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RESUMEN

El aumento de bacterias multirresistentes y la dificultad de encontrar un tratamiento
eficaz para este tipo de infecciones, supone un problema a nivel mundial. Entre los
patdgenos mas destacados se encuentran los bacilos gramnegativos (BGN), tales como
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y Enterobacterales como
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, para los cuales la investigacion y el
desarrollo de nuevos antimicrobianos es una prioridad critica. Debido a que el
desarrollo de nuevos antibioticos supone un elevado coste econdémico, de tiempo
empleado y poca rentabilidad a causa de la rapida aparicion de resistencias, la basqueda
de nuevas alternativas terapéuticas se encuentra en auge. Esta Tesis Doctoral esta
basada en el uso de un nuevo enfoque conocido como “Drug repurposing” o
reposicionamiento de farmacos, que consiste en la busqueda de nuevas indicaciones
para farmacos que se usan en la practica clinica y en veterinaria. El objetivo principal
fue el estudio de dos farmacos distintos: i) el tamoxifeno, anticancerigeno usado para el
tratamiento de cancer de mama vy ii) la rafoxanida, antihelmintico usado en veterinaria
para tratar infecciones por trematodos. Por un lado, se demostro que la monoterapia con
tamoxifeno presento eficacia in vivo en un modelo de sepsis peritoneal murino por A.
baumannii, P. aeruginosa y E. coli usando ratones inmunocompetentes e
inmunodeprimidos. Esta actividad es debida a la reduccién de la liberacion de la
proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1, del inglés monocyte chemoattractant
protein-1), que en Ultima instancia produjo una disminucién de la migracion de células
de la inmunidad innata desde la médula 6sea hasta el torrente sanguineo, reduciendo la
inflamacion exacerbada producida en este modelo. Ademés, la modificacion de la
respuesta inmune del huésped va unida a la actividad antimicrobiana que presentaron
los metabolitos del tamoxifeno: n-desmetiltamoxifeno, endoxifeno y 4-
hidroxitamoxifeno, frente a las cepas bacterianas de estudio. Por otra parte, se demostrd
que la rafoxanida potencio el efecto de la colistina en cepas sensibles y resistentes a
colistina de A. baumannii, P. aeruginosa y K. pneumoniae. La sinergia observada es
debida posiblemente al aumento de la permeabilidad de membrana y al aumento de
cargas negativas en la superficie de la misma, potenciando la afinidad de la colistina y
restaurando su actividad. Ademas, la rafoxanida también presentd eficacia terapéutica
tanto en monoterapia como en terapia combinada con colistina en un modelo de sepsis
peritoneal murino causado por cepas resistentes a colistina de los tres patdgenos.

En conjunto, estos resultados proporcionan nuevos conocimientos sobre el uso del

anticancerigeno tamoxifeno y el antihelmintico rafoxanida en monoterapia 0 en

11



RESUMEN

combinacion con colistina, asi como sobre el mecanismo de accion de ambos farmacos.
Por ello, esta Tesis Doctoral proporciona dos nuevas alternativas terapéuticas para el

tratamiento de infecciones causadas por BGN multirresistentes.
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INTRODUCCION

1. Situacion actual de la resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana se ha convertido en un desafio mundial debido a la alta
morbilidad y mortalidad causada por bacterias que presentan resistencia a la gran
mayoria de antimicrobianos disponibles en el mercado (1). La Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), y los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC,
del inglés Centers for Diseases Control and Prevention) ya han declarado la resistencia
antimicrobiana como un problema de caracter global. Tan s6lo en los EE.UU., se
registran mas de 2,8 millones de infecciones por bacterias multirresistentes y mas de
35.000 muertes al afio (2). En los paises pertenecientes a la region UE/AEE (para Union
Europea/Area Econémica Europea) se producen mas de 670.000 infecciones causadas
por bacterias multirresistentes y alrededor de 33.000 muertes como consecuencia directa
de este tipo de infecciones (3). A nivel mundial, el nimero de muertes asciende a
700.000, segln datos aportados por la OMS (4). Esto es debido al nimero creciente de
bacterias multirresistentes que producen infecciones graves y que anteriormente eran
facilmente tratables, asi como la rapida expansién de las mismas a lo largo del globo
(4,5). Entre las enfermedades mas frecuentes, encontramos la neumonia comunitaria y
nosocomial, infecciones del tracto urinario, cistitis, bacteriemias e infecciones
adquiridas en el &mbito hospitalario como infecciones relacionadas con cateterismos 0
post-quirargicas (6,7).

Datos del Centro Europeo para la Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC; para
European Center for Disease Prevention and Control) recogidos por la Red Europea de
Vigilancia de Resistencia Antimicrobiana (EARS-Net para European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network) muestran un aumento de casos y muertes causadas
por microorganismos multirresistentes en Europa en los ultimos afios (Figura 1) (3).
Segun EARS-Net los porcentajes de resistencia antimicrobiana varian en funcién del
microorganismo, de la region geografica y del antimicrobiano, hecho que refleja
diferencias en la practica del uso de los antibidticos dependiendo del pais (8). En
especial, la situacion de los BGN es realmente preocupante. Actualmente, alrededor de
la mitad (56,4%) de los aislados de Acinetobacter spp. informados a EARS-Net en 2018
por parte de los paises pertenecientes a la UE/AEE, fueron resistentes a, al menos, una
de las familias de antimicrobianos bajo vigilancia regular (fluoroquinolonas,
aminoglucoésidos y carbapenémicos). En el caso de P. aeruginosa, el porcentaje de
aislados resistentes a, al menos, uno de los grupos de antimicrobianos bajo vigilancia

regular (piperacilina/tazobactam, fluoroquinolonas, ceftazidima, aminoglucésidos y
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INTRODUCCION

carbapenémicos) fue del 32,1%. En cuanto al orden Enterobacterales, EARS-Net 2018
informd que més de la mitad de los aislados de E. coli (58,3%) y méas de un tercio de los
aislados de K. pneumoniae (37,2%) fueron resistentes a, al menos, uno de los grupos
bajo vigilancia regular (aminopenicilinas, fluoroquinolonas, cefalosporinas de tercera

generacion, aminoglucésidos y carbapenémicos) (9).
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Figura 1. Infecciones causadas por bacterias multirresistentes medidas en nimero de casos, muertes
atribuidas y afios de vida ajustados por discapacidad (DALY del inglés Disability adjusted life years) en
UE/AEE en 2015 (3).

Esta situacién ha conllevado a que las opciones terapéuticas para los pacientes
infectados por BGN multirresistentes se limite a antibidticos de ultima linea, y ademas,
se ha unido el hecho de que en los Gltimos 40 afios no se han disefiado nuevas familias
de antimicrobianos (Figura 2). Por esta razon, en el afio 2017, la OMS publico una lista
de los patdgenos para los cuales la investigacion y el desarrollo de nuevos antibioticos
es una necesidad urgente (10). Dentro de los patdgenos considerados como primera

prioridad, se encuentran A. baumannii resistente a carbapenémicos, P. aeruginosa
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resistente a carbapenémicos y enterobacterias resistentes a carbapenémicos vy
productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE).

ANTIBIOTIC RESISTANCE ANTIBIOTIC INTRODUCED

INDENTIFIED

penicillin-R Staphylococcus

penicillin

tetracycline

erythromycin

tetracycline-R Shigella

methicillin
methicillin-R Staphylococcus

penicillin-R pneumococcus
gentamicin
erythromycin-R Streptococcus

vancomycin

gentamicin-R Enterococcus

imipenem and ceftazidime
ceftazidime-R Enterobacteriaceae
vancomycin-R Enterococcus

levofloxacin-R pneumococcus levofloxacin
imipenem-R Enterobacteriaceae
XDR tuberculosis

linezolid-R Staphylococcus
vancomycin-R Staphylococcus

linezolid

daptomycin (Cubicin)
PDR-Acinetobacter and Pseudomonas

ceftriaxone-R Neisseria gonorrhoeae
PDR Enterobacteriaceae
ceftaroline-R Staphylococcus

ceftaroline

Telavancin
Tedizolid

Tazobactam + Ceftazolone (Zerbaxa)
Dalbavancin

daptomycin (Cubicin)

Zavicefta®
Avibactam + Ceftazidime (AvyCaz)

Dalbavancin

Tedizolid
Tazobactam + Ceftazolone (Zerbaxa)
Avibactam + Ceftazidime (AvyCaz) Delafloxacin
Vaborbactam + Meropenem (Vabomere)
Omadacyclin
plazomicin
Eravacyclin

plazomicin
Eravacyclin

Telavancin
Delafloxacin

Iclaprim

Lefamulin Xenleta

Cefiderocol (S649266)

Zidebactam + cefepime

Clavulanic Acid + Ceftibuten (C scape)

Figura 2. Cronologia de desarrollo de nuevos antimicrobianos y la evolucidn de resistencias. Imagen
extraida de www.biomerieux.com. Challenges. Lack of new antibiotics.

El mal uso de los antimicrobianos durante décadas, tanto en seres humanos como en
ganaderia, ha sido una de las principales causas de seleccion y propagacion de
resistencias. En un estudio en el cual fueron escogidos 76 paises distribuidos a lo largo
del globo, el consumo de antimicrobianos aumenté de 11,3 a 15,7 dosis diarias
definidas (DDD) por 1000 habitantes por dia entre 2000 y 2015, hecho que supone un
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incremento del 39% (Figura 3) (11). Segin datos aportados en el informe
epidemioldgico anual de 2018, publicado por el ECDC, el consumo de antibidticos
sistémicos (incluyendo infecciones comunitarias y nosocomiales) fue de 20,1 DDD por
1000 habitantes por dia, presentando un rango entre paises desde un 9,7-34 DDD por
1000 habitantes por dia (12) (Figura 4). Durante el periodo comprendido entre 2009 y
2018, no se encontraron diferencias significativas en el consumo de antimicrobianos
teniendo en cuenta todos los paises integrantes de la UE/AEE. Sin embargo, se ha visto
que la tendencia al consumo ha disminuido en 11 de los paises y ha incrementado en 4
de ellos (12).

Change in DDDs per
1000 inhabitants per +

day (2000-2015)

M -20-I5
M -i15-10

Figura 3. Cambios en el consumo de antimicrobianos medido en DDD por 1000 habitantes por dia entre
2000-2015 en un total de 76 paises (11).

Consumption of Antibacterials for systemic use (ATC group J01) in the community and hospital
sector in Europe, reporting year 2018
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Figura 4. Consumo de antibiéticos sistémicos expresado en DDD por 1000 habitantes por dia en Europa
el afio 2018. * Paises que s6lo han proporcionado datos totales. Gréafica extraida de ESAC-Net (13).
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Las penicilinas, son los antibi6ticos prescritos con mas frecuencia en todos los paises,
mientras que el consumo de otras clases de antimicrobianos como por ejemplo las
cefalosporinas, macrélidos, quinolonas o glucopéptidos varié considerablemente entre
paises y se encuentran en niveles inferiores (12). Ademas, actualmente se conoce que
los paises con un mayor consumo de antibiéticos presentan mayores tasas de resistencia
a los mismos. Si esta situacion no revierte, se estima que en 2020, el nimero de muertes
causadas por organismos multirresistentes puede alcanzar los 10 millones al afio

superando enfermedades como el cancer (Figura 5) (14).

AMR in 2050
10 million

Tetanus
60,000

Road traffic

accidents
1.2 millien

Measles
130,000

Diarrhoeal
disease

1.4 million

Cancer
8.2 million

AMR now

700,000
(low estimate)

Cholera

100,000~
120,000

Dlabetes
1.5 million

Figura 5. Estimacion del nimero de muertes a causa de organismos multirresistentes en el afio 2020 (14)
AMR: Antimicrobial resistant.

Debido a la necesidad de reducir el porcentaje de bacterias multirresistentes, la OMS ha
puesto en marcha politicas de vigilancia del consumo de antimicrobianos (15). En
Europa, ha sido creada una red de vigilancia del consumo de antimicrobianos (ESAC-
Net) a nivel de atencidon primaria y en pacientes hospitalizados para la cual los paises
integrantes estan aportando datos. A nivel nacional, una de las medidas tomadas para
reducir el consumo de antimicrobianos y promover el uso adecuado de los mismos es la
implementacion del programa PIRASOA, un programa integral de prevencion y control
de infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria y uso apropiado de los
antimicrobianos llevado a cabo en Andalucia (Espafia). Transcurridos cuatro afios desde
su implementacion, se ha podido observar una mejora en el uso de antimicrobianos
prescritos para tratar infecciones por E. coli BLEE de adquisicion comunitaria (16).

También en Andalucia, en el afio 2011 se puso en marcha el programa PRIOAM, con la
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finalidad de mejorar la prescripcion antibidtica bajo un disefio participativo y de
contenido educativo. En este caso, el programa realizado en el Hospital Virgen del
Rocio de Sevilla (Espafia), empezo6 con un 53% de prescripciones inapropiadas y estas
han disminuido hasta el 26,4%. Asimismo, el consumo se redujo desde 1150 DDD por
1000 camas ocupadas hasta 852 DDD por 1000 camas ocupadas (17).

Por lo tanto, los altos niveles de resistencia antimicrobiana alcanzados por los BGN en
todo el mundo y su tendencia al aumento, especialmente en infecciones relacionadas
con el &mbito hospitalario, implican la necesidad de crear estrategias integradas a todos

los sectores que engloban la salud (7).

2. Infecciones asociadas a la atencidn sanitaria (IAAS)

Las infecciones asociadas a la atencion sanitaria o infecciones nosocomiales son
aquellas que aparecen durante la hospitalizacién, se manifiestan a partir de las 72 h o
mas después del ingreso del paciente, y no estaban presentes ni en periodo de
incubacion antes de la admision del mismo (18). Estas infecciones constituyen una de
las causas principales de morbilidad y mortalidad en pacientes hospitalizados (19).
Datos obtenidos en el afio 2013, indican que se produjeron alrededor de 4,2 millones de
infecciones nosocomiales en la Union Europea dando lugar a 175.000 muertes (7).
Actualmente, se estima que en Europa se producen 8,8 millones de 1AAs al afio, valores
obtenidos teniendo en cuenta hospitales y centros de cuidado a largo plazo (20). En
EE.UU., 1,7 millones de pacientes al afio adquieren una IAA causando 99.000 muertes
(21). Las 1AAs se asocian mayormente a los dispositivos invasivos y a cirugias. Entre
ellas destacan las infecciones del torrente sanguineo o bacteriemias, infecciones del
tracto urinario (ITU) asociadas a catéter, neumonias asociadas a ventilaciébn mecanica
(NAVM) e infecciones del sitio quirurgico (22). Muchas de estas infecciones estan
causadas por patogenos multirresistentes incluyendo A. baumannii, P. aeruginosa, E.
coli, Staphylococcus aureus resistente a meticilina y Enterococcus resistente a
vancomicina (23). Las IAAs, constituyen un grave problema sobretodos para pacientes
que se encuentran en las unidades de cuidados intensivos (UCIs). Segun datos del
ECDC en el afio 2017, 11.787 pacientes ingresados en la UCI (8,3%) desarrollaron al
menos una IAA que se encuentra bajo vigilancia (bacteriemia, neumonia o 1TU). Los
patdégenos asociados con maés frecuencia fueron estafilococos coagulasa negativos

(bacteriemia), P. aeruginosa (neumonia) y E. coli (ITU) (24). Ademas, recientemente,
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se han publicado datos recogidos durante 2008-2012 en los cuales se estima que las
IAAs en UCIs suponen 8.650 muertes atribuidas y 3,43 millones de dias extras de
hospitalizacion al afio (25). Como resultado de estas infecciones, se produce un
aumento del tiempo de hospitalizacién, de la mortalidad y en Gltima instancia de los
costes econdmicos en relacion a la salud publica (26). Se ha calculado que los costes
asociados a este tipo de infecciones oscilan entre los 5y 10 billones de ddlares anuales
(27).

Una estrategia para reducir las IAAs, es la implantacion de protocolos de vigilancia y de
respuesta adecuada (28). En los afios 80, se demostrd la importancia de la vigilancia
mediante el Estudio para la Eficacia del Control de la Infeccion Nosocomial (SENIC)
en EE.UU., en el cual se incluyeron 338 hospitales seleccionados al azar estratificados
por geografia, capacidad de camas y estado de ensefianza. Los resultados de este estudio
mostraron que los programas de control de infecciones realizados por epidemiélogos y
los programas de vigilancia redujeron las infecciones nosocomiales un 32% en
comparacion con aquellos centros que carecian de estos programas (29). Siguiendo la
misma estrategia, actualmente en Andalucia el programa PIRASOA no sélo tiene como
objetivo promover el uso adecuado de antimicrobianos sino también reducir la tasa
IAAs hasta alcanzar niveles de excelencia.

Es importante destacar que las infecciones nosocomiales causadas por bacterias
gramnegativas preocupan especialmente debido a la capacidad de estos patdgenos para
inducir o adquirir genes de resistencia. En EE.UU. alrededor de un 70% de las
infecciones en UCIs estan causadas por patdgenos gramnegativos (30). Particularmente,
los BGN requieren de especial atencion debido a que son una causa frecuente de IAA 'y

ademas las tasas de resistencia en estas bacterias esta aumentando (27).

3. Bacilos gramnegativos (BGN): Epidemiologia, resistencia antimicrobiana,

opciones terapeéuticas y virulencia

El auge de las infecciones causadas por BGN multirresistentes representa un desafio a
nivel global, sobre todo cuando nos referimos al tratamiento de infecciones adquiridas a
nivel hospitalario. Especialmente en las UCIs, los BGN son los responsables de gran
parte de las neumonias de adquisicidn hospitalaria e ITU, y del 25-30% de infecciones
de sitio quirdrgico y del torrente sanguineo (31). Algunos de los agentes etioldgicos con

mas relevancia a nivel de infecciones nosocomiales, sobre todo en pacientes cuya
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atencion requiere de ventilacion mecénica o catéteres son A. baumannii, P. aeruginosa
y algunas Enterobacterales como E. coli, Klebsiella, Serratia y Proteus. Todos ellos,
fueron considerados por la OMS como prioridad critica para la investigacion y el
desarrollo de nuevos antimicrobianos debido a las tasas de multirresistencia observadas

en los ultimos afios (10).

3.1 Acinetobacter baumannii

El género Acinetobacter spp. comprende cocobacilos gramnegativos, aerobios estrictos,
catalasa-positivos, oxidasa-negativos y no fermentadores. Este género se encuentra
ampliamente distribuido en diferentes ambientes como el agua, suelos, animales o
humanos (32). Dentro de las especies de Acinetobacter, A. baumannii es el miembro
mas importante debido a su asociacion con infecciones nosocomiales y a su alta
capacidad de desarrollar resistencia a diversas familias de antimicrobianos (33).
Ademas, aungue no se considere un patdégeno de adquisicion comunitaria, su incidencia

en la comunidad esta aumentando en regiones con climas calurosos y humedos (34).

3.1.1 Epidemiologia

A. baumannii es un importante agente causal de infecciones nosocomiales,
representando hasta el 20% de las infecciones adquiridas en UCI en todo el mundo
(35,36). Su importancia clinica radica en que es la causa de aproximadamente el 12% de
las bacteriemias en las UCIs (37), una causa comin de NAVM vy causante de
infecciones en herida quirdrgica u otro tipo de heridas (38). Ademas, los pacientes
guemados son susceptibles a desarrollar una infeccion por A. baumannii,
considerandose poblacion de riesgo.

Segun datos aportados por el ECDC, Acinetobacter spp. fue la undécima causa de
infeccion asociada al &mbito hospitalario, equivalente al 3,6% (39). Dentro de este tipo
de infecciones, el 8,7%, 4,1% y 2,9% fueron neumonia, bacteriemia e infeccién del sitio
quirargico, respectivamente (39). En Asia, la prevalencia de A. baumannii es mas
elevada siendo la mayor causa de neumonia de adquisicion hospitalaria en China y
Tailandia y de NAVM en ambos paises ademas de en Malasia y Taiwan, rondando
valores entre el 16-50% (40). Datos recogidos en India durante 2012-2016, mostraron

que el 42,9% de los aislados de 1AAs fueron Acinetobacter spp. Sin embargo, el dato
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méas alarmante es que el 88% y el 61% fueron multirresistentes y panresistentes,
respectivamente (41). En Europa, el 56,4% de los aislados de Acinetobacter spp. fueron
resistentes a, al menos, un grupo de los siguientes antimicrobianos: fluoroquinolonas,
aminoglucosidos y carbapenémicos, y el 28,8% presento resistencia combinada a todos
ellos (9). En cuanto a la resistencia a colistina, el 4% de los aislados testados fueron
resistentes, encontrandose mayoritariamente en Grecia e Italia. Sin embargo, estos datos
no son del todo representativos debido al bajo numero de aislados testados (42).
Estudios realizados en regiones del continente asiatico como China e India, muestran
mayor porcentaje de IAAs causadas por Acinetobacter spp. con porcentajes de
resistencia del 67% o superiores (41). Finalmente, como se ha mencionado
anteriormente, A. baumannii raramente causa infecciones adquiridas en la comunidad a
no ser que se trate de pacientes con enfermedades subyacentes. Este tipo de infecciones
estan mas asociadas a zonas con climas calidos y himedos, siendo Hong Kong,
Singapur y Taiwan donde se han encontrado un mayor nimero de casos (34).

Para clasificar las diferentes cepas de A. baumannii en linajes clonales, se realizan
varios métodos de genotipado. Entre los mas comunes se encuentra la electroforesis en
campo pulsado (PFGE del inglés pulsed-fiel gel electrophoresis), la tipificacion
multilocus de secuencias (MLST del inglés multilocus sequence typing) o la
identificacion de polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP del
inglés amplified fragment length polymorphism), entre otras. EI MLST es una técnica
genética que consiste en la secuenciacion de fragmentos de ADN internos
(habitualmente 7) de genes de mantenimiento o en inglés “housekeeping genes” (genes
conservados necesarios para el mantenimiento del patégeno). A cada secuencia Unica
gue se encuentra en un gen de mantenimiento se le asigna un numero particular de alelo,
de manera que cada aislado se caracterizara por las secuencias unicas de alelos en cada
uno de los 7 genes. Esto permitird separar los aislados en grupos con idénticos perfiles
alélicos o secuenciotipos (ST) y en complejos clonales (CCs) (43).

En A. baumannii existen dos esquemas de MLST disponibles pertenecientes a dos bases
de datos distintas. Por un lado encontramos la base de datos PubMLST, que asigna 287
ST diferentes que se pueden agrupar en 21 CC. Por otra parte, se encuentra MLST de
Pasteur, que asigna las cepas en 176 ST distintos y 20 CC. Ademas, existen los
conocidos linajes clonales internacionales (IC), identificados previamente por AFLP,
representados en los dos esquemas (44). A diferencia de otros patdgenos como P.

aeruginosa, E. coli y K. pneumoniae, para los cuales se utiliza la nomenclatura de
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secuencia tipo (ST) obtenidas por MLST, en A. baumannii sigue siendo mas frecuente
el uso de los IC (45). Existen 7 grupos distintos descritos por AFLP: IC1, IC2, IC3,
Cluster A, Cluster B, Cluster C y Cluster 6 (44,45). Tres de ellos, 1C1-3 son los més
predominantes en Europa y se han diseminado por todo el mundo, de aqui la
nomenclatura de clones internacionales (39,45). La mayoria de los brotes en Europa se
han relacionado con estos tres clones, sin embargo IC-2 es el mas prevalente. En cuanto
a la resistencia antimicrobiana, cepas multirresistentes (MDR) y panresistentes (PDR)
también se han asociado con estos clones (39). Varios estudios muestran que, en
Espafa, los clones mas frecuentes son el IC-1l o ST-2, IC-11l1 o ST-3 principalmente,
seguidos de otros mas minoritarios como ST-15, ST-80 o ST-79 (46,47).

Tabla 1. Linajes clonales de Acinetobacter baumannii segun distintos métodos de genotipado.
Tabla adaptada de Zarrilli R et al. 2013 (44).

AFLP Pasteur’s MLST PubMLST
IC I CC1 CC109
ICII CC2 CC92
CC3
IC I ST25 CC110
, CC15
Cluster A ST78 CcC103

Cluster B CC10
ClUster 6 CC32
ST52

Cluster C CC79 CC113

AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism, MLST: Multilocus Sequence Typing

3.1.2 Mecanismos de resistencia antimicrobiana

A. baumannii ha sido uno de los patdgenos mas exitosos en cuanto a la adquisicion de
resistencias. Se encuentra dentro de los patogenos denominados ESKAPE
(Enterococcus faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa y
distintas especies de Enterobacter), los cuales presentan una alta capacidad de evadirse
de la accion bactericida de muchos antimicrobianos presentando altas tasas de
multirresistencia junto con una elevada virulencia (48). Se conocen varios mecanismos

de resistencia para A. baumannii, incluyendo la degradacion o modificacion enzimatica
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de antibidticos (mediada por enzimas p-lactamasas y enzimas modificadoras de
aminoglucosidos), bombas de flujo, cambios en la permeabilidad o modificacion de la
diana (35).

3.1.2.1. Enzimas f-lactamasas

La inactivacion de los antibioticos B-lactdmicos es uno de los principales mecanismos
de resistencia de A. baumannii. Las pB-lactamasas se agrupan en 4 clases moleculares en
base a la homologia de su secuencia: A, B, C y D (Tabla 2) (35,49). Todas ellas estan
presentes en A. baumannii posiblemente debido a la capacidad de este patdgeno de
incorporar ADN exo6geno mediante transferencia horizontal (50). En A. baumannii
existen B-lactamasas de clase A de espectro reducido como TEM-1 o SCO-1, asi como
BLEEs incluyendo TEM-92, GES-14 o CTX-M-2. Dentro de la clase C, A. baumannii
presenta de manera intrinseca AmpC responsable de la hidrolizacion de cefalosporinas.
Por dltimo, en A. baumannii se encuentran mas de 400 tipos de enzimas de clase D,
Ilamadas enzimas tipo OXA, siendo OXA-23 una de las mas frecuentes y mas
distribuida (35).

Tabla 2. B- lactamasas encontradas en Acinetobacter baumannii.

Clase Descripcién Ejemplos

B-lactamasas dependientes de serina. Hidrolizan
Clase A penicilinas y cefalosporinas. Son inhibidas por
clavulanato.

TEM, SHV, GES, CTX-M,
SCO, PERy VEB

Metalo-B-lactamasas (MBL) que requieren
metales pesados para la catalisis. Hidrolizan
todos los B-lactamicos, incluyendo
carbapenémicos pero no monobactdmicos.

Clase B KPCy CRAB

B-lactamasas dependientes de serina. Confieren
Clase C resistencia a las cefamicinas, penicilinas y AmpC
cefalosporinas.

Subgrupos: OXA-2, OXA-6,
OXA-10, OXA-20, OXA-23,
OXA-24, OXA-51, OXA-
58,0XA-143 y OXA-235

B-lactamasas dependientes de serina.
Clase D Comunmente conocidas como oxacilinasas.
Hidrolizan la oxacilina de manera preferente.
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3.1.2.2. Enzimas modificadoras de aminoglucosidos

Principal mecanismo por el cual A. baumannii adquiere resistencia a aminoglucdsidos.
Este grupo de encimas se clasifican en acetiltransferasas como AAC(6),
adeniltransferasas como ANT(3”’) y fosfotransferasas como APH(3’) (51). Ademas, se
ha descrito que cepas multirresistentes de A. baumannii son capaces de producir una

combinacion de estos enzimas (52).

3.1.2.3. Bombas de flujo

Las bombas de flujo son un mecanismo por el cual se regula el paso de distintas
substancias incluidos los antibidticos. Se han descrito seis tipos de familias (53), cinco

de ellas identificadas en A. baumannii (54):

— Superfamilia de resistencia-nodulacion-division (RND, del inglés Resistance-
nodulation-division): Expulsan el antimicrobiano usando la fuerza proton motriz (53).
En A. baumannii se encuentra AdeABC, responsable de la resistencia a
aminoglucésidos ademas de presentar una amplia variedad de sustratos como
tigeciclina, tetraciclina, B-lactdmicos, cloranfenicol, macrélidos y fluoroquinolonas
(54,55).

— Superfamilia mayor de facilitadores (MFS, del inglés Major facilitator
superfamily): Transportan un amplio abanico de sustratos a través de las membranas y
estdn implicadas en muchos procesos biolégicos (56). Normalmente no son
transportadores de farmacos, pero pueden actuar como transportadores especificos para
ciertas clases de antimicrobianos. En A. baumannii se encuentra Tet(A) que confiere
resistencia a tetraciclina y Tet (B) implicada en la resistencia a tetraciclina y

minociclina (57).

— Familia de extrusiéon de farmacos y compuestos téxicos (MATE, del inglés
Multidrug and toxic compound extrusion): Utiliza la fuerza proton motriz para expulsar
el antimicrobiano. Familia a la que pertenece AbeM, bomba que produce un aumento en

la concentracion minima inhibitoria (CMI) de quinolonas y aminoglucdsidos (58).
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— Familia de baja resistencia a farmacos (SMR, del inglés Small multidrug
resistance): Incluye AbeS, bomba de flujo que produce un aumento en la CMI de

eritromicina y novobiocina (59).

— Familia casete de unién a ATP (ABC, del inglés ATP binding cassette): Median la
importacion y la exportacion de solutos de manera ATP-dependiente. Raramente se
encuentran en bacterias gramnegativas (54). En A. baumannii se ha demostrado su

implicacion en la virulencia (60).

— Familia de transporte de metabolitos (DMT, del inglés Drug metabolite
transporter): Se ha asociado un gen de esta familia a una cepa multirresistente de A.
baumannii usando un analisis genémico comparativo (61) pero no suelen estar presentes

en A. baumannii.

3.1.2.4. Defectos en la permeabilidad

Los cambios en la permeabilidad de membrana son debidos a la modificacion de
proteinas de la membrana externa como las porinas, canales encargados de transportar
substancias a través de dicha estructura, o bien por cambios en otros componentes como
el lipopolisacarido (LPS) y los peptidoglicanos. El aumento o la disminucion de la
expresion de porinas modifican notoriamente la permeabilidad de membrana y juega un
papel importante en la aparicion de mecanismos de resistencia. La reduccién de la
expresion de CarO (62), la proteina homdéloga de OprD (63), Omp22 (64), Omp33-36
(65), entre otras, esta relacionada con la resistencia a carbapenémicos. Ademas, nuestro
grupo de investigacion describid por la primera vez que Omp25 esta implicada en la
resistencia a colistina (66), y OmpA en la resistencia a aztreonam, cloranfenicol y acido
nalidixico (67).

3.1.2.5. Modificacién de la diana

En A. baumannii se han detectado modificaciones en la diana de distintos antibioticos.
En el caso de la resistencia a quinolonas, se han descrito modificaciones en GyrA
(subunidad de la ADN girasa) y ParC (subunidad de la topoisomerasa V) (68,69). En
cuanto a la tetraciclina y la tigeciclina, se han detectado mutaciones en TetM y TetX,
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respectivamente, que confieren proteccion ribosomal (70,71). Finalmente, también se
puede producir una modificacion o perdida del LPS que afecta principalmente a la
actividad de la colistina. Se ha descrito la modificacion del lipido A (componente del
LPS) mediante la adicion de fosfoetanolamina (PEtN) debido a mutaciones en el
sistema de regulacion de dos componentes pmrA/pmrB (72). Ademas, la inactivacion in
vitro de los genes que sintetizan el LPS (IpxA, IpxC y IpxD) resultando en la pérdida
completa del mismo, aumentan la resistencia a colistina. Sin embargo, estas
modificaciones no han sido descritas en la clinica posiblemente debido al alto coste de
fitness que suponen (73,74). Por ultimo, la adquisicion de plasmidos que contienen el
gen mcr implicado en la resistencia a colistina también ha sido descrita en A. baumannii
(75).

3.1.3 Tratamientos actuales

A. baumannii presenta varias alternativas terapéuticas cuando se trata de un aislado
sensible. Estas infecciones pueden ser tratadas con cefalosporinas de amplio espectro
(como ceftazidima o cefepime), carbapenémicos (como imipenem, meropenem o
doripenem) o la combinacion de B-lactdmicos/inhibidores de B-lactamasas (BL/IBL),
siendo ampicilina-sulbactam una de las combinaciones mas usadas (76). Sin embargo,
el aumento de la resistencia a estos antibidticos ha promovido la necesidad de usar los
ultimos farmacos que permanecen activos como tigeciclina y sulbactam, o bien usar
antiguos antibiéticos que habian quedado en desuso como las polimixinas y

minociclina.

Polimixinas: La colistina (polimixina E) junto a la polimixina B, son antibioticos
bactericidas concentracion dependientes. Se diferencian solo en un aminoacido, pero su
administracion es distinta. La polimixina B se administra de forma directa mientras que
la colistina se administra en forma de colistimetato de sodio (CMS, del inglés
colistimethate sodium), pro-droga que se convertird en colistina después de la
administracion (77). El uso de una u otra depende del area geografica, en Europa se usa
CMS (77). Ambos empezaron a comercializarse en los afios 50 y posteriormente
guedaron en desuso, por ello, el conocimiento de farmacocinética y seguridad es
reducido (78).
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Tienen como diana el LPS, presentando una actividad potente frente a bacterias
gramnegativas. Debido a la elevada resistencia antibiotica que presenta A. baumannii,
este grupo de farmacos se ha convertido en uno de los ultimos recursos (79). Sin
embargo, estudios realizados en humanos, muestran que la colistina presenta un perfil
farmacocinético/farmacodinamico (PK/PD, del inglés pharmacokinetics
/pharmacodynamics) sub-06ptimo (80). Ademas, una de las principales desventajas es la
nefrotoxicidad, hecho que reduce la ventana terapéutica del farmaco (81). EI aumento
del uso de la colistina ha promovido el aumento de resistencias en algunos paises, sobre
todo en los paises asiaticos. En el afio 2016, el 4% de los aislados en Europa fueron
resistentes (42) y ademaés, se han descrito fendmenos de heterorresistencia relacionados
con el fracaso clinico (82). La incapacidad de las polimixinas de alcanzar valores
optimos de PK/PD y la posible seleccion de resistencias durante el tratamiento, ponen
en duda su uso como monoterapia (83). Una posible solucion es la combinacion con
otros antimicrobianos. Varios estudios preclinicos y clinicos indican que la colistina

presenta sinergia con sulbactam, rifampicina o carbapenémicos (84-86).

Tigeciclina: Primer antibiético de una nueva familia de antimicrobianos Illamados
glicilciclinas. Se trata de un antibi6tico bacteriostatico debido a su unién con la
subunidad 30S del ribosoma. A pesar de que la tigeciclina presenta una excelente
actividad in vitro, no parece mas efectiva que otras terapias utilizadas para A. baumannii
multirresistente (87,88). La principal razon radica en que las concentraciones alcanzadas
en pulmon y sangre después de una dosis estandar, son sub-6ptimas (89). La utilizacidn
de dosis mas altas ha presentado mejores resultados clinicos en pacientes con NAVM
(90). No obstante, en este caso es necesario un mayor seguimiento debido a los

problemas de toxicidad.

