ATCC®
29213 expuesta al compuesto vancomicina finalizados los pasajes cambié su valor
de CIM para vancomicina se mantuvo constante con un valor de 2 pg/mL, para
DFUCH-O5 de 4 pg/mL a 8 pg/mL y para DFUCH-P4 de 8 yg/mL a >32 pg/mL
después de 3 pasajes seriados entre placas MHA libres de compuestos. La cepa de
S. aureus ATCC® 29213 expuesta al compuesto Rf finalizados los pasajes, su valor
de CIM se mantuvo constante con un valor de >0,12 pg/mL, para DFUCH-O5 se
mantuvo constante con un valor de 4 yg/mL y para DFUCH-P4 se mantuvo
constante con un valor de 4 pg/mL después de 3 pasajes seriados. Los resultados
observados sobre la cepa por la exposicion previa a los derivados no se mantiene
fenotipicamente, ya que la susceptibilidad a estos es recuperada luego de 3
generaciones. Los fenomenos observados no necesariamente se deben a

mutaciones que surgen frente a la exposicion a los derivados, se ha observado
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cambios en el perfil de susceptibilidad de ciertos aislamiento de S. pneumoniae
cuando estan expuestos a la combinacion de los antibidticos trimetoprim vy
sulfametoxazol [100]. Al revisar el analisis fenotipico se ha evidenciado que los
aislamiento toman vias metabdlicas alternativas que resultan en el cambio en la
susceptibilidad [100]. De acuerdo al mecanismo de accién propuesto para los
derivados evaluados, es probable que los aislamientos obtengan energia de otras
vias metabdlicas distintas a la que proponemos bloquear, la CTeB. Esto podria
explicar el cambio en la susceptibilidad de S. aureus a los derivados.

Por otra parte, la especie utilizada experimenta un fenomeno llamado
heteroresistencia [25], para glicopetidos como la vancomicina. Este concepto es
definido como la cepas de S. aureus que en las pruebas estandar (CLSI) se
interpretan como sensibles a vancomicina, pero que al realizar un perfil de analisis
poblacional que presentan subpoblaciones con susceptibilidad intermedia[101]. El
analisis fenotipico de las poblaciones indican que existen distintos mecanismos
mecanismos de resistencia expresados en distintas subpoblaciones. Esto se
traduce en que se observen poblaciones que tengan un CIM distinta, a la que
muestra cuando se analiza la totalidad. Un fendmeno similar podriamos esta
observando en con la cepa utilizada frente a la exposicion a DFUCH-O5 y DFUCH-
P4. En la primera parte del ensayo seleccionamos solo la poblacién que sobrevive
a las concentraciones de los compuestos. Pero cuando se deja de exponer la cepa
a concentraciones de los derivados, sobrevive la poblacion mayoritaria la cual tiene

una CIM baja.
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10. DETERMINACION DE LA CINETICA DE MUERTE, DE CEPAS GRAM
POSITIVAS DE RELEVANCIA CLINICA FRENTE A DFUCH-O5 Y DFUCH-P4.

Otro de los métodos in vitro que existe para medir actividad antibacteriana de
nuevos compuestos, es a través de la exposicidn de cultivos bacterianos a
diferentes concentraciones de estos, tomando muestras a diferentes tiempos
durante un periodo de 24 horas y determinando la cantidad de bacterias viables en
cada muestra. Esta metodologia se conoce como curvas de tiempo-muerte (Time-
Kill Curves en inglés) y permite conocer la cinética de muerte de las bacterias frente

a un compuesto con actividad antibacteriana.

SARM ATCC 43300
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Figura 22. Cinética de muerte de SARM ATCC® 43300, expuesto a DFUCh-O5y DFUCh-P4,
a diferentes concentraciones. La linea punteada azul representa el 99,9% de muerte.

Como se demostro anteriormente en la secciéon 3, DFUCh-O5 y DFUCh-P4,
poseen actividad bactericida a todas las concentraciones iguales o superiores a la
CIM sobre los aislamientos clinicos de SARM y VRE. Los resultados de las curvas
de tiempo-muerte para ambos compuestos evidencian que ambos son bactericidas
sobre la cepa SARM ATCC® 43300 (Figura 22). Antes de las 2 horas ambos
compuestos redujeron el 99,9% de la poblacion bacteriana a la que fueron
enfrentados. Al comparar la actividad bactericida de los compuestos versus

vancomicina, podemos encontrar que vancomicina tarda el doble de tiempo en
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alcanzar la eliminacién del 99,9% de poblacion bacteriana. Cabe destacar que a las
8 horas se detectan bacterias viables en el experimento con vancomicina. Esto
resulta en una ventaja significativa para los compuestos estudiados en comparacion
a vancomicina ya que Sakoulas y col. y Kollef y col., sefialan que una de las
principales limitaciones de vancomicina en el manejo de infecciones asociadas a
MRSA, es su baja capacidad bactericida [102, 103].

E. faecalis ATCC 29212

[ ] @
p Control

DFUCh-O5/CIM
DFUCh-0O5/2xCIM
DFUCh-0O5/4xCIM
DFUCh-P4 /CIM
DFUCh-P4 /2xCIM
DFUCh-P4 / 4xCIM

\s\% vancomicina
8 T | e g g
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Horas

Log UFC/mL
O = NWDHBOOONO®O®OO
Ot gt fothoe

Figura 23. Cinética de muerte de E. faecalis ATCC® 43300, expuesto a DFUCh-O5 y DFUCh-
P4, a diferentes concentraciones. La linea punteada azul representa el 99,9% de muerte.

En la Figura 23, se observa un comportamiento similar a lo visto en SARM
ATCC® 43300, ambos derivados poseen actividad bactericida sobre la cepa E.
faecalis ATCC® 29212. Se evidencia que transcurrida 1 hora tanto DFUCh-O5 como
DFUChHh-P4, eliminan una cantidad superior al 99,9% de las bacterias inoculadas
inicialmente. Su comparador vancomicina, tarda 8 horas en superar el 99,9% de
eliminacion bacteriana. Uno de los factores que puede explicar esta diferencia, es
que las especies de Enterococcus, como E. faecalis o E. faecium posee resistencia
intrinseca a vancomicina [86, 104], lo que dificulta en ocasiones los tratamientos de
infecciones asociados a estos patdgenos [105]. En un escenario clinico en donde la
resistencia a vancomicina de E. faecalis o E. faecium ha incrementado
exponencialmente en los ultimos anos [26, 29], se hace necesario buscar

alternativas terapéuticas contra este patégeno de alta relevancia hospitalaria.
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Caracterizacion farmacocinética de DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

11.DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE PERMEABILIDAD DE DFUCH-05
Y DFUCH-P4
a. METODO PARA LA CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA
DE DFUCH-O5 Y DFUCH-P4.

Para la determinacion del porcentaje de permeabilidad y el porcentaje de
unién a albumina es necesario cuantificar los compuestos en agua. Se realizé un
barrido espectrofotométrico entre 200-600 nm para establecer los peaks
absorbancia a una concentracion definida. Se determiné que los compuestos
presentan maximos de absorbancia a 370 nm para DFUCh-O5 y a 375 nm para
DFUCh-P4. Estas longitudes de onda se seleccionaron para generar curva de
calibrado.

