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GLOSARIO

Abidtico: medio que no permite que haya vida.

Aislamiento clinico: corresponde a una bacteria no caracterizada, de la cual no se tienen datos
sobre su fenotipo.

Bactericida: sustancia que destruye bacterias.

Bacteriostatico: efecto que impide reproduccién de bacterias; envejecen y mueren sin dejar
descendencia.

Biogénicos: sustancias o elementos que son necesarios para originar la vida, constituyen la
materia viva.

Bidtico: medio que permite la vida.

Catéter: un dispositivo con forma de tubo estrecho y alargado que puede ser introducido
dentro de un tejido o vena.

Cepa ATCC: bacteria totalmente caracterizada, de la cual se conoce casi todo su fenotipo.
Fosforilacion oxidativa: proceso metabdlico que produce adenosina trifosfato (ATP).

Lisis bacteriana: proceso de ruptura de la membrana celular que produce la salida de material
intracelular.

Mc Farland: unidad de medida usada en bacteriologia con el fin de poder determinar la
turbidez o las unidades formadoras de colonias (UFC).

Morbilidad: cantidad de personas que enferman en un lugar y un periodo de tiempo
determinados en relacidn con el total de la poblacion.

Neutropenia: es la disminuciéon aguda o crénica de granulocitos de la sangre, condicion
anormal de la sangre que puede predisponer al cuerpo humano a contraer infecciones, también
conocida como granulocitopenia.

Nosocomiales: se refiere a infecciones contraidas durante la estancia en un medio hospitalario.

Patégeno: que causa o produce enfermedad.
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ABREVIATURAS

Bacterias

ESV: Enterococcus faecalis sensible a vancomicina.
ERV: Enterococcus faecium resistente a vancomicina.
SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
SASM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina.
SARV: Staphylococcus aureus resistente a vancomicina.

VISA: Staphylococcus aureus resistencia intermedia a vancomicina (del inglés vancomycin
intermedia Staphylococcus aureus).

Instituciones

CLSI: instituto de estandares clinicos y de laboratorio (del inglés Clinical & Laboratory
Standards Institute).

FDA (Food and Drug Administration): agencia del gobierno de los Estados Unidos responsable
de la regulacién de alimentos, medicamentos, cosméticos, aparatos médicos, productos
bioldgicos y derivados sanguineos.

ISP: Instituto de salud publica.
OMS: organizacion mundial de salud.

NNIS: sistema nacional de vigilancia de infecciones nosocomiales (del inglés National
Nosocomial Infectitos Surveillance).

GCRB: grupo colaborativo de resistencia bacteriana.

EARS: sistema de vigilancia de resistencia antimicrobiana Europeo (EARS, del inglés European
Antimicrobial Resistance Survillance).

Unidades
mL: mililitro.
nm: nanémetro.

rpm: revoluciones por minuto.
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UFC: unidades formadoras de colonia.

Mg: microgramos.

Otras

ATCC: american type culture collection.

CIM: concentracion inhibitoria minima.

CBM: concentracidon bactericida minima.

MDR: resistencia multiple a farmacos (del inglés Multiple Drug Resistance).

NEMs: nuevas entidades moleculares que corresponden a nuevas sustancias quimicas
biolédgicamente activas.

PAE: efecto post antibiético (del inglés post antibiotic effect)

RAM: reaccion adversa a medicamentos, cualquier respuesta a un medicamento que sea nociva
y no intencionada, y que tenga lugar a dosis que se apliquen normalmente en el ser humano.

SH: suero humano.
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RESUMEN

La introduccién de los antibacterianos en la practica clinica constituye uno de los avances mas
grandes en la medicina moderna, ya que permitié el control de las enfermedades infecciosas
gue hasta ese momento eran intratables. Sin embargo, una amenaza creciente disminuye la
eficacia de estos farmacos: la resistencia bacteriana frente los antibacterianos, es la capacidad
de una bacteria para sobrevivir en concentraciones de antibacterianos que inhiben o matan a
otras de la misma especie. Frente esta problematica, varias organizaciones internacionales
entre ellas la organizacion mundial de la salud (OMS) han promovido el desarrollo de nuevos y
mejores antibacterianos, enfatizando que si la problematica continua en aumento, la
humanidad se quedara sin farmacos para combatir las infecciones bacterianas. En base a los
antecedentes, en este trabajo se caracterizardn dos compuestos arilmercaptoquinonicos,
diseflados a partir de la estructura de la ubiquinona, buscando intervenir en la cadena
transportadora de electrones, componente esencial del metabolismo bacteriano. En estudios
previos se demostré que los derivados tienen una potente actividad antibacteriana sobre cepas
Gram positivas, ahora es necesario determinar la actividad antibacteriana sobre una poblacion
heterogénea de aislamientos clinicos multirresistentes, mediante la determinaciéon de la
concentracion inhibitoria minima (CIM) de cada aislamiento y con esto el calculé de parametros
estadisticos como la CIMsg y CIMgo. También se determind la concentracién bactericida minima
(CBM) para poder establecer el modo de accién de los compuestos a través del cédlculo de la
relacion CBM/CIM. Por otro parte, se determind la CIM en presencia de suero humano vy
albumina, ademas del porcentaje de unién a estd, para evaluar la actividad de los compuestos
en un entorno fisioldgico y como se ve influenciada por la presencia de proteinas plasmaticas.
Paralelamente, se evalud el efecto post antibiético (PAE) de los compuestos, el cual los
clasificara en farmacos tiempo-dependiente o concentracidon-dependiente, y por ultimo se
evalud su actividad en asociacion a antibacterianos de uso clinico como lo son vancomicina y
linezolid.
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SUMMARY

The introduction of antibacterial agents in clinical practice is one of the greatest advances in
modern medicine, as it allowed the control of infectious diseases that were hitherto
untreatable. However, an increasing threat decreases the effectiveness of these drugs: bacterial
resistance antibacterials, is the ability of bacteria to survive in concentrations of antibacterials
that inhibit or kill other of the same species. Faced this problem, several international
organizations including the World Health Organization (WHO) have promoted the development
of new and better antibacterial, stressing that if the problem continues increasing, humanity
was left without drugs to fight bacterial infections. Based on the background, in this paper two
arilmercaptoquinonicos compounds, designed from the structure will be characterized
ubiquinone, seeking to intervene in the electron transport chain, an essential component of
bacterial metabolism. Previous studies demonstrated that derivatives have potent antibacterial
activity against Gram positive strains, it is now necessary to determine the antibacterial activity
of a heterogeneous population of multiresistant clinical isolates, by determining (MIC)
minimum inhibitory concentration of each isolate and this calculating statistical parameters
such as MIC50 and MIC90. minimum bactericidal concentration (MBC) was also determined in
order to establish the mode of action of the compounds by calculating CBM / CIM relationship.
On the other hand, the MIC was determined in presence of human serum albumin and also the
percentage binding is to evaluate the activity of the compounds in a physiological environment
and as influenced by the presence of plasma proteins. In parallel, the post antibiotic (PAE) of
the compounds, which classified in drugs time-dependent or concentration-dependent, and
finally its activity was evaluated in association antibacterials clinical use such as vancomycin and
linezolid was evaluated.
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.  INTRODUCCION

A través de la historia muchas teorias han intentado explicar el origen de las enfermedades
infecciosas, hasta que en 1859 Louis Pasteur sentd las bases de la "Teoria microbiana de la
enfermedad", que explicaba que sustancias biogénicas podrian ser patogénicas para el ser
humano, lo cual permitié dilucidar la causa verdadera de las patologias que afectaban a la
poblacion.(1)

En 1889 Rudolf Emmerich y Oscar Loew centraron sus esfuerzos en la busqueda de un
antibacteriano. Estudiaron un pigmento producido por la Piocianasa, y demostraron que este
pigmento no solo inhibia el crecimiento, si no que destruia las bacterias patdgenas, sin
embargo, era muy téxico para los humanos.(2)

En 1928 se descubrid el primer antibacteriano de uso clinico, la penicilina, que dio inicio a la era
de los agentes antimicrobianos.(3) Este farmaco proviene originalmente de un hongo llamado
Penicillium Notatum (4) y tiene la capacidad de provocar la ruptura de las membranas celulares
de cepas de Staphylococcus aureus induciendo su lisis. Este hallazgo le otorgd a Alexander
Fleming en 1942, el premio Nobel en Medicina.(5)

El desarrollo de nuevos antibidticos fue en aumento y con el pasar de los afios, se posibilitd el
tratamiento de una multitud de enfermedades infecciosas, salvando la vida de millones de
pacientes.

A lo largo del ultimo siglo se han descubierto o sintetizado 18 clases o tipos de antibidticos, tal y
como se muestra en la Figura 1.
Glicopéptidos
Cicloserina | Polipéptidos
Macrdlidos Rifampicina

Lincosamidas
Mitroimidazoles

Tetraciclinas Estreptograminas
Cloramfenicol Quinolonas
Aminoglucdsidos Oxazolidinonas
Betalactamicos ) ) ) o
Trimetoprima Lipopéptidos
Sulfonamidas Mupirocina
1930 1540 1550 1960 18970 1980 1990 2000 2010

Figura 1: Cronologia de introduccidn de familias de antibacterianos al mercado.

18


http://es.wikipedia.org/wiki/Anexo:Clases_de_antibi%C3%B3ticos

La mayoria de estas familias se describieron antes de 1970, y desde entonces Unicamente se
han introducido al arsenal terapéutico otras 4 clases. Al analizar la aprobacién de antibidticos
en las Ultimas décadas, se puede observar una drdstica disminucidon del nimero de estos
farmacos que han ido incorporandose a la practica clinica, hasta llegar a la nula introduccion de
nuevos antibidticos en los ultimos afos. Figura 2.

14
12
10 -
I l . .

1983-1987 1988-1992 1993-1997 1998-2002 2003-2007 2008-2012 2013-2016

=

.

Nuevos antibiéticos aprobados

-

N

Anos

Figura 2: Antimicrobianos aprobados por la FDA entre 1983-2016, Adaptado de: ANTIBIOTIC RESISTANCE THREATS
in the United States — 2013;*Dato extraido desde la Agencia de Evaluacion de Tecnologias Sanitarias de Andalucia
(AETSA), (2015), correspondiente a la introduccion de dalbavancina(6).

A raiz del gran avance que representd la introduccidon de los farmacos antibacterianos a la
medicina moderna, estos se han usado de forma excesiva, incontrolada y errénea, tanto por la
automedicacién, como por una inapropiada prescripcion.(7)

De forma paralela, los avances tecnoldgicos en la industria alimentaria, han producido grandes
cambios en la forma de producir alimentos, conservados y procesados.(8) Se han utilizado
antibacterianos con el fin de promover el crecimiento de animales y como profilacticos en
situaciones que no ameritan su uso. Por otro lado, los viajes intercontinentales han permitido el
contacto de diferentes cepas bacterianas con la consecuente transmision de material
genético.(8)

Como resultado de estas acciones se acelerd la aparicién del fendmeno de resistencia a los
antibacterianos, permitiendo que comenzara paulatinamente a perderse la efectividad de los
antibidticos y con ello aumentando el riesgo de infecciones con patdégenos multirresistentes.

De los mecanismos de resistencia a antibacterianos mas conocidos se encuentran:
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1. Produccion de enzimas hidroliticas, por ejemplo, las B-lactamasas que hidrolizan al
anillo B-lactamico de las penicilinas y cefalosporinas, modificando su estructura, lo cual
conlleva a una pérdida de su actividad antibacteriana.(9, 10)

2. Expresion de bombas de eflujo, que corresponden a proteinas localizadas en la pared y
membrana bacteriana, donde actian eliminando el antibiético del medio intracelular,
con el fin de disminuir la concentracion del farmaco que podria causar dafio al
microorganismo, este mecanismo afecta por ejemplo a macrdlidos.(9, 10)

3. Modificacidn del sitio de accidn, los microorganismos son capaces de modificar el sitio
de accion de los antibidticos sin perder su funcionalidad, evitando que estos puedan
ejercer su accion, por ejemplo las tetraciclinas.(9, 10)

Frente a este escenario, los laboratorios comenzaron a trabajar en el desarrollo de antibiéticos
gue evadieran los mecanismos de resistencia. Un primer esfuerzo fue disefiar un farmaco que
evite la accién de B-lactamasas, esta busqueda dio por resultado la meticilina, que fue
introducida en el mercado en 1960. Un aifo mas tarde se informa en Inglaterra sobre la
apariciéon de cepas de S. aureus resistentes a meticilina y con el paso del tiempo aparecieron
mas reportes de resistencia, para cada una de las familias de antimicrobianos como se muestra
en la Figura 3.
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Introduccion de antibacterianos al mercado
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Figura 3: Cronologia de introduccién de familias de antibacterianos al mercado y aparicidn de la resistencia.
Adaptado de: Chatsworth, A. E., Pierson, E., & Hung, D. T. (2007). Targeting virulence: a new paradigm for
Antimicrobial therapy. Nat Chembiol, 3(9), 541-548.