Sulbactam: Inhibidor de B-lactamasas que suele formularse junto con ampicilina para el
tratamiento de bacterias con resistencia mediada por estas enzimas. Sin embargo, el
sulbactam por si solo presenta actividad intrinseca frente A. baumannii, debido a su
afinidad por las proteinas de union a penicilina (PBP, del inglés penicillin-binding-
protein) tipo 1A y tipo 2 (91). La mayoria de ensayos clinicos han sido realizados en
combinacion con ampicilina, presentando mejores resultados que la terapia con colistina
(92,93). Lamentablemente, en la dltima década se ha detectado un aumento mantenido

de la resistencia a sulbactam (94).
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Minociclina: Antibidtico bacteriostatico perteneciente a la familia de las tetraciclinas.
Igual que la tigeciclina, se une a la subunidad 30S del ribosoma impidiendo la sintesis
proteica. La tasa de susceptibilidad de A. baumannii frente a este antibiotico (alrededor
del 80%) asi como ensayos clinicos realizados hasta la fecha, convierten a este farmaco
en un buen candidato (95,96). Sin embargo, mas estudios son necesarios para
determinar el papel de la minociclina en el tratamiento de infecciones por A. baumannii

multirresistente.

3.2 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa es un patégeno gramnegativo, no fermentador, oportunista y muy ubicuo
en el medio ambiente. Causa principalmente infecciones nosocomiales como NAVM,
bacteriemias e ITU en pacientes inmunodeprimidos con neutropenia, quemaduras y
fibrosis quistica. Estas infecciones se caracterizan por requerir altos periodos de

hospitalizacién ademas de altos costes sanitarios (97).

3.2.1 Epidemiologia

P. aeruginosa es un patdégeno con una alta resistencia intrinseca a los antibidticos
debido a la capacidad de su membrana externa de evitar la entrada de estas moléculas
asi como su expulsion. Datos proporcionados por la ECDC en 2019, informan que en el
afio 2017 P. aeruginosa fue uno de los microorganismos aislados con mas frecuencia en
la UCI, siendo el primer causante de neumonia y frecuentemente aislado en
bacteriemias y UTIs. En Espafia es el primer agente etioldgico aislado en neumonias
adquiridas en esta unidad (24%) (24). En otros paises del mundo como India, China o
Etiopia los aislados de P. aeruginosa obtenidos en cohortes realizadas con pacientes de
UCI fueron el 10,2%, 15,5% y 7,1%, respectivamente (41). En Kuwait los aislados
obtenidos de pacientes con quemaduras fueron el 14,6% (98).

En relacion a la resistencia antimicrobiana, el porcentaje de resistencia en la UE/AEE en
2018 a piperacilina/tazobactam, fluoroquinolonas, carbapenémicos, ceftazidima y
aminoglucosidos fue del 18,3%, 19,7%, 17,2%, 14,1% y 11,8%, respectivamente. Un
32,1% de los aislados fueron resistentes a al menos uno de los antibidticos anteriores y
el 4,1% presentaron resistencia a todos ellos. Afortunadamente, la resistencia a tres

grupos 0 mas de estos antimicrobianos ha disminuido entre 2015 y 2018 (9). Ademas, la
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resistencia a colistina en Europa presenta niveles bajos siendo inferior al 1% (42). En
EE.UU., el CDC informd en 2019 que se produjeron 32.600 casos de P. aeruginosa
MDR en pacientes hospitalizados en el afio 2017, y un total de 2.700 muertes (2). Por
ultimo, en los paises asiaticos como India y China, el porcentaje de aislados de P.
aeruginosa MDR en los estudios comentados anteriormente fue de 66,7% y 16,7%,
respectivamente.

En cuanto a su distribucion, P. aeruginosa presenta una estructura epidemiologica no-
clonal, clasificada en ST especificos obtenidas mediante MLST. Se ha consensuado que
no hay asociacion entre un clon y un habitat en concreto (99), sin embargo, la
transmision en los hospitales ha aumentado la prevalencia de clones especificos (100).
Existen tres clones vinculados a cepas MDR y XDR (XDR, del inglés extensively drug-
resistant) llamados clones de alto riesgo. Estos clones pertenecen al ST111, ST175 y
ST235 y estan distribuidos en todo el mundo. El clon més diseminado es el ST235,
seguido por el ST111 que ha sido aislado en todos los continentes menos en Oceania.
Por ultimo el ST175 que se encuentra distribuido por varios paises europeos (Figura 6)
(101).
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Figura 6. Distribucion mundial (A) y europea (B) de los clones mas frecuentes de Pseudomonas
aeruginosa MDR/XDR (101). MDR: multidrug-resitant, XDR: extensively drug-resistant.
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3.2.2 Mecanismos de resistencia antimicrobiana

Los mecanismos de resistencia de P. aeruginosa se pueden clasificar en intrinsecos,

adquiridos o adaptativos (Figura 7).

3.2.2.1. Mecanismos de resistencia intrinsecos

La resistencia intrinseca es aquella que se encuentra codificada en el cromosoma. En el
caso de P. aeruginosa, consiste principalmente en la baja permeabilidad de la
membrana externa, la expresion constitutiva de bombas de flujo y la expresion

cromosomica inducible de B-lactamasas.

- Defectos en la permeabilidad: Las porinas son la principal causa de la disminucion
en la permeabilidad. OprF (homoéloga de OmpA en A. baumannii y E. coli) es la porina
mayoritaria de P. aeruginosa y es la responsable de la entrada inespecifica de iones y
sacaridos (102). A diferencia de lo que ocurre en otras bacterias, alrededor del 95% de
OprF se encuentra en conformacion cerrada, siendo el motivo principal por el cual P.
aeruginosa presenta una permeabilidad mucho menor que el resto de patégenos (103).
La segunda porina mas abundante en P. aeruginosa es OprD y una de las mas
estudiadas debido a su implicacion en la resistencia a carbapenémicos, sobretodo
imipenem y meropenem (104). OprD esté altamente regulada a nivel transcripcional y
post-transcripcional por reguladores de bombas de flujo, metales, pequefias moléculas
etc.; por ello, se cree que es el mecanismo de resistencia a carbapenémicos mas
prevalente (105). Se pueden dar mutaciones que resultan en una disminucion de la
expresion de OprD, conllevando a la resistencia a imipenem, pero también se han
descrito mutaciones que consisten en la substitucion de aminoacidos especificos sin
afectar la transcripcion (106). Varios estudios funcionales revelan que el truncamiento
de la proteina, sobretodo de los loops 2 y 3 (loops que permiten la entrada de
imipenem), estan implicados en la resistencia a este antibidtico (107). Un estudio
reciente realizado en pacientes con bacteriemia, revela que las infecciones causadas por
aislados de P. aeruginosa con OprD truncada presentaron mayor tasa de mortalidad que
aquellos infectados con P. aeruginosa con OprD intacta (108). Finalmente, OprH esta
asociada con la resistencia a polimixina B y gentamicina (109,110).
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- Bombas de flujo: Las bombas de flujo también juegan un papel importante a la hora
de expulsar componentes toxicos, incluyendo antibiéticos, fuera de la célula bacteriana.
Igual que en el caso de A. baumannii, las bombas de flujo de P aeruginosa se clasifican
en seis familias: RND, MFS, MATE, SMR, ATP y DMT aunque no todas intervienen
en la resistencia antimicrobiana. Clinicamente, las bombas de flujo méas relevantes de P.
aeruginosa son MexAB-OprM, MexXY/OprM, MexCD-OprJ y MexEF-OprN, todas
ellas pertenecientes a la superfamilia RND. MexAB-OprM y MexXY/OprM presentan
una alta prevalencia en cepas clinicas y confieren resistencia a un amplio rango de
antibidticos (111). MexCD-OprJ y MexEF-OprN expulsan B-lactamicos y quinolonas,
respectivamente (112,113).

- Enzimas inactivadoras de antibidticos: La enzima mas relevante es AmpC, una [3-
lactamasa de expresion cromosémica que confiere bajo nivel de resistencia a
aminopenicilinas y cefalosporinas. Sin embargo, AmpC puede hiperproducirse a través
de mecanismos de resistencia adaptativos o adquiridos y conferir resistencia a un gran
namero de antibidticos (114). Ademas, en el cromosoma de P. aeruginosa también se
pueden encontrar encimas modificadoras de aminoglucésidos como la APH(3')-11b

(115).

3.2.2.2. Mecanismos de resistencia adquiridos

P. aeruginosa puede adquirir resistencia a antibidticos a través de la mutacion de genes
intrinsecos o bien por transferencia horizontal mediante plasmidos, transposones e
integrones de otras bacterias (116). A diferencia de la resistencia intrinseca, la
resistencia adquirida esta relacionada con la presion antibidtica dando lugar a la
seleccion de poblaciones resistentes (117). Los genes de resistencia intrinsecos estan
regulados positivamente o negativamente por mecanismos regulatorios. La mutacién de
una de estas vias reguladoras puede aumentar la actividad del promotor dando lugar a
un aumento de la expresion de estos genes y consecuentemente, una hiperproduccion de

enzimas y bombas de flujo.

- Defectos en la permeabilidad: Se han descrito mutaciones en proteinas de la
membrana externa que confieren resistencia a antimicrobianos. La pérdida o reduccion

de OprD, porina especifica de carbapenémicos, reduce la permeabilidad de membrana
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confiriendo resistencia a los mismos (118). Ademas, como se ha comentado
anteriormente, mutaciones en aminoécidos de OprD que no afectan a su expresion

también pueden producir resistencia a carbapenémicos (106).

- Bombas de flujo: Se han descrito variedad de mutaciones en bombas de flujo
responsables de la resistencia antimicrobiana de P. aeruginosa. Entre ellas, se
encuentran las mutaciones en MexAB/OprM y MexXY/OprM, que confieren resistencia
a B-lactamicos (119,120).

- Enzimas inactivadoras de antibioticos: Como se ha comentado en el apartado de la
resistencia intrinseca, un ejemplo seria la inactivacion por mutacion de ampD (represor
de ampC) que conduce a una sobreexpresion de la B-lactamasa y al aumento de la
resistencia (121). Otra forma de resistencia adquirida consiste en la transferencia
horizontal de genes de resistencia. P. aeruginosa ha adquirido -lactamasas tipo BLEE
como TEM (nombre procedente del primer paciente Temoneira) o VEB (Vietnam
extended-spectrum-pB-lactamase) y metalobetalactamasas (MBL), siendo las mas
frecuentes VIM (Verona-integron-encoded-metallo-p-lactamase) e IMP (Active on
imipenem [-lactamase). Por Gltimo, aunque menos comuin, también se ha descrito la
adquisicion de carbapenemasas tipo KPC (K. pneumoniae carbapenemase) y GES
(Guiana extended spectrum fB-lactamase (122).

En cuanto a enzimas modificadoras de aminoglucésidos, se ha descrito la presencia en
plasmidos o integrones de todos los grupos de enzimas predominando las

acetiltransferasas (115).

- Modificacién de la diana: Otra estrategia bacteriana consiste en la modificaciéon o
proteccion de la diana antimicrobiana. Mutaciones en genes de P. aeruginosa que
codifican para la ADN girasa (gyrA y gyrB) o la topoisomerasa IV (parC y parE)
reducen la afinidad con la que se unen las quinolonas conduciendo a una mayor
susceptibilidad (122). También se han descrito modificaciones en las PBPs aumentando
la resistencia a B-lactdmicos (123) y mutaciones en los sistemas de regulacion PhoPQ y
PmrAB, que modifican el lipido A confiriendo una mayor resistencia a polimixinas
(124).
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3.2.2.3. Mecanismos de resistencia adaptativos

La resistencia adaptativa se trata de un mecanismo inestable y transitorio en respuesta a
un estimulo como la presencia de un antibiotico u otro tipo de estrés ambiental, y que
revierte con la desaparicion del mismo (125). Varios estudios ponen de manifiesto la
capacidad de P. aeruginosa para adquirir resistencia de manera adaptativa a las
polimixinas (126,127). Ademas, también se podrian considerar mecanismos de
resistencia adaptativos la formacion de biofilm y las células persistentes. En el caso de
P. aeruginosa, es comun la formacion de ambas formas en el pulmon de los pacientes

con fibrosis quistica, hecho que complica el tratamiento antimicrobiano (128).
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Figura 7. Mecanismos de resistencia intrinsecos, adquiridos y adaptativos de Pseudomonas aeruginosa.

Car: Carbapenémicos, Ceph: Cefalosporinas, Pen: Penicilinas, Ami: Aminoglucésidos, Flu:
Fluoroquinolonas, Mac: Macrdlidos, Pol: Polimixinas, CM: Membrana citoplasmatica, OM: Membrana

externa (129).
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3.2.3 Tratamientos actuales

Desde el punto de vista clinico, las infecciones causadas por P. aeruginosa se pueden
clasificar en agudas-superficiales no invasivas, agudas invasivas o cronicas. Este
apartado se centra principalmente en el segundo grupo, que comprende infecciones
severas incluyendo bacteriemias, neumonia, endocarditis, infeccién por quemaduras e
infeccion urinaria, entre otras.

El tratamiento empirico frente a una infeccion por P. aeruginosa se basa en la severidad
de la infeccidn. Se tiene en cuenta la presencia de sepsis severa o shock septico,
inmunodepresion severa, infecciones con alto contenido bacteriano no controlable por
cirugia y el riesgo de que la infeccion esté causada por una bacteria multirresistente. En
el caso de que se cumplan las condiciones mencionadas, el tratamiento de eleccién
constaria de un B-lactimico o un BL/IBL (meropenem, ceftazidima,
piperacilina/tazobactam, ceftolozano/tazobactam o ceftazidima/avibactam) en
combinacion con amikacina o colistina. Por el contrario, si estas condiciones no se
cumplen se tratard con meropenem/piperazilina-tazobactam/ceftazidima combinado con
amikacina o ciprofluoxacino (130). En el caso de infecciones cronicas por P.
aeruginosa, como es el caso de pacientes con fibrosis quistica, el tratamiento de
eleccion es tobramicina, colistina o aztreonam, aunque la cepa sea sensible a los -
lactdmicos (131).

Actualmente, el nimero creciente de aislados P. aeruginosa MDR y XDR ha reducido
la cantidad de antimicrobianos disponibles. Por ello se ha vuelto al uso de antiguos
antibiéticos como las polimixinas y fosfomicina o bien a la utilizacion de nuevos
antibioticos, normalmente combinacién de BL/IBL como ceftolozano-tazobactam,

ceftazidima-avibactam e imipenem/relebactam.

Polimixinas: Mayoritariamente se usa la colistina (polimixina E) y la polimixina B.
Alrededor del 99% de las cepas de P. aeruginosa son sensibles a colistina, y la
sensibilidad en otros BGN continla siendo alta (42). Por esta razon, actualmente su uso
se ha extendido y en los ultimos afios se han realizado una cantidad considerable de
estudios pre-clinicos y clinicos para ampliar la informacion sobre este farmaco (132-
134). A pesar de ello, todavia hay controversia sobre la dosis intravenosa a usar (101).
En el caso de P. aeruginosa MDR, los estudios realizados son variables debido a que se

trata de series retrospectivas realizadas en un solo centro y bajo nimero de pacientes
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(101). También se estd estudiando el uso de colistina en terapia combinada. Dos
trabajos indican que la combinacion de colistina con otro antimicrobiano se correlaciona
con mejores resultados clinicos (135,136). Ademas, las guias para el uso 6ptimo de las
polimixinas recomiendan usarlas en combinacién, aunque las cepas P. aeruginosa

MDR/XDR sean sensibles a este grupo de antimicrobianos (137).

Fosfomicina: Se trata de un antiguo farmaco descubierto hace cuatro décadas, de amplio
espectro y que tiene como mecanismo de accion la inhibicion de la sintesis del
peptidoglicano. Debido a su actividad bactericida in vitro frente a cepas de P.
aeruginosa MDR, su uso intravenoso en combinacion con otros antimicrobianos como
B-lactamicos, aminoglucésidos o ciprofluoxacino ha resurgido como tratamiento para

este tipo de infecciones (138).

Ceftolozano/tazobactam: Es una cefalosporina de quinta generacién combinada con un

IBL que presenta fuerte actividad anti-pseudoménica. El ceftolozano inhibe PBPs y B-
lactamasas como TEM, SHV, AmpC y oxacilinasas pero no tiene actividad frente a
carbapenemasas, mientras que el tazobactam inhibe BLEE (139). La susceptibilidad a
ceftolozano/tazobactam en distintas cepas de P. aeruginosa MDR varia entre paises con
valores entre el 55-96,6% (101).

Ceftazidima/avibactam (CAZ/AVI): Es otra cefalosporina de tercera generacion

combinada con un IBL. Avibactam presenta actividad frente a p-lactamasas de clase A
y C, incluyendo BLEE, AmpC y KPC pero no presenta actividad frente a MBL
(140,141). La adicion de avibactam a esta cefalosporina la protege de enzimas como
AmpC y otras BLEE como GES (142). Diferentes estudios han mostrado que CAZ/AVI
inhibe entre el 61,1-86,5% de cepas P. aeruginosa MDR/XDR (101).

Imipenem/relebactam: Forma parte de los antibioticos BL/IBL. El relebactam es un

inhibidor de B-lactamasas de clase A y C restituyendo la susceptibilidad a imipenem
(143). Estudios in vitro con cepas de todo el mundo muestran que entre el 90-92% de
los aislados de P. aeruginosa fueron sensibles a la combinacion y en el caso de las
cepas MDR, los aislados sensibles fueron el 71-80% (144-146).
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3.3 Enterobacterales: Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae

El orden Enterobacterales es el grupo mas amplio y heterogéneo de BGN con
importancia clinica. Hasta el afio 2016, se han descrito 60 géneros y mas de 250
especies (147). Dentro de los més relevantes clinicamente se encuentra Escherichia,
Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Yersinia, Serratia, Proteus
y Morganella (147). En esta tesis doctoral nos centramos principalmente en E. coli y K.
pneumoniae. Ambos patdgenos son BGN, anaerobios facultativos, oxidasa negativos y
con capacidad de fermentar la glucosa. Una caracteristica adicional de K. pneumoniae
es la presencia de capsula (148,149).

3.3.1 Epidemiologia

En humanos, E. coli y K. pneumoniae normalmente colonizan el intestino grueso,
siendo E. coli el microorganismo aerobio facultativo predominante en el colon (150).
En el caso de K. pneumoniae, aparte de encontrarse en el tracto gastrointestinal, también
se localiza en ambientes como suelos y aguas, ademas de en varios dispositivos médicos
incluyendo catéteres o tubos de ventilacion mecanica (151,152).

Dependiendo del sitio de infeccion, E. coli puede clasificarse en E. coli intestinal o
diarreogénica y E. coli extraintestinal (148). E. coli intestinal se divide en seis patotipos
conocidos, todos ellos, implicados en la produccion de diarrea en el hospedador: (i) E.
coli enteropatégena (ECEP), (ii) E. coli enteroinvasiva (ECEI), (iii) E. coli
enterotoxigénica (ECET), (iv) E. coli enterohemorragica (ECEH), (v) E. coli
enteroagregativa (ECEA) y (vi) E. coli de adherencia difusa (ECAD) (153). Por otro
lado, E. coli extraintestinal (EXPEC) produce infecciones fuera del intestino como
bacteriemia, ITU e infeccion del tracto biliar, entre otras (154). Esta capacidad de
infeccion es debida posiblemente a sus factores de virulencia (155). En cuanto a K.
pneumoniae, este patdgeno causa infecciones graves como neumonias, bacteriemias y
ITU sobretodo en pacientes inmunodeprimidos. Ademas, en los Gltimos afios ha estado
muy ligado a infecciones del ambito hospitalario (156).

Datos aportados por el ECDC en el informe epidemioldgico anual de 2016 muestran
que E. coli y K. pneumoniae fueron el primer (14,7%) y el cuarto (4,7%)
microorganismo, respectivamente, mas frecuentemente aislado en infecciones de sitio

quirargico (157). Datos similares se han observado en un estudio de prevalencia de
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infecciones nosocomiales realizado en Espafia el afio 2018 (EPINE) en el cual se
muestra que E. coli y K. pneumoniae fueron el primer (19,1%) y el cuarto (6%)
patdgeno maés frecuentemente aislado en humanos (158). Ademas, la incidencia de E.
coli y K. pneumoniae en las UCIs de la UE es alta, siendo ambos el primer y el tercer
agente etiologico aislado en ITU, y el cuarto y el tercero en neumonia, respectivamente
(24).

En cuanto a la resistencia antimicrobiana, segun datos publicados por el ECDC, mas de
la mitad de los aislados de E. coli (58,3%) fueron resistentes a, al menos, un grupo de
antimicrobianos que se encuentra bajo vigilancia (aminopenicilinas, fluoroquinolonas,
cefalosporinas de tercera generacion y aminoglucosidos) en 2018 mientras que el 6,2%
presentaron resistencia combinada (9). La resistencia a colistina se encontraba a niveles
inferiores al 1% (42) pero con la aparicion del plasmido que contiene el gen mcr-1 y su
capacidad de diseminacion, se estan implementando mejores métodos de deteccion y de
vigilancia en Europa (159). En la UE/AEE se ha identificado el gen mcr-1 en muestras
humanas a partir de 2011 en paises como lItalia, Dinamarca, Alemania, Espafia, Suecia y
el Reino Unido (159).

En el caso de K. pneumoniae, exceptuando las aminopenicilinas, los grupos de
antibidticos que se encuentran bajo vigilancia son los mismos que en E. coli. Un 37,2%
de los aislados informados en 2018 fueron resistencias a, al menos, un grupo de
antimicrobianos (9). La tasa de resistencia a colistina en Europa se encuentra en un
8,5%, aunque la mayor parte proceden de Grecia e Italia (42). Ademas, s6lo ocho paises
aportaron datos de susceptibilidad a colistina, debido a lo cual no son datos muy
representativos (42).

En cuanto a las relaciones filogenéticas, en ambos patégenos se obtienen mediante
MLST. La distribucion de E. coli alrededor del mundo es muy diversa, aunque
predominan algunos ST como el ST131, ST95 ST73 y ST69 (160-162). Cabe resaltar la
importancia del ST131, debido a que se trata de un clon asociado a la multirresistencia y
diseminado a nivel mundial (163). En el caso de K. pneumoniae, los STs predominantes
en todo el mundo con asociacion a la resistencia antimicrobiana son el ST258, ST14 y
ST15 (164,165).
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3.3.2 Mecanismos de resistencia antimicrobiana

Como otras bacterias gramnegativas, el orden Enterobacterales presenta aislados
resistentes a una amplia gama de antibioticos. Mayoritariamente, esta resistencia es

debida a la captacion de genes méviles contenidos en plasmidos.

3.3.2.1. Enzimas p-lactamasas

Las B-lactamasas son enzimas capaces de hidrolizar el anillo B-lactdmico resultando en
la inactivacion del antibidtico. Como se ha comentado anteriormente, existen cuatro
tipos de B-lactamasas, todas ellas encontradas en el orden Enterobacterales (Tabla 3).
Las B-lactamasas de clase A incluyen enzimas de espectro reducido que confieren
resistencia a penicilinas y a cefalosporinas aunque también se han encontrado con un
fenotipo de resistencia mas extendido como BLEE (CTX-M) y carbapenemasas (KPC).
La clase B esta constituida por las MBL, dependientes de zinc para realizar su actividad.
Las B-lactamasas de clase C son cromosomicas y confieren resistencia a los inhibidores
de B-lactamasas, como el &cido clavulanico, y cefalosporinas de tercera generacion. Su
expresion suele ser inducible en respuesta al antibiotico. Por ultimo, las B-lactamasas de
clase D, llamadas OXA, estdn compuestas por un grupo muy variado. En
Enterobacterales las mas frecuentes son OXA-1/OXA-30, que confieren resistencia a
cefepime (166).

Tabla 3. B- lactamasas encontradas en Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae

Clase Descripcion Ejemplos
Confieren resistencia a penicilinas y a TEM’. SHV (espectro
Clase A cefalosporinas reducido)
P CTX-M (BLEE) y KPC
Clase B Metalobetalactamasas. Confieren resistencia a IMP, VIM. NDM

carbapenémicos

Clase C  Presente en E. coli pero no en K. pneumoniae AmpC

OXA-1/0XA30, OXA-10,

Clase D Oxacilinasas OXA48 y OXA-181
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3.3.2.2. Enzimas modificadoras de aminoglucosidos

Se han encontrado mas de 50 genes que codifican para enzimas modificadoras de
aminoglucoésidos en Enterobacterales. En dos estudios multicéntricos realizados en
Espafa, se ha visto que los genes méas prevalentes para E coli BLEE y K. pneumoniae
BLEE fueron aac(6’)-1b y aac(3)-1la, respectivamente (167).

3.3.2.3. Bombas de flujo

Como se ha comentado anteriormente, las bombas de flujo se clasifican en 6 familias
distintas: (i) RND, (ii) MFS (iii), SMR, (iv) MATE (v), ABC y (vi) DMT. En
Enterobacterales la familia mas importante relacionada con la resistencia
antimicrobiana es RND. En E. coli y K. pneumoniae podemos encontrar, entre otras,
AcrAB-TolC, capaz de expulsar fluoroquinolonas, cloranfenicol, tetraciclina y
tigeciclina (168), y OgxAB, que confiere resistencia a fluoroquinolonas y cloranfenicol
(169).

3.3.2.4. Defectos en la permeabilidad

La modificacion de la expresion de porinas en Enterobacterales, también modifica la
resistencia a ciertos antibidticos.

Las porinas mas importantes de E. coli en cuanto a resistencia antimicrobiana son
OmpF, OmpC y OmpA. Mutantes en los genes que codifican para estas proteinas
aumentan la sensibilidad a varios antimicrobianos. En el caso de OmpF, aumenta la
sensibilidad a B-lactamicos, tetraciclina y quinolonas. OmpC aumenta la sensibilidad a
estreptomicina y acido fusidico y finalmente OmpA esta implicado en la resistencia a f3-
lactamicos y glucopéptidos (170).

En K. pneumoniae, algunas de las porinas mas relevantes son OmpK35 y OmpK36,
homologas de OmpF y OmpC en E. coli. Se ha descrito que OmpK35 y OmpK36 estan
implicadas en la resistencia a antibidticos como los carbapenémicos o CAZ/AVI
(171,172).
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3.3.2.5. Modificacion de la diana

La resistencia a quinolonas puede estar mediada por la modificacion de la diana. Se
pueden encontrar tanto mutaciones cromosomicas como resistencia debida a plasmidos.
En E. coli, la mayoria de mutaciones cromosomicas se encuentran en gyrA (173). En
cuanto a la resistencia a quinolonas mediada por plasmidos, en E. coli y K. pneumoniae
se encuentran las proteinas Qnr, que protegen la diana de las quinolonas. Un estudio
realizado en Espafia con aislados de E. coli y K. pneumoniae BLEE, muestra que los
determinantes Qnr son poco frecuentes (3,7%), pero estos se encuentran mas
relacionados con las B-lactamasas SHV y CTX-M (174).

Igual que en A. baumannii y P. aeruginosa, E. coli y K. pneumoniae pueden modificar
el lipido A del LPS mediante la adicion de pEtN y 4-amino-4-deoxy-I-arabinose (L-
AradN), aumentando la resistencia a colistina. Se han descrito tanto mutaciones en
pmrA/pmrB como en phoP/phoQ (175). Ademas, recientemente se ha descrito en E. coli
y K. pneumoniae la resistencia a colistina mediada por plasmidos que contienen el gen
mcr. Como se ha dicho anteriormente, el gen mcr constituye una familia de genes que
codifican para fosfoetanolamino-transferasas que afiaden residuos de PEtN al lipido A
modificAndolo y confiriendo niveles moderados de resistencia a colistina (176).

3.3.3 Tratamientos actuales

El tratamiento de eleccidn para E. coli y K. pneumoniae dependeréa del tipo de infeccion
y su gravedad, asi como del perfil de resistencia que presenten. Entre los antibidticos
mas usados se encuentran los B-lactamicos (incluyendo penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos y carbapenémicos), BL/IBL, aminoglucésidos, fluoroquinolonas y
fosfomicina (177). Sin embargo, el aumento de cepas resistentes de E. coli y K.

pneumoniae ha aumentado limitando las opciones de tratamiento.

Cefalosporinas de tercera y cuarta generacion: Antibioticos B-lactdmicos que interfieren

en la sintesis de la pared bacteriana. Las cefalosporinas de tercera generacion incluyen
cefotaxima, ceftazidima y ceftriasona mientras que las de cuarta generacion incluyen
antibidticos como cefepima (178,179). Son ampliamente usadas para combatir
infecciones graves como sepsis, infeccion respiratoria o infeccion intraabdominal

causada por ambos patdgenos (180). A pesar de que las cefalosporinas es el grupo de -
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lactamicos més usados, la aparicion de cepas productoras de BLEE o AmpC han
limitado el uso de estos antimicrobianos potenciando el uso de carbapenémicos y
BL/IBL (180).

Carbapenémicos: Presentan un gran espectro de actividad y son eficaces frente a

enterobacterias productoras de BLEE y AmpC (181). Se han considerado tratamiento de
eleccion, especialmente imipenem y meropenem, en el caso de infecciones graves por
enterobacterias productoras de BLEE (182). Sin embargo, el incremento de bacterias
productoras de carbapenemasas como KPC, VIM o NDM esta limitando el uso de estos

antimicrobianos (183).

BL/IBL.: Se desarrollaron debido a la aparicion de pB-lactamasas que limitaban el uso de
B-lactdmicos disponibles. Se unen a las B-lactamasas, bloqueando su accién hidrolitica y
permitiendo que el B-lactdmico se una a las PBPs. Las combinaciones disponibles son:
ampicilina/sulbactam,  amoxicilina/dcido  clavulanico,  piperacilina/tazobactam,
ceftazidima/avibactam, ceftolozano/tazobactam y el nuevo imipenem/relebactam (184).
Se recomienda el uso de amoxicilina/acido clavulanico para infecciones respiratorias,
ITUs, infecciones de piel e intraabdominales (185); piperacilina/tazobactam suele usarse
como tratamiento empirico de infecciones graves como bacteriemia, neumonias, ITUs
complicadas e infecciones intraabdominales (186); ceftazidima/avibactam se ha
empezado a comercializar recientemente y presenta actividad frente a E. coli y K.
pneumoniae que no contengan MBL (187); ceftolozano/tazobactam también se trata de
una combinacién recientemente comercializada efectiva frente a enterobacterias
productoras de BLEE (182) y por dultimo imipenem/relebactam con cilastina
recientemente aprobado por la FDA (FDA, del inglés Food and Drug Administration)
para UTIs e infecciones intraabdominales complicadas causadas por E. coli y K.

pneumoniae (188).

Polimixinas: Igual que en el caso de A. baumannii y P. aeruginosa, las polimixinas
también son farmacos de ultimo recurso en infecciones por E. coli y K. pneumoniae
(189). Se recomienda que este farmaco quede reservado para infecciones causadas por
cepas E. coli y K. pneumoniae MDR vy sensibles a polimixinas, preferiblemente, en

combinacién con otros antimicrobianos (180).
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Fosfomicina: Se esta reutilizando de nuevo debido a su actividad frente a bacterias
MDR y XDR, sobretodo en Enterobacterales. Fosfomicina presenta una excelente
actividad in vitro frente a cepas BLEE de E. coli y K. pneumoniae presentando una tasa
de susceptibilidad del 97% y el 81%, respectivamente (190). En clinica se usa
principalmente para el tratamiento de 1TUs complicadas causadas por E. coli. Varios
estudios muestran que su eficacia es comparable a la de otros antibiéticos como
amoxicilina/acido clavulanico o cefalosporinas (191). Su uso en combinacién con otros

antimicrobianos como meropenem se esta estudiando (192).

3.4 Factores de virulencia de los BGN

Los BGN han desarrollado una gran variedad de factores de virulencia para promover la
colonizacion y la posterior infeccion del huésped, causando en ultima instancia la
enfermedad (193). Debido a las altas tasas de resistencia y la escasez de arsenal
terapéutico para combatir infecciones causadas por BGN, es importante la
caracterizacion en profundidad de la patogénesis bacteriana y la determinacion de
nuevas dianas terapéuticas.

Dentro de los factores de virulencia méas relevantes, encontramos componentes de la
membrana externa, proteinas que facilitan la adherencia bacteriana, estructuras que
permiten la motilidad bacteriana, sistemas de secrecion, toxinas, vesiculas de la
membrana externa, presencia de sider6foros y finalmente comportamientos colectivos
como la formacion de biofilm y el quorum sensing. Aunque estos factores, en su gran
mayoria, son compartidos entre BGN, cada patdgeno esta dotado de proteinas y

mecanismos especificos (Tablas 4, 5y 6).

3.4.1 Componentes de membrana externa

Los BGN presentan una envuelta celular formada por la membrana externa,
peptidoglicano y membrana citoplasmatica (Figura 8). La membrana externa es la
primera linea de contacto entre la bacteria y el entorno, permitiendo la entrada de
nutrientes necesarios para la supervivencia bacteriana pero a su vez, confiriendo
proteccion e impidiendo la entrada de moléculas tdxicas como los antibidticos. La
membrana externa estd compuesta principalmente por proteinas de membrana externa

(OMPs), en su mayoria porinas, fosfolipidos y LPS.
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Figura 8. Estructura de las bacterias gramnegativas. La envuelta celular consiste en la
membrana externa y la membrana citoplasmatica. La membrana externa esta formada por el
lipopolisacarido (LPS) y diversas proteinas que actGan como porinas (OmpC/OmpF y OmpA)
mientras que la membrana citoplasmatica esta formada por una bicapa de fosfolipidos. En el
espacio periplasmico se encuentra el peptidoglicano (PG) y proteinas periplasmicas. Ademas,
existen proteinas que confieren estabilidad a la estructura como la lipoproteina de Braun (Lpp)
que une el PG con la membrana externa o las proteinas Tol y Pal que permiten la unién con la
membrana citoplasmatica (194).

Los componentes de la membrana externa sirven como factores de virulencia y estan
implicados en una gran variedad de procesos que permiten una mejor adherencia e
invasion al huésped asi como la evasion del sistema inmune (Tablas 4, 5y 6).