Para la curva de calibrado, se prepararon concentraciones de 64, 32, 16, 8,4y 2
Mg/mL de ambos derivados. Se determin6 la absorbancia de las soluciones,
obteniéndose la siguiente curva de calibrado (Figura 24 y 25). Los datos fueron
procesados mediante el software GraphPad Prism v4.01.

DFUCh-O5
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Figura 24. Curva de calibrado absorbancia v/s tiempo de DFUCh-0O5.

93



DFUCh-P4
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Figura 25. Curva de calibrado absorbancia v/s tiempo de DFUCh-P4.

b. Ensayo PAMPA

Mediante el modelo de permeabilidad con membranas artificiales en paralelo
(del inglés parallell artifical membrane permeation assay, PAMPA), fue evaluada la
capacidad de los derivados para atravesar pasivamente una monocapa lipidica,
para asi estimar si los farmacos pueden ser absorbidos por transporte pasivo. Este
sistema se desarrolla en placas de 96 pocillos en donde se coloca la solucion dadora
(figura 26), un filtro en donde se colocara la solucion de fosfatidilcolina en dodecano
para generar el modelo de membrana celular, arriba de este filtro se encuentra el

solucion aceptora (figura 26) [106].
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Figura 26. Esquema del sistema de PAMPA.
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Se realiz6 el ensayo PAMPA para determinar el porcentaje de permeabilidad de
DFUCh-O5 y DFUCh-P4, los valores de absorbancia obtenidos se muestran a

continuacion:

Tabla 30. Valores de absorbancias obtenidos en la realizacion de PAMPA para DFUCh-O5 y
DFUCh-P4. (n=4).

Absorbancia de DFUCh-0O5 Absorbancia de DFUCh-P4
Compartimiento Compartimiento
-{;ZT:;; Dador Aceptor Dador Aceptor
0 1,181+0,165 0+0,000 0,515+0,211 0+0,000
2 0,392+0,066 0,0062+0,004 0,225+0,069 0,028+0,003
4 0,180+0,051 0,0206+0,006 0,050+0,003 0,03040,004

Los resultados obtenidos (Tabla 29) indican que la absorbancia de los
compuestos es variable. Al comparar el valor de la absorbancia del compartimiento
dador no coincide con la absorbancia determinada a tiempo 0, ademas la sumatoria
de las absorbancias de los compartimientos aceptor y dador no coinciden con la
absorbancia del compartimiento dador a tiempo 0. Esto indica que no existia la
misma cantidad de compuesto al inicio y a las 2 horas. En base a los resultados
obtenidos se realiz6 un estudio cinético de absorbancia a través del tiempo con el
fin de observar la estabilidad de los compuestos a la longitud de onda que se realizo
la curva de calibracién en iguales condiciones (37 °C, pH = 7, 2 h, 25 ug/mL,
solvente: agua) a las utilizadas en el ensayo PAMPA. A continuacion, en la Tabla
31 observan valores de absorbancia obtenidos:

Tabla 31. Estudio cinético de degradacion para DFUCh-05. (n=4).

Tiempo en minutos Absorbancia observada
0 0.234+0.009
5 0.234+0.006
10 0.233+0.008
20 0.183+0.006
30 0.160+0.009
40 0.139+0.009
50 0.122+0.008
60 0.108+0.008
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Los resultados obtenidos (Tabla 30) indicaron que en las condiciones del
ensayo (37°C, pH =7, 2 h, 25 pg/mL, solvente: agua) la absorbancia de los
compuestos disminuye gradualmente con el tiempo, esto puede deberse a
secuestro o interaccién del compuesto con la membrana. Este analisis muestra que
mediante esta técnica no es posible cuantificar el porcentaje de permeabilidad de

los compuestos.
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12.DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE UNION A ALBUMINA.

Se procedio a realizar la determinacion del porcentaje de unidén a albumina de
los derivados a través del ensayo de dialisis al equilibrio para DFUCh-O5 y
DFUCh-P4.

La validacion del método se muestra en el Anexo 1. Para la medicion
espectrofotométrica se considerd que el equilibrio se alcanza luego de obtener 3
medidas con valores sin diferencias significativas. El estado estacionario se alcanzé
transcurridas 7,5 h.

A continuacién se exhibe el perfil de concentraciones de DFUCh-O5 y DFUCh-P4
(Figura 27).

DFUCh-05 DFUCh-P4
10+ 2.0

1.5
1.0

0.5+ a

Concentracion pg/mL
a
Concentracion pg/mL

Mééééééééééé
NECIRPRR P R N R R S SRR STRTATATATATAT BT M 6T 6T 6T eTATA
tiempo(h)

tiempo (h)

Figura 27. Concentracion compuestos v/s tiempo en el ensayo de “Dialisis al equilibrio”.

El porcentaje de unidn a albumina se calcul6 de acuerdo a las siguientes
ecuaciones:

Fr —F,

%FU=< )*100

T
Donde:

% Fu = porcentaje compuesto unido a albumina
Fr = mg compuesto total

FL = mg compuesto libre
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El compuesto libre estara dado por el promedio de las ultimas 3 mediciones
del experimento, esta absorbancia sera interpolada en las curvas de calibrado
previamente preparadas para ambos derivados, obteniéndose asi la cantidad en mg
de compuesto libre. EI compuesto total estara dado por la cantidad en mg de
compuesto utilizado en el experimento. Se utilizé 1,2 g de compuesto en 6 mL de
solucién. Esta cantidad se pudo obtener debido a la interaccion inmediata que se
establece entre el compuesto y la proteina, mejorando la solubilidad de ambos

derivados.
Tabla 32. Porcentaje de unién a albumina de DFUCh-O5 y DFUCh-P4. n =3

DFUCh-05 DFUCh-P4
Farmaco Total (mg) 1200 1200
Fraccion Libre (mg) 0,180 0,034
Fraccion Unida (mg) 1,020 1,162
% de union a albumina 84,99 + 2,64 97,18 + 2,32

Estos resultados muestran que ambos farmacos poseen una alta union a
proteinas plasmaticas (porcentaje de union a albumina > 80 %) [90], DFUCh-O5 85
% y DFUCh-P4 97 %. Para explicar las diferencias en los porcentajes de union a
albumina de los derivados, se realizaron estudios de Docking, con albumina
humana(PDB N°: 2BX8) y DFUCh-P4 o DFUCh-O5. Se puedo evidenciar que
establecen diferentes interacciones fisoquimicas, el derivado DFUCh-O5
interacciona con la Lisina-439 y el residuo de arginina-194 (Anexo 5, Figura A11).
DFUCh-P4 también establece 2 interacciones con residuos de arginina en las
posiciones 217 y 194 (Anexo 5, Figura A10). Al analizar las energias obtenidas
encontramos valores de -3.47 kcal/mol para DFUCh-O5 y -5,06 kcal/mol para
DFUCh-P4, por lo que se puede concluir que el complejo DFUCh-P4-Albumina esta
mas favorecido que el formado con DFUCh-O5 (Anexo 5).