La resistencia bacteriana no solo repercute en la salud de las personas, sino que trae consigo el
aumento en los costos sanitarios, y de atencién médica, debido a que se necesitan
medicamentos mas caros y un tiempo de hospitalizacidon mas prolongado. En los Estados
Unidos el gasto total anual en los tratamientos antibacterianos ha alcanzado cifras por sobre los
20 mil millones de ddlares.(11)

En Europa, a pesar de los avances tecnoldgicos, las bacteriemias, que corresponden a la
presencia de bacterias en la sangre siguen ocasionando 150.000 muertes al afio,
considerandola como una de las causas mas importantes de morbilidad y mortalidad. Alrededor
de 2.000.000 de personas son diagnosticadas con infecciones bacterianas en los hospitales de
los EE.UU cada afio, aproximadamente el 70 % de esas infecciones son resistentes a al menos a
una familia de antibiéticos, lo que genera un total de 210.000 fallecimientos.(11-15)

La Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas ha sefialado que las bacterias que causan
infecciones nosocomiales con mayor frecuencia en los Estados Unidos(16) son: Enterococcus
faecium, S. aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
y especies de Enterobacterias, a este grupo de bacterias se les denomina: "ESKAPE". Dentro de
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estas destacan por su alta prevalencia Staphylococcus aureus resistente a meticilina vy
Enterococcus faecium resistente a vancomicina.

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)

El primer aislamiento de SARM fue descrito en Inglaterra en 1961, este patégeno corresponde a
un coco 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 patogenicidad y se asocia a patologias con alto indice de mortalidad.(11)

Del afio 1990 al 2002 los aislamientos de SARM aumentaron su prevalencia de un 2 a un 43
%.(17) Dentro de este periodo, en Japdn se describe el primer aislamiento de SARM con
resistencia intermedia a vancomicina (VISA), siendo este antibiético empleado como ultima
alternativa terapéutica.(17) En Taiwdn mediante un estudio epidemiolégico, se reportd que la
prevalencia de VISA era sdlo del 0.7 % en el 2003, luego la tasa de prevalencia fue del 4.2 % en
el 2009. Sin embargo, durante los anos 2012 y 2013, los datos obtenidos muestran que la
prevalencia de VISA entre los aislados de SARM de sitios estériles se elevé al 10 %. Hoy la
prevalencia de VISA esta en aumento, por lo que el impacto clinico serd cada vez mayor.(18)

El Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales en EE.UU (NNIS), determind que
la prevalencia de cepas SARM en pacientes hospitalizados en el 2004 llego 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 afio 2002 aparece en Estados Unidos el primer S.
aureus resistente a vancomicina (SARV).(17) 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 EE.UU provenian de aislamientos de
la piel y tejidos blandos. En este mismo ano la OMS emitié 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 eleccién para el tratamiento de infecciones de gravedad causadas por
S. aureus.(19)

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 hemodidlisis.(20) En
la actualidad, del total de bacteriemias nosocomiales, se calcula que entre un 15 % a un 30 %
tienen relacién con el uso de dispositivos intravenosos. En determinadas unidades de
hospitalizacién, como las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), este tipo de infeccion se ha
relacionado con una elevada morbilidad, mortalidad y gasto sanitario.(21)

22



En Chile, el GCRB reporté la susceptibilidad in vitro acumulada al afio 2012 de 28 hospitales
complejos, indicando que la resistencia de SARM alcanza un 50 %. En el afio 2012 el Complejo
Asistencial Barros Luco Trudeau, llevd a cabo un estudio sobre la incidencia y mortalidad por
bacteriemias, el resultado arrojo que la mortalidad por bacteriemias adquiridas en la
comunidad es del 10 al 13 % y nosocomial del 23 al 30 %.(15) Los antibidticos utilizados para
tratar infecciones por S. aureus multirresistentes incluyen a vancomicina, linezolid vy
daptomicina.(22) Cifuentes y colaboradores informan un 100 % de susceptibilidad a
vancomicina en aislamientos del 2012;(23) sin embargo, ya en el afio 2015 la Revista Chilena de
Infectologia en una de sus publicaciones dio a conocer un aislamiento con resistencia
intermedia a vancomicina (VISA), el estudio caracterizé la cepa mediante el uso de microscopia
electrénica observando engrosamiento de la pared bacteriana.(24)

Este aumento de la resistencia en S. aureus se debe principalmente a tratamientos duraderos
con vancomicina, infecciones que deben ser tratadas mediante uso de catéteres vasculares, de
hecho, el aislamiento publicado por la Revista Chilena de Infectologia fue encontrado en un
paciente con catéter venoso central permanente para didlisis y administracion de farmacos.
Ademas de estas practicas se debe mencionar que en el 2002 se demostré el traspaso de genes
VanA (que produce resistencia a vancomicina y teicoplanina), y el VanB (resistente solo a
vancomicina) in vivo de Enterococcus spp. a S. aureus, confiriéndole resistencia a
vancomicina.(19, 25)

Enterococcus spp.

Este patédgeno es una bacteria Gram positiva, catalasa negativa, no formadora de esporas y
anaerobio facultativo, que es responsable de infecciones del tracto urinario, infecciones
intraabdominales y pélvicas entre otras. Fue descrito en 1986 en Francia e Inglaterra y un afio
después en los Estados Unidos se reporta el primer caso de Enterococcus faecium resistente a
vancomicina (ERV).(26)

El uso de antibidticos en la ganaderia como factor de crecimiento, promovid la aparicidon de ERV
en vacas, ovejas, cerdos, caballos, gallinas, entre otros animales, destinados al consumo
humano, facilitando su transmisién desde los animales a la comunidad.(26)

En el afio 2008 el sistema de vigilancia Europeo (EARS), reportd 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 ERV 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 del 2010 se detectaron aislamientos resistentes a estos farmacos. La
prevalencia de las infecciones intrahospitalarias por Enterococcus spp. aumentd en los ultimos
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anos, lo que se relaciona con la resistencia intrinseca a cefalosporinas y aminoglucésidos, y a
una resistencia adquirida a vancomicina.(26)

Entre los afios 1996 y 2010 se estudiaron 1873 aislamientos de Enterococcus spp. 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 E. faecalis y
E. faecium, respectivamente. En el periodo estudiado las infecciones por Enterococcus spp.
representaron entre el 8 % y el 10 % del total de las infecciones nosocomiales. La prevalencia
de E. faecium aumentd de un 1.5 % en el afio 1996 a un 4 % en 2010. El primer aislamiento
resistente a vancomicina se detectd en el afo 1998 y correspondid a un E. faecium y en el afio
2004 se hallé en E. faecalis. Actualmente mas del 70 % de los aislamientos de E. faecium son
resistentes a vancomicina en Argentina.(2)

En un estudio de susceptibilidad realizado en Chile en el 2012, se informd que de un total de
1712 aislamientos clinicos de E. faecium en poblacién adulta, el 76 % presentd resistencia a
vancomicina, y en el 2014 esta se acrecentd hasta llegar al 100 %. Esta resistencia es producto
de genes que codifican un precursor alternativo de la pared celular, este precursor 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 se clasifican en funcién de los
fenotipos que presentan, si bien se han descrito muchos tipos de grupos de genes van, los dos
fenotipos mas frecuentes son el VanA y el VanB, diferenciadas entre si en funcién del nivel de
resistencia a vancomicina, susceptibilidad a teicoplanina y capacidad de induccién de la
resistencia tras exposicién a vancomicina.(19, 28) El subtipo de Enterococcus spp. que presenta
la resistencia suele ser mayoritariamente Enterococcus 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.(28) Por otro lado, un factor que contribuye a la
resistencia antibidtica, es la capacidad de Enterococcus spp. de generar biofilms, esto consiste
en una poblaciéon de células unidas de forma irreversible en varias superficies bidticas y
abidticas,(29) la formacién de la biopelicula proporciona a los Enterococcus spp. resistencia a
los antibidticos. En un estudio realizado el 2015, se pudo evidenciar que los biofilms con mas de
120 horas de incubacién (denominados maduros), sélo podrian ser erradicados con
concentraciones toxicas.(30) Se ha demostrado que las infecciones en donde se generan biofilm
maduros disminuye el éxito del tratamiento antibiético.(30)

Escenario actual

Las infecciones por bacterias multirresistentes no solo se sitlan como un problema de salud
publica, sino que presentan implicancias a la seguridad nacional y global por las altas tasas de
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morbilidad y mortalidad que generan. Diversas instituciones han identificado que la resistencia
a los antibidticos y la escasez de estos, es una de las amenazas mas significativas para la salud
publica mundial.(31) Cabe entonces preguntarse, si el fendmeno de la resistencia se estd
extendiendo mds rapidamente que la introduccion de nuevos antibidticos al arsenal
terapéutico. Al observar los programas de desarrollo de farmacos de las 15 compafiias
farmacéuticas y de las 7 companiias de biotecnologia mds importantes del mundo, se observa
gue de un total de 225 nuevas entidades moleculares (NEMs) aprobadas por la FDA (desde
enero de 1998 hasta diciembre de 2002), 7 (3 %) correspondieron a nuevos agentes
antimicrobianos. Luego se desarrollaron otros antibidticos, que presentaban modificaciones de
los farmacos ya existentes, como por ejemplo, tigeciclina en el 2006 (tetraciclina), ceftobiprol
en el afo 2009 y ceftarolina en el afio 2011 (cefalosporinas), dalbavancina en el afio 2014 y
telavancina 2008 (glucopéptidos). Todos estos farmacos no constituyen NEMs.(6, 32)
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Figura 4. Modificaciones estructurales a antibidticos ya existentes.

Solo linezolid en el 2000 y daptomicina en el 2003, poseian nuevos mecanismos de accion.(33,
34)

En febrero de 2015 se aprobd ceftazidima/avibactam, asociacidon de un antibidtico que es una
cefalosporina de 32 generacién y un inhibidor de la 8-lactamasa.(35) A pesar de que esta
asociacién de farmacos puede atacar bacterias multirresistentes, avibactam no es capaz de
inhibir las clases B y D de B-lactamasas, para las cuales actualmente no existen compuestos que
permitan inhibir su accién.(36)

El desarrollo de nuevos antibidticos se ha estancado en las ultimas décadas, mientras que la
resistencia a los medicamentos sigue avanzando y se ha convertido en una amenaza cada vez
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mas grave para la salud humana. Estos antecedentes presentados, muestran que se debe
cambiar la estrategia de busqueda de nuevos farmacos antibacterianos, los esfuerzos se deben
enfocar en desarrollar compuestos antibacterianos que ataquen nuevos blancos. Un nuevo
mecanismo de accién que sea eficaz contra aislamientos multirresistentes, debe reunir ciertas
caracteristicas fundamentales, tales como: 1) que estructuralmente sean altamente
conservados en el tiempo, 2) que estén presentes en un amplio espectro de bacterias de
importancia clinica; y 3) que sean esenciales para la sobrevida bacteriana.(37) Una forma de
evitar la aparicion de resistencia bacteriana es usar como blanco una molécula pequefia, ya que
tienen menor potencial de mutacion.(38) Un ejemplo es el compuesto teixobactina que
bloquea la accién del lipido Il, inhibiendo |a sintesis de la pared bacteriana. La teixobactina ha

demostrado tener menor potencial de desarrollo de resistencias.(39)

Nuestro laboratorio ha disefiado compuestos que buscan intervenir en la funcién de la
ubiquinona, una molécula pequefia, involucrada en el transporte de electrones entre los
complejos | y lll y del Il al 1l de la cadena transportadora de electrones, maquinaria energética
esencial para la sobrevida bacteriana, a la fecha se han obtenido compuestos
arilmercaptoquindnicos disefiados a partir de la estructura de la ubiquinona, pero con
modificaciones estructurales que permiten modular caracteristicas fisicoquimicas como la
lipdfila y la electrofilia, los compuestos han demostrado tener una potente actividad sobre
bacterias Gram (+). Estudios anteriores han demostrado que la actividad se correlaciona con
pardmetros electroquimicos como el potencial de onda medio y la lipdfila de los derivados.
Dentro de una serie de 32 compuestos, destacan 2 en particular DFUCh-O5 y DFUCh-P4 (Figura

5) debido a las bajas CIM exhibidas en bacterias Gram (+).
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Figura 5: Estructura de la ubiquinona y los compuestos DFUCh-P4 y DFUCh-O5.
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Para avanzar a estudios in vivo es necesario que las moléculas cumplan ciertas propiedades, es
por ello que en el presente trabajo se propone evaluar algunas caracteristicas relevantes que
todo compuesto con potencial antibacteriano debe poseer. Se buscara caracterizar la actividad
antibacteriana de ambos compuestos frente aislamientos clinicos SARM y ERV (Figura 6)
multirresistentes provenientes de diferentes centros hospitalarios (ANEXO A).

Se entenderd por S. aureus multirresistentes aquellas, cepas que muestran un fenotipo
resistente a la meticilina y al menos a otras tres clases adicionales de agentes antibacterianos
(39, 40) y para cepas de Enterococcus spp. multirresistentes, la resistencia multiple a farmacos
(MDR) sera definida como aislamientos que presenten fenotipo resistente a vancomicina y al
menos a otras tres clases adicionales de antibacterianos.(39, 40)

Figura 6: Imagenes de placas agar sangre con bacterias SARM (izquierda) y ERV (derecha).