Cabe destacar la importancia de OmpA, proteina que se encuentra altamente conservada
entre especies, a la cual se le atribuyen multitud de funciones (195). En A. baumannii,
desempefia un papel importante en la adherencia, invasion, citotoxicidad y formacion de
biofilm (196). Ademas, OmpA puede movilizarse a través de vesiculas de membrana
externa (OMV) y como se ha dicho anteriormente, contribuye a la disminucion de la
sensibilidad a algunos antibidticos (197). A. baumannii presenta otras OMPs
importantes para su fitness y virulencia, como Omp33-36 y CarO (198,199). En P.
aeruginosa, OprF, homdéloga de OmpA, es necesaria para la virulencia de este patégeno
debido a su implicacion en la adhesion y su relacion con determinantes del quorum
sensing (200). En especies de Enterobacterales, como en E. coli, se ha evidenciado que
OmpA estd implicada en la adhesion celular a distintos tipos celulares, como células
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epiteliales, endoteliales y macréfagos (201,202). En K. pneumoniae OmpK36
disminuye la fagocitosis por parte de los neutrofilos y aumenta la resistencia en suero
(203). La lipoproteina asociada a peptidoglicano (Pal) y la lipoproteina mureina (LppA)

también confieren resistencia al suero asi como proteccion frente a la fagocitosis (204).

3.4.2 Fosfolipasas

Las fosfolipasas (PL, del inglés phospholipase) son un grupo heterogéneo de enzimas
encargadas de romper los enlaces éster de los fosfolipidos. Estdn asociadas a
membranas celulares o a vesiculas de membrana y se encargan de la desestabilizacion
de las mismas asi como de procesos de sefializacion celular. Estas funciones son
debidas a que su producto de hidrdlisis, los fosfolipidos, son importantes en procesos de
penetracion en el huésped y en la lisis celular (205). Las fosfolipasas se clasifican en
cuatro grupos segun su sitio de accion en los fosfolipidos: fosfolipasa A (PLA),
fosfolipasa B (PLB), fosfolipasa C (PLC) y fosfolipasa D (PLD) (205). A. baumannii
presenta dos PLC implicadas en la virulencia mediante la hemolisis de eritrocitos y
aumento de la citotoxicidad (206). En P. aeruginosa, la PLC hemolitica reduce la
actividad de los neutrofilos en las vias respiratorias (207). Mientras, en K. pneumoniae,

PLD1 es importante para la virulencia en modelos murinos de neumonia (208).

3.4.3 Sistemas de secrecién

Los BGN presentan seis sistemas de secrecion (I-VI): sistema de secrecion tipo |
(T1SS), sistema de secrecion tipo Il (T2SS), sistema de secrecion tipo Il (T3SS),
sistema de secrecion tipo 1V (T4SS), sistema de secrecion tipo V (T5SS) y sistema de
secrecion tipo VI (T6SS), algunos mas estrechamente relacionados con la virulencia
bacteriana. En las tablas 4, 5 y 6 se recogen algunos ejemplos concretos. Todos ellos
son sistemas transmembrana menos el T5SS que s6lo se encuentra en la membrana
externa (209). T1SS en su gran mayoria secreta productos que permiten la adquisicion
de metales o estdn implicados en la virulencia, como la hemolisina A, formadora de
poros (210). Se encuentra ampliamente distribuido en bacterias como P. aeruginosa y
E. coli y en A. baumannii esta asociado a la formacion de biofilm (211,212). T2SS se
encarga de secretar proteinas plegadas desde el periplasma al medio extracelular.

Principalmente secreta enzimas hidroliticos como la pseudolisina en P. aeruginosa, la
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pululanasa en K. pneumoniae y la invasina DraD en ECUP, todas ellas importantes para
la supervivencia bacteriana en el huésped (213). EI T3SS, también conocido como
inyectoma, se encarga de la transferencia de proteinas de virulencia, llamadas proteinas
efectoras, desde el citoplasma bacteriano a la célula eucariota. Es muy relevante en la
virulencia de P. aeruginosa y también se encuentra en ECEP y ECEH, relacionandose
con la colonizacion del huésped y la severidad de la infeccion (214,215). El T4SS se
diferencia de los otros sistemas de secrecion en su capacidad de transferir ADN ademas
de proteinas (216). T5SS en general transporta proteinas a lo largo de la membrana
externa y no estd implicado en la virulencia bacteriana (217). Por ultimo, T6SS
transloca proteinas efectoras a la célula eucariota y tiene un papel fundamental en la

patogénesis bacteriana y la competicion (218).

3.4.4 Toxinas

Las toxinas son determinantes importantes de la virulencia bacteriana. Ademas de las
toxinas secretables, también se incluye la endotoxina o LPS, presente en todos los
gramnegativos. En el caso de P. aeruginosa, una de las toxinas mas importantes es la
exotoxina A, secretada a través del T3SS (219). Algunos ejemplos en E. coli son la alfa-
hemolisina (HIyA), toxina que afecta a muchos tipos celulares incluyendo células
epiteliales y eritrocitos (220,221) y el factor citotoxico necrotizante 1 (CNF1),

implicado principalmente en la internalizacion bacteriana (222).

3.4.5 Vesiculas de la membrana externa (OMVs)

Las OMVs son vesiculas esféricas con un diametro de entre 20-200 nm producidas
comunmente por BGN y que son derivadas y secretadas a partir de su membrana
externa (223). Estan compuestas de ADN, ARN, LPS, lipidos y OMPs (194). Debido a
su papel en la interaccion bacteria-bacteria y bacteria-huésped las OMV suelen contener
factores de virulencia como toxinas, en el caso de E. coli, 0 enzimas como proteasas y
fosfolipasas como sucede en P. aeruginosa y A. baumannii (224). Ademas, también se

esta estudiando su papel como adyuvantes y para el desarrollo de vacunas (225).
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3.4.6 Siderdforos (quelantes de metales)

Los quelantes de metales son necesarios para la supervivencia bacteriana. Una de las
moléculas quelantes mas importantes son los sideroforos, encargados de la captacion de
hierro. Debido a que el hierro es un componente esencial para el crecimiento bacteriano,
las bacterias han desarrollado sistemas eficientes para la adquisicion del mismo
promoviendo su supervivencia y crecimiento en el huesped (226). En A. baumannii se
ha identificado la acinetobactina o la fimsbactina, la pioverdina y pioquelina en P.
aeruginosa y por ultimo, la aerobactina y la enterobactina han sido descritas en E. coli y
K. pneumoniae (227).

3.4.7 Motilidad

Con la finalidad de desplazarse sobre distintas superficies, las bacterias emplean varios
comportamientos segun las estructuras que desarrollen (Figura 9). A. baumannii no
presenta flagelo por lo tanto su movilidad es debida a la extensién de pilis tipo IV o
“twitching” (228). P. aeruginosa presenta un flagelo polar y multiples pilis de tipo 1V
(229). E. coli se mueve gracias a multiples flagelos orientados axialmente a lo largo de
la célula bacteriana y finalmente K. pneumoniae se considera un patégeno no motil,
aunque algun estudio apunta a que podria presentar motilidad gracias a un flagelo polar
(230,231).
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Figura 9. Motilidad bacteriana. El “swarming” consiste en un movimiento de propulsion
causado por la rotacion de flagelos, el “swimming” es un movimiento de bacterias individuales
debido a flagelos giratorios, el “twitching” se produce por la extension de pilis tipo IV, el
“gliding” no requiere flagelos ni pilis y consiste en complejos de adhesion local y el “sliding”
consiste en la translocacion pasiva a una superficie promovida por el crecimiento y facilitada
por un agente sulfactante (232).

47



INTRODUCCION

3.5.8 Formacion de biofilm

La formacion de biofilm consiste en la auto-organizacion de una comunidad bacteriana
multicelular, embebida en una matriz de exopolisacaridos, proteinas y DNA extracelular
(233). Se trata de una estructura dindmica y compleja que confiere proteccion a la
comunidad bacteriana para sobrevivir en ambientes adversos y durante los procesos de
infeccion (234) (Figura 10). Es un factor de virulencia importante a nivel clinico debido
a que otorga a la bacteria la capacidad de colonizar tanto superficies bidticas como
abiodticas, proteccion frente a la accion del sistema inmune y fracaso terapéutico debido

a la poca penetracion del antibi6tico en interior del biofilm (235,236).

4. Cellular detachment
Biofilm dispersal:
Detachment signals

Biofilm maturation:
Adhesin down-regulation
Matrix degradation

Initial adhesion: ~ Quorum-sensing jamming

- " Biosurfaclanl.s .
“Surface blanketing
T i =
Host factors?Q \10
Environmental cues
Biosurfactants =)
Quorum-sensing jamming m .
AT Tl Tl i ittt i s s s s s s s s s s wawaw ASNRRRE NS NUUNNSNN Surface

1. Initial adhesion 2. Microcolony formation 3. Mature 3D biofilm
_——

Figura 10. Formacion de biofilm. La formacién de biofilm es un proceso que requiere de
varias etapas. Bacterias libres se acercan a una superficie y se adhieren, donde posteriormente se
dividirdn y se agregaran formando microcolonias dando lugar al biofilm maduro. Finalmente,
parte de este biofilm se dispersara liberando bacterias que colonizaran otras superficies (240).

A. baumannii presenta genes de virulencia y proteinas que son cruciales para la
formacion y el mantenimiento de biofilm como la proteina asociada a biofilm (Bap) o el
pili Csu, presente en la mayoria de cepas clinicas y regulado por el sistema de dos
componentes BfmRS (212). La formacidn de biofilm por parte de P. aeruginosa es de

vital importancia en pacientes con fibrosis quistica. En las cepas aisladas de estos

48



INTRODUCCION

pacientes, se han detectado mutaciones en el gen mucA, que junto a otros genes,
contribuye a la formacion de biofilm (238). Por otro lado, el grupo de genes cup, son
necesarios para la formacion de biofilm en superficies abidticas (239). En E. coli, la
formacion de biofilm es un fenémeno que no se ha estudiado en profundidad, pero se ha
descrito una morfologia de biofilm caracteristica, denominada rdar, en cepas comensales

y uropatogénicas (240).

3.5.9 Quorum sensing

El quorum sensing es un mecanismo de comunicacion celula-célula mediante la
excrecion de compuestos quimicos. Una vez alcanzado un umbral de poblacién, las
bacterias se coordinan para expresar varios rasgos colectivos como la produccion de
factores de virulencia o la formacion de biofilm (241). EI quorum sensing depende de la
produccion, secrecion y deteccién de pequefios autoinductores difusibles, como lactonas
acil-hemoserinas (AHL, del inglés acyl homoserine lactones), propias de A. baumannii
y P. aeruginosa o oligopéptidos autoinductores (AIP, del inglés autoinducing peptide),
mas propios de E. coli y K. pneumoniae (242).

La maquinaria de quorum sensing en A. baumannii estd mediada por el sistema
Abal/AbaR, homdlogo al sistema Luxl/LuxR encontrado en otras bacterias
gramnegativas. Abal es una proteina sensora, que funciona como auto-inductor y
produce la sintesis de la molécula sefial AHL, que en ultima instancia se unird a su
receptor (AbaR) induciendo una cascada de reacciones. El papel mas importante de
Abal/AbaR es el desarrollo de biofilm (243).

P. aeruginosa presenta uno de los sistemas quorum sensing mas complejos. Consta de
tres circuitos: Lasl/LasR, que produce el inductor 30-C12-AHL; Rh1l/Rh1R, que
produce el inductor C4-AHL, ambos sistemas con inductores de tipo AHL y homologos
de Luxl/LuxR; y el sistema sefial de quinolonas (PQS). Estos circuitos controlan la
activacion de mas de 300 genes y gran variedad de procesos (244).

E. coli también presenta un homologo de LuxR, denominado SdiA, pero no presenta
Luxl y por lo tanto, no es capaz de producir la molécula sefial AHL (245). Sin embargo,
el sistema de quorum sensing mas relevante en E. coli es luxS/Al-2, que produce
autoinductores AIP. Esta implicado en la comunicacion intra-especie, con la finalidad
de adaptarse a un ambiente tan poblado como el intestino, y ademas esté implicado en la
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adhesion, motilidad y formacion de biofilm (245,246). Finalmente, aunque menos

estudiado, el sistema Al-2 también se encuentra en K. pneumoniae (247).

Tabla 4. Principales factores de virulencia de Acinetobacter baumannii y su implicacién en la

patogénesis.

F_actor d_e Implicacion en la patogénesis Ejemplos Referencia
virulencia
_ Apoptosis, a(_jherenua e invasion, ce}paud_aq de OmpA, Omp33-36, 198, 199,
Porinas escapar del sistema complemento, citotoxicidad,
. . . . Caro 248
virulencia en modelos animales murinos
. Invasion, resistencia a suero, virulencia en PLC (gen
Fosfolipasas mo delos’animales MUTNos ’ A1S_0043) PLD 206,249
(gen A1S_2055)
Capacidad de escapar del sistema complemento,
LPS formacidn de biofilm, adherencia, resistencia a BfmS, pglC, LpxC ~ 250-252
suero, virulencia en modelos animales murinos
OMYV que
Contienen proteasas, liberacion de factores de contienen proteasas
OMVs virulencia, transferencia horizontal de genes de (gen A1S 2525), 253,254
resistencia a antibidticos OMVs que
contienen OmpA
Sistemas de Fgrmacién de,biofilm, a_dherepcia, muerte de las
., células del huésped, resistencia a suero y T1SS, T2SS, T5SS 196
secrecion ; . ) X
virulencia en modelos animales murinos
Quorum sensing  Formacion de biofilm Abal/AbaR 243
Acinetobactina,
Siderdéforos y Persistencia y virulencia en modelos animales fimsbactina, 255957
otros quelantes murinos ZnuABC,
MumC/MumT

Tabla 5. Principales factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa y su implicacion en la

patogénesis.

Factor de

h - Implicacion en la patogénesis Ejemplos Referencia
virulencia
. Formacion de biofilm, adhesién con el

Porinas huésped, formacién de OMVs OprF 200,258

Hemolitica, disminucién de la actividad
. de los neutréfilos en las vias -

Fosfolipasas respiratorias, citotoxicidad en células PIcHR (PLC hemolitica) 207,259
endoteliales y monocitos

LPS Dls_emlnguon, re5|§teQC|a asuero, Lipido Ay antigeno O del 260
resistencia a la opsionizacion, activacion

: . LPS

cascada inflamatoria
Resistencia a antibioticos, activacion del g(:{[[;r/ngl;;sc?wléﬁ%?; r[? a;s

OMVs quorum sensing, toxicidad células ’ 261

epiteliales de las vias respiratorias

moléculas del quorum
sensing, toxina Cif

50



INTRODUCCION

Secrecion de exotoxinas que contribuyen

T1SS (secrecion de la

. " o proteasa AprA)
Seemande G labaters il yovoreen s (Seasanae 2
roteinas como yroteasas exotoxinas ExoY, ExoS,
P P ExoT y ExoU)
Supervivencia bacteriana, toxicidad
Quorum sensin celular, formacion de biofilm, tolerancia Lasl/LasR, RhIlI/RhIR y 244
g frente a antimicrobianos, interacciones PQS
huésped-patdgeno
. Inhibicién de la sintesis proteica en las .
Toxinas células del huésped Exotoxina A 219
L N . . Pioverdina, pioquelina,
Siderdéforos y Colonizacién y supervivencia durante la HasA/HasR, ZnUABC, 263

otros quelantes

infeccion

MgtA/MgtB

Tabla 6. Principales factores de virulencia de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae y su
implicacién en la patogénesis.

Factor de . . . .
. . Implicacion en la patogénesis Ejemplos Referencia
virulencia
Evasion del sistema complemento, OmpA, Pal, LppA, 156.202 264
OMPs/Porinas adhesion, invasion y colonizacion, OmpK35, OmpK36, e
) . . . 265
virulencia en modelos animales murinos ~ OmpW, OmpX
Fosfolipasas Virulencia en modelos animales murinos  PLD1 208
Resistencia a suero, inhibir y evadir la Antigeno O del LPS
. fagocitosis, evasién del complemento, Serotipos capsulares de
LPSy capsula neutralizacion de la actividad K. pneumoniae como 266
antibacteriana del huésped Kly K2
OMV que contienen
Dafio celular, activacién del sistema toxinas (Stx2a, CdtV)y
OMVs inmune innato, virulencia en modelos hemolisinas, OMV con 267,268
animales murinos diverso contenido
proteico
Slstem_a}s de Adhergnma,_lnvasmn y C(_)|0nIZ€_-1£:I0n, T6SS 269,270
secrecion supervivencia durante la infeccién
Comunicacion entre especies y
Quorum sensing adaptacion en el intestino. Formacion de  SdiA, luxS-Al2 245,271
biofilm
Invasién celular, colonizacion, formacion L. .
. . de biofilm, activacion de células del F'F“b“as.de tipo I
Fimbrias . . L (FimA/FimH) y tipo Il 170,272
sistema inmune, formacion intracelular de
i . (MrkD/MrkA)
comunidades bacterianas
a-hemolisina (HIyA),
Toxinas Activacion del sistema inmune, toxina Shiga(Stx), factor 273
citotoxicidad, invasion celular citotoxico necrotizante 1
(CNF1)
Enterobactina,
Sideréforos Supervivencia y propagacion durante la aerobactina, 156,274

infeccion

yersiniabactina,
salmoquelina
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Ademaés, de las caracteristicas que atafien a la bacteria, como mecanismos de resistencia
y factores de virulencia, el sistema inmune del huésped también juega un papel

importante en la resolucién de la infeccion.

4. Sistema inmune e infeccién

4.1 Papel de la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa

La respuesta a patdgenos estd mediada por la inmunidad innata y la inmunidad
adaptativa. La inmunidad innata constituye la primera linea de defensa frente a
microorganismos y consta de mecanismos celulares y bioquimicos presentes antes de la
infeccion y con capacidad de responder rapidamente a la misma. Los componentes
principales de la inmunidad innata consisten en: barreras fisico-quimicas como la piel,
el epitelio de las mucosas y las sustancias antimicrobianas secretadas, células
fagociticas (macrofagos y neutrofilos), células dendriticas, linfocitos natural-killer y el
sistema complemento (275).

Por otro lado, la inmunidad adaptativa consiste en una respuesta especifica frente a una
gran variedad de antigenos ademas de la capacidad de presentar memoria, hecho que
permitird una respuesta mas rapida e intensa a exposiciones posteriores (276). La
inmunidad adaptativa se divide en inmunidad humoral e inmunidad celular. Las
principales células de la inmunidad humoral son los linfocitos B, capaces de secretar
anticuerpos que reconocen antigenos microbianos, neutralizan y marcan a los patdégenos
para que éstos sean reconocidos por otros tipos celulares como los fagocitos. La
inmunidad celular esta mediada por los linfocitos T cooperadores (CD4+) y los
linfocitos T citotoxicos (CD8+), encargados de la activacion y el mantenimiento de la
respuesta inmune, asi como de la eliminacion de patdgenos intracelulares en células
infectadas (275) (Figura 11).

La respuesta inmunitaria adaptativa consta de distintas fases (Figura 12). En la primera
fase tiene lugar el reconocimiento del antigeno por parte de los linfocitos virgenes
gracias a las células presentadoras de antigeno o célula dendritica (DC, del inglés
dendritic cell). Posteriormente, se produce la expansion clonal de aquellos clones
seleccionados y finalmente se produce la activaciéon y diferenciacion de los mismos.

Este proceso dura alrededor de 7 dias y seguidamente, se produce la fase efectora en la
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cual tiene lugar la eliminacién del antigeno. Aproximadamente a los 14 dias, en el caso
de haberse resuelto la infeccion, se restaura la homeostasis con la eliminacion de los
linfocitos y permaneceran los linfocitos memoria generados en la fase de activacion
(277).

Microbe

Innate immunity ' Adaptive immunity'

* 'B lymphocytes
Eplthellal s

2&@ w_’

Phagocytes Dendrmc
o

Effector T cells
cells
q

T lymphocytes H ;ii
Complement NK cells '

Antibodies

|
|
I
|
I
|
I
I
1
i
|

Hours Days
0 6 12 1 - 7
Time after infection >

Figura 11. Inmunidad innata y adaptativa. Los mecanismos de la inmunidad innata actdan de
manera rapida y constituyen la defensa inicial contra las infecciones mientras que la inmunidad
adaptativa tiene lugar posteriormente. La cinética de ambas respuestas varia segun la infeccion
(275).

Antigen Lymphocyte Antigen Contraction Memory
recognition activation elimination (homeostasis)
Effector T
mtuc: dmg” .Y-& lymphocyte | Elimination
of antigens
Humoral
immunity
—_— Surviving
Cell-mediated
immunity
Antigen odduaivacantd SRS
presenting
cell
Naive T
/
Naive B
lymphocyte
0 7 14 21
Days after antigen exposure

Figura 12. Fases de la respuesta adaptativa. Las primeras fases consisten en el
reconocimiento del antigeno y la activacién de los linfocitos. En la fase efectora, se produce la
eliminacion del antigeno y finalmente tiene lugar la fase de contencion y se restaura la
homedstasis (275).
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4.2 Células de la inmunidad innata

Los principales mediadores de la inmunidad innata son los las celulas fagociticas
(neutréfilos y macrofagos que derivaran de monocitos circulantes) y las células
dendriticas. Todas ellas presentan marcadores de superficie especificos que nos
permiten diferenciarlas de otras células (Tabla 7).

4.2.1 Neutrofilos

También Ilamados leucocitos polimorfonucleados, son la poblacion de leucocitos
circulantes mas abundante y los mediadores de las primeras fases de la reaccion
inflamatoria. Los patdgenos presentan patrones moleculares (PAMP, del inglés
Pathogen-Assiciated Molecular Patterns) que son reconocidos mediante receptores de
superficie, como los receptores tipo toll (TLR), receptores tipo NOD, o receptores de
lectina, entre otros (278). Una vez se produce la union, el patdgeno es internalizado en
un fagosoma, que posteriormente se une al lisosoma formando el fagolisosoma,donde
tendré lugar la liberacion de especies reactivas de oxigeno y de nitrogeno (ROS y NOS)
y enzimas como las a-defensinas, lisozima o elastasa, proceso que finalizara con la
muerte del patégeno internalizado (277,279). Ademas, los neutréfilos también producen
las trampas extracelulares de neutréfilos (NETSs, del inglés Neutrophil Extracelular
Traps), estructuras extracelulares en forma de red compuestas por proteinas citosélicas
y granulares que se ensamblan en un armazén de cromatina descondensada capaz de

neutralizar y eliminar bacterias (280).

4.2.2 Macrofagos

En respuesta a la infeccion, los macrofagos se diferencian en los tejidos a partir de
monocitos circulantes (281). Existen, ademas, macréfagos residentes en tejidos
especificos que reciben distintos nombres segln el tejido en el que se encuentren:
células de Kupffer (higado), macrofagos alveolares (pulmon), microglia (sistema
nervioso central) y osteoclastos (tejido 6seo) (282). Igual que los neutrofilos, los
macrofagos reconocen la bacteria, la fagocitan y la eliminan. Ademas, también

reconocen e ingieren células apoptoticas después de la infeccion (283).

54



INTRODUCCION

4.2.3. Monocitos

Los monocitos son células mononucleares circulantes procedentes de precursores que se
encuentran en la médula 6sea y que posteriormente se diferenciaran en los tejidos a
macrofagos y células dendriticas (284). Los monocitos son heterogéneos y se dividen en
distintas clases segln la expresion de moléculas de membrana y su habilidad para
diferenciarse después de la estimulacion por citoquinas y/o moléculas microbianas
(285). En raton los monocitos se clasifican en monocitos inflamatorios 0 monocitos

Ly6C™, monocitos residentes o monocitos Ly6C'™ y monocitos intermedios o Ly6C™.
4.2.3.1 Monocitos inflamatorios o monocitos Ly6C™

Expresan los marcadores de superficie CD11b, Ly6C, altos niveles de receptor de
quimioquina CC2 (CCR2) y bajos niveles de receptor de quimioquina CXs3C1
(CX3CR1). Representan entre el 2-5% de los leucocitos circulantes en situacién basal y
son rapidamente reclutados durante la infeccion. Tienen una vida media corta en sangre
y no se encuentran en tejidos periféricos en situaciones no inflamatorias (286). Se
diferenciaran a macrdéfagos o células dendriticas en los tejidos (287). Ratones
deficientes en CCR2 (CCR2™) presentan una disminucién en el trafico de monocitos
Ly6C™ revelando la importancia del receptor en el proceso, asi como la importancia de
su quimioquina ligando, la proteina quimioatrayente de monocitos (CC2 o MCP-1 del
inglés, Monocyte Chemoattractant Protein-1) (288). En humanos, corresponderian a los
monocitos clasicos CD14"™ CD16-, debido a que también expresan CCR2 y pueden

diferenciarse a células dendriticas (289,290).
4.2.3.2. Monocitos residentes o monocitos Ly6C'™"

Expresan los marcadores de superficie CD11b, altos niveles de CX3CR1, y bajos
niveles de Ly6C y CCR2. Son menos prevalentes en el torrente sanguineo y se les
atribuye una funcién patrulla y de reparacion del tejido (285). Permanecen en la
circulacion durante periodos de tiempo mas largos y se encuentran en tejidos periféricos
en situaciones no inflamatorias (286). Corresponderian a los monocitos CD14"" CD16+

0 monocitos no-clasicos en términos de funcidn patrulla (285).
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4.2.3.3 Monocitos intermedios o Ly6C™

Solo representan el 5% del total de los monocitos circulantes. Podrian corresponder a
los monocitos CD14+ CD16+en humanos (290).

Cabe destacar que las clases de monocitos en humanos y ratones no se solapan, aunque
su contribucién a la defensa inmunitaria puede ser similar (291). En el caso de los

humanos, los monocitos CD14'"

CD16+ responden con altos niveles de citoquinas
después de la estimulacion por los TLR, mientras que en ratdn, la clase que produce una
mayor respuesta a TLR son los Ly6C" (que en términos de marcadores de superficie
serian mas parecidos a los CD14™ CD16- o clasicos). Por este motivo, el hecho de
designar a los monocitos CD14"°" CD16+ el nombre de monocitos pro-inflamatorios en
humano y a los monocitos Ly6C™ como monocitos pro-inflamatorios en ratén puede

generar confusion (290).
4.2.4 Celulas dendriticas (DC)

Las DC son las células presentadoras de antigeno (APC, del inglés Antigen Preseting
Cells) por excelencia y por lo tanto, su funcion principal es la activacion de los
linfocitos virgenes. En respuesta a la activacion por bacterias, las células dendriticas
migran a los ganglios linfaticos donde presentan el antigeno a los linfocitos y estos son
activados (275). Existen varias clases de DC clasificadas segin su ontogenia, pero que a
menudo correlaciona también con su funcion (292). Las distintas clases de DC se
encuentran representadas en la figura 13 y sus marcadores caracteristicos se encuentran

en latabla 7.
4.2.4.1 Células dendriticas convencionales o cléasicas (cDC)

Su funcion es la presentacion de antigeno mediante el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC-I o MHC-II) tanto a los linfocitos CD4+ como a los CD8+.
Se subdividen en ¢cDC de tipo 1 y ¢cDC de tipo Il (293). Las cDC de tipo | estan més
asociadas a la presentacion cruzada, es decir, la presentacion de antigenos exosolubles o
antigenos asociados a células debido a que han sido fagocitados. Estos antigenos son
presentados a los linfocitos T CD8+ mediante el MHC-I (294). Por el contrario, las cDC
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de tipo Il, estdin mé&s especializadas en la presentacion de antigenos a los CD4+
mediante el MCH-11 (295).

4.2.4.2 Células dendriticas plasmocitoides (pDC)

Presentan principalmente antigenos virales, como ADN virico, mediante el MHC-II y
producen elevadas cantidades de interferon de tipo | (INF tipo 1) (296). En el caso de la
infeccion bacteriana, hay estudios que indican que las pDC no son capaces de fagocitar
bacterias (E. coli y S. aureus) y requieren de las DC de origen mieloide para responder a
estimulos bacterianos (297), mientras que otros trabajos muestran que las pDC son
activadas por bacterias como S. aureus (298). Mas estudios son necesarios para conocer

la funcion de las pDC en respuesta a una infeccion bacteriana.

4.2.4.3 Células dendriticas derivadas de monocitos (moDC)

Como consecuencia de la infeccion o la inflamacién, se origina un tipo de célula
dendritica a partir de monocitos que se encuentran en organos linfoides y en no
linfoides. Estas DC se denominan DC derivadas de monocitos (moDC) e incluyen una
poblacion de DC que se caracteriza por la produccion de TNF-o y la enzima 6xido
nitrasa inducible (iNOS), llamadas TipDC (299), y un grupo celular bastante
heterogéneo Ilamado DCs inflamatorias (iDC) (300). Fenotipicamente, son dificiles de
distinguir de las cDC debido a la expresion similar de marcadores como CD11b, CD11c
y MHC-II. Por ello, son necesarios mas estudios para clarificar la definicion de este tipo

celular.

4.2.4.4 Células de Langerhans
Consisten en una poblacion Gnica restringida a la epidermis de la piel que presenta
MHC-II. Se han considerado células centinela, que patrullan el tejido y migran a los

nodulos linfaticos que drenan la piel donde activaran a los linfocitos T en el caso de

detectar algun antigeno (301).
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Figura 13. Clases de células dendriticas. Precursores, marcadores y funcion principal de los
distintos tipos de célula dendritica (302).

Tabla 7. Marcadores de las células de la inmunidad innata. Los marcadores celulares difieren entre

tipos celulares y entre distintas clases dentro de la misma poblacion.

Células Marcadores murinos Marcadores humanos
Neutrofilos CD11b+, Ly6C+, GR1+ CD11b+, CD66+
Macréfagos CD11b+, F4-80+, CD68+ CD11b+, CD68+, CD163+

Monocitos pro-inflamatorios
o LysC"

Monocitos residentes o
Ly6c|0W

Monocitos intermedios o
Ly6C|nt

Células dendriticas
convencionales tipo |
(cDC tipo I)

Células dendriticas
convencionales tipo Il
(cDC tipo 1)

Células dendriticas
plasmocitoides (pDC)
Células dendriticas derivadas
de monacitos (moDC)

Células de Langerhans

CD11b+, Ly6C", CCR2+,
CX3;CR1"™"

CD11b+, Ly6C"", CCR2"™,
CX3CR1"

CD11b+, Ly6C™

CD11c+, CD8+, MHCII+, CD11b""

CD11c+, CD11b+, MHCII+, CD8-

CD11c"™", MHCII™, Ly6C+

CD11c+, CD11b+, MHCII+,

MHCII+, langerina, CD11b+,

F4-80+

CD14", CD16-, CCR2+
(monocitos clésicos)
CD14"" CD16+
(monocitos no-clasicos o
pro-inflamatorios)

CD14+CD16+

CD1l1c+, HLADR+, CD141+

CD11c+, HLADR+, CD1c+

CD11c™", MHCII"™, CD123+

MHCII+, langerina, CD1a+,
CD11b+
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4.3 Maduracion y migracion de las células de la inmunidad innata

4.3.1 Maduracién en la médula 6sea

Los monocitos se generan continuamente en la medula 6sea. Las células madre
hematopoyéticas (HSC del inglés, Hemotopoietic Stem Cells), se diferencian a
precursores de macréfagos y células dendriticas (MDP del inglés, Macrophage
Dendritic cell Progenitors), posteriormente al progenitor comun de monocitos (CMoP) y
finalmente se diferenciaran a monocitos Ly6C™ o Ly6C"". Los monocitos Ly6C" seran
reclutados rapidamente a los sitios de infeccion bacteriana donde se diferenciaran en
macréfagos y DC mientras que los Ly6C'™" se diferenciaran en macréfagos que tendran
como funcidn patrullar y reparar el tejido endotelial (285).

Los neutrofilos son generados en la médula dsea a partir de precursores bajo la
regulacién del factor estimulante de granulocitos (G-CSF del inglés, Granulocyte
Colony Stimulating Factor). Su produccién se regula en funcién de la apoptosis
producida en los tejidos. Cuando los macréfagos y las DC fagocitan neutréfilos
apoptoticos, ambas células reducen la produccion de I1L-23. IL-23 estimula la
produccién de IL-17A, que actla como estimulo importante de G-CSF. Por lo tanto, la
produccion de G-CSF se ve reducida cuando el numero de neutréfilos en los tejidos
aumenta (303).

4.3.2 Migracién y quimioquinas responsables

Los monocitos son reclutados a los sitios de infeccion con la finalidad de mediar una
respuesta antimicrobiana (290). Aunque los monocitos Ly6C'™ pueden ser reclutados,
el reclutamiento de Ly6C™ es mucho més prominente (304). Como se ha comentado
anteriormente, los monocitos presentan un receptor llamado CCR2 que se une a dos
ligandos: CCL2 (también conocido como MCP-1) y CCL7 (también conocido como
MCP-3) (288). Esta union quimioquina-receptor es responsable de la migracion de estas
células desde la médula dsea hasta la sangre. La expresion de CCR2 esta restringida a
pocos tipos celulares, sin embargo, MCP-1 puede ser secretada practicamente por todas
las células nucleadas en respuesta a citoquinas y moléculas microbianas (305) (Figura
14).
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En el caso de las infecciones bacterianas, este proceso ha sido estudiado principalmente

en Listeria monocytogenes (305), pero no en BGN. Cuando se produce la infeccion

bacteriana, ésta es detectada y aumenta la liberacion de MCP-1 en sangre y en tejidos

(306), asi como por parte de las células de la médula ésea (307). La union de MCP-1

con su receptor promueve la migracion de los monocitos desde la médula 6sea hasta el

torrente sanguineo (308). Posteriormente, se produce la migracion de los monocitos a

los tejidos, donde podran diferenciarse en TipDC, poblacidén que se caracteriza por la

produccion de TNF-a e iINOS, (299) y en macrofagos (309) (Figura 14). Sin embargo, el

trafico de monocitos a los sitios de infeccion, como el bazo y el higado, es
independiente de CCR2 (308,310).
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Figura 14. Trafico de monocitos. Las células precursoras de macréfagos y células dendriticas
(MDP) dan lugar a los monocitos Ly6C™ que: a) en ausencia de infeccién pueden retornar a la
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médula 6sea y diferenciarse en Ly6C"" o b) en respuesta a la infeccién migran a la sangre de
manera CCR2 dependiente y posteriormente a los tejidos inflamados donde daran lugar a
macr6fagos, DC inflamatorias y TipDC. Los monocitos Ly6C"" también pueden ser reclutados
a los sitios de inflamacion y diferenciarse a macrdfagos alternativos, posiblemente
contribuyendo a la reparacion del tejido. Ademas, experimentalmente se ha visto que los
monocitos Ly6C"™ pueden dar lugar células de Langerhans, microglia y macréfagos intestinales.
Por otro lado, después de un infarto de miocardio, los monocitos Ly6Chi de los reservorios
esplénicos, son selectivamente reclutados al tejido cardiaco dafiado (285).

Por otro lado, la migracion de los neutréfilos esta controlada por los receptores CXCR4
y CXCR2, presentes en células de la médula dsea (303). CXCR4 se encarga de retener
los neutrofilos en la médula dsea para su posterior liberacion (311), mientras que la
liberacion estara mediada por la union del receptor CXCR2 con sus ligandos CXCL1 y
CXCL2 (también llamados KC y MIP-2, respectivamente) (312). Por lo tanto, la
retencion o la liberacion de neutrofilos estara determinada por el balance entre CXCR4
(favorece la retencién) y CXCR2 (favorece la liberacion).