El valor determinado para DFUCh-OS5 indica que el 85% de la fraccion de
que alcance la sangre, circulara unido a albumina, la fraccion restante tericamente
podra atravesar tejidos, acceder a su blanco y ejercer su efecto [92]. Mediante este

ensayo podemos evidenciar que la interaccion con la albumina de los compuestos
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es reversible, ya que la metodologia propicia la interaccion forzada de ambos
compuestos al inicio del experimento. Finalmente, se comprueba que los derivados
se ceden desde la albumina a través de un gradiente de concentracion.

En la Seccion 4 Resultados y Discusion, pudimos comprobar que los valores
observados en este ensayo correlacionan con los resultados del estudio de la
actividad antibacterianas de los compuestos en presencia de albumina, y también
que a pesar de los altos porcentajes de unién a albumina exhibidos, queda

disponible una fraccidn para ejercer la accion.

Estos resultados a futuro, nos permitiran seleccionar la dosis a administrar en

ensayos in vivo, para estudiar la efectividad y toxicidad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4.
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13.DETERMINACION DE LA EFECTIVIDAD in vivo DE DFUCh-O5 Y DFUCh-
P4, SOBRE UN MODELO DE INFECCION SISTEMICA POR S. aureus Y
E. faecalis EN LARVAS DE Galleria mellonela.

Galleria mellonella (polilla de la cera o la polilla del nido de abeja) se ha
introducido como un modelo alternativo para estudiar las infecciones microbianas
[63]. Este un insecto del orden Lepidoptera y de la familia Pyralidae (polillas de
hocico). Esta especie sufre 2 metamorfosis a lo largo de su vida. Comienza siendo
larvas que son clasificadas en distintos estadios dependiendo de su tamafio, desde
el estadio 1 al 7. Luego del estadio 7 la larva entra en estado de pupa y finalmente
se convierte en polilla. Las larvas utilizadas estaban en estadios 6 y 7, con un
tamafo de aproximado de 2 - 2,5 cm de largo. En este modelo se usa la oruga o
larva de la polilla [107] cuyo ciclo de vida es de 21 dias (Figura 28). Si comparamos
el modelo murino con el de G. mellonella, las larvas son econdémicas y no requieren
equipamiento de laboratorio para mantenerlas, su corto periodo de vida las hace
excelentes para obtener resultados de alto rendimiento y muy importante es el tema
ético, ya que las larvas no necesitan de autorizacion por un comité de ética para su
uso [107]. Otro punto a favor es que las larvas de G. mellonella pueden sobrevivir a
37°C, lo que nos permite reproducir esa condiciéon fisiolégica humana para la

evaluacion de nuevos antibacterianos [107].

14.
Figura 28 . G. mellonella (polilla de la cera). Su desarrollo larvario se compone de siete
estadios, luego de eso pasan estado de transicion y latencia (pupa).

Otro de los factores que hace a G. Mellonella un buen modelo es su sistema

inmune, dividido respuestas celulares y humorales. La respuesta celular esta
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mediada por las células fagociticas, denominadas hemocitos. Estos se encuentran
dentro de la hemolinfa, que funciona de forma analoga a la sangre de mamiferos.
Estas células no solo estan involucradas en la fagocitosis, sino también en la
encapsulacion y la coagulaciéon. Por su partes, la respuesta humoral se compone
por moléculas efectoras solubles que inmovilizan o matan al patégeno y que incluye
el complemento como las proteinas, la melanina y péptidos antimicrobianos[108]
En un principio el modelo de infeccion de G. mellonella fue utilizado para
determinar virulencia bacteriana y su evolucion en el tiempo; sin embargo, en los
ultimos 6 afos se ha utilizado como un modelo de efectividad antibacteriana in vivo
alternativo al modelo murino debido a las ventajas mencionadas [63, 74-76, 107,
109]. Los nuevos antibacterianos son evaluados en primera instancia in vitro para
determinar su eficacia y potencial toxicidad. Con el tiempo, los candidatos tendran
que ser evaluados en un modelo in vivo que por lo general es el modelo murino y
luego su potencial aplicacion en seres humanos [63]. Las pruebas in vivo son
importantes para identificar la posible pérdida de actividad debido a factores del
huésped, por ejemplo, la degradacion por enzimas del huésped y el efecto de las
condiciones fisioldgicas tales como temperatura, osmosis o pH [110]. Las larvas de
G. mellonella ademas pueden ser inyectadas con precisiéon a dosis definidas de
bacterias [107].
El modelo G. mellonella es una alternativa sencilla y de bajo costo para la rapida
evaluacion de la eficacia del antibacteriano in vivo y reduce la probabilidad de que
un antibacteriano que se comporto bien en los estudios in vitro no tenga éxito en un

modelo in vivo [63].

Durante los experimentos se controlaron factores que generan estrés en las
larvas; la luz, la manipulacion excesiva, los cambios constantes de temperatura y la
humedad. Los signos de estrés que se observaron durante los ensayos fueron,
oscurecimiento parcial y total del cuerpo de la larva, este fenbmeno se conoce en
entomologia como melanizacién (Figura 29), y esta relacionado con la activacion
del sistema inmune [108]. Cabe sefalar que durante este proceso la larva no pierde

funcionalidad. Otros rasgos que se pudieron observar son hiperactividad y
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aceleraciéon de la transformacion a pupa [63]. Cuando se evidenciaban estos

fendmenos previos al ensayo, lo especimenes eran descartados.

Total Parcial Normal

AN

Figura 29. Niveles de melanizacion de las larvas.

De acuerdo a los reportado por Ramarao y col. [107], definirnos la muerte de la
larva en los siguientes estados; Melanizacion total; Melanizacion parcial u
oscurecimiento + ausencia de respuesta a estimulo; o pérdida de turgencia e

inmovilidad de la larva (Figura 29).

Para implementar el modelo de infeccidn sobre larvas de G. mellonella, y poder
evaluar efectividad in vivo de DFUCh-O5 y DFUCh-P4, se plantearon los siguientes

sub-objetivos:

a) Eleccion método de infeccion de larvas de G. mellonella.

b) Infeccion sistémica de larvas de G. mellonella por S. aureus.

c) Infeccion sistémica de larvas de G. mellonella por E. faecalis.

d) Desarrollo formulacién inyectable de DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

e) Determinacion de la toxicidad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 sobre larvas de G.
mellonella

f) Evaluacion de la efectividad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 sobre larvas de G.
mellonella infectadas con S. aureus.

g) Evaluacion de la efectividad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 sobre larvas de G.

mellonella infectadas con E. faecalis.
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a) ELECCION METODO DE INFECCION

Diversos articulos reportan la utilizaciéon de larvas de G. mellonella como
especies aptas para generar modelos de infeccion bacterianos [63, 74-76, 107, 109].
Dentro de estos reportes, se utilizan varios métodos para la administracion del
inoculd bacteriano, desde la alimentacién forzada, hasta la inyeccién directa a la
hemolinfa por diversas vias [107]. Para estudiar la correcta administracion del
inéculo a las larvas, se utilizé azul de Evans, un colorante polar que permite ver
como se distribuye el indculo en la hemolinfa de la larva. Se estudiaron 2 grupos de
3 larvas, al primero se le inyectaron 10 yl de una solucion de azul de Evans 200
pug/mL con una jeringa Hamilton. Al segundo se le administraron 10 ul de la misma
solucion azul de Evans por alimentacion forzada, esta se hizo aproximando la aguja
a la estructura bucal de la larva, esto se mantuvo hasta que la larva absorviera toda

la gota.