Considerando lo anteriormente expuesto, la investigacion tendra como finalidad aportar nuevos
datos sobre la actividad antimicrobiana de DFUCh-05 y DFUCh-P4, candidatos a convertirse en
nuevos agentes antibacterianos y dar pie a ensayos in vivo.
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. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 HIPOTESIS

"Los derivados quindnicos DFUCh-O5 y DFUCh-P4: 1) presentan una actividad
bactericida, 2) disminuye en presencia de proteinas plasmaticas debido a su alto porcentaje de
unién a albdmina, 3) poseen efecto post antibidtico sobre aislamientos clinicos de
Staphylococcus aureus y Enterococcus spp. Multirresistentes, provenientes de diferentes
centros hospitalarios de Chile. Ademas, 4) los compuestos presentan capacidad para atravesar
pasivamente una monocapa lipidica".
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2.2 OBJETIVO GENERAL

Evaluar in vitro las propiedades farmacodinamicas y antibacterianas de los derivados
qguindnicos DFUCh-05 y DFUCh-P4 sobre aislamientos clinicos multirresistentes provenientes de
diferentes centros hospitalarios de Chile.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la CIMso y CIMgo de aislamientos clinicos de S. aureus y Enterococcus spp.
multirresistentes, frente a DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

2. Determinar la CBMsoy CBMgo de aislamientos clinicos de S. aureus y Enterococcus
spp.multirresistentes, frente a DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

3. Evaluar la influencia de albumina y de suero humano en la actividad antibacteriana de
DFUCh-O5 y DFUCh-P4, sobre cepas de S. aureus y Enterococcus spp. sensibles y
multirresistentes.

4. Determinar el porcentaje de unién a albumina de los derivados quindnicos DFUCh-05 vy
DFUCh-P4.

5. Determinar el efecto post antibidético de DFUCh-O5 y DFUCh-P4, sobre aislamientos
clinicos de S. aureus y Enterococcus spp. multirresistentes.

6. Evaluar la capacidad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 para atravesar pasivamente una
monocapa lipidica.

7. Evaluar el efecto antibacteriano de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 en coadministracién con

linezolid y vancomicina, frente a aislamientos clinicos S. aureus y Enterococcus spp.
multirresistentes.
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. MATERIALES Y METODOS

1. Cepas: Se utilizaron las cepas de coleccion recomendadas por el CLSI (Clinical &
Laboratory Standards Institute)(41), E. faecalis ATCCO 29212, S. aureus ATCCO 29213 y S.
aureus resistente a meticilina ATCCO 43300.

2. Aislamientos clinicos: se incluyeron 89 aislamientos clinicos de cocaceas Gram positivas
aislados de distintos centros hospitalarios chilenos de durante el afio 2014. Todas la cepas
fueron proporcionadas por el Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) a través de un convenio
de colaboracidon (N° 156-2014). Los aislamientos utilizados fueron S. aureus (45 cepas) y
Enterococcus spp. (44 cepas) que cumplieran con un perfil de multirresistencia definido por
aquellos aislamientos que presentaran resistencia a meticilina y al menos a otras tres familias
adicionales de agentes antibacterianos para el caso de S. aureus (40) y que presentaran
resistencia a meticilina y al menos a otras tres familias adicionales de agentes antibacterianos
para. Los sitios de origen de aislamiento de las especies estudiadas fueron aspirado traqueal,
herida y sangre para S. aureus, en tanto a los sitios para Enterococcus spp. fueron orina, liquido
peritoneal, sangre y herida. Los aislamientos fueron sembrados desde cepario (donde se
conservaban en glicerol (Ensure®, Merck, Darmstadt, Germany Lot N° Z0313094 406) 50% v/v y
caldo de cultivo Brain Heart Infusion (AesLaboratoire, Ker Lann — Bruz, France) a -20°C) en agar
Mueller-Hinton | (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. Lot N°BCBG4771V). Como cepas para control de
calidad se utilizaron Staphylococcus aureus sensible a meticilina ATCCO© 29213, SARM ATCCO
43300 E. faecalis ATCCO 29212.

3. Determinaciéon de CIM, CIMso y ClMgo: La susceptibilidad se determind mediante el
parametro, Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 comparandolos
con vancomicina como control. Esta determinacion se realizd mediante 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.) segin las recomendaciones de
CLSI(41). Para ello se utiliz6 un inéculo bacteriano de 5x10° UFC por pocillo obtenido
previamente desde una suspensidn 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 inspeccidn visual se
determind la CIM de los compuestos, la que correspondid a la menor dilucién en la que no se
observd crecimiento visible. Finalmente se determinaron los pardmetros ClMsy, CIMgo, se
entenderd el valor de la CIMso como la concentracion que abarque al 50 % de los resultados, y
el valor de la CIMgo como la concentracion que incluya al 90 % de los resultados.
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4, Determinacion de la CBM: Para evaluar si los compuestos actian como bactericidas o
bacteriostaticos, se determind la Concentracion Bactericida Minima (CBM), para esto se utilizd
el método de subcultivo en placas de agar Mueller-Hinton | (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. Lot
N°BCBG4771V) luego de Microdilucion de acuerdo a las recomendaciones de la CLSI.(41) Se
realizd el ensayo de susceptibilidad segin lo descrito anteriormente, luego se tomd una
alicuota de 100 uL desde cada uno de los pocillos antes de la dilucién correspondiente a la CIM
incluyéndola y también la dilucion siguiente a la CIM como control de viabilidad bacteriana. Se
traspasaron 100 ulL a una placa de agar Mueller-Hinton y luego se sembré 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 dilucién en la cual se observé un crecimiento menor al
0.01 % de las UFC/mL contenidas en el pocillo. Los compuestos podran ser clasificados como
bactericidas si se cumple el criterio de CBM/CIM es igual o menor a 2 y como bacteriostaticos si
la relacion es mayor a 2 segln Craig et al.(42)

5. Determinacion de CBMsp y CBMgg: se determind la CBM de distintas bacterias en una
misma especie, al igual que el punto 3 se determiné la CIM por el método de microdilucién
descrito por la CLSI (43), y posteriormente se realizaron subcultivos en placas de agar Mueller-
Hinton | (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. Lot N°BCBG4771V), con diluciones que permiten el
conteo de colonias aisladas (30 — 300 UFC), desde los pocillos donde no hubo crecimiento
visible, luego las placas fueron incubadas a 37°C por 24 horas, se entendera el valor de la CBMsg
como la concentracion que abarque al 50 % de los resultados, y el valor de la CIMgo como la
concentracion que abarque al 90 % de los resultados.

6. Determinacion de CIM en presencia de proteinas plasmaticas: Se determiné la CIM en
presencia de albumina (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. Lot N°
SLBJ7867V), y suero humano (Human Serum, Male AB Plasme, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. Lot
N° SLBJ1038V) inactivado utilizando vancomicina como control, mediante el ensayo de
microdilucién segun el protocolo de la CLSI (41), en placas de 96 pocillos de fondo U (Ultra cruz
™ Santa Cruz Biotechnology, inc.), se utilizé una solucidn de albimina bovina (Sigma-Aldrich
Ltda. USA) disuelta en medio Mueller Hinton (Beckton Dickinson, Sparks, USA) a una
concentracion de 40 g/L, simulando condiciones fisioldgicas en caldo Mueller Hinton. Para
determinar la influencia del suero en la actividad se ensayaron los derivados en presencia de
suero humano inactivado por calor a una concentracion final de 10 % en cada pocillo.(39) Los
compuestos se ensayaron a concentraciones de 32 a 0.0625 pg/mL. Se utilizé un inoculo
bacteriano de 5 x 10° UFC por pocillo. Finalmente las placas fueron incubadas a 37 °C por 24
horas.
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7. Determinacion del efecto post antibidtico: Los cultivos bacterianos fueron cultivados
desde congelamiento (-20 °C) y luego subcultivados en agar sangre de cordero, en 3 pasajes,
para que alcancen fase de crecimiento logaritmico, para posteriormente ser expuestos a
distintas concentraciones de DFUCh-O5 y DFUCh-P4, en tubos de ensayo estériles, se
prepararon soluciones de cada compuesto con concentraciones de CIM y CIM x 2, se utilizé
Mueller Hinton | (Beckton Dickinson, Sparks, USA) como medio de cultivo, se prepard una
solucidon madre de bacterias de concentracién 1.0 Mc Farland, luego esta solucidn de bacterias
fue incubada durante 1 hora a 37 °C, pasado este tiempo se tomd una alicuota, la cual se
agregd a los tubos de ensayo que contenian previamente medio y compuesto, fueron
incubados a 37 °C por 30 minutos con agitacién, después de la incubacién los cultivos fueron
diluidos en un factor de 1/1000 con el fin de remover los compuestos ensayados segun lo recomendado
por Craig et al.(42) luego se tomaron muestras cada hora por 6 horas las cuales fueron incubadas
a 37 °C por 24 horas (44, 45), transcurridas las 24 horas de incubacion se procedid al conteo de
colonias bacterianas, paralelamente, se realiza el control bajo las mismas condiciones en
ausencia de compuesto. Se calculé el logaritmo del conteo bacteriano en la muestra y en el
control, el PAE se calculé mediante la siguiente ecuacién:
PAE =T —-C

En donde:

PAE = efecto post antibidtico.

T = horas para que el cultivo de prueba aumente en una unidad logaritmica la UFC por

mL.

C = horas para que el cultivo de control aumente en una unidad logaritmica la UFC por

mL.

8. Método para la cuantificacion espectrofotométrica de DFUCh-O5 y DFUCh-P4: para la
determinacion de la concentracién de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 en solucién, se utilizé el método
de curva de calibracién mediante espectrofotometria. En primer lugar se realizé 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 procedid a
preparar diluciones seriadas de DFUCh-O5 y DFUCh-P4, que comprendian concentraciones de
64 a 2 ug/mL. A continuacidn, se determinaron las absorbancias de cada una de las soluciones
preparadas y se realizé un grafico de concentracién v/s absorbancia. Finalmente, con el
conjunto de datos se realizd una regresiéon lineal para obtener la ecuacidn de la recta
correspondiente a cada compuesto.
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9. Determinacion del porcentaje unién albtimina: se prepard una solucion de albumina
(Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. Lot N° SLBJ7867V) a una concentracion
de 40 g/L final y los compuestos a una concentracion de 200 ug/mL en Mueller Hinton |
(Beckton Dickinson, Sparks, USA), la solucion fue agitada de 12 a 15 horas para favorecer la
interaccion de los compuestos con la albuimina, transcurrido el tiempo la solucién fue
introducida a una membrana de dialisis (= 10 cm) (Approximate Molecular Weight Cut Off is
6000-8000 Daltons, Spectrum®Lab, Rancho Dominguez, USA, Lot N° 3259012), la membrana
sellada por ambos extremos se deposité dentro de un recipiente con solucidn salina, se
extrajeron 400 pL de muestra en intervalos de tiempo de 0 a 8 horas, con reposicion de medio,
en agitaciéon constante para homogenizar la solucién, una vez transcurrido el tiempo se
determind a 381 nm las absorbancias de las muestras con el fin de obtener el porcentaje de
unién a albumina. Se utilizé acido salicilico (Sigma Aldrich Ltda. USA) como patrén, para su
cuantificacién se utilizé solucién reactivo compuesta por: nitrato férrico nonahidratado (Merck
KGaA, 64271 Darmstadt, Germany), triton™ x-100 (Sigma Aldrich Ltda. USA) para favorecer la
disolucion del nitrato férrico nonahidratado y acido sulfamico (Winlker Ltda., USA), se forma un
complejo entre ion férrico y acido salicilico, la absorbancia se determiné a 534 nm.

10. Determinacion de la permeabilidad pasiva: Se utilizé placas PAMPA (Sigma Aldrich
Ltda. USA) de dos tipos, donora y aceptora. Se utilizé fosfatidilcolina (Sigma Aldrich Ltda. USA)
disuelta en dodecano (Sigma Aldrich Ltda. USA) como barrera lipofilica, esta se posa sobre una
membrana de PVDF, se esperd aproximadamente 5 minutos para la correcta fijacién. Luego se
agregd una solucién de buffer fosfato (pH: 7.4, en la placa aceptora, en la placa donora se
colocaron los compuestos ensayados, posteriormente se ensamblaron las placas y se dejo en
agitacion a 250 rpm durante 2 horas. Una vez transcurridas las 2 horas de ensayo, se tomd una
alicuota de cada pocillo (donor y aceptor) y se diluyeron con una solucion de buffer fosfato. La
determinacion de la concentracion se realizd por curva de calibracién mediante
espectrofotometria. Se utilizé tiopental (Sigma Aldrich Ltda. USA) y azul de Evans (The Coleman
& Bell Co., Norwood, O., USA) como patrones.