Los neutrofilos migran a los tejidos mediante un proceso multipaso. Primero se produce
el anclaje (tethering en inglés) y el rodamiento (rolling en inglés), dependiente de
selectinas. A continuacion se produce la adhesion al endotelio vascular, el crawling que
consiste en el desplazamiento sobre el endotelio y finalmente la transmigracion al tejido
infectado (313).

4.4 Respuesta inmune durante la infeccidn bacteriana

La sepsis es una de las infecciones bacterianas en las que se genera una desregulacion
de la respuesta inmune. En la sepsis, la respuesta inmune generada frente a un patogeno
por parte del huésped no puede regresar a la homeostasis, hecho que culmina en una
inflamacion generalizada excesiva y sostenida unida a una supresion inmune (314).

La excesiva inflamacion en la sepsis esta asociada con una potente activacion del
sistema inmune innato, mediado por la activacion de los receptores de reconocimiento
de patrones (PRR, del inglés Pattern Recognition Receptors) por parte de los PAMPs y
los patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs, del inglés Damage-Associated
Molecular Patterns). La activacion por parte de DAMPs, ademas, provoca un circulo de
retroalimentacion que implica la continua activacion del sistema inmune y disfuncion

organica (315). La respuesta inflamatoria durante la sepsis se caracteriza por una

61



INTRODUCCION

excesiva activacion del sistema complemento, mayor coagulacion y mayor liberacién de
citoquinas pro-inflamatorias por parte de las células endoteliales y leucocitos. El sistema
complemento es esencial para la proteccion frente a patdgenos, pero su activacion
descontrolada puede causar dafio tisular (316). C5a, producto de la cascada del
complemento, es un potente quimioatrayente implicado en el reclutamiento de
neutrdfilos, eosindfilos, monocitos y células T y ademas, promueve la activacion de
células fagociticas. Cuando ambas funciones se encuentran descontroladas, pueden
ocasionar dafio tisular y disfuncion organica (317). El blogqueo de Cb5a mejora la
supervivencia frente a distintos modelos animales (318,319). La inhibicion del factor
tisular, una de las proteinas principales implicadas en la coagulacion, previene la
disfuncion organica y la mortalidad en un modelo de sepsis (320). Finalmente, el
blogqueo de citoquinas implicadas en la patogénesis de la sepsis como TNF-a, IL-12, IL-
18 o IL-1p también previene la mortalidad en un modelo de sepsis (321).

Por otro lado, también tiene lugar la supresion del sistema inmune. Se produce una
deplecion de las células B y de las células T CD4+ y CD8+ debido al aumento de la
apoptosis (322). Ademas, también se produce el agotamiento de las células T, es decir,
la pérdida progresiva de la funcion efectora debido a una estimulacion de antigeno
prolongada (323). En cuanto a los neutrdfilos, se produce un retraso en la apoptosis, asi
como un aumento en la liberacion de neutréfilos inmaduros a la circulacion. Por ello,
los pacientes con sepsis presentan mayor numero de neutréfilos circulantes con distintos
grados de maduracion (324). Ademas, se ha observado una pérdida de funcion de los
mismos, hecho que incluye una menor eliminacion de la bacteria y menos produccion
de ROS (325). Las DC también se ven reducidas por un aumento en la apoptosis y
disminuye su capacidad de presentacion de antigeno (326,327). Por Gltimo, también se
ha observado que monocitos-macréfagos se vuelven tolerantes al antigeno y no son

capaces de responder correctamente a estimulos bacterianos (328).

5. Nuevas estrategias para tratar las infecciones por BGN

El incremento de la resistencia antimicrobiana junto con la falta de desarrollo de nuevos
antimicrobianos supone un problema clinico de enorme magnitud. La ausencia de
nuevos antibioticos es debida a la dificultad y al tiempo que comporta el desarrollo de
los mismos. De todos los compuestos desarrollados en la fase preclinica, solo el 2% es

aprobado, en un proceso que puede conllevar mas de 10 afios (Figura 15) (329).
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Figura 15. Fases de descubrimiento de un farmaco. Un nimero razonable de compuestos se
encuentran en la frase preclinica, sin embargo, este nimero va decreciendo a medida que se
avanza en las fases de ensayo clinico hasta que llega al mercado (329).

Para aumentar el arsenal terapéutico y combatir la resistencia antimicrobiana, es
necesaria la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas como el uso de antiguos
antimicrobianos, el desarrollo o la busqueda de moléculas no antimicrobianas que
actlen frente a la bacteria sin presentar efecto bactericida o bacteriostatico, moléculas
que actten a nivel del huésped o el reposicionamiento de farmacos, entre otras (Figura
16). A nivel general, los estudios preclinicos de moléculas antibacterianas son llevados
a cabo por pequefias-medianas empresas. Alrededor del 50% de los proyectos
focalizados en la busqueda de nuevos compuestos, estd destinado a aquellos que
presentan una accion directa frente a la bacteria (antibioticos tradicionales) mientras que
la otra mitad se reparte en otras alternativas terapéuticas como la terapia de fagos, el

disefio de vacunas o el reposicionamiento de farmacos (330).
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Figura 16. Estudios preclinicos destinados al desarrollo de fArmacos. Numero de estudios
destinados al descubrimiento de nuevas terapias antimicrobianas enfocando distintas estrategias
(330).

Debido a la problematica de la resistencia antimicrobiana, antibidticos que habian
guedado en desuso vuelven a tener cabida frente a infecciones causadas por BGN
multirresistentes para los cuales las opciones terapéuticas son muy limitadas. Entre ellos
se encuentra la colistina, para la cual se ha obtenido una mejor caracterizacion de la
farmacocinética (331) y se esta estableciendo la dosis 6ptima (132). La fosfomicina fue
descubierta en los afios 60 y fue rapidamente abandonada debido a la disponibilidad de
otras moléculas. Actualmente, vuelve a usarse en la practica clinica, generalmente frente
a K. pneumoniae resistente a carbapenémicos (332). Finalmente, este afio se ha iniciado

un ensayo clinico en el cual se compara la actividad de temocelina, un antiguo B-
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lactamico, y meropenem para el tratamiento de bacteriemia por Enterobacterales
resistentes a cefalosporinas de tercera generacion (333).

5.2 Terapia de fagos

Consiste en el uso de bacteriofagos, virus capaces de lisar bacterias de manera
especifica. Fueron descubiertos hace un siglo pero su uso quedo restringido a los paises
pertenecientes a la Unidn Soviética. Actualmente, debido al problema de la resistencia
antimicrobiana, su uso vuelve a ser de interés (334). Los fagos liticos se unen a
receptores de la superficie bacteriana, vierten su contenido genético, se replican, forman
nuevas particulas viricas y escapan del citoplasma produciendo la lisis bacteriana,
actividad que podria ser comparable a la actividad bactericida de un antibidtico, y que
ademas, puede auto-amplificarse debido a que las nuevas particulas viricas infectaran
nuevas células (335). Una de las ventajas es que estdn ampliamente distribuidos en la
naturaleza y pueden ser especificos de cada patdgeno, incluso de cada cepa, y por lo
tanto no dafian la microbiota (336). Los fagos se pueden administrar de diversas
maneras. La terapia convencional consiste en usar un unico fago o un cocktail de fagos,
que pude tener como diana una Unica especie bacteriana o bien ser de amplio espectro
(337). Actualmente, en Rusia y Georgia, se comercializa un cocktail de fagos llamado
Pyophage (PYO), que contiene fagos dirigidos a S. aureus, E. coli, P. aeruginosa,
Proteus vulgaris, P. mirabilis y Streptococcus pyogenes (338). La combinacion de
fagos y antibidticos también ha sido estudiada presentando eficacia tanto in vitro como
in vivo frente a los patégenos ESKAPE (339). Por ultimo, también se ha estudiado la
utilizacion de proteinas derivadas de fagos asi como fagos disefiados mediante
bioingenieria (337). Actualmente, existe una gran variedad de estudios preclinicos en
modelos murinos y ensayos clinicos que evaltan la actividad de los fagos frente A.

baumannii, P. aeruginosa, E. coli y K. pneumoniae (334,335).

5.3 Inhibidores de factores de virulencia

El mayor conocimiento de la patogénesis bacteriana y la comunicacion celular ha
revelado la existencia de muchas dianas terapéuticas potenciales que podrian ser Utiles
para tratar enfermedades causadas por bacterias (340). La inhibicion de la virulencia

esta resultando una estrategia bastante convincente debido a que es posible que se ejerza
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una menor presion selectiva para el desarrollo de resistencias que con las terapias
tradicionales (341).

Las terapias anti-virulencia se estan centrando en actuar contra factores o mecanismos
del patdgeno que sean cruciales para el inicio de la infeccion y para causar enfermedad.
Esto conlleva a interferir en la adherencia e invasion celular, en la replicacién en el
interior del huésped, en mecanismos para escapar de la respuesta inmune, en la
capacidad de formacion de biofilm y finalmente en la comunicacion celular y la
capacidad de adaptacion al ambiente del huésped (342). Ademas, estas moléculas anti-
virulencia podrian usarse en combinacién con antibidticos consiguiendo una mayor

eficacia terapéutica (66,343).

5.3.1 Inhibidores de la adherencia bacteriana

Las bacterias usan pilis, fimbrias y adhesinas para entrar en contacto con la célula del
huésped. Muchos pilis se ensamblan en la célula bacteriana gracias a una via
dependiente de chaperonas (chaperone usher pathway) (344). Se ha encontrado que
pequefias moléculas inhibidoras de esta via impiden la formacién de pilis de ECUP
(345,346). En otro estudio en el cual se utilizan antagonistas de las lectinas FimH,
presentes en el pili, también se observa una menor colonizacion e invasion del epitelio
por parte de ECUP, traduciéndose en una disminucion de la carga bacteriana en vejiga y
orina en un modelo murino de ITU (347).

Un gran nimero de patgenos usa proteinas de la membrana externa para entrar en
contacto con el huésped, invadir tejidos y escapar de la respuesta inmune. En este
contexto, se han desarrollado inhibidores de las OMPs. El péptido AOA-2 se une a
OmpA produciendo una inhibicion de la adherencia de A. baumannii, P. aeruginosa y
E. coli a las células del huésped in vitro ademas de disminuir la mortalidad y reducir la
carga bacteriana en modelos murinos de sepsis peritoneal (348). Dandole un valor

afiadido, se ha visto que AOA-2 también presenta sinergia in vivo con colistina (66).

5.3.2 Inhibidores del quorum sensing

Las bacterias pueden emplear la comunicacion intracelular para cambiar sus perfiles de

transcripcion e inducir la expresion de factores de virulencia (349). Esta comunicacion,
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a su vez, esta estrechamente relacionada con el control de la formacion de biofilm,
responsable de una amplia variedad de infecciones nosocomiales (350).

Debido a que P. aeruginosa presenta uno de los sistemas de quorum sensing mas
complejos, se han realizado una gran variedad de estudios con este patdgeno. Existen
compuestos naturales como los flavonoides que inhiben el quorum sensing de P.
aeruginosa mediante la inhibicién de LasR y RhIR (351). Las furanonas son capaces de
reducir la colonizacion y la mortalidad en modelos murinos de neumonia (352) y
enzimas que degradan la molécula sefial lactona acil-hemoserina o inhibidores del
receptor PgsR presentan eficacia frente a modelos de infeccion por quemaduras
(353,354). Sin embargo, la eficacia de los inhibidores de quorum sensing y su
relevancia a nivel clinico no ha sido ampliamente testada debido a que solo se han
realizado ensayos con aquellos compuestos que ya estaban previamente aprobados

como la azitromicina o el anticancerigeno 5-fluorouracilo (5-FU) (355).

5.3.3 Inhibidores de los sistemas de secrecién

Los inhibidores de los sistemas de secrecion pueden actuar a distintos niveles: evitando
el ensamblaje del propio sistema, inhibiendo su interaccién con el huésped o bien
impidiendo la secrecion de los efectores del sistema (340). Existen seis tipos de
sistemas de secrecion mencionados anteriormente, y en alguno de los casos su funcién
consiste en la translocacion de efectores bacterianos, comiunmente toxinas, al citoplasma
de la célula huésped (356). Uno de los mas relevantes en el caso de los BGN es el
sistema de secrecidn tipo Ill. El primer inhibidor de este sistema fue descubierto por
Linington et al. frente a ECEP (357). Posteriormente, se han identificado otros
inhibidores como TS027 y TS103, que inhiben la transcripcion de ExoS, componente

del sistema de secrecion de tipo 111 de P. aeruginosa (358).

5.3.4 Inhibidores de toxinas
La neutralizacion de las toxinas bacterianas también es una buena estrategia anti-
virulencia. Actualmente se encuentra en el mercado un compuesto llamado Synorb-PkK,

un inhibidor de la unién de la toxina Shiga de ECEH con su receptor Gb3, presente en

el rifdn (359). Ademas, se estd desarrollando un ensayo clinico de fase Il con un
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anticuerpo denominado Shigamab dirigido frente a los toxinas Stx2 de E. coli en
pacientes con sindrome urémico hemolitico (360).

5.4 Moléculas con accién sobre el sistema inmune

Moléculas que tienen como diana la modulacion o activacion del sistema inmune del
huésped pueden ser eficaces a la hora de resolver la infeccion bacteriana. Sin embargo,

es conveniente usarlas como adyuvantes al tratamiento antimicrobiano (361).

5.4.1 Moléculas moduladoras de la respuesta inmune

La lisofosfatidilcolina (LPC) es un componente de los fosfolipidos de las células
eucariotas que tiene como funcion el reclutamiento y la activacion de monocitos,
macrofagos, neutrdfilos y linfocitos T (362). Se ha demostrado que la LPC en
monoterapia aumenta la supervivencia en modelos murinos de ligacion cecal y puncion
por E. coli y en modelos de sepsis peritoneal por A. baumannii (363,364). Ademas,
presenta eficacia in vivo en combinacion con antimicrobianos como colistina, tigeciclina
0 imipenem para A. baumannii multirresistente o con ceftazidima e imipenem para P.
aeruginosa multirresistente (365,366). La terapia con el factor estimulante de colonias
de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), también ha mostrado buenos resultados en
pacientes con sepsis causada por bacterias grampositivas y gramnegativas (367).
Finalmente, la administracién de anticuerpos bloqueando el eje PD-1/PD-L1 (receptor-
ligando), conocido por su elevada expresion en los linfocitos T de pacientes con sepsis,
mejora la supervivencia en modelos animales de sepsis por puncion y ligacion cecal
(368).

5.4.2 Péptidos antimicrobianos

Los péptidos antimicrobianos pueden tener una accion directa sobre la bacteria pero
ademas, promover la activacion del sistema inmune para ayudar al huésped a controlar
la infeccion. Existen varios péptidos como el IMX942 o el hLF-1-11 en fase preclinica
y clinica (369). Las defensinas hBD-2 y hBD-3, péptidos pertenecientes al sistema
inmune innato de los humanos, presentan actividad bactericida frente a cepas de A.

baumannii y P. aeruginosa. (370,371). El péptido antimicrobiano humano LL-37,
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también present6 actividad frente A. baumannii MDR, P. aeruginosa hipervirulenta y K.
pneumoniae resistente a colistina (372-374).

5.5 Anticuerpos y vacunas

Existe un amplio repertorio de estudios con la finalidad de encontrar anticuerpos y
vacunas frente a BGN. Varios trabajos se han centrado en la obtencion de vacunas
frente a BGN como A. baumannii, P. aeruginosa y K. pneumoniae (375-377),
mostrando resultados prometedores en modelos murinos. Ademas, algunos estudios en
los cuales se desarrollan vacunas frente a estos tres patdgenos han pasado a fase clinica
(377,378). Por ultimo, Ali et al. han desarrollado un anticuerpo monoclonal bivalente
capaz de unirse a dos proteinas distintas de P. aeruginosa que se encuentra en fase |
(379).

5.6 Reposicionamiento de farmacos

El descubrimiento y desarrollo de nuevos antimicrobianos, aunque continda siendo una
necesidad urgente, implica un enorme gasto de tiempo y de recursos. Esta situacion,
junto con el corto margen de aplicacion terapéutica debido a la rapida aparicion de
resistencias, ha provocado que en los Ultimos afios el interés de generar nuevos
antibioticos por parte de las grandes compafiias farmacéuticas sea cada vez menor.

En este contexto, ha surgido la estrategia del reposicionamiento de farmacos, es decir,
encontrar una nueva indicacion para un farmaco que ya estd comercializado. Este
“reciclaje” conlleva una reduccion en los costes y el tiempo empleados (Figura 17)
(380).
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Figure 17. Representacion esquematica de los procesos regulatorios a los que estan sujetos
los compuestos tradicionales versus los compuestos reposicionados. El nuevo compuesto es
descubierto, posiblemente va a tener que ser modificado para su optimizacion, sera evaluado en
estudios preclinicos y posteriormente tiene que ser testado en humanos en ensayos clinicos (fase
I-111). Si pasa estas fases, serd aprobado por la Administracién de Medicamentos y Alimentos
(FDA del inglés Food and Drug Administration) y posteriormente se pasard a su
comercializacion. En el caso del compuesto reposicionado, no es necesaria su modificacién y
como ya ha pasado estudios de seguridad, entra directamente a Fase 11 (380).

Existen varias aproximaciones tanto in vitro como in vivo de diferentes farmacos
candidatos a ser reposicionados como agentes antimicrobianos, recogidas en el primer
articulo de revision de esta tesis doctoral (Articulo 1). Dentro de las familias de
farmacos reposicionados, esta tesis doctoral se centra principalmente en los
anticancerigenos que presentan como mecanismo de accion la modulacion del receptor
de estrégenos (SERM del inglés selective estrogen receptor modulators) y en los
antihelminticos de la familia de las salicilanilidas.

Algunos farmacos anticancerigenos han mostrado también actividad antibacteriana. Uno
de ellos es el tamoxifeno, perteneciente a los SERM y ampliamente usado para el
tratamiento de cancer de mama, presenta actividad frente a una gran variedad de

patégenos humanos incluyendo bacterias grampositivas, virus, parasitos y hongos (381).
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Otros farmacos de la misma familia como el toremifeno y el raloxifeno, presentan
actividad in vitro frente a Porphyromonas gingivalis y atendan la virulencia de P.
aeruginosa, respectivamente (382,383).

También, existen varias familias de antihelminticos, usadas para distintas indicaciones,
dentro de las cuales se encuentran las salicilanilidas. Los integrantes principales son la
niclosamida, usada para tratar infecciones causadas por cestodos en humanos, y la
rafoxanida, oxiclozanida y closantel, mads comunmente usadas en veterinaria para tratar
infecciones por trematodos. Se definen como ionoporos de protones, y aungue su
mecanismo de accién no se conoce por completo, se cree que consiste en el
desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa del helminto (384,385). Ademas de
infecciones por parasitos, se estd estudiando su actividad en otros campos de la
biomedicina como la oncologia o el tratamiento de infecciones causadas por bacterias
(386). En el caso de las infecciones bacterianas, varios estudios muestran que las
salicilanilidas presentan actividad frente a bacterias grampositivas como S. aureus o
Clostridium difficile (387-389) y frente a gramnegativas como P. aeruginosa o
Helicobacter pylori (390,391). Ademas, recientemente se ha demostrado la sinergia de
las salicilanilidas (niclosamida y oxiclozanida) con colistina frente A. baumannii, P.

aeruginosa, K. pneumoniae y con tobramicina frente a P. aeruginosa (392-394).
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Multidrug-resistant (MDR) pathogens pose a well-recognized global health threat
that demands effective solutions; the situation is deemed a global priority by the
World Health Organization and the European Centre for Disease Prevention and
Control. Therefore, the development of new antimicrobial therapeutic strategies requires
immediate attention to avoid the ten million deaths predicted to occur by 2050 as a result
of MDR bacteria. The repurposing of drugs as therapeutic alternatives for infections
has recently gained renewed interest. As drugs approved by the United States Food
and Drug Administration, information about their pharmacological characteristics in
preclinical and clinical trials is available. Therefore, the time and economic costs required
to evaluate these drugs for other therapeutic applications, such as the treatment of
bacterial and fungal infections, are mitigated. The goal of this review is to provide
an overview of the scientific evidence on potential non-antimicrobial drugs targeting
bacteria and fungi. In particular, we aim to: (i) list the approved drugs identified in drug
screens as potential alternative treatments for infections caused by MDR pathogens; (i)
review their mechanisms of action against bacteria and fungi; and (i) summarize the
outcome of preclinical and clinical trials investigating approved drugs that target these
pathogens.

Keywords: repurposing drug, b fungi,

INTRODUCTION

Bacteria and fungi are highly efficient in acquiring antimicrobial resistance encoded by genomic
changes ranging in scale from point mutations, through the assembly of preexisting genetic
elements, to the horizontal import of genes from the environment (Kung et al., 2010; Cowen
et al,, 2015; Yelin and Kishony, 2018). Compounding the problem of antimicrobial resistance
is the immediate threat of a reduction in the discovery and development of new antibiotics,
the dangers of which have recently been made clear by the World Health Organization
(WHO) (Tacconelli et al., 2018) and other European institutions (O’Neill, 2016; Ardal et al,
2018). Consequently, a perfect storm is converging with regard to these infections: increasing
antimicrobial resistance with a decreased new drug development (O’Neill, 2016). This context
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is likely the best example of the purported “Post-Antibiotic
Era} with relevance even in non-specialized media
(Bagley and Outterson, 2017). It is clear that effective solutions
are urgently needed as stressed by various institutions.

New policies and actions are necessary to avoid the
figures predicted for 2050 that attribute ten million deaths
worldwide to antimicrobial resistance (O’Neill, 2016). Such
efforts might include: a massive global public awareness
campaign; improvements in hygiene and prevention of the
spread of infection; increase global surveillance of drug resistance
and the appropriate antimicrobial consumption in humans and
animals; the promotion of novel rapid diagnostics to curtail the
unnecessary use of antimicrobial agents; and the promotion,
development, and use of vaccines and other alternatives to both
prevent and treat bacterial infections (O’Neill, 2016). Therefore,
the development of new antimicrobial therapeutic strategies
for use alone or together with one of the scarce but clinically
relevant antibiotics has become exigent. In this environment,
“repurposing” (defined as investigating new uses for existing
drugs) has gained renewed interest, as reflected by several recent
studies (Fischbach and Walsh, 2009; Brown, 2015; Rampioni
et al,, 2017). The combination of these existing drugs with
antimicrobial agents currently in clinical use is also under
consideration.

A literature review was conducted to search for potential
non-antimicrobial candidate drugs that are not intentionally
used as antimicrobial agents but have one or more antimicrobial
properties. A variety of drug families have been considered
including: anthelmintics (Lim et al, 2013; Rajamuthiah
et al, 2015; Gooyit and Janda, 2016; Joffe et al, 2017);
anticancer drugs (Ueda et al, 2009; Butts et al, 2014; Yeo
et al, 2018); anti-inflammatory/immunomodulatory drugs
(Artini et al., 2014; Thangamani et al., 2015b; Ogundcji et al,,
2016); antipsychotic and antidepressant drugs (Lieberman
and Higgins, 2009; Andersson et al., 2016; Holbrook et al.,
2017); statins (Parihar et al., 2014; Thangamani et al., 2015a;
Ribeiro et al., 2017); and iron-storage drugs (Gi et al., 2014).
While these drugs are approved for their clinical indications,
promising antibacterial and antifungal activities have been
reported in preclinical and clinical studies. It is noteworthy
that repurposing drugs is a very promising approach with
several advantages. As drugs approved by the Federal Drug
Administration (FDA), information about their pharmacological
characteristics (both safety and pharmacokinetic) in preclinical
and clinical trials is widely available. Therefore, the time
and economic costs associated with the repurposing of
these drugs for other therapeutic applications such as
the treatment of bacterial and fungal infections will be
minimized.

In this review, we focus on the current state of knowledge
regarding the repurposing of drugs in terms of their modes
of action, antimicrobial efficacy and breadth of spectrum
against bacteria and fungi, as well as the advances to-date
in their development as antimicrobial agents for clinical use.
To this end, we introduce in Pubmed database different
key words such as repurposing drugs, antibacterial and/or
antifungal in order to find published literature about the
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repurposing drugs for treatment of bacterial and fungal
infections.

POTENTIAL DRUGS FOR REPURPOSING
AGAINST INFECTIOUS AGENTS

The antibacterial and antifungal activities of repurposing drugs
and their modes of action are summarized in Table 1 and
Figure 1.

Anthelmintic Drugs Repurposed Against
Bacteria and Fungi

Anthelmintic drugs constitute a large class of medications used
for the treatment of helminthiasis. Their activities aside from
their use against parasitic infections are being investigated
in other areas such as oncology (Dogra et al., 2018; Wang
et al,, 2018). The activity of these drugs against Gram-positive
and Gram-negative bacteria, and fungi has been reported. The
salicylanilide family contains a number of the anthelmintic drugs
approved for the treatment of parasitic infections. The most
widely used members of this family include niclosamide for
humans (Chen et al., 2018) and oxyclozanide, rafoxanide, and
closantel for animals (Martin, 1997).

The mode of action of salicylanilides is not completely
understood, but they are thought to act as uncouplers of
oxidative phosphorylation, thereby impairing the motility of
parasites. Rajamuthiah et al. (2015) described the efficacy of
niclosamide and oxyclozanide against methicillin-, vancomycin-,
linezolid-, or daptomycin-resistant Staphylococcus —aureus
isolates. They reported that niclosamide presented bacteriostatic
activity whereas oxyclozanide exhibited antibacterial action,
likely due to damage in the bacterial membrane. Together
with niclosamide and oxyclozanide, other members of the
salicylanilides family such as rafoxanide and closantel have
presented greater bactericidal activity against the logarithmic
and stationary phases of Clostridium difficile than vancomycin
(Gooyit and Janda, 2016). Avermectins, a broad-spectrum
class of anthelmintic drugs which include ivermectin,
selamectin, and moxidectin, demonstrated efficacy in vitro
against Mycobacterium tuberculosis and Mycobacterium ulcerans
with minimum inhibitory concentration (MIC) values ranging
from 1 to 8 mg/L and 4 to 8 mg/L, respectively (Lim et al., 2013;
Omansen et al,, 2015). Moreover, ivermectin showed efficacy
against S. aureus clinical isolates including methicillin-resistant
strains (MRSA) (Ashraf etal., 2018). In vivo, ivermectin improves
LPS-induced survival in mice by reducing serum and murine
macrophage levels of TNF-a, IL-1f, and IL-6 and blocking the
NF-«kB pathway (Zhang et al., 2008).

In Gram-negative bacteria, only niclosamide exhibited
antibacterial activity. This drug showed an anti-virulent effect
against Pseudomonas aeruginosa via the inhibition of quorum
sensing and virulence genes, reducing elastase and pyocyanin
levels (Imperi et al, 2013b). In Acinetobacter baumannii
and Klebsiella pneumoniae, niclosamide is able to increase
the proportion of negative charges on their cell walls, and
to potentiate the activity of colistin against colistin-resistant
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the polysaccharide capsule; increase in the production of ROS by macrophages; and

reduction of yeast phagocytosis and the intracellular proliferation rate

Giet al., 2014; Peng et al,, 2018

Reduction of biofilm formation and targeting of the glucosyltransferase domain toxins

S. aureus, C. difficile

Bipolar disorder and ischemic

stroke

Ebselen*

Gietal, 2014

Reduction of biofilm formation and inhibition of elastase

P, aeruginosa

Hypocalcemia

Pentetic acid

Thangamani et al., 2016a

DNA inhibition and protein synthesis, and downregulation of toxin production

S. aureus

Rheumatoid arthritis

Auranofin

* Some of the drugs listed in this table displayed multiple effects against different pathogens, and that only the findings of an exemplifying study are reported in the table. Other studies on the same drugs are discussed

in the text.

Drug Repurposing to Treat Infections

A. baumannii and K. pneumoniae (Ayerbe-Algaba et al,
2018). Recently, the effectiveness of niclosamide against
Helicobacter pylori has been described, showing an MIC of
0.25 mg/L against the ATCC 49503 strain (Tharmalingam
et al., 2018). Furthermore, niclosamide has demonstrated an
immunomodulatory role by decreasing the secretion of IL-8 in a
gastric cancer cell line after H. pylori infection (Tharmalingam
et al,, 2018). Niclosamide also showed therapeutic efficacy in
an experimental infection model of Galleria mellonella larvae
infected with P. aeruginosa and H. pylori (Imperi et al., 2013b;
Tharmalingam et al,, 2018). The formulation of niclosamide
under nanosuspension showed lower toxicity in a rat lung
infection model involving P. aeruginosa; the results of this study
are potentially favorable for the further study of this formulation
(Costabile et al., 2015).

In the case of fungi, mebendazole inhibited the growth of
Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii and affected
the formation of biofilm by C. neoformans (Joffe et al,
2017). The combination of mebendazole with amphotericin
B increased the fungicidal activity of amphotericin B against
C. neoformans twofold (Joffe et al., 2017). Moreover, quinacrine,
in monotherapy, has been shown in vitro to be effective for
the prevention and treatment of Candida albicans biofilms,
accumulating in vacuoles and causing defects in endocytosis
(Kulkarny et al., 2014). In combination with caspofungin or
amphotericin B, quinacrine has demonstrated synergy against
C. albicans (Kulkarny et al., 2014).

These studies highlight the potential use of the anthelmintic
drugs as antimicrobial agents as monotherapy for infections
caused by Gram-positive and Gram-negative bacteria and fungi;
although in vivo studies in vertebrate experimental models should
be conducted.

Anticancer Drugs Repurposed Against
Bacteria and Fungi

The antibacterial activity of anticancer drugs has also been
reported (Soo et al., 2017). Most of them act against Gram-
positive pathogens.

The FDA-approved anticancer drugs floxuridine (mostly used
in colorectal cancer) and streptozotocin (used for pancreatic
islet cell cancer) have exhibited activity against S. aureus by
inhibiting the SaeRS two-component system (TCS) (Yeo et al.,
2018). SaeRS TCS is an important transcriptional regulator
of different virulence factors of S. aureus including adhesins,
toxins, and enzymes (Yeo et al, 2018). Floxuridine showed
direct antibacterial activity by inhibiting the growth of S. aureus
USA300 at a concentration of 0.0625 mg/L in vitro and increasing
the survival of mice by 60% in a murine model of blood infection
in vivo (Yeo et al, 2018). On the other hand, streptozotocin
did not affect staphylococcal growth in vitro but reduced the
mortality of mice to 10% in vivo (Yeo et al, 2018). Both
drugs not only cause significant changes in the transcription
of S. aureus genes, but also inhibit the transcription of other
virulence regulatory systems of S. aureus (Yeo et al., 2018).

Another group of anticancer drugs developed to combat
breast cancer is the selective estrogen receptor modulators

Frontiers in Microbiology | www.frontiersin.org
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the polysaccharide capsule; increase in the production of ROS by macrophages; and

reduction of yeast phagocytosis and the intracellular proliferation rate

Giet al., 2014; Peng et al,, 2018

Reduction of biofilm formation and targeting of the glucosyltransferase domain toxins

S. aureus, C. difficile

Bipolar disorder and ischemic

stroke

Ebselen*

Gietal, 2014

Reduction of biofilm formation and inhibition of elastase

P, aeruginosa

Hypocalcemia

Pentetic acid

Thangamani et al., 2016a

DNA inhibition and protein synthesis, and downregulation of toxin production

S. aureus

Rheumatoid arthritis

Auranofin

* Some of the drugs listed in this table displayed multiple effects against different pathogens, and that only the findings of an exemplifying study are reported in the table. Other studies on the same drugs are discussed

in the text.
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A. baumannii and K. pneumoniae (Ayerbe-Algaba et al,
2018). Recently, the effectiveness of niclosamide against
Helicobacter pylori has been described, showing an MIC of
0.25 mg/L against the ATCC 49503 strain (Tharmalingam
et al., 2018). Furthermore, niclosamide has demonstrated an
immunomodulatory role by decreasing the secretion of IL-8 in a
gastric cancer cell line after H. pylori infection (Tharmalingam
et al,, 2018). Niclosamide also showed therapeutic efficacy in
an experimental infection model of Galleria mellonella larvae
infected with P. aeruginosa and H. pylori (Imperi et al., 2013b;
Tharmalingam et al,, 2018). The formulation of niclosamide
under nanosuspension showed lower toxicity in a rat lung
infection model involving P. aeruginosa; the results of this study
are potentially favorable for the further study of this formulation
(Costabile et al., 2015).

In the case of fungi, mebendazole inhibited the growth of
Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii and affected
the formation of biofilm by C. neoformans (Joffe et al,
2017). The combination of mebendazole with amphotericin
B increased the fungicidal activity of amphotericin B against
C. neoformans twofold (Joffe et al., 2017). Moreover, quinacrine,
in monotherapy, has been shown in vitro to be effective for
the prevention and treatment of Candida albicans biofilms,
accumulating in vacuoles and causing defects in endocytosis
(Kulkarny et al., 2014). In combination with caspofungin or
amphotericin B, quinacrine has demonstrated synergy against
C. albicans (Kulkarny et al., 2014).

These studies highlight the potential use of the anthelmintic
drugs as antimicrobial agents as monotherapy for infections
caused by Gram-positive and Gram-negative bacteria and fungi;
although in vivo studies in vertebrate experimental models should
be conducted.

Anticancer Drugs Repurposed Against
Bacteria and Fungi

The antibacterial activity of anticancer drugs has also been
reported (Soo et al., 2017). Most of them act against Gram-
positive pathogens.

The FDA-approved anticancer drugs floxuridine (mostly used
in colorectal cancer) and streptozotocin (used for pancreatic
islet cell cancer) have exhibited activity against S. aureus by
inhibiting the SaeRS two-component system (TCS) (Yeo et al.,
2018). SaeRS TCS is an important transcriptional regulator
of different virulence factors of S. aureus including adhesins,
toxins, and enzymes (Yeo et al, 2018). Floxuridine showed
direct antibacterial activity by inhibiting the growth of S. aureus
USA300 at a concentration of 0.0625 mg/L in vitro and increasing
the survival of mice by 60% in a murine model of blood infection
in vivo (Yeo et al, 2018). On the other hand, streptozotocin
did not affect staphylococcal growth in vitro but reduced the
mortality of mice to 10% in vivo (Yeo et al, 2018). Both
drugs not only cause significant changes in the transcription
of S. aureus genes, but also inhibit the transcription of other
virulence regulatory systems of S. aureus (Yeo et al., 2018).

Another group of anticancer drugs developed to combat
breast cancer is the selective estrogen receptor modulators
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FIGURE 1 | Antibacterial and antifungal mechanisms of action of repurposed drugs.