C g

Figura 30. Larvas de G. mellonella inoculadas con 10 pyL de una solucion 200 pg/mL de azul de
Evans (a la izquierda) versus Larvas de G. mellonella alimentadas con 10 yL de una solucion
200 pg/mL de azul de Evans (a la derecha).

Se puede apreciar en la Figura 30, que la inyeccidn del colorante logra una
distribucion homogénea en la hemolinfa de la larva, no asi la alimentacion forzada
del colorante, en donde no se logra visualizar la tincion de la hemolinfa con el
colorante.

Establecido el método de administracion, se probaron dos dispositivos;

Jeringa insulina de autoadministracion comercial (Beckton-Dickenson®©) y Jeringa
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hamilton de punta biselada(Hamilton Co.). Se estudiaron 2 grupos de 10 larvas, uno
inoculadas con 50 uL de una solucién de bufer fosfato (PBS, por sus siglas en
inglés) con una jeringa de insulina y 50 pL solucién de PBS con una jeringa Hamilton
(Figura 31). Se logroé evidenciar que el tipo de jeringa no influencia en la sobrevida
de los grupos utilizados. Se definid utilizar la jeringa tipo Hamilton por la facil

manipulacion.

Jeringa tipo insulina v/s Hamilton
1101

100 == Tipo insulina
904 =4+ Hamilton
801 —— Sin tratamiento |

704
60+
504
40
304
204
10

% Sobrevida

Figura 31. Porcentaje de sobrevida de larvas de G. mellonella inoculadas con 50 yL de PBS
con jeringa Hamilton v/s 50 yL de PBS con jeringa insulina (izquierda). Experimento realizado
por duplicado. Larvas de G. mellonella inoculadas con 50 uL de PBS con una jeringa Hamilton
(Centro) vi/s 50 uL de PBS con una jeringa de insulina (derecha) a las 24 horas de incubacion.

b) INFECCION SISTEMICA POR S. aureus SOBRE LARVAS DE G.
mellonella.

En primer término, se prob¢ infectar las larvas (n=10) de G. Mellonella con
un inoculo de 4x10° UFC total de SARM ATCC® 43300 de acuerdo a lo reportado

por Desbois et al.[76] Los resultados se muestran a continuacion en la Figura 32.

SARM ATCC 44300
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100 s —— Sin Tratamiento
90+ -+ SARM
80+
70-
604
504
404
30+
204
104
c T T T
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Dias
Figura 32. Porcentaje de sobrevida de larvas de G. mellonella inoculadas con de 4x10° UFC total de
SARM ATCC® 43300. (n=10)

% Sobrevida

104



Se evidencid que la cepa utilizada no afecto la sobrevida de las larvas, en la
condiciones replicadas de acuerdo a lo reportado por Desbois et al. [76] . Debido a
esto, se realizé un experimento con indculos a diferentes concentraciones de SARM

ATCC® 43300, con el fin de lograr la infeccién de las larvas. (Figura 33)

SARM ATCC 44300
1101
100 » —— 1x10%UFC
904 4. 1x108 UFC
g o -+ 1x107 UFC
E 60- —— Sin Tratamiento
8 501
‘g 40
S 304
204
104
c T T T T 1
0 1 2 3 4 5
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Figura 33. Porcentaje de sobrevida de larvas de G. mellonella inoculadas con 1x10°, 1x10° y
1x10” UFC totales de SARM ATCC® 43300. (n=10)

Se evidencié que ninguno de los indculos pudo alcanzar una sobrevida menor
o igual 20 % a las 72 horas de realizada la inoculacién, porcentaje definido como
éxito de la infeccion por Harding y col. [109]

De acuerdo a estos resultados, se buscoé acondicionar la cepa a G.
mellonella, para esto se inyectaron larvas con 4x10° UFC totales SARM ATCC®
43300, a las 24 horas se sacrifico la larva, se extrajo su hemolinfa, y esta se
suspendié esta en suero fisiolégico a 37°C. De la suspension resultante se
inyectaron a un nuevo grupo de larvas. Una muestra de suspension resultante se
sembré en placas de agar Mueller-Hinton | para verificar la viabilidad de las
bacterias inyectadas previamente en las larvas. Posteriormente se repitieron los

pasos antes mecionados por 5 dias.

Finalmente, se observd que las bacterias extraidas desde la hemolinfa
permanecian viables. A pesar de esto, ninguna de los inéculos extraidos de
hemolinfa de SARM ATCC® 43300, logré la infeccion significativa de las larvas de
G. mellonella (los grupos 4 dias Acond.;5 dias Acond.; y sin tratamiento, mostraron
un 90% de sobrevida al Dia 5) (Figura 34).
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SARM ATCC 44300
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Figura 34. Porcentaje de sobrevida de larvas de G. mellonella inoculadas con diferentes indculos de
SARM ATCC® 43300. (n=10)
De acuerdo a estos resultados, se optd cambiar la cepa por SASM ATCC®

29213 disponible en el laboratorio, los resultados se muestran a continuacion
(Figura 35).

A SASM ATCC® 29213 v/is SARM ATCC® 43300
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Figura 35. A. Porcentaje de sobrevida de larvas de G. mellonella inoculadas con una solucion
de PBS v/s suspensién de bacterias de 4x10° UFC totales de SARM ATCC® 43300 v/s
suspension de bacterias de 4x10° UFC totales de SASM ATCC® 29213. B. Larvas de G.
mellonella inoculadas con suspension de bacterias de 4x10° UFC totales de SARM
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ATCC®43300 a las 48 horas C. Larvas de G. mellonella inoculadas con suspension de bacterias
de 4x10° UFC/mL de SASM ATCC®® 29213 a las 48 h de incubacion.

Se evidencié que la cepa SASM ATCC® 29213 afecto negativamente la
sobrevida del grupo tratado con esta. A las 72 horas no hubo sobrevida el grupo
infectado por SASM. En cambio, la cepa de SARM no afecto la sobrevida de las
larvas. De acuerdo a esto, para evaluar la efectividad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4,
se utilizé la cepa SASM ATCC® 29213.

c) INFECCION SISTEMICA POR E. faecalis SOBRE LARVAS DE G.
mellonella.

Se estudiaron 2 grupos de 10 larvas, uno inoculadas con una solucion de
PBS como control, y el otro grupo inoculado con una suspensiéon de bacterias de
4x10° UFC totales de E. faecalis ATCC® 29212. Se observa que la suspensién de
bacterias de 4x10° UFC/mL de E. faecalis ensayado logra la infeccion de larvas de

G. mellonella segun lo definido por Maekawa y col. [111].

A
Infeccion por E. faecalis ATCC®© 29212
110-
100 . . == Infectadas
90 1 : =+ PBS
80- Ve

E == Sin Tratamiento

% Sobrevida
g

0 1 2 3 4 5
Dias de experimentacion

Figura 36. A. Porcentaje de sobrevida de larvas de G. mellonella inoculadas con una solucion de
PBS v/s suspension de bacterias de 4x10° UFC totales de E. faecalis ATCC® 29212. B. Larvas de
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G. mellonella inoculadas con suspension de bacterias de PBS a las 48 horas C. Larvas de G.
mellonella inoculadas con suspensién de bacterias de 4x10° UFC totales de E. faecalis ATCC®
29212 a las 48 horas de incubacion.

d) DESARROLLO FORMULACION INYECTABLE DFUCh-O5 y DFUCH-P4.