11. Determinacidn de la actividad antibacteriana de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 en asociacién
con antibacterianos de uso clinico: Se evalué la efectividad in vitro de la asociacidon de los
derivados arilmercaptoquindnicos con antibacterianos de uso clinico, esto se estudid a través
del método del "tablero de ajedrez".(46, 47) (48)Se determind la CIM, por la técnica de
microdilucién en caldo, segun las recomendaciones dadas por CLSI.(41) El ensayo se llevé a
cabo en placas de 96 pocillos de fondo U (Ultra cruz ™, Santa Cruz Biotechnology, inc.), se
probaron distintas combinaciones de los compuestos DFUCh-O5 y DFUCh-P4 con linezolid
(Abcam-Biochemicals®, Cambridge, UK. Lot N° APN13103-1-1.) y vancomicina (Abcam-
Biochemicals®, Cambridge, UK. Lot N° APN12578-1-1.). Para la configuracién del panel de
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diluciones, se comenzd con una concentracion 2xCIM tanto para DFUCh-O5 y DFUCh-P4 como
para los antibacterianos a evaluar, se diluyé en potencia de 2 hasta una concentracién 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, se utilizé un inoculo de 5 x 10 > UFC por pocillo. Las placas fueron
incubadas por 18-24 h a 37°C.(49)Para establecer el efecto de la asociacidn se calculd el indice
de concentracién fraccionaria inhibitoria (FIC por sus siglas en inglés) (50). De a acuerdo a
Lorian et al.(51)un indice de FIC < 0.5 se considerard sinergismo, valores > 0.5 hasta 1,
adicion, valores > 1 hasta 2 indiferencia y valores > 2, antagdnicos.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de CIMso y CIMgg de DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

La actividad antibacteriana se refiere a la capacidad que tiene un compuesto de afectar la
variabilidad de una especie bacteriana, esta se cuantifica a través de la CIM, que corresponde a
la concentracion mas baja de un antibacteriano que inhibe el crecimiento de un
microorganismo. Se determina la CIM de distintas bacterias de una misma especie con la
finalidad de calcular la CIMso y CIMgo para esta especie, la primera corresponde a la
concentracion inhibitoria minima a la cual el 50 % de las bacterias detienen su crecimiento y la
segunda corresponde a la concentraciéon inhibitoria minima a la cual el 90 % de las bacterias
detienen su crecimiento, son valores que revelan la efectividad de los compuestos en una
poblacién heterogénea de bacterias.(52, 53)

Se determinaron los valores de CIMso y CIMgo de los compuestos sobre las bacterias S. aureus 'y
Enterococcus spp. multirresistentes. Mediante un convenio con el ISP (ANEXO B), se obtuvieron
los aislamientos clinicos que provienen de distintos servicios de salud de Chile (ANEXO A). Estos
a su vez, provienen de diferentes sitios estériles corporales como por ejemplo; sangre, aspirado
traqueal, orina, liquido peritoneal, entre otros. En las tablas 1y 2, se presenta la distribucién de
frecuencias de los sitios de origen de los aislamientos ensayados y su clasificacion con respecto
a su perfil de susceptibilidad, para S. aureus y Enterococcus spp. Todos las aislamientos
ensayados de S. aureus son resistentes a meticilina y los aislamientos de Enterococcus spp. son
resistentes a vancomicina. Algunos de estos aislamientos se pueden definir como resistentes a
multiples farmacos (MDR, del inglés Multiple Drug Resistance) o multirresistentes, esta
clasificacién se aplica a aquellas bacterias que presentan un fenotipo resistente a meticilina y al
menos a otras tres familias de agentes antibacterianos.(39, 40)

Por otro lado, compararemos la CIM de nuestros compuestos con la CIM de vancomicina, ya
gue vancomicina es la primera linea de tratamiento para Gram (+) en infecciones
intrahospitalarias y también se utiliz6 como estandar, para la comprobacién de que nuestra
metodologia estaba correcta, ya que se obtuvieron los mismos resultados de CIM de
vancomicina obtenidos por el ISP bajo la misma metodologia, para cada aislamiento ensayado.
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Tabla 1. Categorizacion de aislamientos SARM por caracteristicas clinicas y patrén de

susceptibilidad.

Fuente de aislamiento N° Total de aislamientos N° de MDR
Aspirado traqueal 10 4
Herida 10 7
Sangre?® 20 20
Otros* 5 4
Total 45 35

2 En la determinacion de la CIM, 13 aislamientos fueron excluidos frente DFUCh-05 y 16 aislamientos
frente a DFUCh-P4, por presentar valores de CIM fuera de rango.
*Tejido, hueso, liquido ascitico y liquido pleural.

Para el caso de Enterococcus spp., |la resistencia multiple a fdrmacos (MDR) sera definida como

aislamientos que presenten fenotipo resistente a vancomicina y al menos a otras tres clases

adicionales de antibacterianos.(39, 40)

Tabla 2. Categorizacion de aislamientos ERV por caracteristicas clinicas y patrén de

susceptibilidad.

Fuente de aislamiento N° Total de aislamientos N° de MDR
Herida 10 10
Liquido peritoneal 10 10
Orina® 10 10
Sangre 10 9
Otros* 4 4
Total 44 43

2 En la determinacion de la CIM, 3 aislamientos fueron excluidos frente DFUCh-P4, por presentar valores

de CIM fuera de rango.

*Liquido articular, fistula y tejido.

En la tabla 1 se observa un total de 45 aislamientos ensayados, 13 fueron excluidos para la
determinacién de ClIMsgy ClIMgo por poseer CIM mayor a 32 pg/mL, ya que es la maxima
concentracion que se puede utilizar, debido a la solubilidad que tiene el compuesto en estas
condiciones y con este ensayo. La mayoria de los aislamientos excluidos provienen del
subgrupo sangre, los resultados de susceptibilidad para SARM frente a DFUCh-O5, se presentan

a continuacion:
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Tabla 3. Perfil de susceptibilidad de SARM frente a DFUCh-05.

Fuente de . Rango de CIM CIMso ClMgo
. . Cantidad
aislamiento* (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Aspirado traqueal 10 2-4 2 4
Herida 10 1-32 2 2
Sangre 10 2-4 2 4
Otros** 2 2 2 2
Total 32 2-4 2 2

*La CIMso y CIMgo para cada fuente de aislamiento se reprodujo 4 veces (n=4).
**Tejido, hueso, liquido ascitico, liquido pleural.

En la Tabla 3 se observa que para SARM la CIMsp es de 2 pug/mL y la CIMgo es de 2 pug/mL para
un total de 32 aislamientos clinicos estudiados. Se observa que la CIMsg para las diferentes
fuentes de aislamientos presentd un valor de 2 pg/mL, los aislamientos provenientes de
subgrupo herida y otros presentan una CIMgo de 2 pg/mL y los subgrupos aspirado traqueal y
sangre presentan una ClIMg de 4 pg/mL, por lo que los subgrupos herida y otros son mas
susceptibles a DFUCh-O5.

En la tabla 1 se observa que con un total de 45 aislamientos ensayados, por la misma razén que
en el caso anterior 16 fueron excluidos por poseer CIM mayor a 32 pug/mL, ya que es la maxima
concentracion que se puede utilizar, debido a la solubilidad que tiene el compuesto en estas
condiciones y con este ensayo. La mayoria de los aislamientos excluidos provienen del
subgrupo sangre, los resultados de susceptibilidad para SARM frente a DFUCh-P4, se presentan

a continuacion:

Tabla 4. Perfil de susceptibilidad de SARM frente a DFUCh-P4.

Fuente de . Rango de CIM CIMso ClMgo
: . Cantidad
aislamiento* (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Aspirado traqueal 9 1-4 2 4
Herida 9 1-4 2 4
Sangre < 1-2 2 2
Otros** 2 2-4 2 4
Total 29 2-4 2 4

*La CIMso y CIMoo para cada fuente de aislamiento se reprodujo 4 veces (n=4).
**Tejido, hueso, liquido ascitico y liquido pleural.
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Se observa en la Tabla 4 que de un total de 29 aislamientos la CIMso presenta un valor de 2
ug/mL y la ClMgo un valor de 4 pg/mL, el subgrupo aspirado traqueal, herida y otros presentan
el doble de CIMgo que el subgrupo sangre.

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 donde se desarrollaron los aislamientos, S. aureus cuando esta en
condiciones anaerébicas puede expresar genes que favorecen la fermentacién por sobre la
fosforilacién oxidativa, esto afectaria la actividad de los compuestos, en base al mecanismo de
accion propuesto, los compuestos requieren de una fosforilacion oxidativa activa para ejercer
su accion.(54) 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 anaerdbicas.

Los resultados muestran que DFUCh-05 tiene mayor actividad antibacteriana que DFUCh-P4,
esta informacion concuerda con los resultados obtenidos en estudios previos sobre cepas S.
aureus ATCCO 29213 y S. aureus resistente a meticilina ATCCO 43300, que demuestran que
DFUCh-05 es mas activo que DFUCh-P4.(37)

Como control del ensayo de microdilucién, en la Tabla 5 se muestran los valores de CIMspy
CIMgp de SARM frente a vancomicina determinados en este ensayo versus los valores de
vancomicina y daptomicina obtenidos por el laboratorio de Infectologia del ISP.

Tabla 5. Perfil de susceptibilidad de SARM frente a vancomicina y daptomicina.

. Rango de CIM CIMso ClMgo
Antibioticos
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
vancomicina* 1-2 1 2
vancomicina ISP 1-2 1 2
daptomicina ISP 0.25-2 0.5 1

*La CIMso y ClMgo para vancomicina se reprodujo 4 veces (n=4).

Se observa que vancomicina presenta un rango de CIM entre 1 - 2 pg/mL frente los
aislamientos clinicos estudiados, lo que concuerda con el rango de CIM de los datos del ISP
sobre estos mismos aislamientos.

Se definird como dilucién en el ensayo de microdilucidn a la reduccidon de concentracion de una
sustancia en disolucién en potencia de 2, a modo de ejemplo, si se tiene un valor de CIM de 2
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ug/mL, se acepta como error del método +/- 1 dilucion, es decir, la variacion de esta puede ser
entre 1 y 4 ug/mL.(55, 56) Por otro lado, el principio de no inferioridad aplicado para
antibacterianos (57, 58), explica que la actividad de los nuevos agentes antibacterianos no debe
ser superior sino que equivalentes o no inferior a los antibidticos ya establecidos, ademas de
pertenecer a una nueva familia de antibacterianos y con un nuevo mecanismo de accién. 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 dilucién, por lo que se cumple el
principio de la no inferioridad.

Al comparar los aislamientos de SARM del afio 2014 provistos por el ISP, con la susceptibilidad
acumulada de SARM del afio 2012 reportados por el GCRB (23) (ANEXO A), se puede observar
qgue la susceptibilidad in vitro de S. aureus en adultos, frente a eritromicina, clindamicina y
ciprofloxacino no superé el 30 %. El caso mas critico lo presentd cefoxitina, que tan solo
muestra un 4 % de susceptibilidad frente a S. aureus en adultos; estos datos confirman que el
arsenal antibacteriano esta disminuyendo de manera acelerada en comparacion a la inclusion
de nuevos antibacterianos.

En la Tabla 6 se muestran los perfiles de susceptibilidad de SARM de los afios 2012 y 2014.

Tabla 6.susceptibilidad in vitro de SARM aislados en el afio 2012 y 2014 en poblacidén adulta.

Antibacterianos 2012 2014

vancomicina y teicoplanina 100 100
daptomicina - 96
cefoxitina - 4
eritromicina 48 26
clindamicina 50 30
linezolid - 98
ciprofloxacino - 16

quinuspristina/dalfopristina - 100
gentamicina - 45

Las siguientes tablas muestran los datos de susceptibilidad obtenidos para ERV:
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Tabla 7. Perfil de susceptibilidad de ERV frente a DFUCh-05.

Fuente de . Rango de CIM CIMso ClMgo
aislamiento* Cantidad (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Herida 10 2-4 2
Liquido peritoneal 10 2 2 2
Orina 10 2-4 2 4
Sangre 10 2-4 2 4
Otros** 4 2-4 2 4
Total 44 2-4 2 4

*La CIMso y CIMgo para cada fuente de aislamiento se reprodujo 4 veces (n=4).
**Liquido articular, fistula, y tejido.

En la Tabla 7 se observa la susceptibilidad de ERV frente a DFUCh-05, de un total de 44
aislamientos clinicos estudiados, todos presentaron un valor de 2 pg/mL para ClMso total, para
ClMgp total el valor fue de 4 pug/mL, se observa que cada uno de los subgrupos estudiados
presentan un valor de 2 pug/mL para ClMso, por otro lado el subgrupo liquido peritoneal
presenta un valor de ClMgode 2 pg/mL con respecto a los demds subgrupo que presentan un
valor de 4 pg/mL, esto nos muestra que DFUCh-O5 es mas activo en el subgrupo liquido
peritoneal.