Antifungal activity

(SERMs). Tamoxifen has been reported to exhibit activity against
S. aureus (Corriden et al., 2015) and its analog toremifene showed
efficacy against oral infection caused by Streptococcus mutans
(Gerits et al., 2017). Toremifene also has been shown to reduce
biofilm formation by S. mutans due to a possible increase in
membrane permeabilization and therefore, membrane damage
(Gerits et al., 2017). Clomiphene, another SERM in preclinical
development for the treatment of fertility, has demonstrated
efficacy against S. aureus and Bacillus subtilis in vitro, with an
MIC value of 8 mg/L, and incubation of B. subtilis with this
concentration of clomiphene changed its morphology (Farha
et al, 2015). The mode of action of clomiphene is through
the inhibition of undecaprenyl diphosphate synthase (UPPS), an
enzyme involved in the synthesis of the teichoic acid wall of
S. aureus (Farha et al., 2015). Due to this action on the bacterial
wall, clomiphene exhibits synergy with B-lactams in restoring
MRSA susceptibility (Farha et al., 2015).

Other anticancer drugs were tested as adjunctive therapies
against M. tuberculosis infection. One such drug, denileukin
diftitox, is currently used for the treatment of cutaneous T-cell
lymphoma (Gupta et al, 2017). Treatment with denileukin
diftitox slightly reduced the lung bacterial count in mice aerosol-
infected with M. tuberculosis (Gupta et al., 2017). The addition
of this drug to standard tuberculosis treatments, composed of
rifampin, isoniazid, and pyrazinamide, similarly reduced the
bacterial burden (Gupta et al., 2017).

Different studies have been also performed on Gram-negative
bacteria to evaluate the antibacterial effect of anticancer drugs.
A potent anticancer drug indicated for the treatment of different
types of solid tumors called 5-fluorouracil, as well as gallium
nitrate, an anticancer drug for the treatment of lymphoma and
bladder cancer, have been extensively studied (Banin et al., 2008;
Bonchi et al., 2014; Minandri et al., 2014; Rangel-Vega et al.,

2015). 5-fluorouracil has been used against a collection of 5,850
mutants of the P. aeruginosa PA14 strain, revealing positive
activity via the regulation of a large number of genes involved
in quorum sensing and biofilm formation (Ueda et al., 2009;
Rangel-Vega et al.,, 2015). Also, gallium nitrate has demonstrated
in vitro an inhibitory effect on bacterial growth in a collection
of 58 multidrug-resistant (MDR) A. baumannii strains, and
in P. aeruginosa at concentrations >3.13 pM (Kaneko et al.,
2007; Antunes et al., 2012; Frangipani et al., 2014); although
the presence of pyoverdine and proteases in human serum
reduce the efficacy of gallium nitrate against P. aeruginosa by
increasing its MIC (Bonchi et al, 2015). At non-bactericidal
concentrations, gallium nitrate can affect the production of
virulence factors of P. aeruginosa (Kaneko et al., 2007; Garcia-
Contreras et al., 2014). In G. mellonella, the administration of
this drug alone or in combination with colistin, at concentrations
mimicking the human therapeutic dose of gallium nitrate
used for cancer patients (28 wM), significantly increased the
survival of larvae after infection by A. baumannii (Antunes
et al,, 2012). Moreover, in murine models of acute and chronic
lung infections by P. aeruginosa and A. baumannii, gallium
nitrate has reduced lung injury and bacterial loads in tissues
(Kaneko et al., 2007; de Léséleuc et al., 2012). Regarding SERM
drugs, toremifene has shown efficacy against oral infection
caused by Porphyromonas gingivalis (Gerits et al., 2017), and
raloxifene attenuated in vitro and in Caenorhabditis elegans
model the virulence of P. aeruginosa by binding to PhzB2
which is involved in the production of pyocyanin, a pigment
related with the virulence of this pathogen (Ho Sui et al,
2012).

In the case of fungi, the activity of anticancer drugs has
also been investigated. Floxuridine, at twice its half maximal
inhibitory concentration (ICsp) value, has exhibited fungicidal
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activity against Exserohilum rostratum reducing the hyphae-
derived CFU (colony-forming unit) of this fungus (Sun et al,
2013). The SERM compounds such as tamoxifen and toremifene
have also shown fungicidal activity against C. neoformans. They
also display a number of pharmacological properties desirable for
anticryptococcal drugs, including synergistic fungicidal activity
with fluconazole and/or amphotericin B in vitro and in vivo,
oral bioavailability, and activity within macrophages (Butts et al.,
2014). They bind directly to the two essential EF-hand proteins
calmodulin 1 (Caml) and calmodulin-like protein 1 (Cmll)
of C. neoformans, preventing Cam1 from binding to its well-
characterized substrate calcineurin (Cnal), thereby blocking
Cnal activation (Butts et al., 2014). In whole cells, toremifene and
tamoxifen are known to block the calcineurin-dependent nuclear
localization of the transcription factor Crzl (Butts et al., 2014).
Together, both drugs have inhibited the growth of C. neoformans
within macrophages, a niche not accessible to current antifungal
drugs (Butts et al., 2014). In murine-disseminated cryptococcosis,
tamoxifen in combination with fluconazole decreased the brain
burden by ~1 log;o CFU/g (Butts et al., 2014). Against C. albicans
and Candida glabrata, toremifene has enhanced the antibiofilm
activity of amphotericin B and caspofungin [fractional inhibitory
concentration index (FICI) < 0.5 both in vitro and in vivo worm
infection models (Delattin et al., 2014)].

Other anticancer drug such as finasteride, a 5-a-reductase
inhibitor commonly used for the treatment of benign prostatic
hyperplasia, was highly effective in both the prevention and
destruction of C. albicans biofilm formation at doses greater
than 16 and 128 mg/L, respectively (Chavez-Dozal et al,
2014). In combination with 2 mg/L fluconazole, 2 mg/L,
finasteride exhibited synergistic activity in the prevention of
biofilm formation by C. albicans (Chavez-Dozal et al., 2014).
Similar effects were observed in the presence of doxorubicin and
daunorubicin that inhibited the morphogenesis of C. albicans
(Routh et al., 2013).

Anticancer drugs not only target bacteria and fungi
but can also regulate the host response. Floxuridine and
streptozotocin have presented a protective effect on the host by
reducing S. aureus-mediated killing in human neutrophils (Yeo
et al., 2018). Moreover, tamoxifen can stimulate chemotaxis,
phagocytosis, and neutrophil extracellular trap (NET) formation
through the modulation of the ceramide pathway upon infection
with S. aureus (Corriden et al., 2015). Unlike tamoxifen, its
analog raloxifene has been shown to reduce NET formation
in human neutrophils, thus resulting in cell death of S. aureus
(Flores et al., 2016). In addition, denileukin diftitox has been
reported to bind to the IL-2 receptor in T lymphocytes, thereby
introducing diphtheria toxin inside these cells to suppress them.
The decrease in this type of T cell hinders the replication of
M. tuberculosis (Gupta et al., 2017). It is noteworthy to mention
that toxicity of anticancer drugs is important in terms of their
establishment as antibacterial drugs. Tamoxifen has been used
for over 30 years to treat breast cancer. The doses of tamoxifen
used in animals (250 mg/kg) (Corriden et al,, 2015) and in
humans (20-40 mg) are generally tolerated. For clomiphene,
acute oral LDsy in mice and rats were 1,700 and 5,750 mg/kg,
respectively (Drug Bank, 2018). The toxic dose of clomiphene
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in humans is unknown but toxic effects accompanying acute
overdosage were not observed (Drug Bank, 2018). In the case of
gallium nitrate, the treatment of hypercalcemia was performed
with continuous intravenous infusion (200 mg/m?/day during 5
days) being generally well tolerated (Warrell et al., 1988). On the
other hand, higher doses (300 mg/m?/day during 5-7 days) were
used in cancer and side effects such as diarrhea and renal toxicity
were observed (Chitambar, 2010).

Anti-inflammatory and

Immunomodulatory Drugs Repurposed
Against Bacteria and Fungi

As is the case with anticancer drugs, anti-inflammatory and
immunomodulatory drugs have demonstrated more antibacterial
activity against Gram-positive than Gram-negative bacteria and
fungi.

Celecoxib, a non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID),
showed antibacterial activity against several pathogens including
S. aureus, Bacillus anthracis, B. subtilis, and M. smegmatis
(Thangamani et al, 2015b). Celecoxib has demonstrated
non-specific targeting by inhibiting bacterial DNA and
RNA replication, protein synthesis, and cell wall formation
(Thangamani et al., 2015b), as well as reducing the levels of
IL-6, TNF-a, IL-18, and MCP-1 (monocyte-chemoattractant
protein-1) in skin lesions caused by S. aureus infection
(Thangamani et al., 2015b). Moreover, this drug has exhibited
synergy with several topical and systemic antimicrobials used
against S. aureus, with the exception of linezolid (Thangamani
etal., 2015b).

Other NSAIDs, such diflunisal in combination with
diclofenac, ibuprofen and verapamil have shown antibacterial
activity against S. aureus and M. tuberculosis (Dutta et al., 2007;
Vilaplana et al., 2013; Gupta et al., 2015; Hendrix et al., 2016). It
was reported that diflunisal did not affect the bacterial growth
of S. aureus in vitro, but did inhibit their toxicity in murine and
human osteoblasts in vivo (Hendrix et al., 2016). Confirmed
data have been observed in mice treated with diflunisal,
which have presented less cortical bone marrow destruction,
although a reduction in the bacterial load was not observed
(Hendrix et al., 2016). Even though bacterial growth was not
compromised, diflunisal inhibited accessory gene regulator A
(AgrA), a regulator protein which inhibits alpha-type phenol
soluble modulins (PSMs) and may contribute to a reduction
in S. aureus virulence (Hendrix et al, 2016). In the case of
verapamil, it has potentiated the activity of bedaquiline, a novel
drug used to treat MDR tuberculosis, against M. tuberculosis
(Dutta et al., 2007; Gupta et al., 2015). Moreover, treatment with
ibuprofen significantly decreased the bacterial load and increased
mice survival in an experimental model of active tuberculosis
(Vilaplana et al., 2013).

For Gram-negative bacteria, celecoxib and betamethasone
in combination with antibiotics have demonstrated activity
against different bacterial species (Artini et al, 2014;
Thangamani et al, 2015b). Celecoxib has presented
synergy with colistin against A. baumannii, P. aeruginosa,
Escherichia coli, K. pneumoniae and Salmonella enterica serovar
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Typhimurium (Thangamani et al., 2015b), and betamethasone
has demonstrated synergy with ceftazidime, erythromycin,
and ofloxacin against P. aeruginosa and some strains of E. coli
(Artini et al., 2014). Diclofenac, in turn, was found to exhibit
efficacy both in vitro and in vivo against S. enterica serovar
Typhimurium (Dutta et al,, 2007). In the case of glatiramer
acetate, a drug used in the treatment of multiple sclerosis, activity
against A. baumannii, P. aeruginosa, and E. coli reference strains,
and against A. baumannii and P. aeruginosa clinical isolates
from bacteremia and chronic respiratory infections in cystic
fibrosis patients has been observed by disruption of the biofilm
formation (Christiansen et al., 2017).

Like anticancer drugs, some anti-inflammatory and
immunosuppressive drugs such as aspirin, ibuprofen, and
tacrolimus have shown antifungal activity against C. neoformans,
C. gattii,and E. rostratum, respectively (Sun et al., 2013; Ogundeji
et al, 2016). The treatment of cryptococcal cells with aspirin and
ibuprofen has led to the induction of stress via activation of the
high-osmolarity glycerol (HOG) pathway in C. neoformans and
C. gattii, and to their death through the activation of reactive
oxygen species (ROS)-mediated membrane damage (Ogundeji
et al,, 2016). The MICs of these drugs did not negatively affect
growth or impair macrophage function; rather, they enhanced
the ability of these immune cells to phagocytose cryptococcal
cells (Ogundeji et al., 2016). Moreover, treatment with tacrolimus
at twice its ICso value significantly reduced the hyphae-derived
CFU of E. rostratum (Sun et al., 2013).

Antipsychotic and Antidepressant Drugs

Repurposed Against Bacteria and Fungi
Trifluoperazine, an antipsychotic drug, has showed therapeutic
efficacy in a murine model of C. difficile infection, presenting
higher survival rates than those treated with vancomycin;
a decrease in inflammation and edema was also observed
compared with the infected group (Andersson et al., 2016).
Furthermore, together with amoxapine, trifluoperazine in
combination with vancomycin protected 80% and 100% of mice,
respectively, from severe oral infection caused by C. difficile
(Andersson et al., 2016). Rani Basu et al. (2005) reported
that the combination of two different non-antimicrobial drugs,
prochlorperazine and methdilazine, may present antibacterial
activity against S. aureus.

For Gram-negative bacteria, pimozide, used for the treatment
of severe Tourette’s syndrome and schizophrenia, has reduced
in vitro the internalization of S. enterica serovar Typhimurium
and E. coli by phagocytic cells (Lieberman and Higgins, 2009).
Moreover, pimozide reduced the bacterial uptake and vacuolar
escape of Listeria monocytogenes in bone marrow-derived
macrophages, as well as the invasion and cell-to-cell spread of the
bacteria during the infection of non-phagocytic cells (Lieberman
and Higgins, 2009). In addition, the drugs trifluoperazine and
amoxapine were shown to be active against Yersinia pestis
after screening of a library of 780 FDA-approved drugs to
identify molecules which reduce Y. pestis cytotoxicity in murine
macrophages (Andersson et al,, 2016). These two compounds
exhibited therapeutic efficacy in a murine model of pneumonic
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plague by Y. pestis; although the treatment was less effective when
administration of the drug was delayed (Andersson et al., 2017).
However, their efficacy was improved when both compounds
were administered in combination with levofloxacin (Andersson
etal, 2017). In addition to this study, amoxapine was reported to
present therapeutic efficacy in an experimental murine model of
respiratory infection caused by K. pneumoniae (Andersson et al.,
2017). Finally, azathioprine, an antidepressant drug used for the
treatment of Crohn’s disease, has exhibited anti-biofilm activity
against P. aeruginosa and E. coli through the inhibition of WspR
(Antoniani et al., 2013). WspR is a diguanylate cyclase involved
in the regulation of a signal molecule called cyclic-di-GMP (c-
di-GMP) known as a regulator of the bacterial biofilm formation
(Antoniani et al., 2013).

In the case of fungi, the antipsychotic drug bromperidol
has exhibited synergy with various azoles against C. albicans,
C. glabrata, and Aspergillus terreus (Holbrook et al., 2017).
Bromperidol has demonstrated synergy with posaconazole
and voriconazole, and partial synergy with itraconazole and
ketoconazole against C. albicans, C. glabrata, and A. terreus, as
demonstrated by checkerboard and time-kill assays (Holbrook
et al, 2017). Moreover, bromperidol in combination with
posaconazole and voriconazole, increased the disruption of
biofilm formation by sessile cells of C. albicans induced by both
azoles. Their sessile MICs were reduced from >32 to 0.5 mg/L
(Holbrook et al., 2017).

Other Drugs Repurposed Against
Bacteria and Fungi

Other drugs with different modes of action and clinical
indications have been evaluated as antibacterial agents.
Auranofin, which is used for the treatment of rheumatoid
arthritis, has shown in monotherapy greater activity against a
wide range of Gram-positive bacteria including S. pneumoniae,
S. aureus, Enterococcus faecium, E. faecalis, and Streptococcus
agalactiae when compared with vancomycin or linezolid
(Aguinagalde et al., 2015; Thangamani et al., 2016a,b). In vivo,
auranofin and its analogs have demonstrated therapeutic
efficacy in different experimental models such as MRSA
septicemic infection, MRSA skin infection, MRSA implant
infection model (a model involving mesh-associated biofilm),
and MRSA intramuscular infection model (Aguinagalde et al,
2015; Thangamani et al., 2016a,b). Interestingly, auranofin has
demonstrated synergy with the commonly used antibiotics
such as ciprofloxacin, linezolid, and gentamicin against
MRSA (Thangamani et al., 2016b). In order to improve the
activity of auranofin, different analogs were synthetized and
display improved antibacterial activity against S. aureus and
§. pneumoniae causing bacteremia in murine model (Aguinagalde
et al.,, 2015). The mode of action of auranofin against S. aureus
has been deciphered using the macromolecular biosynthesis
assay which showed that auranofin acts on the inhibition of
DNA replication and protein synthesis, downregulating the toxin
production (Thangamani et al., 2016a).

Ebselen; despite the fact that it is not an FDA-approved drug,
it is being investigated in clinical trials for the treatment of
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bipolar disorder and ischemic stroke, has also been evaluated.
Two studies have suggested that this compound exhibited
antibacterial activity against C. difficile in vitro and in vivo by
targeting glucosyltransferase domain (GTD) of C. difficile toxins
(Peng et al., 2018), and against MRSA and vancomycin-resistant
S. aureus (VRSA) with MIC values <1 mg/L (Thangamani et al,,
2015¢). Moreover, ebselen has also reduced the biofilm formation
by S. aureus (Gi et al., 2014). Synergy between this drug and
fusidic acid, retapamulin, mupirocin, and daptomycin against
S. aureus strains was confirmed using a Bliss model (Thangamani
etal,, 2015¢).

Besides these two drugs, the antihistaminic compounds
terfenadine and its analogs were also investigated as potential
antibacterial drugs. Terfenadine has showed reasonable activity
against S. aureus (Perlmutter et al., 2014). In order to improve
their activity, 84 derivatives were synthesized that have presented
greater MIC values against S. aureus (1 mg/L) as well as activity
against E. faecium, E. faecalis, and M. tuberculosis (Perlmutter
etal., 2014).

In the case of statins, simvastatin, used in the treatment of
atherosclerotic cardiovascular disease and hypercholesterolemia,
has exhibited antibacterial activity in monotherapy against
M. tuberculosis (Parihar et al., 2014; Skerry et al, 2014). It
marginally reduced the bacterial load 4 and 8 weeks after
infection with M. tuberculosis by aerosol exposure; presumably
by reducing cholesterol synthesis due to the inhibition of HMG-
CoA reductase within the phagosomal membrane. This process
has consequently enhanced the maturation of phagosomes,
known to provide better defense against M. tuberculosis,
and by inducing the autophagy of M. tuberculosis-infected
macrophages (Parihar et al., 2014). The addition of simvastatin
to the first-line tuberculosis therapy (rifampicin + isoniazid
+ pyrazinamide) may help to reduce mycobacterial infection
and tissue damage in M. tuberculosis-infected mice (Skerry
et al,, 2014). Similarly, atorvastatin, another statin drug, has also
demonstrated synergistic activity with rifampin in vitro against
M. tuberculosis and in a murine model of Mycobacterium leprae
infection (Lobato et al., 2014).

Regarding Gram-negative bacteria, auranofin exhibited
synergy with polymyxin B against A. baumannii, P. aeruginosa,
K. pneumoniae and S. enterica serovar Typhimurium
(Thangamani et al., 2016a).

Ebselen has also presented antibacterial effect against
A. baumannii and E. coli by reducing their bacterial growth
at MICs of 32 pM and <128 pM, respectively. This bacterial
reduction growth was due to the inhibition of TonB-mediated
physiology, which is involved in iron acquisition from host
sources (Nairn et al, 2017). Furthermore, ebselen exhibited
anti-virulence activity against P. aeruginosa by targeting c-di-
GMP signaling pathway, which regulates motility and biofilm
formation (Gi et al., 2014; Lieberman et al., 2014).

In the case of statins, the combination of simvastatin with sub-
inhibitory concentrations of colistin presented synergistic effect
against a collection of A. baumannii, E. coli, K. pneumoniae,
P. aeruginosa, and S. enterica serovar Typhimurium reducing the
MIC of simvastatin from >256 mg/L to a range between 8 and
32 mg/L (Thangamani et al.,, 2015a). In addition, screening of an
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FDA-approved drug library has identified pentetic acid, an iron
chelator, as an inhibitor of elastase, an important exoprotease
as well as a reducer of biofilm formation by P. aeruginosa
(Gi et al, 2014). When applied to P. aeruginosa infections
in human lung tissue, pentetic acid increased the viability of
human lung epithelial A549 cells post-infection (Gi et al., 2014).
Interestingly, pentetic acid has also demonstrated therapeutic
efficacy in a murine experimental model of respiratory infection
by P. aeruginosa by increasing 42% the mice survival 5 days
post-infection (Gi et al., 2014).

Moreover, calcitriol, a bioactive form of vitamin D3 used
to treat hypocalcemic conditions and renal osteodystrophy, has
been described as an enhancer of bactericidal activity against
P. aeruginosa, due to its capacity to modulate the activity of
monocytes and macrophages by increasing their bacterial killing
(Nouari et al., 2015).

Other drugs that have presented anti-virulence effect against
P. aeruginosa have been reported. For example 5-fluorocytosine,
an antifungal drug, has been shown to reduce in vitro the
production of virulence factors by P. aeruginosa such as
pyoverdine, PrpL protease, and exotoxin A by downregulating
pvdS gene expression (Imperi et al., 2013a), and to suppress
in vivo the pathogenicity of P. aeruginosa in a murine model
of lung infection (Imperi et al., 2013a). Other antifungal drugs
such as clotrimazole and miconazole were identified as inhibitors
of 2-heptyl-3-hydroxy-4 quinolone (PQS) quorum sensing (QS)
system. This system is based on signal 2-alkyl-4-quinolones (AQ):
PQS and 2-heptyl-4-hydroxyquinolone (HHQ) which can bind
and activate the regulator PqsR and controls the expression
of P. aeruginosa virulence factors. D’Angelo et al. (2018) have
shown that probably both drugs modify PqsR function by
competing with PQS and HHQ for the PgsR ligand-binding site.
Finally, clofoctol and azithromycin, drugs originally developed
as antibiotics against Gram-positive and Gram-negative bacteria,
respectively, were found to have also anti-virulence properties
against P. aeruginosa (Imperi et al., 2014; D’Angelo et al., 2018).

In the case of fungi, atorvastatin has demonstrated different
effects on the host and the yeast by: (i) reducing the ergosterol
content in the cell membrane and altering the properties
of the polysaccharide capsule of C. gattii; (ii) increasing the
production of ROS by macrophages; and (iii) reducing yeast
phagocytosis and the intracellular proliferation rate (Ribeiro
et al., 2017). Atorvastatin in combination with fluconazole was
also tested as an adjuvant to control fungal infections. This
combination demonstrated synergy in vitro against one strain
of C. gattii. In vivo, atorvastatin plus fluconazole increased the
survival of mice and reduced the burden of C. gattii in the
lungs and brain (Ribeiro et al., 2017). Moreover, preclinical
antimalarial drugs such as MMV665943 have been shown to
inhibit and delay growth at submicromolar concentrations and
exhibit fungicidal activity at concentrations greater than 1.56 pM
against C. albicans, C. neoformans, C. gattii and Lomentospora
prolificans. More specifically, this compound at concentrations
greater than 1.56 M affects the polysaccharide capsule thickness
of C. neoformans (Jung et al., 2018).

Regarding the immune response modulation, ebselen and
auranofin reduced the production of inflammatory cytokines
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such as TNF-a, IL-6, IL-1B, and MCP-1 in skin lesions infected by
S. aureus (Thangamani et al., 2016a, 2015c¢). Similarly, calcitriol
has shown a modulatory effect on monocytes and macrophages
against P. aeruginosa infection by increasing their bacterial killing
(Nouari et al., 2015). The mechanism of action of calcitriol on the
immune system is unknown; although its downregulating effect
on IL-1, IL-6, and IL-8 has been observed (Xue et al., 2002).
In the case of statin, simvastatin has been reported to modulate
the production of proinflammatory cytokines (IL-8 and CCL20)
and Kruppel-like factors (an emerging group of immune system
regulators) in P. aeruginosa respiratory infections (Hennessy
etal., 2014).

CLINICAL APPLICATION OF
REPURPOSED DRUGS AGAINST
INFECTIOUS AGENTS

Even though repurposed drugs showed promising preclinical
data, to our knowledge only three clinical studies have been
performed or are currently underway.

A randomized study on the role of aspirin in tuberculous
meningitis suggested that aspirin in combination with
corticosteroids reduced the incidence of strokes and mortality
(Misra et al., 2010). A similar study on the role of aspirin as an
adjunct with steroids for the treatment of HIV-negative adults
with tuberculous meningitis in Vietnam is still ongoing, now in
Phase II trial (clinical trials identifier: NCT02237365). Another
Phase IIT trial (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02060006)
is being conducted to evaluate the feasibility and efficacy of
using meloxicam, a cheap and widely available NSAID, as a
preventive intervention for tuberculous-immune reconstituted
inflammatory syndrome; results from this study have yet to be
published (Maitra et al., 2016).
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CONCLUSION AND PERSPECTIVES

In the last decade, substantial progress has been made in
the development of repurposed drugs for the treatment of
bacterial and fungal infections. Several compounds have yielded
promising data but developmental efforts remain in the
preclinical stage. Additional relevant issues should be take
into account in the preclinical development of repurposing
drugs including possible need for new formulations to increase
their bioavailability and ADMET tests if the administration
route is changed, possible negative effect of the primary drug
activity (especially for anticancer and antipsychotic drugs), and
challenges for intellectual property rights. Moreover, further
clinical studies are needed to address the urgent demand for
new treatments targeting infections caused by bacteria and
fungi.
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FUNDAMENTOS

Importantes organizaciones a nivel mundial consideran que el incremento y la
diseminacion de BGN multirresistentes se trata de una amenaza global para la salud
publica. Por ello, se estd haciendo hincapié en la necesidad de aportar medidas y planes
que tengan como finalidad abordar el tratamiento de estas infecciones. La tasa de cepas
resistentes a gran parte de los antibiéticos usados en la préctica clinica, esta conllevando
a que cada vez el numero de infecciones dificiles de tratar sea mas alto, dando lugar a
unas tasas de mortalidad las cuales merecen especial atencion. En este contexto, la
situacion se ve agravada por la falta de desarrollo de nuevas moléculas antimicrobianas
0 estrategias de otro tipo para combatir las infecciones causadas por bacterias
multirresistentes. En este escenario, el reposicionamiento de farmacos, estrategia que
consiste en encontrar una nueva indicacion para farmacos que estan aprobados por la
FDA vy se encuentran en el mercado, parece un enfoque bastante prometedor a la hora de
abordar el problema. Una de las razones es el acortamiento del tiempo y los costes que
supone lanzar al mercado un farmaco reposicionado. Ademas, el amplio abanico de
medicamentos existentes para cualquier tipo de enfermedad, constituyen una gran
libreria de compuestos con posible actividad antibacteriana. Asi pues, farmacos con
indicaciones muy diversas han mostrado eficacia, tanto in vitro como en estudios
preclinicos, frente a diversos patdgenos humanos. Entre ellos, se encuentran los
anticancerigenos, que ademas de presentar accion frente a la bacteria, pueden originar
respuestas en el huésped que promuevan una mejor respuesta a la infeccion (395,396).
El anticancerigeno tamoxifeno, farmaco con el cual se tiene una amplia y larga
experiencia, debido a que lleva usandose durante los ultimos 30 afios para el tratamiento
de cancer de mama, podria ser un candidato prometedor. Estudios recientes han
mostrado su actividad frente a algunas bacterias grampositivas, hongos y virus (381).
Otro grupo de candidatos son los antihelminticos, usados para tratar helmintiasis
humanas de distintas etiologias y con un uso extendido tambien en veterinaria.
Miembros de esta gran familia, como la rafoxanida, pueden ser candidatos potenciales a
ser reposicionados debido a su actividad antibacteriana en monoterapia y la posibilidad
de usarlos como adyuvantes en combinacion con antibidticos de uso frecuente
(389,393).

Por ello, el uso del tamoxifeno, asi como la rafoxanida pueden ser una aproximacion

terapéutica de interés frente a infecciones causadas por BGN.
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HIPOTESIS

Las hipdtesis de esta tesis doctoral son las siguientes:

Capitulo 1. Reposicionamiento del tamoxifeno como estrategia antimicrobiana.

1. EIl tratamiento con tamoxifeno modula la respuesta inmune innata del huésped
tras la infeccion por BGN.

2. La posible modulacion de la respuesta inmune afectaria a la migracion de células
de origen en la médula 6sea a los sitios de infeccion.

3. El tratamiento con tamoxifeno mejora la evolucion de la infeccién causada por
BGN en modelos experimentales murinos inmunodeprimidos e
inmunocompetentes de sepsis peritoneal.

4. Los metabolitos del tamoxifeno generados in vivo estan implicados en la

actividad antimicrobiana del tamoxifeno frente a BGN multirresistentes.

Capitulo Il. Reposicionamiento de la rafoxanida como tratamiento
antimicrobiano.
1. La rafoxanida aumenta la actividad in vitro de la colistina frente a BGN
sensibles y resistentes a colistina.
2. El mecanismo de accion de la rafoxanida para aumentar la actividad
antimicrobiana de la colistina consiste en la alteracion de la pared celular.
3. El tratamiento con rafoxanida mejora la evolucién de la infeccién causada por
BGN resistentes a colistina en modelos experimentales murinos

inmunodeprimidos e inmunocompetentes de sepsis peritoneal.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis doctoral es el reposicionamiento de farmacos
anticancerigenos y antihelminticos para el tratamiento de infecciones causadas por BGN

multirresistentes.

Capitulo 1. Reposicionamiento del tamoxifeno como estrategia antimicrobiana.

1. Estudiar el efecto de la infeccion causada por A. baumannii, P. aeruginosa y E. coli
sobre la migracion de las células del sistema inmune innato (células de origen
mieloide, monocitos y neutrdfilos) desde la médula 6sea hasta sangre y bazo, y sobre
la liberacion de MCP-1, IL-18 y la expresion de ERK fosforilada como via de
sefializacion de MCP-1.

2. Determinar el papel de MCP-1 en la migracion de las células del sistema inmune
inducida por la infeccion causada por A. baumannii, P. aeruginosa y E. coli.

3. Determinar el efecto del tamoxifeno sobre la liberacion de MCP-1 y su via de
sefializacion en ratones infectados con A. baumannii, P. aeruginosa y E. coli.

4. Estudiar el efecto del tamoxifeno sobre la migracion de las células del sistema
inmune desde la médula 6sea hasta sangre y bazo, tras la infeccion por A. baumannii,
P. aeruginosa y E. coli en ratones silvestres y deficientes en el gen mcp-1.

5. Estudiar el efecto del tamoxifeno sobre la actividad bactericida de los macréfagos y
neutrofilos frente A. baumannii, P. aeruginosa y E. coli.

6. Evaluar la eficacia terapéutica del tamoxifeno en modelos de sepsis peritoneal
murinos, inmunocompetentes o inmunodeprimidos, por A. baumannii, P. aeruginosa
y E. coli mediante la determinacién de la carga bacteriana en tejidos y sangre, y la
supervivencia animal.

7. Determinar la actividad antibacteriana in vitro de los metabolitos del tamoxifeno
frente a cepas de referencia y aislados clinicos de A. baumannii, P. aeruginosa y E.

coli.

Capitulo 11. Reposicionamiento de rafoxanida como tratamiento antimicrobiano.

1. Estudiar el efecto sinérgico de rafoxanida en combinacién con colistina frente a
cepas de referencia y aislados clinicos de A. baumannii, P. aeruginosa y K.
pneumoniae sensibles y resistentes a colistina, mediante ensayo de tablero de ajedrez.

2. Evaluar la actividad sinérgica de rafoxanida en combinacién con colistina frente a
cepas de A. baumannii, P. aeruginosa y K. pneumoniae sensibles y resistentes a

colistina mediante ensayo de curvas de letalidad.
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3. Determinar el mecanismo de accién de rafoxanida sobre cepas de A. baumannii, P.
aeruginosa y K. pneumoniae sensibles y resistentes a colistina.

4. Evaluar la eficacia terapéutica de la rafoxanida en monoterapia y en terapia
combinada con colistina frente a aislados clinicos de A. baumannii, P. aeruginosa y

K. pneumoniae resistentes a colistina, en el modelo de sepsis peritoneal murina.

91



V. RESULTADOS

92



CAPITULO |

Reposicionamiento del tamoxifeno como

estrategia antimicrobiana

93



CAPITULO I. Articulo 2

1.1 Articulo 2. Tamoxifen repurposing to combat infections by multidrug-resistant

Gram-negative bacilli.

El aumento de la resistencia antimicrobiana se trata de un problema a nivel global y
existe una necesidad urgente de aportar soluciones inmediatas. La OMS ha publicado
una lista de patdgenos para los cuales es imprescindible la investigacion y el desarrollo
de nuevos antimicrobianos, entre ellos se incluyen los bacilos gramnegativos A.
baumannii, P. aeruginosa y Enterobacterales resistentes a carbapenémicos. Debido a
que los costes y el tiempo necesario para desarrollar un nuevo antimicrobiano son altos,
la estrategia del reposicionamiento de farmacos se encuentra en auge. Siguiendo esta
nueva tendencia, el objetivo principal de este capitulo fue estudiar la actividad
antimicrobiana del tamoxifeno, un farmaco anticancerigeno usado para el tratamiento de
cancer de mama. El mecanismo de accion del tamoxifeno consiste en antagonizar el
receptor de estrogenos, pero ademas, se ha descrito que puede estar implicado en otras
vias de sefalizacion celular como la via de las MAPK o la regulacion de células del
sistema inmune. Esta premisa nos lleva a la hipétesis de que el tamoxifeno puede
modular/regular el sistema inmune del huésped para una mejor resolucion de la
infeccion. En estudios publicados anteriormente, se ha demostrado que el tamoxifeno
reduce la transcripcion de MCP-1, quimioquina importante para la migracion de
monocitos desde la médula ésea hasta el torrente sanguineo, y que ademas, ésta
quimioquina se encuentra sobreexpresada en pacientes con sepsis y shock séptico. A su
vez, MCP-1 esté regulada por la via de ERK y la expresion de 1L-18.

Mediante ELISA y Western Blot se estudiaron los niveles de MCP-1, ERK e IL-18 en
ratones y en una linea celular murina de macréfagos, infectados con A. baumannii, P.
aeruginosa y E. coli pre-tratados con tamoxifeno o sin tratamiento. La migracion de las
células de la inmunidad innata en respuesta a los mismos patogenos, incluyendo células
de origen mieloide, monocitos y neutrofilos, se estudio mediante citometria de flujo en
ratones wild type (WT), en ratones deficientes en el gen mep-1 (mep”) infectados y
pretratados con tamoxifeno o sin tratamiento. Se evalud la actividad in vivo del
tamoxifeno usando modelos de sepsis peritoneal murinos (inmunodeprimidos e
inmunocompetentes) de A. baumannii, P. aeruginosa y E. coli. Se estudié la funcién de
los principales fagocitos, los macr6fagos y neutrofilos, en respuesta a la infeccién y
después del tratamiento con tamoxifeno. Finalmente, se determind la actividad

antibacteriana in vitro de los metabolitos del tamoxifeno: n-desmetiltamoxifeno,
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endoxifeno y 4-hidroxitamoxifeno, mediante ensayos de microdilucion y curvas tiempo-
muerte frente a cepas de referencia y aislados clinicos de A. baumannii y E. coli.