Los compuestos DFUCH-O5 y DFUCH-P4, tiene un pobre solubilidad acuosa.
Una vez alcanzadas concentraciones superiores a 64 ug/mL son inestables en agua
con 2% DMSO si se mantienen por mas de 5 min a temperatura ambiente, después
de este tiempo se forman precipitados que pueden redisolverse con agitacion y
calor. De acuerdo a esto, se buscé un vehiculo que permitiera solubilizar o
suspender de forma estable los compuestos en estudio, y ademas debe ser inocuo
para la larva.

La glicerina, es un solvente polar utilizado en tecnologia farmacéutica para
generar formulaciones de compuestos de alto peso molecular, por su poder
tensoactivo y estabilizante [111]. En primer término, se probd utilizar solo glicerina

para disolver el compuesto (Figura 37).

Figura 37. DFUCH-P4 en glicerina.

Se evidencia que DFUCH-P4 no es compatible con glicerina, ya que, se
observan precipitados de color naranjo, los cuales no se pueden disolver con
agitacion ni calor. De acuerdo a esto, se intent6 disolver el compuesto en DMSO,
replicando el protocolo de disolucion aplicado durante ensayos anteriores. Para eso
el compuesto se disuelve en DMSO, luego se diluye en Glicerina conservando solo
un 2% DMSO en la solucion final (Figura 38).
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Figura 38. DFUCH-O5(Br) y DFUCH-P4(CI) en 2% DMSO + 98% Gilicerina.

Se puede apreciar en la figura 38 que ambos compuestos se disuelven en la
mezcla DMSO/glicerina, se observa una suspension homogénea. Se realiz6 un
estudio de estabilidad por 24 horas; 100% de humedad, condiciones estaticas y a
37°C. Se observdé que los compuestos permanecen estables. La suspension
resultante tiene una alta viscosidad, o que genera una limitante al momento de
llenar la jeringa Hamilton y también en la posterior inyeccion del contenido. De
acuerdo a esto, se debio variar la viscosidad de la formulacion utilizando distintas
proporciones de agua y glicerina. Para esto, los compuestos fueron disueltos en
DMSO vy luego diluyendo en distintas formulaciones que contenian variadas
proporciones glicerina y agua. Las formulaciones preparadas fueron:

o F3:40% glicerina + 60% agua.
o F4:50% glicerina + 50% agua.
o F5:60% glicerina + 40% agua.

En la Figura 39 se aprecian las suspensiones correspondientes a las distintas
formulaciones. Transcurridas 24h, en todas las formulaciones, ambos compuestos

precipitaron, pero con agitacion moderada el precipitado se puede suspender.
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Figura 39. A. DFUCH-P4 (Cl) y DFUCH-O5(Br) suspendidos en F3, F4 y F5 a las 0 horas. B.
DFUCH-P4(CIl) y DFUCH-O5(Br) suspendidos en F3, F4 y F5 a las 24 horas.

Se puede notar una relacién directa entre la proporcion de glicerina y la
viscosidad de la formulacion obtenida. Ademas, se evidencia que la estabilidad del
compuesto es mayor, en un mayor proporcion de glicerina. Esto se puede apreciar
en la Figura 39B, donde se observa en el compuesto DFUCH-O5 en la formulacién
F3 existe mayor precipitado que en la F5, lo que demuestra el aumento de
estabilidad directamente relacionada con la cantidad de glicerina contenida en la
formulacion. De acuerdo a esto se buscara utilizar un vehiculo con mayor proporcion
de glicerina.

Se optd por utilizar un vehiculo compuesto de 70% de glicerina y 30% de agua. El
cual se ensayo sobre larvas. En la figura 40 se puede apreciar que el vehiculo
formulado no afecta la viabilidad de las larvas de G. Mellonella, por lo que es apto

para la administracion de los derivados en estudio.

Glicerina 70% + H,0 30%
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Figura 40. Porcentaje de sobrevida de larvas de G. mellonella con el vehiculo formulado (n=10)
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e) DETERMINACION DE LA TOXICIDAD DE DFUCh-05 y DFUCh-P4
SOBRE LARVAS DE G. mellonella

Para estudiar la inocuidad del antibacteriano que utilizaremos como control, se
estudiaron 2 grupos de 10 larvas, uno inoculadas con 10 pL de una solucion de PBS
y una dosis de 10mg/kg de vancomicina, concentracion reportada por bibliografia
para larvas de G. mellonella [76]. En la Figura 41, se muestra que vancomicina no
afecta la sobrevida de larvas de G. mellonella. Previo a los ensayos de toxicidad de
los derivados, se hicieron estudios para formular un vehiculo farmacéutico en el cual
se pudiera administrar la dosis de 10 mg/kg (igual dosis que vancomicina) de
DFUCh-O5 y DFUCh-P4. Glicerina (30%) + H2O (70%)resulto ser un vehiculo que

no afecta la actividad antibacteriana de los derivados.

vancomicina
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Figura 41. A. Porcentaje de sobrevida de larvas de G. mellonella inoculadas con
vancomicina. B. Grupo de 10 larvas inoculadas con vancomicina a una concentracion de
220ug/mL transcurridos 5 dias desde el inicio del ensayo.

Se observa una sobrevida de las larvas del 100%, por lo que el antibacteriano
vancomicina es inocuo(Figura 41).

Para determinar la toxicidad de los compuestos, se estudiaron 4 grupos de
10 larvas, uno inoculadas con 10 pl de una solucion de PBS, otro 10 uL del vehiculo
donde se inyectara el compuesto, otro grupo sera inyectado con una dosis 10 mg/kg
de DFUCh-0O5 y finalmente un grupo de una dosis 10 mg/kg mL de DFUCh-P4.
(Figura 42). Se pudo demostrar que ninguno de los compuestos afecta la sobrevida
de las larvas, ya que no hay diferencias significativas con el control positivo de

sobrevida.
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Figura 42. A. Porcentaje de sobrevida de larvas de G. mellonella inoculadas con 10 yL de una
solucién de PBS v/s 10 pL de una solucién del vehiculo v/is DFUCh-O5 v/s DFUCh-05. (n=10)

f) EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE DFUCh-0O5 Y DFUCh-P4
SOBRE LARVAS DE Galleria mellonella INFECTADAS CON S. aureus.

La efectividad de los compuestos en estudio fue evaluada con el modelo de G.
mellonella infectadas S. aureus ATCC® 29213. Grupos de 10 larvas fueron
inoculados con 4x10° UFC totales, in6culo suficiente para matar al menos al 90%
de las larvas dentro de 72h desde la inoculacion (Seccién 12b). Transcurridas 2h
desde la inoculacion de S. aureus, se administré a las larvas compuestos DFUCh-
05, DFUCh-P4 y vancomicina a concentraciones de 10 mg/kg.