Por otro lado, de un total de 44 aislamientos ensayados, 3 fueron excluidos del estudio por
poseer CIM mayor a 32 ug/mL, ya que es la maxima concentracidn que se puede utilizar, debido
a la solubilidad que tiene el compuesto en estas condiciones y con este ensayo. La mayoria de
los aislamientos excluidos provienen del subgrupo orina, los resultados de susceptibilidad para
ERV frente a DFUCh-P4, se presentan a continuacion:

Tabla 8. Perfil de susceptibilidad de ERV frente a DFUCh-P4.

-Fuenfe de Cantidad Rango de CIM ClMso (ug/mL) ClMgo (ug/mL)
aislamiento* (ng/mL)

Herida 10 2-4 4 4
Liquido peritoneal 10 2-4 2 4
Orina 7 2-4 4 4
Sangre 10 4 4 4
Otros** 4 2-4 2 4
Total 41 4 4 4

*La CIMso y ClMoo para cada fuente de aislamiento se reprodujo 4 veces (n=4).

**|iquido articular, fistula y tejido.
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A partir de los resultados mostrados en la Tabla 8 se observa que de un total de 41 aislamientos
estudiados, todos presentan la misma CIMsoy CIMgo, que corresponde 4 pg/mL. También se
puede observar que los subgrupos liquido peritoneal y otros presentan una CIMso de 2 pg/mL.

Con estos resultados se aprecia que DFUCh-P4 en el subgrupo orina presenta el doble de CIMsg
con respecto a su par DFUCh-05, del subgrupo liquido peritoneal se puede decir que tanto
DFUCh-05 como DFUCh-P4 presentan la misma CIMso, pero DFUCh-P4 presenta el doble de la
ClIMgp con respecto a DFUCh-05. En el subgrupo herida comparando los compuestos queda
demostrado que DFUCh-P4 presenta el doble del valor de la CIMso con respecto a DFUCh-05, lo
mismo ocurre para el caso del subgrupo sangre, con estos antecedentes y en base a
evaluaciones anteriores se puede sefalar que DFUCh-05 y DFUCh-P4 presentan actividad
antibacteriana sobre cepas multirresistentes y que DFUCh-05 es mdas activo que DFUCh-P4 en
los diferentes subgrupos de las variadas fuentes de aislamientos.

En la siguiente tabla se recopilaron datos de CIMsoy ClMgo obtenidos en los ensayos con los
aislamientos de ERV frente a vancomicina, ademas datos de CIM de vancomicina obtenidos

desde el ISP.

Tabla 9. Perfil de susceptibilidad de ERV frente a vancomicina.

. RANGO DE CIM CIMso ClMogo
Antibidtico
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
vancomicina* 256 -512 256 512
vancomicina ISP 256 - >256 256 >256

*La CIMso y ClMgo para vancomicina se reprodujo 4 veces (n=4).

Los datos de la Tabla 9 muestran que la CIMsp y la CIMgpde vancomicina, presentaron valores
de 256 pg/mL y 512 pg/mL, respectivamente, similares a los valores de CIMsoy la CIMg de
vancomicina reportados por el ISP. En los ensayos realizados en nuestro laboratorio se utilizo
vancomicina a una concentracion maxima de 512 pg/mL, comparado con la utilizada por el ISP
que presentd una concentracion maxima de 256 pg/mL.

Al comparar la CIMgo de los compuestos que tuvieron el valor de 4 ug/mL, tanto para DFUCh-O5
como para DFUCh-P4, con respecto al valor de CIMgo obtenido para la vancomicina frente a
ERV, se puede afirmar que DFUCh-O5 y DFUCh-P4 son 128 veces mas activos que vancomicina,
frente a cepas multirresistentes de ERV en Chile.

Los datos obtenidos muestran que los compuestos DFUCh-O5 y DFUCh-P4 presentan actividad
antibacteriana frente aislamientos de ERV, especificamente los aislamientos de Enterococcus
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faecium los cuales han demostrado ser terapéuticamente desafiantes, ya que son resistentes a
diversas familias de antibidticos, al igual que los aislamientos de SARM. Los compuestos DFUCh-
05 y DFUCh-P4 presentaron un valor de CIMso de 2 ug/mL, mientras que vancomicina presenté
un valor de CIMsp de 1 pg/mL frente a SARM, esto muestra que los derivados actuan a
concentraciones similares a vancomicina frente a estos aislamientos de SARM. Por otro parte,
los derivados presentaron valores de CIMso de 2 y 4 ug/mL, respectivamente, mientras que
vancomicina presento valores de CIMsode 256 pug/mL y de CIMgode 512 pug/mL frente a ERV,
esto muestra que los compuestos presentan una elevada actividad antibacteriana comparada
con vancomicina frente a estos aislamientos de ERV.

El GCRB reportd la susceptibilidad acumulada de ERV del afio 2012, esta se compardé con los
aislamientos de ERV provistos por el ISP (23) (ANEXO A), observando que la susceptibilidad in
vitro de ERV en adultos, frente a ampicilina y teicoplanina disminuye cerca del 50 % en tan solo
2 afios, pero los casos mas graves son eritromicina, que presenta un 2 % de susceptibilidad y
vancomicina exhibe un 100 % de resistencia en el afio 2014.

En la Tabla 10 se muestran los perfiles de susceptibilidad de ERV de los afios 2012 y 2014.

Tabla 10. Susceptibilidad in vitro de ERV aislados en el aiio 2012 y 2014 en poblacion adulta.

Antibacteriano 2012 2014
linezolid - 93
ampicilina 9
vancomicina 24
eritromicina - 2
teicoplanina 49 23

Se observa que la cantidad de antibidticos de uso clinico con actividad frente a estos
aislamientos de ERV ha disminuido. Las infecciones que ERV puede causar son endocarditis,
infecciones del tracto urinario (ITU), infecciones intraabdominales y pélvicas, infecciones de piel
y tejidos blandos. Presenta como alternativa terapéutica las estreptograminas (ej. quinupristina
/ dalfopristina), las cuales pueden ser Utiles para el tratamiento de infecciones de E. faecium,
pero no contra E. faecalis. Por otro lado, linezolid es un antibacteriano eficaz, con una alta
actividad y gran susceptibilidad, sin embargo, en el 2014 ya se ha reportado que presenta un 7
% de resistencia, ademas su costo elevado dificulta su utilizacidén, considerando que presenta
restriccion de uso, debido a la alta capacidad de adaptacién de las bacterias que las lleva a
desarrollar mecanismos de resistencia con frecuencia.(59)
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En el 2015, se reportdé que 17.9 % de aislamientos clinicos de ERV eran productores de biofilm,
un biofilm consiste en una poblacion bacteriana que se adhieren de forma irreversible
formando capas, de estos aislamientos el 98 % presentaron un gen relacionado con la
produccién de biofilm, el gen espfm.(60, 61) De los aislamientos ensayados se observo que los
provenientes de orina presentaban una mayor CIM, en comparacién a los aislamientos de
sangre y tejido. En nuestro estudio se determind que la CIMgode DFUCh-P4 fue 8 pug/mL, frente
a los aislamientos de ERV provenientes del subgrupo orina en comparaciéon a los subgrupos
sangre y herida que presentaron una CIMgo de 4 pg/mL. Segun lo expuesto anteriormente, uno
de los factores que explicaria la diferencia entre los subgrupos herida y sangre, seria la mayor
capacidad de aislamientos provenientes de orina de generar biofilm, que disminuye la actividad
de los compuestos dificultando el tratamiento antibacteriano.
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4.2 Determinacion de la CBMsoy CBMgo de DFUCh-0O5 y DFUCh-P4 sobre aislamientos clinicos
de SARM vy ERV

El modo de accién de los antibidticos es la forma en la cual los antibacterianos generan su
efecto, ya sea bactericida o bacteriostatico y se mide determinando la relacién entre CBM/CIM,
para esto se determina la concentracion bactericida minima (CBM), que corresponde a la
minima concentracién de antibidtico que es necesaria para matar al 99.9 % de una poblacidn
bacteriana.(53, 62) Se determina la CBM de distintas bacterias de una misma especie para
poder calcular la CBMsp y CBMgo para esta especie, la primera corresponde a la menor
concentracion de un compuesto que mata al 50 % de las bacterias ensayadas y la segunda
equivale a la menor concentracién de un compuesto que mata al 90 % de las bacterias
ensayadas.(53) Si la relacion de la CBM/CIM presenta un valor < 2 el compuesto tendra modo
de accidn tipo bactericida, por el contario si el valor resultante es > 2 el modo de accidn serd
tipo bacteriostatico, (63) por ejemplo en el caso de clindamicina frente a S. aureus, presenta
una CBM de 16 pg/mLy una CIM de 4 pg/mL, por lo que el valor de la relacion CBM/CIM es de
4, lo que da cuenta de un modo de accion de tipo bacteriostatico.(64)

A continuacién se presentan los datos de la actividad bactericida de DFUCh-O5 y DFUCh-P4
sobre SARM en las tablas 11 y 12, respectivamente:

Tabla 11. Actividad bactericida de DFUCh-O5 sobre SARM.

Fuente de N° de Rango de CBM CBMso CBMyo
aislamiento* aislamientos (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Aspirado

traqueal 10 2-4 4 4
Herida 10 2-4 2 4
Sangre 10 2-8 2 4
Otros** 2 4-4 4 4
Total 32 2-8 4 4

*La CBMso y CBMgo para cada fuente de aislamiento se reprodujo 3 veces (n=3).
**Tejido, hueso, liquido ascitico y liquido pleural.

A partir de los datos obtenidos en la Tabla 11 el derivado DFUCh-05 presenta una CBMspy una
CBMgode 4 pug/mL sobre aislamientos de SARM. Con los datos de las Tablas 3 y 11, se calculd la
relacion de las CBMso/CIMsoy CBMgo/CIMgo, dando valores de 2 y 1, respectivamente, segun la
definicion mencionada (efecto antibacteriano: CBM/CIM < 2 = Bactericida, CBM/CIM > 2 =
bacteriostatico), y teniendo en cuenta que se acepta como error del método +/- 1 dilucién (55,
56), el compuesto presenta actividad bactericida sobre aislamientos de SARM.
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A continuacidén se presenta la susceptibilidad de SARM frente DFUCh-P4:

Tabla 12. Actividad bactericida de DFUCh-P4 sobre SARM.

Fuente de . . Rango de CBM CBMsg CBMgo
. . N° de aislamientos
aislamiento* (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Aspirado
9 2-4 4 4
traqueal
Herida 2-4 2 4
Sangre 2-4 4 4
Otros** 4-4 4 4
Total 29 1-4 2 4

*La CBMso y CBMoo para cada fuente de aislamiento se reprodujo 3 veces (n=3).

**Tejido, hueso, liquido ascitico y liquido pleural.

Se observa que DFUCh-P4 presenta una CBMspde 2 pg/mL y una CBMgo de 4 pug/mL frente a
aislamientos de SARM, con los datos de las Tablas 4 y 12 se calcula la relacién CBMso/CIMsgy

CBMgo/CIMgoy se obtiene un valor de 1 en ambos casos, esto indica que el derivado presenta

actividad bactericida sobre los aislamientos de SARM ensayados.

En la Tabla 13 y 14 se presentan los datos de la actividad bactericida de DFUCh-O5 y DFUCh-P4

sobre ERV:

Tabla 13. Actividad bactericida de DFUCh-OS5 sobre ERV.

Fuente de N° de Rango de CBM CBMsg CBMgyo
aislamiento* aislamientos (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Herida 10 2-8 4 4

Liquido
) 10 2-8 4 8
peritoneal
Orina 10 2-4 2 4
Sangre 10 2-4 4 4
Otros** 4 2-4 4 4
Total 44 2-8 4 4

*La CBMso y CBMoo para cada fuente de aislamiento se reprodujo 3 veces (n=3).

**|iquido articular, fistula y tejido.

DFUCh-05 present6 una CBMspde 4 ug/mLy una CBMgode 4 ug/mL sobre aislamientos de ERV,
con los datos obtenidos en las Tabla 7 y 13 se calcula la relacion CBMso/CIMsgy CBMgo/CIMgo y
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da un valor de 2 y 1, respectivamente, esto indica que DFUCh-05 posee actividad bactericida

sobre los aislamientos de ERV.

Tabla 14. Actividad bactericida de DFUCh-P4 sobre ERV.

Fuente de N° de Rango de CBM CBMso CBMgo
aislamiento* aislamientos (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Herida 10 2-8 4 8

Liquido
peritoneal 2 2°8 4 8
Orina 8 4-8 4 8
Sangre 10 2-8 4 4
Otros** 4 4-4 4 4
Total 41 2-8 4 8

*La CBMso y CBMgo para cada fuente de aislamiento se reprodujo 3 veces (n=3).

**Liquido articular, fistula y tejido.

DFUCh-P4 presenta una CBMsode 4 pg/mL y una CBMgo de 8 pug/mL frente a aislamientos de

ERV, con los datos obtenidos en las Tablas 8 y 14 se calcula la relacién CBMso/CIMsoy se

obtiene un valor de 1 y para la relacion CBMg/CIMgoun valor de 2, esto indica que DFUCh-P4

presenta actividad bactericida sobre aislamientos de ERV ensayados.
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4.3 Influencia de albumina y de suero humano en la actividad antibacteriana de DFUCh-05 y
DFUCh-P4 sobre aislamientos clinicos de SARM y ERV

Se determiné la CIM de DFUCh-0O5 y DFUCh-P4 en presencia de suero humano y albumina sobre
distintos aislamientos bacterianos con el fin de simular un entorno fisiolégico.