Los resultados de este estudio muestran que el tamoxifeno reduce la expresion de MCP-
1 (a través de su via de sefializacidn) en respuesta a la infeccion por A. baumannii, P.
aeruginosa y E. coli, reduciendo la migracion de células de origen mieloide, monocitos
y neutrofilos desde la médula dsea hasta la sangre, modulando en ultima instancia la
respuesta inflamatoria mediada por estas células. En relacion a la funcion de
macrofagos y neutrofilos, el tratamiento con tamoxifeno aumenta la capacidad de estas
celulas de eliminar A. baumannii y E. coli, hecho que también podria contribuir a la
resolucion de la infeccion. Ademas, en modelos de sepsis peritoneal murinos por los
tres patdgenos en ratones inmunocompetentes, el tratamiento con tamoxifeno aumento
la supervivencia animal hasta el 60-100% Yy redujo la carga bacteriana en bazo, pulmoén
y sangre entre 3 y 5 logio UFC/mL. En el caso de los ratones inmunodeprimidos, la
supervivencia animal aumento hasta el 20-60% Y la carga bacteriana en sangre y tejidos
se redujo en menor medida. Por ultimo, aunque el tamoxifeno no presente actividad
antibacteriana in vitro, este estudio muestra que la mezcla de sus tres metabolitos
presenta actividad antibacteriana frente a una coleccion de aislados clinicos de A.
baumannii y E. coli in vitro, sugiriendo que el metabolismo del tamoxifeno esta
relacionado con su eficacia terapéutica in vivo.

Por lo tanto, el tamoxifeno presenta eficacia frente a cepas susceptibles y MDR de A.

baumannii, P. aeruginosa y E. coli siendo un potencial candidato a ser reposicionado.

El manuscrito resultante de este trabajo se encuentra bajo revision.
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ABSTRACT

The development of new strategic therapies for multidrug-resistant bacteria, like the use
of non-antimicrobial approaches and/or drugs repurposing to be used as monotherapies
or in combination with clinically relevant antibiotics, has become an urgent need. A
therapeutic alternative for infections by multidrug-resistant Gram-negative bacilli
(MDR-GNB) is immune system modulation to improve the infection clearance. We
showed that immunocompetent mice infected by Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa or Escherichia coli in peritoneal sepsis models and treated
with tamoxifen at 80 mg/kg/d for three days reduced the release of MCP-1 and its
signalling pathway IL-18 and phosphorylated ERK1/2. This reduction of MCP-1
induced the reduction of migration of inflammatory monocytes and neutrophils from
bone marrow to blood. Indeed, the treatment with tamoxifen in murine peritoneal sepsis
models reduced the bacterial load in tissues and blood; and increased the mice survival
from 0% to 60-100%. Tamoxifen treatment of neutropenic mice infected by these
pathogens increased mice survival up to 20-60%. Furthermore, susceptibility and time-
kill assays showed that the metabolites of tamoxifen, N-desmethyltamoxifen,
hydroxytamoxifen and endoxifen, the three together exhibited MICgy values of 16 mg/L
and were bactericidal against clinical isolates of A. baumannii and E. coli. This
antimicrobial activity of tamoxifen metabolites parallels’ an increased membrane
permeability of A. baumannii and E. coli without affecting their outer membrane
proteins profiles. Together, these data showed that tamoxifen present a therapeutic
efficacy against MDR A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli in experimental models

of infections and can be repurposed as new treatment for GNB infections.

INTRODUCTION

Infections caused by Gram-negative bacilli (GNB) such as Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli represent an increasing worldwide
problem. In 2017, the World Health Organization has listed these pathogens as the first
antibiotic-resistant “priority pathogens” that pose the greatest threat to human health.
There is, therefore, an urgent need to find new antimicrobial agents against extensive-
and pan-drug-resistant GNB. Two key approaches can help alleviate the problem of
antibiotic resistance, firstly targeting of bacterial virulence factors without inhibiting
bacterial growth, which can slow the development of drug resistance by reducing the

selective pressure on the bacteria (1, 2) and, secondly, by the modulation/regulation of
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the immune system response to improve the infection development (3, 4). In this way,
some studies were focused on the stimulation of the immune system to treat bacterial
infections using molecules, including lysophosphatidylcoline as monotherapy and as
adjuvant for the antimicrobial treatment (3, 5, 6) or 3’-5’-cyclic diguanylic acid (c-di-
GMP) which increase neutrophils protecting against A. baumannii infection (7).
Inflammatory monocytes and neutrophils derived from bone marrow are important
cellular mediators of innate immune response against bacterial infections. During early
stages of bacterial infection, both cell populations migrate from the bone marrow to the
bloodstream and subsequently to the sites of infection (8, 9). This migration is regulated
partially by the monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1), which expression is
increased by bone marrow mesenchymal cells in response to circulating Toll-like
receptor ligands and produces the mobilization of inflammatory monocytes (10). It is
well established that MCP-1 release is controlled by IL-18 and ERK1/2 (11), and the
levels of MCP-1 are higher in patients with sepsis and septic shock, and pneumonia (12,
13).

It is well documented that anti-cancer drugs like tamoxifen can modify the immune
response by regulating cytokine release (14). Mechanistically, tamoxifen has been
reported to reduce MCP-1 transcription and expression in human coronary artery
endothelial cells and endometrial cancer cells, respectively (15, 16). As MCP-1 is
involved in the immune cells migration, it may be hypothesized that an undiscovered
connection between MCP-1 release and immune cells migration after bacterial infection
and treatment with tamoxifen is present.

In prokaryotic cells, tamoxifen is known to present antifungal and antibacterial activities
against Mycobacterium tuberculosis and some Gram-positive bacteria in vitro and in
vivo (17, 18), but not against Gram-negative bacteria. As with other antimicrobial agent
such as colistimethate sodium (19), tamoxifen is a prodrug and converted after liver
passage to three major active metabolites, 4-hydroxytamoxifen, endoxifen and N-
desmethyltamoxifen (20). However, their antibacterial activities remain unknown.

In this study, we report that tamoxifen downregulates the expression of MCP-1,
impairing the migration of bone marrow derived cells to the bloodstream induced by A.
baumannii, P. aeruginosa and E. coli and, consequently, modulating the inflammatory
response. In murine peritoneal sepsis model, we observe that tamoxifen decreases the
development of infection by these pathogens, lowering their concentrations in tissues

and blood and increasing the mice survival. Although tamoxifen did not present
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bactericidal nor bacteriostatic effects against A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli in
vitro, we show that tamoxifen metabolites exhibit high antibacterial activity against A.
baumannii and E. coli, suggesting that tamoxifen metabolism is actively involved in the

therapeutic efficacy of tamoxifen in vivo.

RESULTS

Bone marrow immune cells migrates in response to MCP-1 and IL-18 during
bacterial infection

To determine whether bacterial infection influences circulating immune cells from the
bone marrow in response to MCP-1 and IL-18, a MCP-1 controller (11), we
administered intraperitoneally A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli to mice and
measured the proportions of myeloid cells CD11b+, inflammatory monocytes
CD11b+Ly6C" and neutrophils CD11b+Ly6G+. A. baumannii administration
decreased, 24 h after, the myeloid cells, inflammatory monocytes and neutrophils in
bone marrow, and increased them in blood (Figures 1A, 1B and 1C). Same results were
observed when mice were infected with P. aeruginosa and E. coli (Figures 1A, 1B and
1C). The rates of these immune cells in the spleen remained unchanged after infection
with A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli for 24 h (Figure S1) indicating that the
increase of circulating monocytes and neutrophils did not proceed from the splenic
reservoir (21, 22).

A paradigm widely accepted is the formation of chemokine gradients to guide
inflammatory cells to the sites of infection (23). Among them, MCP-1 has been shown
to be involved in the migration of immune cells from the bone marrow to the
bloodstream after binding to CCR2 receptor (24). As it is shown in the figure 1D, mice
infected with A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli for 6 and 24 h increased
significantly and progressively the release of MCP-1 in mice serum (between ~1000 and
4000 pg/mL). It is well known that MCP-1 release is controlled by IL-18 and ERK1/2
(11). Consequently, the levels of 1L-18 in mice serum gradually increased 6 and 24 h
after infection by A. baumannii, P. aeruginosa and E.coli. The IL-18 levels at 24 h were
2144 + 408.1 pg/mL, 7286 + 1056 pg/mL and 3124 + 671.3 pg/mL, respectively
(Figure 1E). Moreover, ERK1/2 was phosphorylated 2 h after infection of RAW 264.7
macrophages cell line in vitro by A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli, defining the

activation of kinase response to these pathogens (Figure 1F).
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To determine whether MCP-1 is involved in the migration of inflammatory monocytes
and neutrophils from bone marrow to blood, wild-type (WT) and mice lacking MCP-1
protein (MCP-1 KO mice) were infected by A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli.
First, we detected MCP-1 release only in WT mice (Figure 2A). Importantly, the
infection of MCP-1 KO mice by these pathogens showed that the migration of
inflammatory monocytes and neutrophils from bone marrow to blood (Figures 2B and
2C) exhibits a reduction of 2.17 + 1.14% and 4.13 + 0.99%, respectively, for A.
baumannii infection. Similar results were observed when MCP-1 KO mice were
infected with P. aeruginosa and E. coli strains (Figures 2B and 2C).

Non-infected WT and MCP-1 KO mice presented similar inflammatory monocytes and
neutrophil proportions in bone marrow and blood indicating that the lack of MCP-1 did
not affect the migration of these cells from bone marrow in basal conditions (Figures 2B
and 2C). These data suggest that MCP-1 is involved in the traffic of immune cells from
the bone marrow to blood after infection by A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli.

Tamoxifen impairs the migration of immune cells from bone marrow to blood
through MCP-1 regulation

In order to study whether tamoxifen can modulate inflammation generated by bacterial
infections, we treated RAW 264.7 macrophage cell line with tamoxifen during 24 h and
infected them with A. baumannii, P. aeruginosa or E. coli for 2 h. After this incubation
we determined the secretion of MCP-1 in the macrophage cells supernatant (ELISA
assay) and the phosphorylation of ERK in the macrophage cells by Western blot. The
treatment with tamoxifen decreased the release of MCP-1 and the phosphorylation of
ERK1/2 in macrophages infected by these pathogens, compared to macrophages
without tamoxifen treatment (Figures 3A and 3B). To confirm these data in vivo, mice
were treated ip. with 3 doses of 80 mg/kg/d of tamoxifen before the bacterial infection.
Serum was collected 6 and 24 h post-bacterial infection. Figure 3C revealed that
treatment with tamoxifen reduced MCP-1 levels when compared with A. baumannii, P.
aeruginosa or E. coli infected and not treated groups. It is noteworthy to highlight that
IL-18 levels were also reduced after tamoxifen treatment of infected mice by A.
baumannii, P. aeruginosa and E. coli (Figure 3D). These results suggest that the
reduction of 1L-18 secretion due to tamoxifen injection may drive a reduction of MCP-1
release through a reduction of ERK phosphorylation. This MCP-1 reduction after
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tamoxifen injection could produces less migration of monocytes and neutrophils from
the bone marrow to the blood.

In order to confirm whether tamoxifen treatment reduces the proportions of myeloid
cells, inflammatory monocytes and neutrophils in bone marrow and blood, we
administer tamoxifen in mice before infection by A. baumannii, P. aeruginosa and E.
coli for 24 h. Flow cytometric analysis demonstrated that treatment with tamoxifen
reduced the migration of these cells to the blood and the levels in bone marrow were
maintained compared with the levels of infected group (Figures 4A, 4B and 4C).

MCP-1 KO mice showed an impaired migration of inflammatory monocytes and
neutrophils from bone marrow to blood after bacterial infection (Figures 2B and 2C). In
order to determine whether tamoxifen is able to reduce this migration in mice deficient
in MCP-1 secretion, we treated MCP-1 KO mice with tamoxifen and infected them with
A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli. As it is showed in the figures 5A and 5B,
tamoxifen treated mice presented a reduction in the migration of inflammatory
monocytes and neutrophils, despite of the lack of MCP-1. Both populations were more
present in bone marrow and the frequencies in the blood were also reduced when
compared with WT mice treated with tamoxifen and infected by these pathogens,
indicating that tamoxifen may probably regulate other chemokines and migration

pathways involved in this phenomenon (Figure S2, Figure 5).

Tamoxifen enhances bacterial killing of macrophages and neutrophils in-vitro

Recent studies reported that treatment with tamoxifen enhances neutrophil activity by
increasing the NETosis and induces changes in macrophages by inhibiting the
expression of CD36 and PPARy reducing atherosclerosis (25, 26), but there are no data
regarding the immune function of both cells treated with tamoxifen after a bacterial
infection. To determine whether tamoxifen can increase the Killing activity of
macrophages and neutrophils, assays with RAW 246.7 cell line and HL-60 neutrophils
cell line pretreated with tamoxifen and infected by A. baumannii, P. aeruginosa and E.
coli were performed. We demonstrated that macrophages incubation with tamoxifen
(2.5 mg/L) at 2 and 6 h followed by infection with A. baumannii during 2 h decreased
the bacterial internalization by 10 and 30%, respectively (Figure S3A), without
affecting the amount of A. baumannii in the extracellular medium (Figure S3B). Similar
results were observed after treatment with tamoxifen and infection by E. coli, but not by
P. aeruginosa (Figure S3A). Regarding neutrophil activity, incubation with 2.5 mg/L of
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tamoxifen during 2 and 6 h followed by the infection with A. baumannii during 2 h
increased bacterial killing by 5 and 25%, respectively. Similar results were observed
after treatment with tamoxifen and infection by E. coli, but not by P. aeruginosa (Figure
S3A).

Accordingly, tamoxifen treatment increases the killing activity of macrophages and
neutrophils against A. baumannii and E. coli but not against P. aeruginosa.

Tamoxifen increase mice survival and decrease the bacterial burden in a murine
sepsis model by A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli

Our results demonstrated that tamoxifen plays an important role in innate immune cells
trafficking after bacterial infection. Going further we wanted to know whether
tamoxifen could protect the mice against a lethal bacterial inoculum. We treated mice
with tamoxifen (80 mg/kg/d) administered intraperitoneally three days before the
infection with a minimal lethal dose 100 (MLD100) of A. baumannii, P. aeruginosa and
E. coli. Pretreatment with tamoxifen increased mice survival after infection by A.
baumannii, P. aeruginosa and E. coli to 100, 66.7 and 83.3% (P<0.01), respectively
(Figure 6A). Figure 6B shows that treatment with tamoxifen decreased spleen and lung
bacterial concentrations of these pathogens by 6.64 and 7.17 log;o CFU/g (P<0.015; for
A. baumannii), by 3.58 and 5.1 log;g CFU/g (P<0.015; for P. aeruginosa), and by 3.7
and 4.16 logyo CFU/g (P<0.015; for E. coli), compared with the control infected groups.
Blood bacterial concentrations presented a decrease compared to control infected groups
of 5.53, 5.45 and 4.31 log;o CFU/mL (P<0.01) for A. baumannii, P. aeruginosa and E.
coli, respectively. Similar efficacy of tamoxifen was observed in murine peritoneal
sepsis model by susceptible and MDR clinical isolates of A. baumannii, P. aeruginosa
and E. coli. Treatment with tamoxifen increased the mice survival to 66.7, 83.3 and
50% (P<0.01) for the non-MDR A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli, respectively,
and 83.3, 66.7 and 50% (P<0.01) for the MDR A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli
harboring mcr-1 gene (Figure 6C). These findings indicate that tamoxifen treatment
presents a good therapeutic efficacy against reference and clinical isolates of A.

baumannii, P. aeruginosa and E. coli.

Immunosuppressed mice respond to tamoxifen treatment
Previous studies have demonstrated that infection with A. baumannii, P. aeruginosa and

E. coli in immunosuppressed mice is lethal (27-29). To determine whether tamoxifen
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treatment is still therapeutically effective in immunosuppressed mice, we treated
immunocompetent mice with cyclophosphamide to reduce the circulating monocytes
and neutrophils (Figure S4). After A. baumannii and E. coli infection in these
immunosuppressed mice, tamoxifen treatment increase mice survival in both groups to
66.67 % (Figure 7A); however, with P. aeruginosa the survival was only 16.67%
(Figure 7A). Bacterial loads of A. baumannii and E. coli in spleen, lung and blood were
reduced in immunosuppressed mice after treatment with tamoxifen, likewise in
immunocompetent mice. In contrast, bacterial loads of P. aeruginosa in tissues and
blood were not reduced in immunosuppressed mice after treatment with tamoxifen
(Figure 7B). These findings suggest that tamoxifen help to clear the infection by A.
baumannii and E. coli even though mice were immunosuppressed by an additional

independent immune response mechanism.

Tamoxifen metabolites present antibacterial activity targeting the bacterial
membrane

Despite the fact that tamoxifen has no bactericidal activity in vitro (MIC > 256 mg/L),
we reasoned that the in vivo antimicrobial activity of tamoxifen observed in neutropenic
mice should result from tamoxifen metabolism in mice organism. Susceptibility assays
showed that these tamoxifen metabolites together exhibit MICsy values of 8 and 16
mg/L against 100 and 47 clinical isolates of A. baumannii and E. coli, respectively
(Figure 8A). These data were confirmed by time-kill assays showing that tamoxifen
metabolites had excellent bactericidal activity against MDR A. baumannii and E. coli
strains during 8 h of growth (Figure 8B).

In order to determine the mode of action of tamoxifen metabolites, we examined their
effect on the membrane permeability. Tamoxifen metabolites strongly increased the
membrane permeability time-dependent (Figure 8C), without affecting the outer
membrane proteins (OMPs) profile (Figure 8D). This suggests that tamoxifen
metabolites affect only the integrity of the bacterial cell wall without changing the
expression of the OMPs. Determining the specific mechanism of action of tamoxifen

metabolites requires further investigation.

DISCUSSION
The present study provides new data highlighting the antibacterial effect of tamoxifen

and its metabolites. Here, we provide the first evidence of an essential role played by
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tamoxifen in the regulation of immune cells traffic after bacterial infection, in order to
reduce the hyperinflammation caused by sepsis, and its antibacterial activity in vivo
through the generation of active metabolites presenting bactericidal activity against
GNB.

This study, as well as previous works (8, 9), showed that the regulation of inflammatory
monocytes and neutrophils migration are important in the host defense against bacterial
infections. This is consistent with the immune system modulation that improves the
bacterial infection clearance (4). Exploiting immunomodulatory drugs, approved by the
regulatory agencies for clinical indication different to bacterial infection therapy, has
several advantages (30); thus, information of their pharmacological characteristics
(toxicity and pharmacokinetics) in preclinical and clinical trials is available. Therefore,
the time and the economic costs of the evaluation of these drugs in other therapeutic
applications, such as the treatment of bacterial infections, will be reduced (31). Among
these immunomodulatory drugs, we found tamoxifen as a promising therapeutic
candidate; which has showed antifungal and antibacterial activities against M.
tuberculosis and some Gram-positive bacteria in vitro and in vivo (17, 18, 25).

Here, we showed that tamoxifen reduces the release of MCP-1 and IL-18, and the
phosphorylation of ERK, which contributes to efficient reduction of migration of
inflammatory monocytes and neutrophils from bone marrow to blood. Recruitment of
both immune cells from bone marrow to blood during systemic infection with GNB is
probably mediated by multiple pathways dependent or independent to MCP-1 such as
MyD88 and MIP-2 (32-34). MyD88 has been reported to induce MCP-1 release of
macrophages after their infection by Listeria monocytogenes (32). In contrast, to our
knowledge, MIP-2 is not involved in the release of MCP-1 by eukaryotic ells. The
presence of pathways independent to MCP-1 has been confirmed in this study in MCP-1
KO mice infected by A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli, which inflammatory
monocytes and neutrophils still migrate at lower levels from bone marrow to
bloodstream. Previous independent work reported that deletion of MCP-1 in mice did
not abolished completely the recruitment of monocytes during the infection by L.
monocytogenes and this recruitment was diminished by 40-50% (35), suggesting the
involvement of MCP-3, another monocyte chemoattractant protein, after binding to
CCR2 receptor in the systemic bacterial infection (36). Regarding neutrophils, although
is widely accepted that MIP-2 stimulates their migration from bone marrow (37, 38), we

demonstrated for the first time that in MCP-1 KO mice the migration of neutrophils
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from bone marrow to bloodstream after GNB infection was diminished, suggesting the
involvement of MCP-1 in this process. This result is consistent with previous
observation that MCP-1 regulates the recruitment of neutrophils to the lung after E. coli
infection (34). Based on these data, MCP-1 plays an important role in the migration of
inflammatory monocytes and neutrophils from bone marrow to bloodstream. However,
this migration in MCP-1 KO mice infected by GNB and treated with tamoxifen is
reduced but not abolished. A possible explanation could be the involvement of other
MCP-1-independent pathways regulated by tamoxifen. In this context, further studies
are required to decipher the role of these MCP-1-independent pathways in this process.

A consequence of the reduction in monocyte proportions in blood after treatment with
tamoxifen would be the reduction of macrophages and dendritic cells in blood and
tissues. Although the number of macrophages and neutrophils recruited to the sites of
infection in mice treated with tamoxifen would be lower, our in-vitro assays suggested
that their killing activity against A. baumannii and E. coli was enhanced by tamoxifen.
The inflammatory monocytes are the precursors of a subset of dendritic cells (TipDC),
which produce tumor necrosis factor-a. (TNF-a)) and inducible oxide synthase (iNOS)
contributing to the innate defense against L. monocytogenes infection (39, 40). In
contrast, other study reported that the reduction of proinflammatory monocytes and
TipDC during Trypanosoma brucei infection diminished their pathogenicity (41). These
contradictory results in the effect of monocytes and TipDC recruitment on host survival
could be explained by the difference in cellular location of each pathogen, L.
monocytogenes is intracellular whereas T. brucei remains in plasma (9). Moreover, it is
reported that tamoxifen inhibits in vitro the maturation of TipDC, in presence of 17 -
estradiol, which not respond enough to bacterial LPS (42). We suggest that the
reduction in the dendritic cells’ proportions joined with their less maturation after
tamoxifen treatment produced a reduction in TNF-a and iNOS production, minimizing
their deleterious effects in sepsis situation. In our study, we found that mice treatment
with tamoxifen reduce the release of proinflammatory cytokines such as TNF-o and IL-
6 (data not shown). Accordingly, although we previously pointed that A. baumannii
could support intracellular lifestyle (43, 44), bacterial species used in our study are
viewed as extracellular pathogens and are present in blood. Consequently, it is possible
that in our model of study, reduction of monocyte and TipDC frequencies by tamoxifen
treatment, and the reduction of proinflammatory cytokines release may play an

important role in the therapeutic efficacy of tamoxifen.
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It is noteworthy that tamoxifen therapeutic efficacy is not only based in their role
regulating the innate immune response, but it is different depending on the type of
bacteria. Previous study showed the antibacterial effect of tamoxifen against
Staphylococcus aureus (25). In the present study, we demonstrate the excellent
therapeutic efficacy of tamoxifen against susceptible and MDR A. baumannii, P.
aeruginosa and E. coli, even though this efficacy is slightly lower against P.
aeruginosa. However, tamoxifen reduced the migration of immune cells from bone
marrow to blood in mice infected by these three pathogens at similar levels. A possible
explanation could be the involvement of an additional independent immune response
mechanism. This hypothesis is in agreement with the results we obtained in neutropenic
mice, in which tamoxifen has a therapeutic efficacy against A. baumannii and E. coli,
but not against P. aeruginosa. In addition, the three major active metabolites of
tamoxifen, 4-hydroxytamoxifen, endoxifen and N-desmethyltamoxifen, as a
consequence of its extensive metabolization by cytochrome P450 enzymes (20), present
bactericidal activity in monotherapy against A. baumannii and E. coli, but not against P.
aeruginosa. These results are consistent with a therapeutic efficacy of tamoxifen
depending on antibacterial activity, as addition to the immune response mechanisms.

Together, these data indicate that treatment with tamoxifen may be useful for patients

with infections by Gram-negative bacilli.

MATERIALS AND METHODS

Reagents
Tamoxifen, N-desmetyltamoxifen, endoxifen and 4-hydroxytamoxifen, porcine mucin,
protease inhibitors were obtained from Sigma, Spain. Cyclophosphamide was obtained

from Baxter, Spain.

Bacterial strains

Reference A. baumannii ATCC 17978 (45), P. aeruginosa PAO1 (46) and E. coli
ATCC 25922 (47) strains were used. We also used 2 clinical susceptible (Ab9) and
multidrug-resistant (MDR) (Ab186) A. baumannii from REIPI-GEIH 2010 collection
(5), 2 clinical susceptible (Pa39) and MDR (Pa238) P. aeruginosa from REIPI-GEIH
2008 collection (48), and 2 clinical susceptible (C1-7-LE) and MDR (EcMCR®,

carrying mcr-1 gene) E. coli (49, 50). We also used a collection of A. baumannii and E.
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coli clinical strains from REIPI-GEIH 2010 collection and Bact-OmpA collection (51,
52).

Animals

Immunocompetent C57BL/6 female mice (16-18 g) were obtained from the University
of Seville facility. MCP-1 KO mice were generated with C57BL/6 background and
obtained from Jackson Laboratory, USA. All mice had the sanitary status of murine
pathogen free and were assessed for genetic authenticity and housed in regulation cages
with food and water ad libitum. This study was carried out in strict accordance with the
protocol approved by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the
University Hospital of Virgen del Rocio, Seville (0704-N-18). All surgery was
performed under sodium thiopental anaesthesia and all efforts were made to minimize

suffering.

Immunosuppressed mice

Blood frequencies of monocytes and neutrophils were reduced with cyclophosphamide
treatment following the protocol of Zuluaga et al. (29). Immunocompetent C57BL/6
female mice were treated with cyclophosphamide at 100 and 150 mg/kg at day 4 and 1,

respectively, before the bacterial infection.

A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli peritoneal sepsis models

Murine peritoneal sepsis models with A. baumannii, P. aeruginosa or E. coli strains
were established by ip. inoculation of the bacteria in immunocompetent and neutropenic
mice (2). Briefly, 6 mice for each group were inoculated with the minimal bacterial
lethal dose 100 (MLD100) of the bacterial suspensions mixed in a 1:1 ratio with a saline
solution containing 10% (w/v) porcine mucin. The MLD100 of ATCC 17978, Ab9,
Ab186, PAO1, Pa39, Pa238, ATCC 25922, C1-7-LE and ECMCR-1" were 3.2, 5.9, 5.0,
4.9, 3.85, 6.7, 4.7, 2.91 and 6 log CFU/mL, respectively. Mortality was recorded over 3
or 7 days. After the death or sacrifice of the mice at the end of the experimental period,
aseptic thoracotomies were performed, and blood samples were obtained by cardiac
puncture. The spleen and lungs were aseptically removed and homogenized (Stomacher
80; Tekmar Co., USA) in 2 mL of sterile NaCl 0.9% solution. Ten-fold dilutions of the

homogenized spleen, lungs and blood were plated onto Sheep blood agar (Becton
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Dickinson Microbiology Systems, USA) for quantitative cultures. If no growth was
observed after plating the whole residue of the homogenized tissue and blood, a
logarithm value corresponding to the limit of detection of the method (1 CFU) is

assigned.

Therapeutic effect of tamoxifen in immunocompetent murine models of peritoneal
sepsis

The immunocompetent murine peritoneal sepsis models by A. baumannii (ATCC
17978, Ab9 and Ab186), P. aeruginosa (PAO1, Pa39 and Pa238), or E. coli (ATCC
25922, C1-7-LE and ECMCR-1") strains were established by ip. inoculation of the
bacteria in immunocompetent mice. Briefly, 6 animals of each group were infected ip.
with 0.5 mL of the MLD100 of each strain mixed 1:1 with 10% porcine mucin.
Tamoxifen therapy was administered for 3 days at one safe dose of 80 mg/kg/d before
bacterial inoculation. Mice were randomly ascribed to the following groups: 1). controls
(without treatment), and 2). Tamoxifen administered at 80 mg/kg/d ip. for 3 days before
bacterial inoculation with each strain. Mortality and bacterial loads in tissues and blood
were determined as in “A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli peritoneal sepsis

models” section.

Therapeutic effect of tamoxifen in immunosuppressed murine models of peritoneal
sepsis

The neutropenic murine peritoneal sepsis models by A. baumannii ATCC 17978, P.
aeruginosa PAOL1 or E. coli ATCC 25922 strains were established by ip. inoculation of
the bacteria in neutropenic mice. Briefly, animals (6 mice for each group) were infected
ip. with 0.5 mL of the MLD100 of each strain mixed 1:1 with 10% porcine mucin.
Tamoxifen therapy, mortality and bacterial loads in tissues and blood were determined
as in “Therapeutic effect of tamoxifen in immunocompetent murine models of

peritoneal sepsis” section.

Flow cytometry

Blood and bone marrow cells, and spleen samples were prepared from control and
infected mice with DML100 of ATCC 17978, PAO1 and ATCC 25922 and pretreated
or not with tamoxifen as described before (3, 53). Briefly, blood samples were

harvested from mouse periorbital plexuses and resuspended in EDTA. Bone marrow
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cells were collected by flushing mouse femurs with ice-cold PBS, and red blood cells
were depleted by lysis in a lysis buffer containing 0.15 M NH,CI, 0.01 M KHCO3 and
0.01 M of disodium-EDTA. Spleen samples were harvested, homogenized and filtered
through a 20 um mesh prior to red blood cells depletion by lysis buffer. Bone marrow
and spleen samples were lysed by lysis buffer for 10 min at 4 °C, whereas blood
samples were lysed for 10 min at room temperature. Cells (1-2 x 10° cells per sample)
were resuspended in PBS with 2% FBS and then incubated with the appropriate dilution
of antibody conjugates. Samples were analyzed with LSRFortessa Flow Cytometer (BD
Biosciences, USA) and data obtained were analyzed with DIVA software (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). The staining protocols included combination of
the following antibodies: anti-CD11b (clone M1/70, APC), anti-Ly6C (clone, AL-21,
FITC) and anti-Ly6G (clone 1A8, PE) (BD Bioscience, Spain) diluted at 1:300 in PBS

with 2% fetal bovine serum.

Cytokine assays

Blood samples were collected from periorbital plexuses of mice infected with DML100
of ATCC 17978, PAO1 and ATCC 25922 and pretreated or not with tamoxifen as
previously described (11). Serum levels of murine MCP-1, IL-6, IL-18 and TNF-a were
collected 6 and 24 h post-bacterial infection without or with tamoxifen treatment. MCP-
1, IL-6, IL-18 and TNF-a levels were determined by ELISA kit (ThermoFisher, for
MCP-1) and (Affymetrix eBioscience, for IL-6, IL-18 and TNF-a) in accordance with
the manufacturer’s instructions. Furthermore, extracellular medium of RAW 264.7
macrophages cells infected with 8 log CFU/mL of ATCC 17978, PAO1 and ATCC
25922, and pre-incubated or not with 2.5 mg/L tamoxifen for 24 h previous was

collected to determine the MCP-1 levels.

Cell culture and infection

Macrophages cell line RAW 264.7 were obtained from American Type Culture
Collection (LGC, UK) and were grown in DMEM medium (Invitrogen, Spain)
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum, vancomycin (50 mg/L),
gentamicin (20 mg/L), amphotericin B (0.25 mg/L) (Invitrogen, Spain) and 1% HEPES
(Invitrogen, Spain) in a humidified incubator, 5% CO; at 37 °C, as described previously
(54). RAW 264.7 cells were routinely passaged every 3-4 days. The cells were seeded

24 h in 24 well plates before bacterial infection for western blot and adhesion assay.
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Human promyelocytic leukemia HL-60 cells (ATCC CCL-240) were grown in RPMI
1640 medium (GE Healthcare Life Sciences, Spain) supplemented with 10% heat-
inactivated fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine (Sigma, Spain), 25 mM HEPES, and
penicillin/streptomycin solution in a humidified incubator, 5% CO, at 37 °C. HL-60
cells culture and differentiation were performed as previously describer with minor
changes (55). HL-60 cells were incubated with 1.3% DMSO (Sigma, Spain) for 7 days
and their differentiation into neutrophils (referred to as HL-60 neutrophils) was
monitored by flow cytometry analysis using anti-CD11b (clone ICRF44, APC)
(Biolegend) and DAPI as viability marker.

Western blot immunoblotting

Proteins of infected RAW 264.7 macrophages cells with 8 log CFU/mL of ATCC
17978, PAOL and ATCC 25922, and pre-incubated or not with 2.5 mg/L tamoxifen
were collected, homogenized in RIPA buffer supplemented with 1 mM PMSF and 10%
cocktail of protease inhibitors and centrifuged at 13,000 g for 20 min at 4°C. The
supernatant was removed and the amount of proteins was determined using the BCA
assay (Promega, Spain). The samples were stored at -80°C until later use. Six pg of
proteins of each sample were mixed with an equal volume of 2x Laemmli buffer,
denaturated by heating the mixture for 5 min at 95°C, and then resolved by by 4-15%
SDS-PAGE. The separated proteins were transferred using polyvinylidene fluoride
(PVDF) membranes (Amersham Bioscience, Spain), and the membranes were blocked
for 2 h with PBS and 0.1% (v/v) Tween 20 (PBST buffer) containing 5% (w/v) milk.
The PVDF membranes were then incubated overnight at 4°C with primary antibody:
rabbit anti-mouse p44/42 MAPK (Erk1/2) (1:1000 dilution), Phospho-p44/42 MAPK
(Erk1/2) (1:1000 dilution) and B-actin (1:1000 dilution) (Cell Signaling Technology,
Spain) diluted in PBST buffer containing 5% milk. After washing with PBST buffer, the
membranes were incubated for 1 h at room temperature with a horseradish peroxidase-
conjugated donkey anti-rabbit IgG as secondary antibody (GE Healthcare, Spain)
(dilution 1:2000) diluted in PBST buffer containing 5% milk. Subsequently,
immunoreactive proteins were visualized using the enhanced chemiluminescence
protocol (Super ECL, Thermo Scientific, USA).
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Macrophages adhesion assay

RAW 264.7 cells were pretreated with 2.5 mg/L tamoxifen for 2, 6 and 24 h; and
infected with ATCC 17978, PAOL and ATCC 25922 strains (MOI 1:100) for 2 h with
5% CO2 at 37°C. Subsequently, infected RAW 264.7 macrophages cells were washed
five times with prewarmed PBS and lysed with 0.5 % Triton X-100. Diluted lysates
were plated onto Sheep blood agar and incubated at 37 °C for 24 h for enumeration of
developed colonies and then the determination of the number of bacteria that attached
and invaded RAW 264.7 cells. Alternatively, we determined the concentration of the
extracellular medium bacteria by plating diluted extracellular medium onto Sheep blood
agar.