Los controles validaron el ensayo; el grupo infectado sin ningun tratamiento
mostré un 30% de sobrevida al tercer dia de tratamiento. El grupo al cual solo se le
administro el vehiculo (Glicerina+H,0) no presentd disminucion sobrevida al quinto
dia de tratamiento. (Figura 43).

Se observa una sobrevida de 80% al dia 5 para el grupo tratado con DFUCh-O5.
En tanto el tratamiento con DFUCh-P4, es comparable con vancomicina (100%
sobrevida, Dia 5), de esta forma se puede senalar que los derivados no presentan

diferencias significativas en su efectividad respecto a vancomicina.

112



S. aureus ATCC 29123
100~

90- — vancomicina

80+ DFUCh-05
§ 70+ = DFUCh-P4
> 0 Glicerina + H,0
g 501 . .
8 404 = Sin Tratamiento
X 30+ - |nfectadas

20+

10+

c 1 1 1 1

0 1 2 3 4 5
Dias

Figura 43. Porcentaje de sobrevida de larvas de G. mellonella inoculadas con 10mg/Kg de
vancomicina v/s 10mg/Kg de DFUCh-O5 v/s 10mg/Kg de DFUCh-P4 v/s 10uL Glicerina + H,O
v/s 10 pL de suspension de bacterias de 4x10° UFC totales de SASM ATCC® 29213. (n=10)

g) EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DE DFUCh-05 Y DFUCh-P4
SOBRE LARVAS DE Galleria mellonella INFECTADAS CON E. faecalis.

A continuacion, se ensayaron los compuestos sobre el modelo de infeccion con
E. faecalis ATCC® 29212. Se probé DFUCh-P4 y DFUCh-O5 sobre grupos de 10
larvas fueron inoculados con 4x10° UFC totales, conteo bacteriano determinado
previamente. Transcurridas 2h desde la inoculacion, se procedio a inocular larvas
con 10uL de los compuestos DFUCh-P4, DFUCh-O5 y vancomicina a
concentraciones de 10 mg/kg.

En la Figura 44, se puede apreciar que tanto DFUCh-O5 (80% sobrevida, Dia 5)
como DFUCh-P4 (90% sobrevida, Dia 5) aparentemente erradican la infeccion de
las larvas previamente infectadas. Comparados con vancomicina (100% sobrevida,
Dia 5) se puede sefialar que los derivados tienen una efectividad similar a esta.

Por lo tanto, los compuestos DFUCh-P4 y DFUCh-O5 tienen efectividad

equivalente en el modelo con G. mellonella frente a E. faecalis.
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Figura 44. Porcentaje de sobrevida de larvas de G. mellonella inoculadas con 10mg/Kg de
vancomicina v/s 10mg/Kg de DFUCh-O5 v/s 10mg/Kg de DFUCh-P4 v/s 10uL Glicerina + H,O
v/s 10 pL de suspension de bacterias de 4x10° UFC totales de EF ATCC® 29213. (n=10)

Las larvas de G. mellonella han sido utilizadas anteriormente para para estudiar
factores de virulencia y patogenicidad de bacterias de relevancia clinica [112-117],
asi como también han surgido como un modelo eficiente para probar la efectividad
de nuevos farmacos antibacterianos [63, 74-76, 107, 109, 111]. En el desarrollo del
modelo de infeccidn que utilizamos, no se pudieron replicar los resultados
observados por Desbois et al [76], ya que no se pudo lograr la mortalidad deseada
provocada por la infeccion con SARM ATCC® 43300. El factor que pudo influenciar
esta disparidad en los resultados fue que los autores utilizaron la cepa S. aureus
(Newman), y en este estudio se utiliz6 una diferente. Relacionado a esto, ambas
cepas tienen factores de virulencia distintos [118, 119], que pudieron influenciar en
la patogenicidad sobre G. mellonella en estado larvario. Otros factores como la
temperatura del in6culo o el fitness de la bacteria también pudieron influir pero no
se alteraron en este estudio. Se probd acondicionar la cepa en estudio a G.
mellonella, inoculando en varios pasajes la cepa a la larva, sin resultados
favorables. De acuerdo a esto se optd por cambiar a la cepa SAMS ATCC® 29213,
pudiendo lograr la mortalidad adecuada para ensayar los compuestos. Se utilizé
vancomicina como antibiético control en las dosis reportadas por Desbois y col. [76],
con resultados favorables ya que el compuesto previene la muerte inducida por el
patogeno inoculado. Estos autores reportaron que las dosis utilizadas para tratar las
larvas infectadas eran similares a las que se necesitaban para tratar humanos [76].
Se confirman que el modelo de G. mellonella posee utilidad para evaluar la
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efectividad in vivo de nuevos agentes antibacterianos. En el caso del modelo de
infeccién por E. faecalis ATCC® 29212 se pudieron replicar los condiciones
reportadas Maekawa et al. [111], ya que en este estudio se utilizdé la misma cepa
que la reportada por estos autores. Finalmente, no se detectaron diferencias
significativas entre la efectividad DFUCh-P4 y DFUCh-O5 sobre los modelos de
infeccion en G. mellonela provocado por S. aureus o E. faecalis, ambos lograron
rescatar a las larvas con una efectividad similar al antibiotico control vancomicina.
Adicionalmente, se pudo formular un vehiculo que permiti6 aumentar la
concentracion de los compuestos, y mostro ser inocuo para las larvas. Este paso es
fundamental para poder avanzar hacia la utilizacion de un modelo mamifero, debido
a la pobre solubilidad de los compuestos. De acuerdo a esto se proyecta probar la
compatibilidad del vehiculo con la fisiologia murina, como primer paso para probar
los derivados.

115



7. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se busco estudiar el potencial de los derivados DFUCh-P4 y
DFUCh-05, de avanzar en el desarrollo como farmacos antibacterianos de uso
clinico. Para esto, se caracterizé su accidén antibacteriana desde el punto de vista

farmacodinamico y farmacocinético. De estos estudios se puede concluir:

o DFUCh-O5y DFUCh-P4 no afectan la viabilidad de células mamiferas; HelLa,
SH-SY5Y y H4-lI-E-C3, a las concentraciones que son activos como

antibacterianos.

o Los derivados tienen una actividad similar a vancomicina sobre los
aislamientos clinicos de S. aureus resistentes a meticilina. Frente a las cepas
de E. faecium estudiadas, DFUCh-P4 result6 64 veces mas activo que
vancomicina y DFUCh-O5 128 veces mas activo que esté farmaco.

o Los compuestos poseen un modo de accion bactericida sobre los
aislamientos clinico de S. aureus resistentes a meticilina y E. faecium

resistente a vancomicina.

o Lo agentes no tienen efecto post antibidtico significativo sobre las especies

S. aureus y Enterococcus spp. estudiadas.
o La exposicion de los derivados a concentraciones fisiologicas de albumina o
suero fisiologico, aumentan la CIM de estos sobre SARM y Enterococcus sp.,

debido al alto porcentaje de unién a albumina de los compuestos.

o Al analizar la actividad antibacteriana de los deirvados en asociacion con

antibacterianos de uso clinico, se concluye que no existen interacciones de
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relevancia en la asociacion de los derivados con vancomicina y linezolid, ni

entre los 2 compuestos coadministrados.