En la siguiente tabla se muestran los resultados del efecto causado por el suero humano sobre
la actividad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4:

Tabla 15. Efecto del Suero Humano (SH) en la actividad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

Bacterias* CIM (ug/mL)**
DFUCh-0O5 DFUCh-P4
DFUCh-05 DFUCh-P4
+ SH + SH

SASM ATCCO 29213 2 16 4 32
SARM ATCCO 43300 2 16 4 32
SARM Clinico 178 2 32 4 32
SARM Clinico 401 2 32 4 32
ESV ATCCO 29212 2 16 4 32
ERV Clinico 828 2 16 4 32
ERV Clinico 1666 2 16 4 32

* SASM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina, SARM: Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, ESV: Enterococcus faecalis sensible a vancomicina, ERV: Enterococcus faecium
resistente a vancomicina.

**influencia de SH para cada bacteria se reprodujo 4 veces (n=4).

Los datos expuestos en la Tabla 15 dan cuenta del efecto del suero humano en la actividad de
DFUCh-O5 y DFUCh-P4 frente las diferentes cepas y aislamientos clinicos ensayados. La CIM de
DFUCh-05 es de 2 ug/mL para las 7 bacterias ensayadas, pero en presencia de suero humano
esta CIM se eleva a valores de 16 y 32 pug/mL. Para DFUCh-P4 que presenta valores de CIM de 4
ug/mL para el 100 % de las bacterias ensayadas, estos se elevan a 32 pug/mL en presencia de
suero humano, estos resultados muestran que la presencia de suero humano disminuye la
actividad de DFUCh-05 8 a 16 veces y de DFUCh-P4 8 veces, esto se debe a la interaccion de las
proteinas plasmaticas con los compuestos, disminuyendo el porcentaje de farmaco libre, que es
el responsable de ejercer la accién antibacteriana.

A continuacidén se presenta el efecto causado por la presencia de albumina sobre la actividad de
DFUCh-O5 y DFUCh-P4:
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Tabla 16. Efecto de la albumina 40 g/dL en la actividad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

Bacterias* CIM (ug/mL)**
DFUCh-0O5 DFUCh-P4 +
DFUCh-05 . DFUCh-P4 o
+ Albumina AlbUmina
SASM ATCCO 29213 2 32 4 >32
SARM ATCCO 43300 2 32 4 >32
SARM Clinico 178 2 32 4 32
SARM Clinico 401 2 32 4 >32
ESV ATCCO 29212 2 32 4 32
ERV Clinico 828 4 32 4 32
ERV Clinico 1666 2 32 2 32

* SASM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina, SARM: Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, ESV: Enterococcus faecalis sensible a vancomicina, ERV: Enterococcus faecium resistente a
vancomicina.

**La influencia de albumina para cada bacteria se reprodujo 4 veces (n=4).

Los datos expuestos en la Tabla 16 dan cuenta del efecto de la albumina en la actividad de
DFUCh-05 y DFUCh-P4 frente las diferentes cepas y aislamientos clinicos ensayados. La CIM de
DFUCh-05 es de 2 pg/mL para la mayoria de las bacterias ensayadas, pero en presencia de
albumina esta CIM se eleva a valores de 32 pug/mL. Para DFUCh-P4 que presenta valores de CIM
de 4 pug/mL para el 86 % de las bacterias ensayadas, estos se elevan a = 32 pug/mL en presencia
de albumina, estos resultados muestran que la presencia de albumina disminuye la actividad de
DFUCh-O5 y DFUCh-P4 a 8 y 16 veces respectivamente, esto se debe a la interaccidn de la
albumina con los compuestos, debido que la fraccién libre de farmaco es la que ejerce la accién
y esta disminuye en presencia de albumina.

Por otro lado, tenemos los datos de la CIM en presencia y en ausencia de albimina para el
derivado DFUCh-P4, en la tabla se muestra que la CIM del compuesto en ausencia de albumina
es de 4 pug/mL para 6 de los 7 casos ensayados y de 2 pg/mL para el caso restante, y en
presencia de albumina la CIM es de 32 pug/mL para 4 casos y para los 3 casos restantes la CIM
fue mayor a la concentracién ensayada, en base a esto se podria decir que la CIM de DFUCh-P4
en presencia de albumina aumento de 8 a 16 veces en comparacién a la CIM de DFUCh-P4 en
ausencia de esta, de manera similar a lo que ocurre con DFUCh-O5.

48




4.4 Porcentaje de unidn a albumina de los derivados quinénicos DFUCh-O5 y DFUCh-P4

El porcentaje de unidn a proteinas plasmdaticas, como la albumina, tiene influencia en el
comportamiento farmacocinético de los farmacos. Los farmacos se unen a esta proteina
transportadora, pero solo la fraccidn libre puede acceder a su blanco y ejercer su efecto.
Conocer el porcentaje de uniéon a albumina de los compuestos permite, por ejemplo,
seleccionar la dosis a administrar en estudios in vivo.

Se determind el porcentaje de unién a albimina mediante el ensayo de dialisis al equilibrio,
primero es necesario realizar una curva de calibracién de los compuestos a estudiar.

Como validacion del ensayo de didlisis al equilibrio se realizo la determinacidn del porcentaje de
union a albuimina del 4cido salicilico. Para la cuantificacion de este compuesto se debe realizar
una reaccion colorimétrica, que consiste en la complejacidn entre el dcido salicilico con nitrato
férrico nonahidratado (Figura 7) que produce un color violeta oscuro en forma inmediata, y que
es medido a 534 nm.(65)
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OH T
4+ Fe(NO;);*9H,0 —= O Fe MO °

OH Sl

OH OH
OH OH
HO
0 o)

Figura 7. Fundamento de la reaccidn para la cuantificacion colorimétrica del acido salicilico.

Primero se procedid a preparar la curva de calibracion del acido salicilico (Grafico 1).
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Grafico 1. Curva de calibracién para acido salicilico.

Cada valor fue medido en triplicado (n=3).

A continuacién se muestra el perfil de concentraciones obtenido del acido salicilico (Grafico 2).
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Grafico 2. Curva concentracion versus tiempo para acido salicilico en el ensayo de diélisis al equilibrio.

Cada valor fue medido en triplicado (n=3).

Para el célculo del porcentaje de unién a albumina se consideraron los ultimos tres valores de

concentracion en el equilibrio, y mediante las siguientes ecuaciones se procedié al cdlculo:
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G Fy=Fr—F

Dénde:
Fy; = masa (mg) de compuesto unido a albumina.
F; = masa (mg) de compuesto total.
F; = masa (mg) de compuesto libre.

() Fy

%FU:<F

T

)X 100

Los datos (Tabla 17), corresponden al cdlculo del porcentaje de unidn a albumina obtenidos
para acido salicilico.

Tabla 17. Resumen de datos para el cdlculo del porcentaje de unién a albumina de acido
salicilico.

Acido salicilico

Farmaco total (mg) 12.05
Fraccion libre (mg) 6.24
Fraccion unida (mg) 5.73
% union a albumina 48.15+2.13

Cada valor fue medido en triplicado (n=3).

Mediante el ensayo de dialisis al equilibrio se pudo determinar que el acido salicilico presenté
un 48.1 % de unién 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 .(66)

Para la determinacién del porcentaje de unién a albumina de DFUCh-O5 y de DFUCh-P4
mediante el ensayo de didlisis al equilibrio, primero es necesario realizar una curva de
calibracidn, se prepararon concentraciones de 2, 4, 8, 16, 32 y 64 pug/mL de los derivados, los
resultados obtenidos se muestran en los Graficos 3 y 4.
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Curva de calibracion de DFUCh-0O5
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Grafico 3. Curva de calibracion para DFUCh-05.
Cada valor fue medido en triplicado (n=3).

Curva de calibracion de DFUCh-P4
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Grafico 4. Curva de calibracion para DFUCh-P4.
Cada valor fue medido en triplicado (n=3).
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Se procede a realizar el ensayo de didlisis al equilibrio y los resultados son los siguientes

(Grafico5y 6).
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Grafico 5. Curva concentracidn versus tiempo para DFUCh-O5 en el ensayo de didlisis al equilibrio.
Cada valor fue medido en triplicado (n=3).
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Grafico 6. Curva concentracion versus tiempo para DFUCh-P4 en el ensayo de didlisis al equilibrio.
Cada valor fue medido en triplicado (n=3).
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Se determind el porcentaje de unién a albimina de DFUCh-O5 y DFUCh-P4, calculando el
promedio de los ultimos tres valores de concentracién, a continuacién se muestran los datos
obtenidos (Tabla 18):

Tabla 18. Resumen de datos para el calculo del porcentaje de union a albumina de DFUCh-O5 vy
DFUCh-P4.

DFUCh-05 DFUCh-P4
Farmaco total (mg) 1.20 1.2
Fraccion libre (mg) 0.18 0.03
Fraccion unida (mg) 1.02 1.16
% union a albumina 84.9915.64 97.18+2.32

El porcentaje de unién a albumina para DFUCh-O5 y DFUCh-P4 se reprodujo 3 veces (n=3).

En base a los datos obtenidos el porcentaje de unién a albumina de DFUCh-O5 corresponde a
un 85 %, por otro lado el porcentaje de unién a albumina de DFUCh-P4 es de 97 %. Estos
resultados muestran que DFUCh-O5 presenta un menor porcentaje de unién a albumina, con
respecto a DFUCh-P4, este factor afecta la actividad antibacteriana de los compuestos y es de
utilidad para seleccionar la dosis adecuada a administrar en estudios de toxicidad y efectividad
in vivo.
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4.5 Cuantificacidon de efecto post antibidtico (PAE) de DFUCh-O5 y DFUCh-P4

El efecto post antibidtico o PAE, se entiende como la capacidad de un antibacteriano de
suprimir el nuevo crecimiento bacteriano pese a que su concentracion sérica cae por debajo de
la CIM. La presencia o ausencia de PAE determinard el modelo de accién de los farmacos
antibacterianos. Aquellos farmacos que posean PAE seran clasificados como “concentracién-
dependiente” y aquellos farmacos que carezcan de PAE serdn clasificados como “tiempo-
dependiente”; esta clasificacion responde a la relacion entre la concentracién plasmatica del
antibiodtico y la CIM del microorganismo frente a un antibiético y es util para evaluar la eficacia
terapéutica. En los fdrmacos concentracién-dependiente su accién se relaciona con la
concentracion plasmatica que alcancen, en cambio en los farmacos tiempo-dependientes, la
actividad del antibacteriano depende del tiempo durante el cual su concentracion supera a la
CIM (descrito como T > CIM) y es independiente de la concentracion mdxima alcanzada.(62) El
efecto post antibidtico se calculard mediante la utilizacién de la siguiente ecuacién:

PAE =T —-C
En donde:
PAE = efecto post antibidtico.

T = Tiempo (h) para que el cultivo de prueba aumente en una unidad logaritmica la UFC
por mL.

C = Tiempo (h) para que el cultivo de control aumente en una unidad logaritmica la UFC
por mL.

A modo de ejemplo se calculara el PAE de DFUCh-P4 (4 pg/mL) frente a ESV ATCCO 29212:
T=2h,C=2h
PAE de DFUCh — P4 (4 ug/mL) =2 —2 = 0 horas

El resultado indica que el tiempo de supresién del crecimiento bacteriano tras la exposicion
DFUCh-P4 a una concentracion de 4 pug/mL en ESV ATCCO 29212 es cero y por lo tanto, DFUCh-
P4 posee un efecto tiempo-dependiente.
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En la Tabla 19 se muestran los resultados de PAE frente a SARM ATCC®© 43300:

Tabla 19. Efecto post antibiético de DFUCh-0O5 y DFUCh-P4 frente a SARM ATCC®© 43300.

SARM ATCCO 43300
Log UFC Diferencia de Log

Tiempo
(horas)

o
[

2 3 4 1-0 2-0 3-0 4-0 c T PAE

Control 339 363 390 414 492 024 051 075 153 4 - -

DFUCh-05

%% 322 332 346 375 458 010 024 053 136 - 4 O
D“icchl'h;’“ 301 3.06 343 390 434 005 042 089 133 - 4 0
DFL(’:ICI\:‘P“ 333 342 354 394 455 009 021 061 122 - 4 0
PRUCh™2 341 346 358 391 456 005 017 05 115 - 4 0

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).

A continuacidn se presentan los datos obtenidos de PAE frente a SARM 178 clinico (Tabla 20):

Tabla 20. Efecto post antibiético de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 frente a SARM 178 clinico.