HL-60 neutrophils were pretreated with 2.5 mg/L for 2 and 6 h; and infected with
ATCC 17978, PAO1 and ATCC 25922 strains (MOI 1:100) for 2 h with 5% CO?2 at
37°C. Subsequently, HL-60 neutrophils were washed five times with prewarmed PBS
by centrifugation and lysed with 0.5 % Triton X-100. Diluted lysates were plated onto
Sheep blood agar and incubated at 37 °C for 24 h for enumeration of developed colonies
and then the determination of the number of bacteria. The neutrophil killing index was
calculated according to the formula: [(CFU in the absence of neutrophils — CFU in the
presence of neutrophils)/ CFU in the absence of neutrophils] x 100 (56).

In vitro susceptibility testing and time-Kill experiments

The MICs of N-desmetyltamoxifen, endoxifen and 4-hydroxytamoxifen and the mixture
of the 3 tamoxifen metabolites against A. baumannii and E. coli clinical strains were
determined by microdilution assay in two independent experiments, in accordance with
CLSI guideline (57).

Time-kill kinetic assays of the Ab9 and ECMCR™ strains were conducted in Moeller
Hinton Broth in the presence of the mixture of the 3 tamoxifen metabolites at 4xMIC,
and were performed in duplicate as previously described (57). Drug-free broth was
evaluated in parallel as a control and cultures were incubated at 37°C. Viable counts
were determined by serial dilution at 0, 2, 4 and 8 h after adding the 3 tamoxifen
metabolites, and plating 100 uL of control, test cultures or dilutions at the indicated
times onto sheep blood agar plates. Plates were incubated for 24 h and, after colony

counts, the log10 of viable cells (CFU/mL) was determined.
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Analysis of outer membrane proteins (OMPs) by SDS-PAGE

Bacterial cells of MDR A. baumannii and MDR E. coli were grown in LB broth to the
logarithmic phase, incubated with 2 and 16 mg/L of tamoxifen metabolites mixture,
respectively, for 4 or 24 h and lysed by sonication. OMPs were extracted with sodium
lauroylsarcosinate (Sigma, Spain) and recovered by ultracentrifugation as described
previously (43). The OMP profiles were determined by sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) using 10% SDS gels and 6 pg protein
of OMPs, followed by Simply Blue SafeStain gel (Invitrogen, Spain).

Membrane permeability assays

Bacterial suspensions (adjusted to O.Dgop = 0.2) of MDR A. baumannii and MDR E.
coli were placed into a 96-well plate, incubated with 2 and 16 mg/L of tamoxifen
metabolites mixture, respectively, and mixed in a solution of PBS containing Ethidium
Homodimer-1 (EthD-1) (1:500) (Invitrogen, USA). After 10 min of incubation,
fluorescence was monitored during 160 min using Thyphoon FLA 9000 laser scanner
(GE Healthcare Life Sciences, USA) and quantified by ImageQuant TL software (GE
Healthcare Life Sciences, USA). Bacterial counts were obtained at the beginning and at
the end of the experiment to ensure that metabolites mixture was not presenting

bactericidal activity against A. baumannii and E. coli strains.

Statistical analysis

Group data are presented as means =+ standard errors of the means (SEM). For in vitro
studies, the Student t test was used to determine differences between means. Differences
in bacterial spleen, lung and blood concentrations (mean = SEM logio CFU per g or mL)
were assessed by analysis of variance (ANOVA) and post-hoc Dunnett’s and Tukey’s
tests. Differences in mortality (%) between groups were compared by use of the y2 test.
P values of <0.05 were considered significant. The SPSS (version 21.0; SPSS Inc.)

statistical package was used.
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Figure 1. Bone marrow immune cells migration to blood in response to MCP-1 and
IL-18 during bacterial infection. (A) Myeloid cells, (B) inflammatory monocytes and
(C) neutrophils were identified as CD11b+, CD11b+Ly6Chi and CD11b+Ly6G+ by
flow cytometry, respectively, in bone marrow and blood of mice infected with MLD100
of A. baumannii ATCC17978, P. aeruginosa PAOL or E. coli ATCC25922 strains for
24h. (D and E) Serum MCP-1 and IL-18 levels (ELISA assays), 6 and 24 h post-
infection, in mice infected with minimal lethal dose 100 (MLD100) of A. baumannii
ATCC17978, P. aeruginosa PAOL1 or E. coli ATCC25922 strains. (F) RAW 264.7 cells
were infected with A. baumannii ATCC17978, P. aeruginosa PAOL1 or E. coli
ATCC25922 strains for 2 h and proteins were collected for Phospho-p44/42 MAPK
(Erk1/2) and B-actin immunoblotting. Data are representative of six mice per group, and

expressed as mean £ SEM. *P<0.05: infected vs. CTL. CTL: non-infected mice.
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Figure 2. Role of MCP-1 in the bone marrow immune cells migration to blood
during bacterial infection. (A) Wild-type and MCP-1 KO mice were infected with
minimal lethal dose 100 (MLD100) of A. baumannii ATCC17978, P. aeruginosa PAO1
or E. coli ATCC25922 strains. Twenty-four hours post-infection, serum was harvested
for MCP-1 ELISA assays. (B) Inflammatory monocytes, and (C) neutrophils were
identified as CD11b+Ly6Chi and CD11b+Ly6G+ by flow cytometry, respectively, in
bone marrow and blood of wild-type and MCP-1 KO mice infected with MLD100 of A.
baumannii ATCC17978, P. aeruginosa PAOL1 or E. coli ATCC25922 strains for 24 h.
Data are representative of six mice per group, and expressed as mean £ SEM. *P<0.05:
WT vs. MCP-1 KO. WT: wild-type, MCP-1 KO: mice lacking MCP-1, CTL: non-

infected mice.
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Figure 3. Tamoxifen reduces, after bacterial infection, the release of MCP-1 and
IL-18 in vitro and in vivo, and the ERK phosphorylation in vitro. (A and B) RAW
264.7 cells were treated with 2.5 mg/L of tamoxifen for 24 h and infected with A.
baumannii ATCC17978, P. aeruginosa PAOL or E. coli ATCC25922 strains for 2 h.
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MCP-1 levels and ERK-phosphrylation were determined by ELISA and
immunoblotting assays, respectively. Data are representative of three independent
experiments, and expressed as mean £ SEM. (C and D) Mice received tamoxifen (80
mg/kg/d, for 3 days) and infected with minimal lethal dose 100 (MLD100) of A.
baumannii ATCC17978, P. aeruginosa PAOL or E. coli ATCC25922 strains. Six and
twenty-four hours post-infection, serum was harvested for MCP-1 and IL-18 ELISA
assays. Data are representative of 6 mice per group and are expressed as mean + SEM.
*P<0.05: treated vs. CTL, **P<0.05: treated vs. CTL. CTL: non-infected mice. TAM:

tamoxifen.
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Figure 4. Tamoxifen impairs, after bacterial infection, the migration of immune
cells from bone marrow to blood through MCP-1 regulation. Mice received
tamoxifen (80 mg/kg/d, for 3 days) and infected with minimal lethal dose 100 of A.
baumannii ATCC17978, P. aeruginosa PAOL or E. coli ATCC25922 strains. Twenty-
four hours post-infection, (A) myeloid cells, (B) inflammatory monocytes and (C)
neutrophils were identified as CD11b+, CD11b+Ly6Chi and CD11b+Ly6G+ by flow
cytometry, respectively, in bone marrow and blood of mice. Data are representative of 6
mice per group and are expressed as mean + SEM. *P<0.05: treated vs. CTL. CTL: non-

infected mice, TAM: tamoxifen.
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Figure 5. Tamoxifen impairs, after bacterial infection in mice MCP-1-deficient, the
migration of immune cells from bone marrow to blood through MCP-1 regulation.
(A) WT and MCP-1 KO mice received tamoxifen (80 mg/kg/d, for 3 days) and infected
with minimal lethal dose 100 of A. baumannii ATCC17978, P. aeruginosa PAO1 or E.
coli ATCC25922 strains. Twenty-four hours post-infection, (A) inflammatory
monocytes and (B) neutrophils were identified as CD11b+, CD11b+Ly6Chi and
CD11b+Ly6G+ by flow cytometry, respectively, in bone marrow and blood of mice.
Data are representative of 6 mice per group and are expressed as mean + SEM. CTL:
non-infected mice. *P<0.05: infected WT vs. infected MCP-1 KO, **P<0.05: infected
MCP-1 KO vs. infected MCP-1 KO + TAM, ***P<0.05: infected WT + TAM vs.
infected MCP-1 KO + TAM. CTL: non-infected mice, TAM: tamoxifen.
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Figure 6. Tamoxifen shows therapeutic efficacy in murine sepsis models by GNB.
(A) Mice survival was monitored during 3 days for mice infected with minimal lethal
dose 100 (MLD100) of A. baumannii ATCC17978, P. aeruginosa PAOL or E. coli
ATCC25922 strains treated or not with 3 i.p. doses of tamoxifen (80 mg/kg/d, for 3
days). (B) Bacterial burden in spleen, lung and blood of mice treated or not with 3 ip.
doses of tamoxifen (80 mg/kg/d, for 3 days), and infected with MLD100 of A.
baumannii ATCC17978, P. aeruginosa PAO1 or E. coli ATCC25922 strains. (C) Mice
survival was monitored during 7 days for 6 mice infected with MLD100 of non-MDR
and MDR A. baumannii (Ab9 and Ab186), P. aeruginosa (Pa39 and Pa238) or E. coli
(C1-7-LE and EcMCR+) strains treated or not with 3 i.p. doses of tamoxifen (80
mg/kg/d, for 3 days). *P<0.05: treated vs. untreated, **P<0.05: treated vs. untreated,
***P<(.05: treated vs. untreated. TAM: tamoxifen, MDR: multidrug-resistant.
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Figure 7. Immunosuppressed mice respond to TAM treatment. (A) Mice survival
was monitored during 3 days for immunocompetent and neutropenic mice, induced by
cyclophosphamide, infected with MLD100 of A. baumannii ATCC17978, P.
aeruginosa PAO1 or E. coli ATCC25922 strains treated or not with 3 ip. doses of
tamoxifen (80 mg/kg/d, for 3 days). (B) Bacterial burden in tissues and blood of
immunocompetent and neutropenic mice treated or not with 3 i.p. doses of tamoxifen
(80 mg/kg/d, for 3 days), and infected with MLD100 of A. baumannii ATCC17978, P.
aeruginosa PAO1 or E. coli ATCC25922 strains. *P<0.05: bacteria vs. bacteria + CPM,
**P<(.05: bacteria + TAM vs. bacteria + CPM + TAM, ***P<0.05: bacteria + CPM vs.
bacteria + CPM + TAM. CPM: cyclophosphamide, TAM: tamoxifen. ns: non-

significant.

126



CAPITULO I. Articulo 2

A. baumannii

A 60 - MIC50: 16
51 MIC90: 16
w
D
©
©
n
‘s
<
o
E
=]
4
L U
B MIC (mg/L)
MDR A. baumannii
104
c
2
w® . 8
3
55 61
23 e CTL
30, % MET
—_ b
3 o
|
O =
I 2+
[1']
m -
0 T ¥ T |
0 2 4 6 8
Time (h)

500000 -

400000 -

300000 -

200000 -

100000 -

Relative fluorescence unit

04

Figure 8. Tamoxifen metabolites present antibacterial activity targeting the
bacterial membrane. (A) Histogram distribution of MIC for the three tamoxifen
metabolites mixture against a collection of A. baumannii and E. coli. (B) Time—kill
curves of the MDR A. baumannii Ab186 and E. coli ECMCR+ strains alone and in the
presence of metabolites mixture (4xMIC) for 8 h. (C) Tamoxifen metabolites effect on
the bacterial permeability. The membrane permeabilization of MDR A. baumannii
ADb186 and E. coli ECMCR” strains in absence and presence of tamoxifen metabolites (2
and 16 mg/L, respectively) incubated for 24 h, was quantified by Typhon Scanner. (D)
SDS-PAGE of the outer membrane proteins of MDR A. baumannii Ab186 and E. coli
EcCMCR" strains with or without tamoxifen metabolites (2 and 16 mg/L, respectively).
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SUPPLEMENTARY MATERIALS
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Figure S1. Bone marrow immune cells migration to spleen during bacterial
infection. Myeloid cells, inflammatory monocytes and neutrophils were identified as
CD11b+, CD11b+Ly6Chi and CD11b+Ly6G+ by flow cytometry, respectively, in
spleen of mice infected with MLD100 of A. baumannii ATCC17978, P. aeruginosa
PAOL1 or E. coli ATCC25922 strains for 24h. Data are representative of 6 mice per

group and are expressed as mean + SEM. CTL.: non-infected mice.
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Figure S2. Role of MCP-1 in the bone marrow immune cells migration to blood
during bacterial infection. Inflammatory monocytes and neutrophils were identified as
CD11b+Ly6Chi and CD11b+Ly6G+ by flow cytometry, respectively, in bone marrow
of WT and MCP-1 KO mice infected with MLD100 of A. baumannii ATCC17978, P.
aeruginosa PAOL or E. coli ATCC25922 strains for 24 h. Data are representative of six
mice per group, and expressed as mean £ SEM. *P<0.05: MCP-1 KO+TAM vs. MCP-1
KO. WT: wild-type, MCP-1 KO: mice lacking MCP-1. CTL: non-infected mice.
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Figure S3. Tamoxifen induces phagocytic activity of macrophages and neutrophils.
RAW 264.7 cells and HL-60 neurophils were incubated with tamoxifen for 2 and 6h
and infected for 2 h with A. baumannii ATCC17978, P. aeruginosa PAOL or E. coli
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ATCC25922 strains (MOI:100) (A) The adherence and invasion of these strains are
expressed as the percentage of total control strain adhered or internalized to RAW 264.7
and the killing index of HL-60 neutrophil cells is expressed as the percentage. (B) The
extracellular strains in the culture medium are determined as Log CFU/ml. Data are
representative of three independent experiments, and expressed as mean + SEM.
*P<0.05: treated vs. CTL. CTL: infected mice without tamoxifen treatment. TAM:

tamoxifen.
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Figure S4. Immune cells percentages in immunosuppressed mice. Inflammatory
monocytes and neutrophils were identified as CD11b+Ly6Chi and CD11b+Ly6G+ by
flow cytometry, respectively, in blood of neutropenic mice.
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2.1 Articulo 3. Repositioning rafoxanide drug to treat Gram-negative bacilli

infections.

El aumento de la resistencia a gran parte de los antibioticos encontrada en aislados
clinicos de BGN incluyendo A. baumannii, P. aeruginosa y K. pneumoniae ha
impulsado el uso de antiguos antibioticos como la colistina que habian quedado en
desuso. Sin embargo, en los Gltimos afios, el aumento de resistencia a este antibiético en
algunos paises se ha convertido en una realidad alarmante. Por esta razon, existe una
necesidad urgente de busqueda de nuevas alternativas terapéuticas con el objeto de
mejorar el tratamiento de infecciones bacterianas. En este contexto, surge el concepto
de reposicionamiento de farmacos, centrado en encontrar una nueva indicacion para
farmacos que se estan usando en la practica clinica. Su uso puede estar indicado como
monoterapia 0 bien en terapia combinada con antibi6ticos como la colistina, con la
finalidad de restaurar su actividad. Por consiguiente, el objetivo principal de este
estudio fue analizar la actividad de la rafoxanida, farmaco usado en veterinaria para
tratar infecciones por trematodos, en combinacion con colistina frente a cepas sensibles
a colistina (Col-S) y cepas resistentes a colistina (Col-R) de A. baumannii, P.
aeruginosa y K. pneumoniae.

Mediante ensayo de microdilucion se determinaron las CMIs de colistina y rafoxanida
de cada una de las cepas y la sinergia entre ambos farmacos se evalué mediante ensayos
de tablero de ajedrez y curvas tiempo-muerte. Con la finalidad de conocer el mecanismo
de accion, se realizaron ensayos de permeabilidad de membrana mediante fluorescencia,
se analizaron cambios en la morfologia bacteriana usando microscopia electrénica de
transmision, se realizaron ensayos de potencial Z con el fin de determinar si se
producian cambios en la carga neta de la superficie bacteriana, se cuantificd la
liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y por ultimo, se estudié el perfil de
las OMPs usando electroforesis SDS-PAGE. Ademas, usando modelos de sepsis
peritoneal murinos (inmunodeprimidos e inmunocompetentes) se evalud in vivo la
actividad tanto de la rafoxanida como la colistina en monoterapia, asi como en terapia
combinada, frente a cepas Col-R de A. baumannii, P. aeruginosa y K. pneumoniae.

Los ensayos de microdilucion mostraron que la rafoxanida in vitro no presenta actividad
frente a ninguna de las cepas bacterianas estudiadas. Tanto los ensayos de tablero de
ajedrez como las cuervas tiempo-muerte mostraron que la combinacién de colistina y

rafoxanida presentd un efecto sinérgico en A. baumannii, P. aeruginosa y K.
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pneumoniae, siendo mas acentuado en las cepas Col-R. En consecuencia, las cepas Col-
R presentaron un mayor aumento de la permeabilidad de membrana y sufrieron cambios
morfoldgicos que indicaban pérdida de la integridad de esta estructura. En el caso de A.
baumannii y K. pneumoniae, también se observd un aumento de la carga negativa en la
superficie de membrana, cambio no observado en P. aeruginosa. Estas modificaciones
estructurales y de permeabilidad no afectaron al perfil de OMPs ni tampoco se observd
un aumento en la liberacion de ROS por parte de las cepas de estudio. Por lo tanto, el
mecanismo in vitro mediante el cual la rafoxanida aumenta la sensibilidad frente a
colistina parece ser el aumento de la permeabilidad de membrana, asi como el aumento
de cargas negativas en la superficie bacteriana que permiten que la colistina, un péptido
cargado positivamente, se una con mas afinidad. En cuanto a los resultados in vivo,
como era de esperar, la colistina en monoterapia no present6 ninguna actividad debido a
que las cepas de estudio de los tres patdgenos eran resistentes. La terapia combinada
aumento la supervivencia animal entre el 54% y el 74%, y redujo la carga bacteriana en
tejidos y sangre. Inesperadamente, aunque la rafoxanida no presentd actividad
antibacteriana in vitro, la monoterapia con rafoxanida también presento actividad frente
a las cepas estudiadas con valores similares a los obtenidos para la combinacion de
ambos farmacos. Estudios realizados en ratones inmunodeprimidos (con bajos niveles
de monocitos, neutréfilos y células dendriticas circulantes) mostraron que aunque éstos
hayan recibido tratamiento con rafoxanida, no son capaces de resolver la infeccion,
hecho que sugiere que las células de la inmunidad innata son necesarias para la
actividad in vivo de este farmaco.

Por todo ello, la rafoxanida puede ser un buen candidato a reposicionar tanto en
monoterapia como en combinacién con colistina en infecciones causadas por A.

baumannii, P. aeruginosa y K. pneumoniae Col-R.

El manuscrito resultante de este trabajo ha sido publicado en la revista Journal of

Antimicrobial Chemotherapy.
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Objectives: Repurposing drugs provides a new approach to the fight against MDR Gram-negative bacilli (MDR-
GNB). Rafoxanide, a veterinary antihelminthic drug, has shown antibacterial activity in vitro against Gram-
positive bacteria. We aimed to analyse the in vitro and in vivo efficacy of rafoxanide in combination with colistin
against colistin-susceptible (Col-S) and colistin-resistant (Col-R) GNB.

Methods: A collection of Col-S and Col-R Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella
pneumoniae were used. Chequerboard and time-kill curve analyses were performed to determine the synergy
between rafoxanide and colistin. Changes in membrane structure and permeability were analysed using trans-
mission electron microscopy and fluorescence assays. A murine peritoneal sepsis model using Col-R strains of
these pathogens was performed to study the efficacy of rafoxanide (10 mg/kg/24 h, 1), colistimethate sodium
(CMS) (20mg/kg/8 h, intraperitoneally) and rafoxanide (10 mg/kg/24 h, 1V) plus CMS (20 mg/kg/8 h, intraperito-
neally) for 72 h.

Results: Rafoxanide showed MICs >256 mg/L for all Col-S and Col-R strains. Chequerboard and time-kill curve
analyses showed that rafoxanide (1 mg/L) is more synergistic with colistin against Col-R than Col-S strains. Col-R,
but not Col-S, strains treated with rafoxanide demonstrated higher membrane permeabilization. Transmission
electron microscopy visualization confirmed that Col-R strains suffer morphological changes. In the murine peri-
toneal sepsis model with Col-R strains, rafoxanide plus CMS, compared with CMS alone, increased mouse survival
to 53.8% and 73.3%, and reduced bacterial loads in tissues and blood between 2.34 and 4.99 log;, cfu/g or mL,
respectively.

Conclusions: Rafoxanide repurposing, as monotherapy and in combination with CMS, may address the urgent

need for new treatments for infections caused by MDR-GNB.

Introduction

Infections caused by MDR Gram-negative bacilli (GNB) such as
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella
pneumoniae represent an increasing worldwide problem.’
Development of resistance to most available antibiotics such as B-
lactams, aminoglycosides or fluoroquinolones by GNB has revived
the use of old classes of antibiotic such as colistin.? However, the
increased use of colistin against GNB infections in the last decade
has increased the rate of colistin resistance worldwide, which has
reached high levels in some countries.** Of note, the appearance
of the plasmid-mediated colistin resistance mcr gene and its rapid
dissemination has posed a public health risk for the EU/European
Economic Area.” Therefore, there is an urgent need to find new
therapies in order to achieve better success in the treatment of

bacterial infections. In this context, the concept of ‘repurposing’
(the search for new uses for existing drugs) has gained renewed
interest. Several groups are using this strategy to find new drugs
that can be used as monotherapy or in combination therapy with
clinically relevant antibiotics such as colistin.” Rafoxanide is an
antihelminthic drug belonging to the salicylanilide family, used
against fluke infections in ruminants. It has been reported that
rafoxanide demonstrates anticancer and antibacterial activity
against Clostridioides difficile and Helicobacter pylori, probably via
membrane depolorization.8 10 Niclosamide, another salicylanilide
with a similar chemical structure to rafoxanide, has also demon-
strated antibacterial activity against Staphylococcus aureus,
H. pylori, C. difficile and P. aeruginosa.®** Recently, Domalaon
et al.'® and our group'® have demonstrated that niclosamide
restores the colistin activity in colistin-resistant (Col-R) A. baumannii,

©The Author(s) 2020. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.

For permissions, please email: journals.permissions@oup.com.

1of11

135

020z |udy Z0 uo woojlewjoy@iuews A Aq ¥z L8S/E0LBBYP/OBIEE0L 0 L/IOPAOBISqE-8[0Ie-80UBAPE/IE/WOo dNo-diWapeoe//:sd)y WOl papeojumod



CAPITULO II. Articulo 3

Mir6-Canturri et al.

P. aeruginosa, K. pneumoniae, Escherichia coli and Enterobacter
cloacae. The synergy between rafoxanide and colistin has recently
been reported in vitro but there are no data regarding the activity of
the combination of these drugs against GNB in vivo.!” The aim
of this study was to determine the in vitro and in vivo activity of
rafoxanide, in monotherapy and in combination with colistin, against
colistin-susceptible (Col-S) and Col-R A. baurnannii, P. aeruginosa and
K. pneumoniae strains, as well as to identify the mechanism of action
of rafoxanide.

Material and methods

All materials and methods are detailed in the Supplementary Materials and
methods (available as Supplementary data at JAC Online).

Statistical analysis

Group data are presented as mean *standard error of the mean (SEM).
For in vitro studies, Student’s t-test and the Mann-Whitney test were
used to determine differences between means. Differences in bacterial
spleen, lung and blood concentrations (mean+SEM logyocfu/g or
logyo cfu/mL) were assessed by analysis of variance (ANOVA) and post
hoc Dunnett’s and Tukey’s tests. Differences in percentage mortality
between groups were compared using the %> test. P values of <0.05
were considered significant. The SPSS (version 21.0; SPSS Inc.) statistical
package was used.

Results

In vitro activity of rafoxanide alone and in combination
with colistin against Col-S and Col-R A. baumannii,
P. aeruginosa and K. pneumoniae

Rafoxanide alone or in combination with colistin was tested
against reference and clinical strains of Col-S and Col-R A. bauman-
nii, P. aeruginosa and K. pneumoniae. The MICs are presented in
Table 1. Rafoxanide alone showed MIC values of >256 mg/L for
Col-S and Col-R A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae
strains. Chequerboard assay showed that rafoxanide at 0.25-1
mg/L demonstrated synergy with colistin against A. baumannii,
P. aeruginosa and K. pneumoniae. Therefore, 1 mg/L of rafoxanide
was chosen as an optimal concentration for the rest of the
experiments. Rafoxanide at 1 mg/L in combination with colistin
increased the activity of colistin against most of the strains, with
an FIC index (FICI) of <0.01-0.12 and fold change ranging from 4
to >1024 (Table 1). Interestingly, A. baumannii and P. aeruginosa
Col-R strains demonstrated lower FICI values and higher fold
change values than Col-S strains, indicating higher synergistic
effect of these drugs on Col-R strains.

As well as niclosamide,'® the combination of rafoxanide with
other antibiotics (such as imipenem, ciprofloxacin, piperacillin/
tazobactam and vancomycin) was studied against some strains
of A. baumannii, P. aeruginosa, K. pneumoniae and E. coli and no
synergy was found (Table S1).

Time-kill curves

Using time-course assays, we examined the bactericidal activity of
rafoxanide in combination with colistin against Col-S and Col-R
strains of A. baumannii (ATCC 17978 and CR17), P. aeruginosa

(PAO1 and M5) and K. pneumoniae (CECT 997 and Kp21). Figure 1a
shows that 1 mg/L rafoxanide in combination with 0.125 mg/L co-
listin (0.5 MIC of colistin for the ATCC 17978 strain) demonstrated
a synergistic and bactericidal effect at 8 h, decreasing the bacterial
count by 3.90log;o cfu/mL compared with colistin alone. In the
case of PAO1 and CECT 997, 1 mg/L rafoxanide in combination
with 0.5 and 0.25 mg/L colistin (0.5x MIC of colistin for PAO1 and
CECT 997 strains, respectively) did not show synergistic activity
with respect to colistin alone at 8 h (Figure 1a). Regarding the Col-R
strains CR17, M5 and Kp21, 1 mg/L rafoxanide in combination with
32,256 and 16 mg/L colistin (0.5x MIC of colistin for CR17, M5 and
Kp21 strains, respectively) showed higher synergistic activity at 4-
8h of incubation. The bacterial cell count of these strains in
the presence of rafoxanide in combination with colistin decreased
by 8.95, 5.44 and 2.16logocfu/mL, respectively, compared
with colistin alone at 24 h of incubation (Figure 1b). In control
experiments, 1 mg/L rafoxanide had no effect on the growth of
Col-S and Col-R A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae
(Figure 1a and b). Moreover, higher rafoxanide concentrations
(128 and 256 mg/L) did not demonstrate a bactericidal or
bacteriostatic effect at 24 h of growth of Col-R A. baumannii,
P. aeruginosa and K. pneumoniae. However, a marked delay in
the bacterial growth was observed for A. baumannii CR17
(Figure S1).

Effect of rafoxanide on outer membrane protein (OMP)
profile

The OMP profiles of A. baumannii (ATCC 17978 and CR17),
P. aeruginosa (PAO1 and M5) and K. pneumoniae (CECT 997 and
Kp21) strains in the absence or presence of 1mg/L rafoxanide
incubated at 4 or 24 h did not show significant changes between
control and treatment conditions (Figure S2). These results suggest
that rafoxanide did not alter the expression of OMPs.

Effect of rafoxanide on bacterial membrane
permeability

In order to determine the mechanism of action whereby rafoxa-
nide increased the susceptibility to colistin, membrane permeabil-
ization assays were performed for the three pathogens. Col-S and
Col-R A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae strains were
treated with 1 mg/L rafoxanide and incubated with ethidium
homodimer-1 (EthD-1), a DNA stain that is not able to cross intact
membranes. Fluorescence microscopy analysis showed an in-
crease in cellular fluorescence of Col-S and Col-R A. baumannii and
P. aeruginosa strains in the presence of rafoxanide when compared
with untreated cells, being higher in the case of Col-R strains.
This effect was milder for both Col-S and Col-R K. pneumoniae
strains (Figure 2a). Moreover, 2 h of fluorescence monitoring using
a Typhoon FLA scanner confirmed the results obtained by fluores-
cence microscopy, in which rafoxanide increased the permeability
of Col-S and Col-R A. baumannii and P. aeruginosa, with Col-R
strains being more permeable. In contrast, a slight increase was
observed in Col-S and Col-R K. pneumoniae strains (Figure 2b). In
the control, basal levels of fluorescence were observed. These data
suggest that rafoxanide increased membrane bacterial permeabil-
ity, mostly in Col-R strains.
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Rafoxanide potentiates the effect of colistin against GNB

JAC

Table 1. MIC determination of rafoxanide and colistin alone or in combination against Col-S and Col-R A. baumannii, P. aeruginosa and

K. pneumoniae

MIC mg/L
COL in the presence RAF synergy Fold change
Pathogen Strain coL RAF of 1mg/L RAF with COL FICI in COL MIC
A. baumannii
Col-S
ATCC 17978 0.25 >256 0.06 >0.25 0.12 4
Ab9 0.125 >256 0.015 >0.25 0.12 8
Ab186 0.25 >256 0.015 >0.25 0.06 16
AbS 0.125 >256 0.06 — 0.51 2
Ab10 1 >256 0.125 >0.5 0.12 8
Ab12 0.25 >256 0.015 >0.5 0.06 16
Ab13 0.125 >256 0.007 >1 0.03 32
Ab325 0.125 >256 0.007 >1 0.06 16
Ab326 0.25 >256 0.03 >1 0.12 8
Ab327 0.125 >256 0.007 >0.25 0.06 16
Ab328 0.125 >256 0.03 >0.25 0.24 4
Col-R
#1 >512 >256 0.5 >0.25 <0.01 >1024
#10 >512 >256 05 >0.25 <0.01 >1024
#11 256 >256 <0.5 >0.5 <0.01 >512
#14 512 >256 <05 >0.5 <0.01 >1024
#16 >512 >256 1 >0.25 <0.01 >512
#17 512 >256 <0.5 >0.5 <0.01 >1024
#19 >512 >256 0.5 >0.25 <0.01 >1024
#20 64 >256 <05 >0.25 <0.01 >128
#22 128 >256 <0.5 >0.25 <0.01 >256
#24 128 >256 <0.5 >0.25 <0.01 >256
#99 64 >256 <05 >0.25 <0.01 >128
#113 256 >256 0.5 >1 <0.01 512
CR17 64 >256 <05 >0.5 <0.01 >128
P. aeruginosa
Col-S
PAO1 1 >256 0.25 >1 0.25 4
Pa39 it >256 0.25 >1 0.25 4
Pa238 2 >256 1 0.51 2
Pa20 0.125 >256 0.06 - 0.51 2
Pa43 1 >256 0.5 - 0.51 2
Pa62 0.5 >256 0.25 —_ 0.51 2
Pa76 0.25 >256 0.125 s 0.51 2
Pa90 2 >256 L — 0.51 2
Pal110 1 >256 0.06 >1 0.06 16
Pa130 0.25 >256 0.03 >1 0.12 8
Pa158 1 >256 0.125 >1 0.125 8
Col-R
M1 512 >256 <0.5 >0.25 <0.01 >1024
M4 32 >256 4 >1 0.125 8
M5 512 >256 4 >0.5 <0.01 128
Pa82 32 >256 0.5 >0.5 0.017 64
Pa440 256 >256 0.5 >0.5 <0.01 512
Pa564 8 >256 0.25 >1 0.03 32
Continued
30f11
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Table 1. Continued

MIC mg/L
COL in the presence RAF synergy Fold change
Pathogen Strain coL RAF of 1mg/L RAF with COL FICT in COL MIC
K. pneumoniae
Col-S
CECT 997 0.5 >256 0.06 >0.5 0.12 8
C1-4 0.5 >256 0.06 >0.25 0.12 8
C1-10 0.5 >256 0.125 >0.5 0.25 4
C1-14 2 >256 0.125 >0.5 0.06 16
€125 2 >256 0.25 >0.25 0.12 8
C1:27 2 >256 0.125 >0.5 0.125 8
C1-30 1 >256 0.5 — 0.51 2
C1-35 1 >256 1 — 1 d
C1-39 2 >256 0.25 >1 0.125 8
C1-40 2 >256 0.25 =1 0.125 8
C1-42 0.5 >256 0.03 >0.5 0.06 16
Kp07 2 >256 0.125 >1 0.06 16
Col-R
Kp21 32 >256 4 >1 0.125 8
Kp28 4 >256 0.25 >1 0.06 16
Kp29 16 >256 4 >1 0.25 4
C1-259 32 >256 0.5 >0.5 0.02 64
C1-264 32 >256 4 >0.5 0.125 8
C1-266 32 >256 0.25 >0.5 <0.01 128

COL, colistin; RAF, rafoxanide; Col-S, MIC of colistin <2 mg/L; Col-R, MIC of colistin >2 mg/L.

Effect of rafoxanide on the bacterial cell envelope

Considering the effect of rafoxanide on membrane permeability,
transmission electron microscopy was used in order to observe
whether rafoxanide induced morphological changes in the
membrane of Col-R A. baumannii CR17, P. aeruginosa M5 and
K. pneumoniae Kp21 strains. Untreated cells revealed a normal
cell shape, slightly corrugated, with an undamaged inner and
outer membrane. After incubation with 1 mg/L rafoxanide, the M5
strain showed a highly corrugated membrane and CR17 and Kp21
showed blurred boundaries in some areas of the membrane
(Figure 3a). These alterations indicated a loss of membrane integ-
rity as well as membrane disruption. Therefore, rafoxanide disrupts
the integrity of the cell envelope but these changes are not enough
to cause bacterial killing, as observed in the time-kill curves.

Effect of rafoxanide on the bacterial surface charge

Although rafoxanide’s mechanism of action is not well under-
stood, it is thought to involve the dissipation of membrane poten-
tial. In order to know whether rafoxanide affects the surface
charge of the bacterial membrane, zeta potential assays were
performed. Zeta potential is an electrochemical property of cell
surfaces that is determined by the net electrical charge of
molecules exposed at the surface of cell membranes.'® In most
bacterig, the net surface charge is negative and its interaction with
some agents may be governed by electrostatic interactions that

conduce to alter this parameter. Analysis of zeta potential
revealed that treatment with 1mg/L rafoxanide significantly
reduced the surface charge of the A. baumannii ATCC 17978 and
CR17 strains from —29.38+1.17 to —32.14#0.26 mV (P<0.05) and
from —31.40#0.84 to —36.5740.69mV (P<0.05), respectively.
Similar results were found in K. pneumoniae, where treatment
with rafoxanide reduced the surface charge from —37.5743.50 mV
to —49.6242.75mV (P<0.05) in CECT 997 and from —29.240.86
to —31.4620.29 (P<0.05) in Kp21 (Figure 3b). On the contrary, no
differences were found in P. aeruginosa strains.