Ambos derivados exhiben potencial de seleccionar poblaciones no
susceptibles de S. aureus estudiados. Este potencial de seleccion afecta en
mayor proporcion la susceptibilidad de la especies a los derivados sustituidos

en para- analizados.

Los resultados indican que ambos derivados pueden seleccionar poblaciones
de S. aureus resistente a meticilina con susceptibilidad disminuida a DFUCh-
P4 y DFUCh-O5. Sin embargo, estos cambios en las susceptibilidad de la
poblacion estudiada, no se mantienen luego de 3 pasajes.

DFUCh-P4 y DFUCh-O5 reducen la poblacion de SARM y ERV ensayadas

en un 99,9% antes de 2 horas posteriores a la exposicién a los compuestos.

Los derivados son compatibles con un vehiculo formulado con glicerina,
DMSO y agua. La incorporacion de DFUCh-P4 y DFUCh-O5 al vehiculo,
mejora la solubilidad de los compuestos, y posibilita la administracion en un

modelo in vivo.
DFUCh-P4 y DFUCh-O5 poseen efectividad similar a vancomicina sobre los

modelos de infeccion en G. mellonela provocado por S. aureus sensible a
meticilina o E. faecalis.
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ANEXO 1

TABLAS DE DATOS UTILIZADOS PARA LA CUANTIFICACION DEL EFECTO
POST-ANTIBIOTICO

Tabla A1 .Efecto post antibiético de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 frente a SARM 43300.

Log UFC Diferencia de Log Parametros
Tiempo (horas) 0 1 2 3 4 10 20 30 40 C T PAE

Control | 3.39 3.63 390 4.14 492 024 051 075 153 4 - -
DFUCh-O5CIM | 3.22 332 346 3.75 458 010 024 053 136 - 4 O
DFUCh-O52xCIM | 3.01 3.06 343 390 434 0.05 042 089 133 - 4 O
DFUCh-P4CIM | 3.33 342 354 394 455 0.09 021 061 122 - 4 0
DFUCh-P42xCIM | 341 346 358 391 456 005 017 05 115 - 4 O

Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).

Tabla A2. Efecto post antibiético de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 frente a SARM 178 clinico.

Log UFC Diferencia de Log Parametros

Tiempo (horas) 0 1 2 3 4 10 20 30 40 C T PAE
Control | 209 249 271 386 4.12 04 062 177 203 3 - -
DFUCh-O5CIM | 2.19 242 292 387 406 023 073 168 187 - 3 0
DFUCh-05c2"\)n( 213 230 237 360 390 0.17 024 147 177 - 3 O
DFUCh-P4CIM | 196 234 257 356 391 038 061 1.6 195 - 3 0
DFUCh'P4C2"\)n( 209 249 271 386 412 04 062 177 203 3 - -

Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).

118



Tabla A3. Efecto post antibidtico de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 frente a ESV ATCC® 29212.

Log UFC Diferencia de Log Parametros

Tiempo (horas) 0 1 2 3 4 10 20 3-0 40 C T PAE
Control | 297 352 463 482 503 061 166 185 206 3 - -
DFUCh-O5CIM | 3.01 3.86 456 485 495 085 168 184 194 - 3 0
DFUCh-OSCZI“)n( 266 411 469 496 507 145 203 23 241 - 2 O
DFUCh-P4CIM | 298 4.07 460 488 497 109 162 19 199 - 2 0
DFUCh'P4C2m)n( 290 4.06 467 490 5.00 1.16 177 2 2.1 - 20

ANEXO 1 (Continuacién)

Tabla A4. Efecto post antibiético de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 frente a ERV 828 clinico.

Log UFC Diferencia de Log Parametros

Tiempo (horas) 0 1 2 3 4 10 20 30 40 C T PAE
Control | 3.26 3.37 367 452 481 011 041 126 155 3 - -
DFUCh-O5CIM | 3.19 3.36 3.63 452 466 017 044 133 147 - 3 0
DFUCh-OSCZI“)n( 3.08 310 339 437 443 002 031 129 135 - 3 O
DFUCh-P4CIM | 3.19 3.32 363 453 455 013 044 134 136 - 3 0
DFUCh'P4C2m)n( 310 317 341 434 443 007 031 124 133 - 3 O
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ANEXO 2

VALIDACION METODO PAMPA: DETERMINACION DE LA PERMEABILIAD
PASIVA DEL TIOPENTAL SODICO

Se realiz6é un control utilizando tiopental s6dico como control positivo, en el

siguiente grafico se muestran los resultados obtenidos:

Absorbancia de tiopental sodico

1,4
1,2 A
1,0 A
0,8 A
0,6
0,4
0,2 A

0,0 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Concentacion (pug/mL)

Absorbancia

y =0.0327x - 0.0062
R?=0.9998

Figura A1. Curva de calibracion para tiopental sédico. (n=4).

Se llevé a cabo el PAMPA para la determinacion de la permeabilidad de
tiopental sodico, al cabo de dos horas se tomaron muestras y con los valores de
concentracion obtenidos mediante la interpolacion de las absorbancias obtenidas
en la curva de calibracion, se procedi6 a calcular el porcentaje de farmaco en cada

compartimiento mediante la siguiente ecuacion:

%P=§X100

Donde:
%P = Porcentaje de permeabilidad.
A = Concentracion (ug/mL) del compartimiento aceptor a tiempo t.
D = Concentracion (ug/mL) del compartimiento donor a tiempo cero.
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Los resultados obtenidos se muestran a continuacion:

ANEXO 2 (Continuacién)

Tabla A5. Absorbancias, concentraciones y porcentaje de permeabilidad para tiopental sédico.
Compuesto Abs. t, Abs. t; Conc. aty Conc. at; %PP

tiopental 0.67+0.02 0.09+0.004  20.30+1.59  3.37%0.21 19.59+0.29

%, Porcentaje de permeabilidad pasiva. (n=4).

En base a los resultados (Tabla A5) obtenidos, el porcentaje de permeabilidad para
el tiopental sodico fue de 20 %, esto coincide con datos encontrados en bibliografia
que muestran un porcentaje de permeabilidad cercano a 20 %, el cual fue
determinado mediante PAMPA [120].
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ANEXO 3

VALIDACION METODOIDIALISIS AL EQUILIBRIO: DETERIV!INACI()N DEL
PORCENTAJE DE UNION A ALBUMINA DEL ACIDO SALICILICO.

Para la cuantificacion de este compuesto se debe realizar una reaccion
colorimétrica, que consiste en la complejacion entre el acido salicilico con nitrato
férrico nonahidratado (Figura A6 ) que produce un color violeta oscuro en forma
inmediata, y que es medido a 534 nm [121].

oH o

+ Fe(NO;:;*9H0 ———
OH
OH OH

Figura A6 . Fundamento de la reaccion para la cuantlflcaC|on colorimétrica del acido
salicilico.