SARM 178 clinico
Log UFC Diferencia de Log

Tiempo
(horas)

1 2 3 4 1-0 2-0 3-0 4-0 cC T PAE

Control 209 249 271 386 412 04 062 177 203 3 - -

PRENOS 219 242 292 387 406 023 073 1.68 187 - 3 0
PRUCNO52 213 230 237 360 390 017 024 147 177 - 3 0
PRIENPE 196 234 257 356 391 038 061 16 195 - 3 O
PRUChP2 211 241 262 349 38 03 051 138 171 - 3 0

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).
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A continuacién se muestran los valores de PAE obtenidos frente a ESV ATCCO 29212 (Tabla 21):

Tabla 21. Efecto post antibiético de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 frente a ESV ATCCO 29212.

ESV ATCC®O® 29212

Log UFC Diferencia de Log
JISHES 0 7 6 35 4 20 30 350 40 PAE
(horas)
Control 297 352 463 482 503|061 1.66 1.85 2.06 ;
DFL(’:‘I:&‘OS 301 3.86 456 485 495|085 1.68 1.84 1.94 0
DF‘:(CC'};;’S 2 266 411 469 496 507 | 1.45 203 23 241 0
DFLéIC,\:'P“ 298 407 460 488 497|109 162 19 1.99 0
DFL)’(CC';,'\;"‘ 2 290 406 467 490 500|116 177 2 21 0
ESV: Enterococcus faecalis sensible a vancomicina.
Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).
Por ultimo los resultados de PAE frente a ERV 828 clinico (Tabla 22)
Tabla 22. Efecto post antibiético de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 frente a ERV 828 clinico.
ERV 828 clinico
Log UFC Diferencia de Log
UIEmRe 0 1 2 3 4 1-0 2-0 3-0 4-0 PAE
(horas)
Control | 326 337 367 452 481 011 041 126 155 ;
DFLéf,\:'OS 319 336 363 452 466 017 044 133 1.47 0
DF‘iCChl;\fI’S 2 308 310 339 437 443 002 031 129 135 0
DF%IC,\:'P“ 319 332 363 453 455 013 044 134 136 0
D”)’(CC*:,'\:“ 2 310 3.17 341 434 443 007 031 124 1.33 0

ERV: Enterococcus faecium resistente a vancomicina.

Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).
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En base a los resultados (Tablas 29, 30, 31 y 32) expuestos se presenta a continuacion los
graficos que dan cuenta del crecimiento bacteriano después del uso de DFUCh-O5 y DFUCh-P4
frente a diferentes cepas y aislamientos bacterianos.

Se estudié SASM ATCCO 29213, y sus resultados se presentan a continuacion:

Curva de crecimiento SASM ATCC 29213
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Grafico 7. Crecimiento bacteriano expresado en logaritmo de UFC por mL, después del uso de DFUCh-O5 frente a
S. aureus ATCCO 29213.
Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).
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Grafico 8. Crecimiento bacteriano expresado en logaritmo de UFC por mL, después del uso de DFUCh-P4 frente a S.
aureus ATCCO 29213.
Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).

De los Graficos 7 y 8 se puede observar que DFUCh-05 presentd una mejor actividad frente a S.
aureus ATCCO 29213, comparado con DFUCh-P4 en las primeras 2 horas, sin embargo, los
valores de PAE determinados para DFUCh-O5 y DFUCh-P4 son de cero horas, esto los clasifica
como tiempo-dependientes.

Para SARM 178 clinico los resultados obtenidos son los siguientes:
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Grafico 9. Crecimiento bacteriano expresado en UFC por mL, después del uso de DFUCh-O5 frente a SARM 178

clinico.

Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).
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Grafico 10. Crecimiento bacteriano expresado en UFC colonias por mL, después del uso de DFUCh-P4 frente a

SARM 178 clinico.

Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).
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En base a los Graficos 9 y 10, al comparar DFUCh-O5 con DFUCh-P4, al cabo de 3 horas, DFUCh-
O5 presentd una mayor actividad a concentraciones de CIMx2, pero con el paso del tiempo se
reestablece el crecimiento, dando valores cercanos entre ellos. Esto concuerda con el valor de
PAE obtenido que fue de cero horas, lo que los clasifica como tiempo-dependiente.

Para el caso de ESV ATCCO 29212 los resultados son los siguientes:

Curva de crecimiento ESV ATCC 29212
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Grafico 11. Crecimiento bacteriano expresado en UFC por mL, después del uso de DFUCh-05 frente a ESV ATCCO
29212.
Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).
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Grafico 12. Crecimiento bacteriano expresado en UFC por mL, después del uso de DFUCh-P4 frente a ESV ATCCO
29212.
Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).

En base a los Graficos 11 y 12 se observa un comportamiento similar en ambos casos, el PAE
para esta bacteria dio un valor de 0 horas, lo cual indica que posee efecto tiempo-dependiente.

Finalmente se evalud ERV 828 clinico los resultados se presentan a continuacion:

Curva de crecimiento ERV clinico 828
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Grafico 13. Crecimiento bacteriano expresado en UFC por mL, después del uso de DFUCh-O5 frente a ERV 828
clinico.

Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).
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Grafico 14. Crecimiento bacteriano expresado en UFC por mL, después del uso de DFUCh-P4 frente a ERV 828
clinico.
Cada valor fue medido en quintuplicado (n=5).

En este caso tanto DFUCh-O5 como DFUCh-P4, presentan un comportamiento similar (Grafico
13 y 14), no se observan diferencias significativas y al igual que el caso anterior presentaron un
PAE de cero horas, lo que indica que poseen un efecto tiempo-dependiente.

Los resultados muestran que la utilizacién de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 sobre las diferentes
bacterias ensayadas no presentaron PAE, lo que se confirma con las curvas de crecimiento
mostradas en los graficos, en donde se aprecia que el crecimiento bacteriano de las cepas y
aislamientos ensayados a diferentes concentraciones es similar al crecimiento de las bacterias
usadas como control, por lo tanto, el uso de los derivados no causo supresion del crecimiento
bacteriano, ademads los PAE calculados que dieron tiempos inferiores a 30 minutos no se
consideraron como significativos, informandose como PAE =0 h.

De acuerdo a estos resultados, los compuestos presentan un modo de accidn antibacteriano
tiempo-dependiente, lo que indica que la actividad del antibacteriano va a depender del tiempo
durante el cual su concentracién supera a la CIM (T > CIM) y no depende de la concentracion
maxima alcanzada. Los antibacterianos que actian 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 beta lactamicos que no presentan PAE en los bacilos Gram
negativos.(62)
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4.6 Determinacion del porcentaje de permeabilidad de DFUCh-O5 y DFUCh-P4

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 estimar si los farmacos
pueden ser absorbidos por transporte pasivo. Este sistema se desarrolla en placas de 96 pocillos
(compartimiento donor), un filtro en donde se colocard la solucién de fosfatidilcolina en
dodecano para generar el modelo de membrana celular, arriba de este filtro se encuentra el
compartimiento aceptor.(67)

Compartimiento Aceptor

—
Fosfatidilcolina

Filtro PVDF

Compartimiento Donor

Figura 8. Esquema del sistema de PAMPA.

Se realizé un control utilizando tiopental sédico como control positivo, en el siguiente grafico se
muestran los resultados obtenidos:

Absorbancia de tiopental sodico
1,4

1,2 ~

Absorbancia
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°
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Grafico 15. Curva de calibracion para tiopental sédico se reprodujo 4 veces (n=4).
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Se llevé a cabo el PAMPA para la determinacion de la permeabilidad de tiopental sddico, al
cabo de dos horas se tomaron muestras y con los valores de concentracidn obtenidos mediante
la interpolacidn de las absorbancias obtenidas en la curva de calibracion, se procedid a calcular
el porcentaje de farmaco en cada compartimiento mediante la siguiente ecuacién:

[A]
o P = 2
%o D] X 100

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

Tabla 23. Absorbancias, concentraciones y porcentaje de permeabilidad para tiopental sddico.

Porcentaje de

Compuesto Abs. to Abs. t; Conc. ato Conc.at: ore
permeabilidad

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

Porcentaje de permeabilidad para tiopental sddico se reprodujo 4 veces (n=4).

En base a los resultados (Tabla 23) obtenidos, el porcentaje de permeabilidad para el tiopental
sddico 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.(68)

Se realizaron PAMPA para determinar el porcentaje de permeabilidad de DFUCh-O5 y DFUCh-
P4, los valores de absorbancia obtenidos se muestran a continuacion:

Tabla 24. Valores de absorbancias obtenidos en la realizacién de PAMPA para DFUCh-05 vy
DFUCh-P4.

Absorbancia de DFUCh-O5 Absorbancia de DFUCh-P4
Tiempo (horas) Donor Aceptor Donor Aceptor
0 1.181+0.165 0£0.000 0.515+0.211 0+0.000

2 0.39240.066 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 0.030£0.004

Ensayo PAMPA se reprodujo 4 veces (n=4).

Los resultados obtenidos (Tabla 24) indican que la absorbancia de los compuestos es variable.
Al comparar el valor de la absorbancia del compartimiento donor no coincide con la
absorbancia determinada a tiempo 0, ademds la sumatoria de las absorbancias de los
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compartimientos aceptor y donor, no coinciden con la absorbancia del compartimiento donor a

tiempo 0, indicando esto que no existia la misma cantidad de compuesto al inicio y a las 2

horas. En base a los resultados obtenidos se realizé 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
realizé la curva de calibracion en iguales condiciones (37 °C, pH = 7, 2 h, 25 ug/mL, solvente:

agua) a las utilizadas en el ensayo PAMPA. A continuacién en la Tabla 25 se observan valores de

absorbancia obtenidos:

Tabla 25. Absorbancias obtenidos en estudio cinético de degradacién para DFUCh-O5.

Tiempo en minutos Absorbancia observada

0 0.234+0.009

5 0.234+0.006

10 0.23310.008

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

*Estudio cinético de degradacidn se reprodujo 4 veces (n=4).

Los resultados obtenidos (Tabla 25) indicaron que en las condiciones del ensayo (37 °C, pH =7, 2
h, 25 pug/mL, solvente: agua) la absorbancia de los compuestos disminuye gradualmente con el
tiempo, esto puede deberse a una degradacién o interaccidn 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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4.7 Actividad sinérgica en la coadministracion de DFUCh-O5 o DFUCh-P4 con linezolid y
vancomicina sobre aislamientos clinicos de SARM y ERV

En farmacologia, la asociacién de dos o mds farmacos que den como resultado un mayor efecto
gue aquellos que podrian obtenerse si alguno de los farmacos se administrara individualmente,
recibe el nombre de efecto sinérgico (47), La influencia de la coadministracién de los derivados
con antibidticos de uso clinico, se estudio a través del método del tablero de ajedrez, (46) este
consiste en una placa de 96 pocillos en los cuales se depositan soluciones de diferentes
proporciones de antibacterianos sobre las bacterias a estudiar, lo que sirve para evaluar
alternativas terapéuticas en combinacidn lo que favoreceria la terapia, bajando las dosis de
farmacos y disminuyendo las potenciales RAMs (69), los antibidticos de uso clinico fueron
linezolid y vancomicina , los cuales tienen mecanismos de accién diferentes al mecanismo de
accion propuesto para los derivados; linezolid, actia inhibiendo la sintesis de proteinas,
especificamente en la unidad 50s, mientras que vancomicina actta inhibiendo la sintesis del
peptidoglicano. A continuacidon se presentan las ecuaciones usadas para la determinacion de los
indices de concentraciones fraccionarias inhibitorias (FIC) y sus sumatorias (X FIC).

El indice de FIC para dos antibidticos A y B su actividad asociada estara dada por:

CIM(A en presencia de B)
(1) FICA =
CIM(A solo)
(2) FICE = CIM(B en presencia de A)
B CIM(B solo)

La sumatoria de indices de concentracidn fraccionaria inhibitoria o 2FIC estara dada por:

ZFIC = FICA + FICB

A modo de ejemplo se calcularan los FIC y 2FIC para la asociacién de DFUCh-O5 y DFUCh-P4
frente a SASM ATCC®O 29213, los resultados se muestran en la Tabla 26:
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Tabla 26. Efecto de la asociacion de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 frente a SASM ATCC©O 29213.

16
8
T 4
| 2
S| 1
L
(a) 0.5
0.125
0
pg/mL| O |0.125| 025 | 0.5 | 1.0 | 2.0 | 40 | 8.0
DFUCh-05
2 H&
FICDFUCh — P4 = —2% = 0.5
4 =
5 ME
FIC DFUCh — 05 = — 2t = 0.5
mL

IFIC = 05 + 05 =1

La interpretacién de datos se realizara de acuerdo a la clasificacidon de Lorian et al.(51) El valor

obtenido para la ZFIC es de 1, esto da cuenta de un efecto de adicién cuando se asocian DFUCh-
05 y DFUCh-P4 frente a SASM ATCC®© 29213.

La Tabla 27 muestra los resultados de la determinacion de la actividad sinérgica de DFUCh-O5 y
linezolid.
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Tabla 27. Efecto de la asociacion de DFUCh-O5 y linezolid.
CIM (ug/mL)
DFUCh-05 en linezolid en
Bacteria DFUCh-05 linezolid presencia de presencia de FICA | FICB | ZFIC | EFECTO*
linezolid DFUCh-05
SASM
ATCCO 2 4 1 2 0.5 0.5 1 AD
29213
SARM
Clinico 8 2 1 1 0.125 0.5 0.625 AD
178
ESV
ATCCO 4 4 2 2 0.5 0.5 1 AD
29212
ERV
Clinico 4 4 2 2 0.5 0.5 1 AD
828

FICA Concentracidén inhibitoria fraccionaria de DFUCh-05, FICB Concentracion inhibitoria fraccionaria de linezolid,
2FIC Sumatoria de indices de concentracion fraccionaria inhibitoria.

*< 0.5: sinergia (S), > 0.5 - < 1.0: adicién (AD), > 1.0 — < 2.0: indiferencia (1), > 2.0: antagonismo (AT).(51)

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

En la Tabla 27 se observa que SASM ATCCO 29213, EFSV ATCCO 29212 y ERV clinico 828
presentan un valor de 1 para la XFIC. Este valor indica que la asociacion de estos compuestos
presenta un efecto de adicién, en el caso de SARM clinico 178 la XFIC presenta un valor de
0.625 que corresponde a un efecto de adicién. Con los datos obtenidos se observa que DFUCh-
05 en asociacion a linezolid frente a cepas y aislamientos clinicos estudiados, producen un

efecto de adicion.

A continuaciéon se presentan los resultados de la determinacién de la actividad sinérgica de
DFUCh-P4 y linezolid.
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Tabla 28. Efecto de la asociacion de DFUCh-P4 y linezolid.

CIM (pg/mL)
DFUCh-P4 en linezolid en
i DFUCh- | . . . .
Bacteria o linezolid presencia de presencia de FICA | FICB | ZFIC | EFECTO*
linezolid DFUCh-P4
SASM
ATCCO 4 2 0.5 1 0.5 0.5 1 AD
29213
SARM
Clinico 8 1 2 0.5 0.25] 0.5 | 0.75 AD
178
ESV
ATCCO 8 4 4 2 0.5 | 0.5 1 AD
29212
ERV
Clinico 4 2 2 1 0.5 0.5 1 AD
828

FICA Concentracion inhibitoria fraccionaria de DFUCh-P4, FICB Concentracion inhibitoria fraccionaria de linezolid,
2FIC Sumatoria de indices de concentracién fraccionaria inhibitoria.

*<0.5: sinergia (S), > 0.5 - < 1.0: adicién (AD), > 1.0 — < 2.0: indiferencia (1), > 2.0: antagonismo (AT). (51)

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

La Tabla 28 muestra que SASM ATCC®© 29213, EFSV ATCCO 29212 y ERV clinico 828 presentan
un valor de 1 para la ZFIC este valor indica que la asociacién de estos compuestos presenta un
efecto de adicidn, en el caso de SARM clinico 178 la XZFIC presenta un valor de 0.75, que
corresponde a un efecto de adicidn. Esta asociacidn presenta una situacion similar al caso
anterior, la cual podria atacar diferentes blancos de la bacteria sin causar interferencia ni
antagonismo entre DFUCh-P4 y linezolid; es mas, se estaria disminuyendo la CIM de DFUCh-P4
y linezolid frente estas bacterias, disminuyendo la dosis, con lo que puede disminuir las RAM,
mejorando la efectividad del tratamiento.

Los resultados de la determinacion de la actividad sinérgica de DFUCh-O5 y vancomicina, se
muestran en la siguiente tabla.
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Tabla 29. Efecto de la asociacion de DFUCh-O5 y vancomicina.

CIM (pg/mL)
DFUCh-05 en vancomicina en
Bacteria | DFUCh-05 vancomicina presencia de presencia de FICA | FICB 3FIC | EFECTO*
vancomicina DFUCh-05
SASM
ATCCO 1 2 2 0.5 2 0.25 2.25 AT
29213
SARM
Clinico 2 p p 0.250 1 0.125 | 1.125
178
ESV
ATCCO 2 1 2 0.25 1 0.25 1.25
29212
ERV
Clinico 4 2 4 2 1 1 2
828

FICA Concentracion inhibitoria fraccionaria de DFUCh-05, FICB Concentracién inhibitoria fraccionaria de
vancomicina, 2FIC Sumatoria de indices de concentracidon fraccionaria inhibitoria.

*<0.5: sinergia (S), > 0.5 - < 1.0: adicién (AD), > 1.0 — £ 2.0: indiferencia (1), > 2.0: antagonismo (AT). (51)

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

En la Tabla 29 se observa que SASM ATCC®© 29213 presenta un valor de 2.25 para la 2FIC, este
valor indica que la asociacién de estos compuestos presenta un efecto de antagonismo, esto
sugiere que ambos farmacos interactlan negativamente en un mismo blanco farmacolégico
(70), lo que se contrapone con el mecanismo de accién propuesto para DFUCh-05 frente al de
vancomicina. Por otra parte, el antagonismo podria generarse por una interaccion
intermolecular entre los compuestos, si bien, se propone un mecanismo de accién para el
compuesto diferente del mecanismo de accién de la vancomicina, esto demuestra que en
alguna parte del mecanismo de accidén de la vancomicina se contraponen estos compuestos, lo
gue podria explicar el antagonismo que se observa, ademas esto podria ser una aproximacién
para poder dilucidar el verdadero mecanismo de accién de DFUCh-05.

En el caso de SARM clinico 178, EFSV ATCCO 29212 y ERV clinico 828 presentan valores de 2FIC
de 1.125, 1.25 y 2, respectivamente. Estos valores muestran un efecto de indiferencia. La
asociacién de DFUCh-05 con vancomicina no da como resultado un mayor efecto, comparado
con el efecto ejercido por los compuestos por separado.
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La Tabla 30 muestra los resultados de la determinacion de la actividad sinérgica de DFUCh-P4 y

vancomicina.

Tabla 30. Efecto de la asociacion de DFUCh-P4 y vancomicina.

CIM (pg/mL)
DFUCh-P4 en vancomicina en
Bacteria DFUCh-P4 vancomicina presencia de presencia de FICA | FICB | ZFIC | EFECTO*
vancomicina DFUCh-P4
SASM
ATCCO 2 0.5 2 0.25 1 0.5 1.5
29213
SARM
Clinico 4 1 4 0.5 1 0.5 1.5
178
ESV
ATCCO 4 1 2 0.5 1 0.5 1.5
29212
ERV
Clinico 4 2 4 2 1 1 2
828

FICA Concentracidon inhibitoria fraccionaria de DFUCh-P4, FICB Concentracién inhibitoria fraccionaria de
vancomicina, ZFIC Sumatoria de indices de concentracidn fraccionaria inhibitoria.
*< 0.5: sinergia (S), > 0.5 - < 1.0: adicidn (AD), > 1.0 — < 2.0: indiferencia (1), > 2.0: antagonismo (AT). (51)

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

Con los datos (Tabla 30) se observa que la asociacién de DFUCh-P4 y vancomicina frente a
SASM ATCCO 29213, SARM clinico 178 y EFSV ATCCO 29212 presentan un valor de ZFIC de 1.5
y para ERV clinico 828 presenta un valor de 2. Estos valores muestran que esta asociacion

presenta un efecto de indiferencia.

Por ultimo al estudiar el efecto de asociacién de los derivados DFUCh-O5 y DFUCh-P4, se
esperaria un efecto antagdnico debido a que los compuestos actian en un mismo blanco segun
el mecanismo de accidn propuesto.

A continuacion se muestran los resultados de la determinacion de sinergia de DFUCh-P4 vy
DFUCh-05.
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Tabla 31. Efecto de la asociacion de DFUCh-P4 y DFUCh-05.

CIM (pg/mL)
DFUCh-P4 en DFUCh-05 en
Especie DFUCh-P4 DFUCh-05 presencia de presencia de FICA | FICB | XZFIC | EFECTO*
DFUCh-05 DFUCh-P4

SASM
ATCCO 4 1 2 0.5 05 0.5 1 AD
29213
SARM
Clinico 2 2 0.5 2 0.25 1 1.25

178

ESV
ATCCO 4 4 4 4 1 1 2
29212

ERV
Clinico 4 4 4 4 1 1 2

828

FICA Concentracion inhibitoria fraccionaria de DFUCh-P4, FICB Concentracion inhibitoria fraccionaria de DFUCh-O5,
2FIC Sumatoria de indices de concentracion fraccionaria inhibitoria.
*<0.5: sinergia (S), > 0.5 - < 1.0: adicién (AD), > 1.0 — £ 2.0: indiferencia (1), > 2.0: antagonismo (AT). (51)

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

En la Tabla 31 se observa que SASM ATCCO 29213 presenta un valor de 1 para la ZFIC, este
valor muestra que la asociacién de estos compuestos posee un efecto de adicién. 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 ATCCO 29212 y ERV clinico 828 presentan un valor de 2 para la ZFIC, lo
gue se interpreta como un efecto de indiferencia, este resultado no es el esperado en funcién
al mecanismo de accién propuesto para ambos compuestos, se deberia observar un
antagonismo cuando se usan ambos compuestos, el resultado podria ser una aproximacién a
dilucidar el verdadero mecanismo de accién, indicando que los compuestos tendrian diferentes

mecanismos de accion entre ellos, y a su vez entre vancomicina y linezolid.
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V. CONCLUSION

Los derivados DFUCh-O5 y DFUCh-P4 presentan actividad antibacteriana sobre
aislamientos clinicos SARM exhibiendo una CIMso de 2ug/mL tanto para DFUCh-O5 y
DFUCh-P4, y una CIMgy de 2ug/mL para DFUCh-O5 y 4ug/mL para DFUch-P4. Los
aislamientos clinicos de ERV presentaron una CIMsg de 2 pg/mL para DFUCh-O5 y 4
ug/mL para DFUCh-P4, y una CIMgo de 4 ug/mL para ambos compuestos.

Los derivados DFUCh-O5 y DFUCh-P4 presentan una actividad bactericida sobre
aislamientos clinicos de SARM y ERV, determinada como CBMsgy CBMgg para DFUCh-O5
fue de 4 pg/mL, por otro lado la actividad bactericida de DFUCh-P4 sobre SARM fue de 2
y 4 pug/mL para CBMso y CBMgg respectivamente. Para ERV la CBMso fue de 4 pg/mLy la
CBMgo de 8 pug/mL.

La presencia de albumina a una concentracion de 40 g/dL reduce la actividad
antibacteriana entre 8 y 16 veces para DFUCh-O5 y DFUCh-P4, frente aislamientos
clinicos de SARM y ERV.

La presencia de 10 % de suero humano reduce la actividad antibacteriana de DFUCh-O5
y DFUCh-P4 entre 8 y 16 veces frente aislamientos clinicos de SARM y ERV.

El porcentaje de unién a albumina para DFUCh-O5 y DFUCh-P4 fue de 84 % y de 97 %,
respectivamente.

Los compuestos DFUCh-O5 y DFUCh-P4 no generan un PAE significativo frente
aislamientos clinicos de SARM y ERV.

Mediante la metodologia PAMPA no fue posible determinar la capacidad para atravesar
pasivamente una monocapa lipidica para los compuestos DFUCh-O5 y DFUCh-P4.

La coadministracién de DFUCh-O5 y DFUCh-P4 con linezolid generan efectos aditivos.

Tanto la asociacidn con vancomicina y la administracion conjunta de ambos
compuestos, no genera efectos antagdnicos frente aislamientos clinicos de SARM y ERV.
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VI PROYECCIONES

En base a los resultados de este trabajo se observa que los compuestos DFUCh-O5 y DFUCh-P4,
son candidatos a convertirse en farmacos antibacterianos por lo que resulta fundamental
realizar estudios de toxicidad sobre células humanas y animales, ademads, se debe evaluar la
efectividad de los compuestos en modelos animales de infeccidn, actualmente nuestro
laboratorio estd montando un modelo de infeccidn sistémica sobre larvas de Galleria mellonella
y estudiando el vehiculo en el que se van administrar en el organismo.

Actualmente, el mayor desafio que pone en riesgo la vigencia de los nuevos antibacterianos
luego de su introduccién al mercado es la generacién de resistencia, al respecto, es
fundamental para su potencial desarrollo como farmacos estudiar si los compuestos DFUCh-0O5
y DFUCh-P4 generarian resistencia a corto plazo, estudiando la capacidad de las bacterias de
mutar en presencia de los compuestos, mediante la determinacién del indice de mutaciones
espontaneas y el ensayo de resistencia de pasajes en serie.
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VIl.  ANEXOS

ANEXO A:
Centros de salud: Servicio de Salud Antofagasta, Servicio de Salud Coquimbo, Servicio de Salud
Metropolitano Oriente, Servicio de Salud Metropolitano Occidente, hospital Dipreca, hospital
clinico universidad de chile, hospital barros Luco Trudeau, clinica las condes, Servicio de Salud
del Maule, Servicio de Salud Talcahuano, Servicio de Salud Concepcidn, Servicio de Salud Nuble,
hospital regional de Temuco, Servicio de Salud Araucania Sur.
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ANEXO B:
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