Primero se procedio a preparar la curva de calibracion del acido salicilico (Figura
A7).

Absorbancia de acido salicilico

0,30
0,25 A

0,20 ~

Absorbancia

0,15 ~

0,10 y =0.001x - 0.0479

R?=0.9992

0,05 A

0,00 T T T T
70 120 170 220 270 320

Concentracion (ug/mL)

Figura A7. Curva de calibracion para acido salicilico. (n=3)
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ANEXO 3 (Continuacién)

A continuacion, se muestra el perfil de concentraciones obtenido del acido
salicilico (Figura A8).

Concentracion de acido salicilico

350

300
250 T
200
150

100

Concentracion (pg/mL)

50

0 50 100 150 200 250 300

Tiempo (minutos)

Figura A8. Curva concentracion versus tiempo para acido salicilico en el ensayo de dialisis al
equilibrio. (n=3)

Para el calculo del porcentaje de unién a albumina se consideraron los
ultimos tres valores de concentracion en el equilibrio, y mediante las siguientes
ecuaciones se procedio al calculo:

F,= Fr —F,
Dénde:
Fy = masa (mg) de compuesto unido a albumina.
Fr = masa (mg) de compuesto total.

F;, = masa (mg) de compuesto libre.

F
% F, = <F—U)x 100
T

Los datos (Tabla A6), corresponden al calculo del porcentaje de unién a albumina
obtenidos para acido salicilico.
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ANEXO 3 (Continuacién)

Tabla A6. Resumen de datos para el calculo del porcentaje de union a albumina de acido
salicilico (n=3)

Farmaco total (mg) 12,05
Fraccién libre (mg) 6,24
Fraccién unida (mg) 5,73

% uniéon a albumina 48,15+2,13

Mediante el ensayo de dialisis al equilibrio se pudo determinar que el acido salicilico
presentod un 48.1 % de union a albumina, esto coincide con datos encontrados en
bibliografia que muestran un porcentaje de union a albumina del 46 %, el cual fue

determinado mediante el ensayo de dialisis al equilibrio [122].
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ANEXO 4

DETERMINAR EL iNDICE DE MUTACIONES ESPONTANEAS DE S. AUREUS
MULTIRRESISTENTES FRENTE A UNA EXPOSICION AGUDA A DFUCh-O5 y
DFUCh-P4.

Preparacion de las placas: Se realizé en primer lugar la preparacion de las placas
MHA con los compuestos a distintas concentraciones, para esto se mezclaron 20mL
de MHA mas cada compuesto: para DFUCH-O5 a concentraciones de 1xCIM,
2xCIM, 4xCIM, 8xCIM y 16xCIM; para DFUCH-P4 a concentraciones de 7xCIM,
¥2xCIM, 1xCIM, 2xCIM, 4xCIM y 8xCIM; para Vancomicina a concentraciones de
YaxCIM, 72xCIM, 1xCIM, 2xCIM y 4xCIM. Ya preparadas las placas, lo siguiente fue
la preparacion del indculo inicial de las cepas S. aureus ATCC®29213 y SARM 178
. Para esto se suspendio en un tubo de ensayo con agua estéril las bacterias de la
cepa y el aislamiento clinico usadas hasta obtener una turbidez de 0.5 McFarland
para ambas bacterias. De esta suspension se agregaron 50uL en todas las placas
preparadas para los compuestos en estudio, ademas se cultivdé una placa control
que solo contiene MHA y la suspensién bacteriana para verificar que las bacterias

crecen bajo las condiciones usadas en las otras placas.

Ensayo de homogeneidad para el indculo inicial: antes de la preparacion del
inoculo inicial, se determind la homogeneidad en la distribucién de las colonias
bacterianas. Para esto se dividieron tres cuadrantes, denominados como SA1, SA2
y SA3, en la placa de agar sangre donde se cultivd la cepa de S. aureus
ATCC®29213. A un grupo de colonias pertenecientes a cada uno de los cuadrantes
se les determind la CIM siguiendo los protocolos del CLSI [65]. Los resultados son
presentados en la Figura A9 y muestran valores de CIM idénticas para los tres
compuestos utilizados en los tres cuadrantes, o que nos indica que existe
homogeneidad entre las colonias bacterianas y, por ende, se puede preparar el

inéculo inicial tomando colonias bacterianas desde cualquier zona de la placa.

125



ANEXO 4 (Continuacién)

Tabla A7. Resultados de la distribucion de las colonias bacterianas de S. aureus ATCC®29213
en la placa de agar sangre.

Cepa bacteriana SAMS ATCC®29213
Cuadrante SA1 SA2 SA3
CIM obtenida por el DFUCH-05 4 4 4
método de microdiluciéon DFUCH-P4 4 4 4
(ng/mL) Vancomicina 0.5 0.5 0.5

Ensayo de homogeneidad: una vez cultivadas las placas con la cepa bacteriana,
se dejaron por 24h en la estufa a 37°C. De las 5 placas para cada compuesto a
distintas concentraciones, solo se utilizaron las placas donde hubo crecimiento. Al
momento de extraer una muestra desde una determinada zona de la placa MHA
cultivada, se verifico si la muestra tomada de distintas zonas de la placa nos brinda
el mismo valor en el ensayo de microdilucion. Para esto, cada placa cultivada fue
dividida en cuatro cuadrantes (ver Figura A9) y se realizé el ensayo de microdilucion
para cada cuadrante de todas las placas con crecimiento bacteriano. Los resultados
del control estan expresados en la Tabla 2 e indicaron que las colonias obtenidas
de distintos cuadrantes mostraron los mismos valores de CIM, en por lo menos 3 de
los 4 cuadrantes.

Figura A9. Distribucién de los cuadrantes en las placas donde hubo crecimiento en el ensayo de
incidencia de mutaciones para los compuestos DFUCH-O5 y DFUCH-P4.
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ANEXO 4 (Continuacién)

Tabla A8. Resultados del ensayo de microdilucién de colonias de S. aureus crecidas en 4 cuadrantes en placas
con diferentes concentraciones de los compuestos DFUCH-O5 y DFUCH-P4.

DFUCH-O5 | DFUCH-O5 | DFUCH-P4 | DFUCH-P4 DFUCH-P4
PLACAS EXPUESTAS A: 2ug/mL apg/mlL 8pg/MI apg/mlL 2ug/mL
Cuadrante | Compuesto

DFUCH-05 8 8 8 8 8

1 DFUCH-P4 >32 >32 >32 >32 >32
Vancomicina 0.5 1 1 1 1

DFUCH-05 8 8 8 8 8

2 DFUCH-P4 >32 >32 >32 >32 >32
Vancomicina 1 1 1 1 1

DFUCH-05 8 16 16 8 8

3 DFUCH-P4 >32 >32 >32 >32 >32
Vancomicina 1 1 1 1 1

DFUCH-05 8 8 8 >32 16

4 DFUCH-P4 >32 >32 >32 >32 >32
Vancomicina 1 1 1 1 1
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ANEXO 5
Estudios de DOCKING, albumina humana versus DFUCH-O5 y DFUCH-P4.

Figura A11. Interacciones de DFUCh-O5 en el sitio | de albumina humana (PDB N°: 2BX8).
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