Effect of rafoxanide on reactive oxygen species (ROS)
production

It is well known that some antibiotics, mostly bactericidal ones,
increase the production of ROS conducive to bacterial killing.*
Here, we studied whether rafoxanide induced ROS production
using 2',7'-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA). DCFH-DA is
a cell-permeable non-fluorescent probe that, after intracellular
de-esterification, generates highly fluorescent 2',7'-dichlorofluor-
escein upon oxidation. This process enables the rapid quantifica-
tion of ROS in response to oxidative metabolism. The incubation
of Col-R strains with DCFH-DA and 1 mg/L rafoxanide alone or in
combination with 0.5x MIC of colistin (32, 256 and 16 mg/L, for
CR17, M5 and Kp21 strains, respectively) for 6, 20 and 24 h did not
increase the levels of ROS when compared with untreated strains
(Figure S3).
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Figure 1. Rafoxanide potentiates colistin activity against Col-S and Col-R A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae. Time-kill curves of Col-S
A. baumannii ATCC 17978, P. aeruginosa PAO1 and K. pneumoniae CECT 997 strains (a) and Col-R A. baumannii CR17, P. aeruginosa M5 and
K. pneumoniae Kp21 strains (b) in the presence of 1 mg/L rafoxanide and 0.5x MIC colistin, alone or in combination with rafoxanide for 24 h. COL,
colistin; RAF, rafoxanide. Data are represented as mean + SEM from two independent experiments. This figure appears in colour in the online version

of JAC and in black and white in the print version of JAC.

In vivo activity of rafoxanide alone and in combination
with colistin against GNB infections in
immunocompetent mice

To confirm the in vitro synergistic effect of rafoxanide with colistin
against A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae and to
study this synergy in a complete organism, we moved to a verte-
brate model of infection by these pathogens. Our initial studies in
mice did not reveal any evidence of toxicity at a dose of <20mg/
kg rafoxanide; mice treated with 10 and 20 mg/kg showed 100%
survival (Figure S4). In a murine model of peritoneal sepsis, rafoxa-
nide (10mg/kg/24h, 1V) in combination with colistimethate
sodium (CMS) (20 mg/kg/8 h, intraperitoneally) was administered
to mice 4 h after intraperitoneal challenge with the dose of CR17,
MS and Kp21 strains that caused 100% mortality, which was 7.2,
8.5 and 7.5 log cfu/mlL, respectively. We showed that the combin-
ation treatment reduced the bacterial load in the spleen by 4.96,

3.21 and 3.21logyocfu/g (P<0.05), in lung by 5.5, 3.9 and
3.84logipcfu/lg (P<0.05) and in blood by 5.13, 494 and
4.76logppcfu/mL (P<0.05), respectively, when compared with
control groups (Table 2). In contrast, CMS alone did not decrease
the bacterial spleen, lung and blood loads of the Col-R CR17, M5
and Kp21 strains, relative to control groups (Table 2). Mice receiving
combined treatment with rafoxanide plus CMS showed a greater
increase in survival compared with those receiving colistin alone
or the controls (Table 2 and Figure 4).

Unexpectedly, administration of rafoxanide as monotherapy
also significantly reduced the bacterial loads in spleen, lung
and blood and increased the survival, compared with controls,
by levels similar to combined treatments (Table 2). Thus, rafox-
anide as monotherapy and in combination with CMS demon-
strates in vivo activity against Col-R A. baumannii, P. aeruginosa
and K. pneumoniae strains.
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Figure 2. Effect of rafoxanide on bacterial cell permeability. (a) Membrane permeabilization of EthD-1 probe in the absence or presence of 1 mg/L
rafoxanide in A. baumannii ATCC 17978 (Col-S) and CR17 (Col-R), P. aeruginosa PAO1 (Col-S) and M5 (Col-R) and K. pneumoniae CECT 997 (Col-S) and
Kp21 (Col-R) strains, using fluorescence microscopy. (b) Membrane permeabilization of EthD-1 probe quantified by Typhoon FLA scanner. CTL, control
(1x PBS); RAF, rafoxanide. Data are represented as mean + SEM from three replicates in two independent experiments. *P<0.05 compared with CR17
or M5. This figure appears in colour in the online version of JAC and in black and white in the print version of JAC.

In vivo activity of rafoxanide as monotherapy against
GNB infections in immunosuppressed mice

Previous studies have demonstrated that infection with
A. baumannii, P. aeruginosa and E. coli in immunosuppressed
mice is lethal.?® %2 To determine whether rafoxanide treatment
is still therapeutically effective in infected immunosuppressed
mice, we treated immunocompetent mice with cyclophospha-
mide to reduce the number of circulating monocytes,
neutrophils and dendritic cells (Figure S5). After infection of
neutropenic mice with CR17, M5 and Kp21 strains, rafoxanide
treatment increased mouse survival non-significantly in all in-
fection groups to 33.33%, 14.3% and 33.33%, respectively,
somewhat less than the 50% observed in the immunocompe-
tent mice. Moreover, rafoxanide treatment non-significantly
reduced the bacterial loads of CR17, M5 and Kp21 in spleen,
lung and blood in neutropenic mice after treatment with rafox-
anide (Table 3). Mice with low levels of innate immune cells
were not able to resolve the infection although they had
been treated with rafoxanide. These findings suggest that im-
mune system response is necessary for rafoxanide to protect
mice from infections by Col-R A. baumannii, P. aeruginosa and
K. pneumoniae.

Discussion

The emergence of MDR GNB has prompted the use of colistin as
the last resort in the treatment of severe infections by these patho-
gens. Although uncommon, colistin resistance is increasing and
its spread is being considered as a global health threat.” Due to the
disruptive action of rafoxanide on the H. pylori membrane
described by Tharmalingam et al.’® and its ability to act as a proton
carrier, we hypothesized that rafoxanide may restore colistin activ-
ity in Col-R strains of GNB. In this study we showed that rafoxanide
increased the activity of colistin against Col-S and Col-R strains of
A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae, especially in Col-R
strains. It is noteworthy that rafoxanide alone did not inhibit
in vitro bacterial growth of these strains, in accordance with
previously published data regarding the antibacterial activity of
the salicylanilide drug family, but some inhibitory effect on the
A. baumannii Col-R strain was indeed observed.'®*®!” Although
the alterations in the bacterial membrane produced by rafoxanide
were not sufficient to compromise bacterial viability, these
changes may potentiate the effect of colistin. It was observed that
rafoxanide produces an increase in membrane permeability in
Col-R strains of A. baumannii and P. aeruginosa. Less membrane
permeabilization was observed in Col-S strains of A. baumannii,
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Figure 2. Continued

P. aeruginosa strains and K. pneumoniae, which may explain the
lower fold change observed with chequerboard assays. Bacterial
visualization using transmission electron microscopy confirmed
the disruptive action of rafoxanide on the bacterial cell envelope.
Colistin, a positively charged antibiotic, acts on the outer mem-
brane of GNB, interacting electrostatically and displacing divalent
cations such as calcium or magnesium.? It has been reported that
Col-R strains of A. baumannii, K. pneumoniae and P. aeruginosa ex-
press less negative charge on the cell surface, thereby reducing
the interaction with colistin.?>?° In our study, we showed that
rafoxanide increased the negativity of the Col-R A. baumannii and
Col-R K. pneumoniae surface charge, probably improving the inter-
action of colistin with the LPS and thereby contributing to the in-
crease in colistin susceptibility. These data are consistent with
previous work reporting that niclosamide, another salicylanilide
drug with a similar chemical structure to rafoxanide, increased the
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negativity of the Col-R A. baumannii and K. pneumoniae surface
charge.'® In the case of P. aeruginosa, rafoxanide had no effect
on the negative charge of the Col-R strain. We suggest that for
P. aeruginosa the synergy found between rafoxanide and colistin is
not based on the more negative charge induced in the cell wall
by rafoxanide. Moreover, OMP profiles were not modified after in-
cubation with rafoxanide, indicating that changes in OMP expres-
sion could not be related to the mechanism of action of
rafoxanide. Similar results were observed for oxyclozanide, an-
other member of the salicylanilides, but not with niclosa-
mide.'>1%26 Modification of ROS production after rafoxanide
incubation was also discarded as a possible mechanism of action
of rafoxanide. It is noteworthy to mention that rafoxanide alone
and in combination with CMS was effective in the murine periton-
eal sepsis model of Col-R A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneu-
moniae, reducing the bacterial loads by around 3-5log,o cfu/g in
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Figure 3. Rafoxanide effect on the integrity of the bacterial cell envelope and the surface charge. (a) Transmission electron microscopy visualization
of A. baumannii CR17, P. aeruginosa M5 and K. pneumoniae Kp21 in the absence or presence of 1 mg/L rafoxanide incubated for 24 h. (b) Zeta poten-
tial of Col-S A. baumannii ATCC 17978, P. aeruginosa PAO1 and K. pneumoniae CECT 997 strains and Col-R A. baumannii CR17, P. aeruginosa M5 and
K. pneumoniae Kp21 strains in the presence or absence of rafoxanide. Data are the mean + SEM obtained from three replicates in three independent
experiments.*P< 0.05 untreated cells compared with rafoxanide treatment. RAF, rafoxanide.

tissues and 3-5 log;qcfu/mL in blood. Unexpectedly, rafoxanide
alone showed antibacterial activity against these pathogens
in vivo. Partially, this activity may be due to the action of the drug
on the innate immune system, as we have shown in the experi-
ments using the immunosuppressed mouse model. The immune
cells and the pathways involved in rafoxanide activity are un-
known. Another study showed that niclosamide reduced the pro-
duction of cytokines and chemokines by bone marrow-derived
dendritic cells, after stimulation with LPS, and attenuated the

activation of mitogen-activated protein kinase (MAPK) and NF-xB
pqthwa;/s, which are closely related to the inflammatory re-
sponse.’ Studies on AML cells showed an antineoplastic effect of
niclosamide through inhibition of the NF-xB pathway in AML
cells.”® Moreover, the stimulation of autophagy by salicylanilide
derivatives due to the inhibition of mammalian target of rapamy-
cin complex (MTORC) signalling prevented Mycobacterium tuber-
culosis proliferation in infected macrophages.?® However, as well
as other salicylanilide drugs, rafoxanide action might be not
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Table 2. Therapeutic effect of rafoxanide alone and in combination with colistin in the murine peritoneal sepsis model using Col-R A. baumannii
CR17, P. aeruginosa M5 and K. pneumoniae Kp21

Bacterial load (mean + SEM)

spleen lung blood
Strain Treatment n (logso cfu/g) (logyo cfu/g) (logyo cfu/mL) Survival (%)
CR17 control 15 9.61+0.13 9.90+0.08 9.42+0.08 0
RAF 14 4.60+1.17* 5.58+1.17* 4.69+1.20* 50"
CMS 12 8.00+0.86 8.43+0.93 7.89+0.96 16.7
CMS + RAF 13 4.24+1.20* 4.37+1.16* 4.20+1.21* 53.8*
M5 control 10 8.93+0.52 8.87+0.51 8.81+0.59 0
RAF 14 5.66+0.88* 4.96+0.87* 4.51+0.98* 50*
CMS 14 8.8740.41 8.61+0.28 8.8610.27 6.7
CMS + RAF 15 5.72%0.50*t 4.97+0.58*t 3.8740.51*t 73.3*
Kp21 control 8 8.54+0.62 8.79+0.58 8. +0.54 25
RAF 14 5.45%0.99* 5.67+1.40* 5.83+1.06* 50
MS 14 7.67£0.61 7.78+0.68 7.390.85 35.7
CMS + RAF 15 5.33+0.73*t 4.95+0.65*t 3.96+0.76*t 67*

Bacterial loads were determined in spleen, lung and blood. Differences in bacterial spleen, lung and blood concentrations were assessed by ANOVA
and post hoc Dunnett’s and Tukey’s tests.

RAF, rafoxanide.

*P<0.05 compared with the control group and tP < 0.05 compared with the colistin group.
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Figure 4. Therapeutic effect of rafoxanide (10 mg/kg/24 h) alone and in combination with CMS (20 mg/kg/8 h) in the murine peritoneal sepsis model
with Col-R A. baumannii CR17, P. aeruginosa M5 and K. pneumoniae Kp21 strains. Survival rates of 8 to 15 mice were analysed using Kaplan-Meier
curves. Differences in mortality were compared by the y? test. *P<0.05 compared with the control group. This figure appears in colour in the online
version of JAC and in black and white in the print version of JAC.

limited to only the host immune response but also involved in  in vitro, it reduces its in vivo virulence in mice by the inhibition of C.
mechanisms related to bacteria, such as virulence factors and  difficile toxins, without affecting in vitro growth.’? Similar results
quorum sensing.'>*° A recent study showed that, although niclo-  were observed in P. aeruginosa, where the inhibition of quorum
samide ethanolamine is not able to affect the growth of C. difficile  sensing by niclosamide protected almost 100% of Galleria
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Table 3. Therapeutic effect of rafoxanide in the immunosuppressed murine peritoneal sepsis model using Col-R A. baumannii CR17, P. aeruginosa M5

and K. pneumoniae Kp21

Bacterial load (mean + SEM)

spleen

Strain Treatment n (logso cfu/g)
CR17 CPM 7 9.93+0.35

CPM + RAF 15 7.13+1.06
M5 CPM 12 9.78+0.46

CPM + RAF 14 9.08+0.46
Kp21 CPM 10 8.96+0.70

CPM + RAF 15 8.64+0.62

lung blood
(logyo cfu/g) (logyo cfu/mL) Survival (%)
9.70+0.13 8.90+0.37 0
6.50+0.90* 6.22+0.92 3333
8.88+0.15 8.70+0.19 0
7.87+0.14 7.14+0.71 14.3
8.33£0.77 7.55+1.01 20
7.80+0.59 6.89+0.77 3333

Bacterial loads were determined in spleen, lung and blood. Differences in bacterial spleen, lung and blood concentrations were assessed by the
Mann-Whitney test. Differences in survival (%) between groups were compared using x test.

CPM, mice immunosuppressed with cyclophosphamide; RAF, rafoxanide.
*P<0.05 compared with CPM group.

mellonella larvae from a lethal challenge, despite niclosamide not
demonstrating bactericidal activity against P. aeruginosa
in vitro.3 Thus, it is plausible that rafoxanide may act directly
against A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae without
compromising bacterial growth and fitness in vitro. Moreover,
increases in animal survival and reduction of tissue and blood bac-
terial loads have been observed with rafoxanide monotherapy
against A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae infections.
As expected, CMS monotherapy had no significant therapeutic effi-
cacy against Col-R A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae
strains. In addition, rafoxanide did not improve the therapeutic ef-
ficacy of CMS against these pathogens in terms of bacterial clear-
ance from either tissue or blood, in contrast to the reduction in the
MIC of colistin in the in vitro experiments.

One possible explanation could be that rafoxanide has reached
the maximum therapeutic effect without further reducing the bac-
terial load in tissues and fluid and cannot potentiate the effect of
CMS observed in monotherapy. Therefore, the present results
would suggest that the administration of rafoxanide at 10 mg/kg/
24h for 72 h is appropriate for the treatment of GNB infections,
even for Col-Risolates.

Conclusions

The results of this study provide new insights into the use of rafox-
anide against MDR-GNB where the therapeutic options are
reduced. Nevertheless, further studies are needed in order to eluci-
date the action of rafoxanide in vivo and its implications for the
host, as well as finding an optimal dosage to achieve, in terms of
efficacy and safety, clinical efficacy in the treatment of infections
by MDR GNB.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

MATERIAL AND METHODS

Bacterial strains

Reference Col-S A. baumannii ATCC 17978 strain,* P. aeruginosa PAO1? and K.
pneumoniae CECT 9972 strains were used in this study. We also used thirteen Col-R A.
baumannii clinical isolates from an hospital outbreak in 2000 and from a meningitis
patient in 2009,*° three P. aeruginosa Col-R clinical isolates from patients with cystic
fibrosis,® and one Col-S and three Col-R clinical isolates of K. pneumoniae from
Spanish surveillance study in 2009’ (Table S1). MIC susceptibility breakpoint was
determined according to the standard recommendations of the EUCAST being

susceptible < 2 mg/L and resistant >2 mg/L.

Antimicrobial agents and reagents

For the in vitro assays, standard laboratory powders of colistin sulfate salt (Sigma,
Spain) and rafoxanide (Sigma, Spain), imipenem (Sigma, Spain), ciprofloxacin (Sigma,
Spain), piperacillin (Sigma, Spain), tazobactam (Sigma, Spain) and vancomycin (Fluka,
Spain) were used. For the in vivo experiments, clinical formulation of colistimethate
sodium (CMS) (Promixin, Spain) was used. Rafoxanide was prepared by resuspension
in DMSO (3.3%) and diluted to obtain a dose of 10 mg/kg. Euthanization of the mice

was performed using sodium thiopental (Zambon S.p.A., Italy).

In vitro susceptibility testing

MICs of colistin (Sigma, Spain), rafoxanide (Sigma, Spain), and colistin in presence of
1 mg/L of rafoxanide against Col-S and Col-R reference and clinical isolates of A.
buamannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae were determined in two independent
experiments by broth microdilution method according to the standard recommendations
of EUCAST for A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae.? One milligram per
liter rafoxanide has been used in this experiment because checkerboard assays showed
higher synergy with colistin. Initial inoculums of 5.5x10°> CFU/mL for each strain
cultured in cation-adjusted Moeller Hinton Broth (Ca-MHB) were used in microtiter
plates with U bottom (Deltlab, Spain) in presence of colistin, rafoxanide or colistin plus
rafoxanide, and incubated for 16-18h at 37°C. Escherichia coli ATCC 25922 was used

as control strain.
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Checkerboard assay

The assay was performed on a 96-well plate as previously described.® Colistin was 2-
fold serially diluted along the x axis, whereas rafoxanide was 2-fold serially diluted
along the y axis to create a matrix, where each well consists of a combination of both
agents at different concentrations. Bacterial cultures grown overnight were then diluted
in saline to 0.5 McFarland turbidity, followed by 1:50 further dilution Ca-MHB and
inoculation on each well to achieve a final concentration of approximately 5.5x10°
CFU/mL. The 96-well plates were then incubated at 37°C for 18 h and examined for
visible turbidity. The fractional inhibitory concentration (FIC) of the colistin was
calculated by dividing the MIC of colistin in the presence of rafoxanide by the MIC of
colistin alone. Similarly, the FIC of rafoxanide was calculated by dividing the MIC of
rafoxanide in the presence of colistin by the MIC of rafoxanide alone. The FIC index
was the summation of both FIC values. FIC index values of <0.5 were interpreted as
synergistic. The same experiment was performed with imipenem, ciprofloxacin,

piperacillin/tazobactam and vancomycin.

Time-kill kinetic assays

Time Kill curves of Col-S A. baumannii ATCC 17978, P. aeruginosa PAO1 and K.
pneumoniae CECT 997 strains, and Col-R A. baumannii CR17, P. aeruginosa M5, and
K. pneumoniae Kp21 strains were performed in duplicate as previously described.
Initial inoculums of 1x10° UFC/mL were conducted on Ca-MHB in presence of 1 mg/L
rafoxanide and 0.5xMIC colistin alone or in combination. Drug free broth was
evaluated in parallel as a control. Tubes of each condition were incubated at 37°C with
shaking and viable counts were determined by serial dilution at 0, 2, 4, 8 and 24 h.
Viable counts were determined by plating 100 puL of control, test cultures, or the
respective dilutions at the indicated times onto sheep blood agar plates (Beckton
Dickinson, USA). Plates were incubated for 24 h at 37 °C, and after colony counts, the
logio of viable cells (CFU/mL) was determined. Synergy was defined as the reduction of
> 2 logio CFU/mL with the combination respect to the more active drug.** Therefore,
rafoxanide was considered synergistic when in combination with colistin reduced the
bacterial concentration > 2 log;o CFU/mL respect to colistin alone. Time-kill curves of
Col-R strains, CR17, M5 and Kp2l in presence of 128 mg/L and 256 mg/L of
rafoxanide were also performed on Ca-MHB and following the same procedure

described above.
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Analysis of outer membrane proteins (OMPs) profile

Bacterial cells were grown in LB Broth to the logarithmic phase, incubated with 1 mg/L
rafoxanide for 4 or 24 h, and lysed by sonication. OMPs were extracted with sodium
lauroylsarcosinate (Sigma, Spain) and recovered by ultracentrifugation as previously
described.”> The OMP profiles were determined by sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) using 10% SDS gels and 6 pg protein
of OMPs, followed by Simply Blue SafeStain gel (Invitrogen, Spain).

Membrane permeability assays

Bacterial cells were grown in LB Broth and incubated in absence or presence of 1 mg/L
rafoxanide for 24 h. Pellet was harvested by ultracentrifugation at 4600g for 15 min.
Bacterial cells were washed with PBS 1X and after centrifugation in the same condition
described before, (i) pellet was resuspended in 100 pL of PBS 1X containing 10 uL of
Ethidium Homodimer-1 (EthD-1) (Invitrogen, USA). After 10 min of incubation, (i) 10
uL of pellet was placed into a slide to visualize by Leica fluorescence microscope (DM-
6000; Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Germany), and (ii) 100 pL was placed into a
96-well plate to measure fluorescence at 0, 10, 15, 20, 30, 40, 70, 100 and 130 min
using Typhoon FLA 9000 laser scanner (GE Healthcare Life Sciences, USA) and
quantified by ImageQuant TL software (GE Healthcare Life Sciences, USA).

Transmission electron microscopy visualization

Bacterial cells were grown in LB Broth, incubated in absence or presence of 1 mg/L
rafoxanide for 24 h. Pellet was harvested by ultracentrifugation at 46009 for 15 min and
resuspended in 2.5 % glutaraldehyde containing 0.1M cacodylate buffer in order to fix
the samples. After three rounds of centrifugation in the same condition described above
and washed with 0.1M cacodylate buffer, pellet was included in agarose resin by
automatic processor and ultrathin sections were obtained by ultramicrotome. These
sections were placed into a grid to visualize by Zeiss Libra 120 transmission electron

microscope.

Zeta potential measurements

Zeta potential measurements were performed as we previously described.*® Briefly, the
bacterial surface was cleansed by washing twice with Milli-Q water, resuspended in
Milli-Q water at 1x10® CFU/mL, and diluted 10-fold in the same medium immediately
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prior to zeta potential measurement. The resulting suspensions were used to fill clear
disposable folded capillary zeta cells (Malvern, UK). To examine the effect of
rafoxanide treatment on Col-S and Col-R A. baumannii, P. aeruginosa and K.
pneumoniae strains, 1 mg/L rafoxanide was added to 5 mL of bacterial culture at 1x10°
CFU/mL, then incubated in a shaking bath (37°C, 180 rpm) for 20 min and prepared for
zeta potential analysis as described above. The zeta potential measurement (mV) of
bacterial cells was measured at 25°C with a zeta potential analyzer at 150 V (Zetasizer

Nano ZS; Malvern Instruments, Malvern, UK).

Reactive oxygen species (ROS) detection

Detection of ROS was performed as described previously with minor modifications.**
Briefly, fluorescent 2’,7’-dichlorofluorescin diacetate (DCFH-DA) (Sigma-Aldrich),
was used to examine the levels of ROS. Initial inoculums of 1x10° CFU/mL in minimal
medium (M9) supplemented with glucose and magnesium sulfate were incubated, in
absence or presence of 1 mg/L rafoxanide, 100 mg/L rafoxanide, 0.5xMIC colistin and
0.5XMIC colistin in combination with 1 mg/L rafoxanide with 10 uM DCFH-DA in 96-
well plate to determine the bacterial density and fluorescence using CLARIOstar Plus
(BMG Labtech). Bacterial density was determined at ODgoonm and fluorescence was
determined using excitation/emission wavelengths 485/535 nm. Data were normalized
to a no-dye control (background fluorescence) and ODggonm (bacterial density) at 6, 20
and 24 h of incubation. Twelve replicas per condition were measured in two

independent experiments. Ampicilin at 1 mg/mL was used as a positive control.

Animals

Immunocompetent C57BL/6 female mice weighing 18 to 20 g were obtained from the
University of Seville facility. All mice had the sanitary status of murine pathogen free
and were assessed for genetic authenticity and housed in regulation cages with food and
water ad libitum. This study was carried out in strict accordance with the U.K. Animals
(Scientific Procedures) Act, 1986 and associated guidelines, the European Communities
Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC). The protocol was approved by
the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the University Hospital of
Virgen del Rocio of Seville, Spain (approval 1542-N-16). All surgery was performed

under sodium thiopental anesthesia and all efforts were made to minimize suffering.
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Rafoxanide in vivo toxicity
The Reed and Muench method was used.'®> Groups of 6 mice were intraveinously (iv.)
administered with a single dose of rafoxanide, starting at 10 mg/kg 0.2 mL injectable

water, and the solution were serially duplicated until 100% mortality was reached.

A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae peritoneal sepsis models

Murine peritoneal sepsis models with Col-R A. baumannii CR17, P. aeruginosa M5 and
K. pneumoniae Kp21 strains were established by intraperitoneal (ip.) inoculation of the
bacteria in immunocompetent and neutropenic mice.'® The minimal bacterial lethal dose
100 (MLD100) was determined by inoculating various groups of mice (6 mice per
group) with decreasing amounts of these strains inoculum from 8 to 6, 9 to 8, 9 to

7 logio CFU/mL, respectively, and monitoring the survival of the mice for 7 days.

Therapeutic effect of rafoxanide in monotherapy and in combination with colistin
in immunocompetent murine models of peritoneal sepsis

A murine peritoneal sepsis model was established by ip. inoculation of mice with Col-R
A. baumannii CR17, P. aeruginosa M5 and K. pneumoniae Kp21 strains and treatment
with rafoxanide monotherapy, CMS monotherapy or rafoxanide and CMS in
combination. Briefly, animals were infected ip. with 0.5 mL of the MLD100 of each
strain (7.2, 8.5 and 7.5 log CFU/mL, respectively). One hundred fifty-one mice were
randomly ascribed to the following groups: (i) controls (without treatment); (ii) CMS
administered 1p. at 20 mg/kg/8 h, 4 h after bacterial inoculation, for 72 h; (ii1) rafoxanide
administered iv. at 10 mg/kg/24 h, 4 h after bacterial inoculation, for 72 h; and (iv) CMS
administered ip. at 20 mg/kg/8 h plus rafoxanide administered iv. at 10 mg/kg/24 h, 4 h
after bacterial inoculation, for 72 h. Mortality was recorded over 72 h. After death or
sacrifice of the mice at the end of the experimental period, aseptic thoracotomies were
performed and blood samples were obtained by cardiac puncture. The spleen and lungs
were aseptically removed and homogenized (Stomacher 80; Tekmar Co., USA) in 2 mL
of sterile 0.9% NaCl solution. Ten-fold dilutions of the homogenized spleen and lungs,
and blood were plated onto sheep blood agar for quantitative cultures. We used
rafoxanide at 10 mg/kg iv. because previous pharmacokinetic studies revealed that 10
mg/kg of rafoxanide administered iv. to goat presented a Cmax of 87.63 + 11.71

mg/L"’, that exceed the rafoxanide synergistic concentration (1 mg/L).
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Immunosuppressed mice

Immunosuppressed mice were obtained after cyclophosphamide treatment following the
protocol of Zuluaga et al.*® Immunocompetent C57BL/6 female mice were treated with
two doses of cyclophosphamide. Mice were treated at day 1 with 150 mg/kg and with
100 mg/kg at day 4. Once mice were compromised, bacterial inoculation of Col-R
strains A. baumannii CR17, P. aeruginosa M5 and K. pneumoniae Kp21 was performed

at day 5.

Flow cytometry

Blood cells were obtained from control mice and mice treated with cyclophosphamide
as described above. After the treatment with 150 and 100 mg/kg of cyclophosphamide
at day 1 and 4, blood cells were isolated at day 5 and 7. Briefly, blood samples were
harvested from mouse periorbital plexuses and resuspended in EDTA and then red
blood cells were depleted by lysis in a lysis buffer containing 0.15 M NH,CI, 0.01 M
KHCO; and 0.01 M of disodium-EDTA for 10 min at room temperature. Cells (1-2 x
10° cells per sample) were resuspended in PBS with 2% FBS and then incubated with
the appropriate dilution of antibody conjugates. Samples were analyzed with
LSRFortessa Flow Cytometer (BD Biosciences, USA) and data obtained were analyzed
with DIVA software (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). The staining
protocols included combination of the following antibodies: anti-CD11b (clone M1/70,
APC) and anti-Ly6C (clone, AL-21, FITC) purchased from Biolegend (Spain), anti-
Ly6G (clone 1A8, PE) anti-CD11c (clone N418, BV421) and anti-I-A/I-E (clone
M5/114.15.2) purchased from BD Bioscience (Spain). All antibodies were diluted at
1:300 in PBS with 2% fetal bovine serum.

Therapeutic effect of rafoxanide in immunosuppressed murine models of
peritoneal sepsis

The immunosuppressed murine peritoneal sepsis models by A. baumannii CR17, P.
aeruginosa M5 and K. pneumoniae Kp21 strains were established by ip. inoculation of
the bacteria in immunosuppressed mice. Briefly, animals (7-15 mice for each group)
were infected ip. with 0.5mL of each strain (7.2, 8.5 and 7.5log CFU/mL,
respectively). Rafoxanide therapy, mortality and bacterial loads in tissues and blood

were determined as in “Therapeutic effect of rafoxanide in monotherapy and in
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combination with colistin in immunocompetent murine models of peritoneal sepsis”

section.
REFERENCES

10.

11.

Baumann P, Doudoroff M, Stanier RY. A study of the Moraxella group. II.
Oxidative-negative species (genus Acinetobacter). J Bacteriol 1968; 95:1520-41.
Holloway IW. Genetic recombination in Pseudomonas aeruginosa. J Gen
Microbial 1955; 13:572-681.

Reading C, Cole M. Clavulanic acid: a beta-lactamase-inhibiting beta-lactam from
Streptomyces clavuligerus. Antimicrob Agents Chemother 1977; 11:852-7.

Valencia R, Arroyo LA, Conde M et al. Nosocomial outbreak of infection with
pan-drug-resistant Acinetobacter baumannii in a tertiary care university hospital.
Infect Control Hosp Epidemiol 2009; 30:257-63.

Lopez-Rojas R, McConnell MJ, Jiménez-Mejias ME et al. Colistin resistance in a
clinical Acinetobacter baumannii strain appearing after colistin treatment: Effect on
virulence and bacterial fitness. Antimicrob Agents Chemother 2013; 57(9):4587-9.
Macia MD, Mena A, Borrell N et al. Increased susceptibility to colistin in
hypermutable Pseudomonas aeruginosa strains from chronic respiratory infections.
Antimicrob Agents Chemother 2007; 51(12):4531-42.

Pachdn-lbafiez ME, Labrador-Herrera G, Cebrero-Cangueiro T et al. Efficacy of
colistin and its combination with rifampin in vitro and in experimental models of
infection caused by carbapenemase-producing clinical isolates of Klebsiella
pneumoniae. Front Microbiol 2018; 9:912.

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. European
antimicrobial breakpoints. Basel: EUCAST, 2019

Stokes JM, MacNair CR, llyas B et al. Pentamidine sensitizes Gram-negative
pathogens to antibiotics and overcomes acquired colistin resistance. Nat Microbiol
2017; 2:17028.

Smani Y, Dominguez-Herrera J, Pachon J. Rifampin protects human lung epithelial
cells against cytotoxicity induced by clinical multi and pandrug-resistant
Acinetobacter baumannii. J Infect Dis 2011; 203:1110-9.

Ayerbe-Algaba R, Gil-Marqués ML, Jiménez-Mejias ME et al. Synergistic activity

of niclosamide in combination with colistin against colistin-susceptible and

152



CAPITULO II. Articulo 3

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

colistin-resistant Acinetobacter baumannii and Klebsiella pneumoniae. Front Cell
Infect Microbiol 2018; 8:348.

Parra-Millan R, Vila-Farrés X, Ayerbe-Algaba R et al. Synergistic activity of an
OmpA inhibitor and colistin against colistin-resistant Acinetobacter baumannii:
mechanistic analysis and in vivo efficacy. J Antimicrob Chemoter 2018;
73(12):3405-12.

Soon R. L, Nation R. L, Cockram S. et al. Different surface charge of colistin-
susceptible and -resistant Acinetobacter baumannii cells measured with zeta
potential as a function of growth phase and colistin treatment. J. Antimicrob.
Chemother. 2011 66: 126-133.

Recacha E, Machuca J, Diaz de Alba P, et al. Quinolone resistance reversion by
targeting the SOS response. mBIO 2017 10;8(5). pii: e00971-17.

O’Reilly T, Cleeland R, Squires EL. Evaluation of antimicrobials in experimental
animal infections. Antibiotics in laboratory medicine (eds. Williams and Wilkins)
604-765 (Lorian, 1996).

Vila-Farrés X, Parra-Millan R, Sanchez-Encinales V et al. Combating virulence of
Gram-negative bacilli by OmpA inhibition. Sci Rep 2017; 7:14683.

Pal S, Chandra Debnath S, Kumar Das S et al. The Pharmacokinetics of Rafoxanide
following Single Dose Intravenous and Oral Administration in Goats. 1JPT 2004;
3(1):26-9.

Zuluaga AF, Salazar BE, Rodriguez CA et al. Neutropenia induced in outbred mice
by a simplified low-dose cyclophosphamide regimen: characterization and
applicability to diverse experimental models of infectious diseases. BMC Infect Dis
2016; 6:55

153



CAPITULO II. Articulo 3

—
(=]
1

s S -8
Ej E.—. Ch
HE EE
§E §E 6 -+ M5
9 4 -*- CR17 36 ] - VB 128 mg/L RAF
=3 -=- CRIT 128 mg/L RAF 58 & 5256 mg/L RAF
= LJ

£ 2 —+ CR17 256 mg/L RAF £= 2
[ [
m 0 m 0

0o 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24

Time (h) Time (h)

10-
| =
o
k=]

8
£z
g5 6
S
86 , - Kp21
= b -m Kp21 128 mg/L RAF
,gf- 2] & Kp21 256 mg/L RAF
[
m

o T T T T T 1

0 4 8 12 16 20 24
Time (h)

Figure S1. Time-kill curve of Col-R A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae
in presence of rafoxanide at higher concentrations. Time-kill curves of Col-R A.
baumannii CR17, P. aeruginosa M5, and K. pneumoniae Kp21 strains in presence of
128 and 256 mg/L rafoxanide for 24 h. RAF: rafoxanide. Data are represented as mean

+ SEM from two independent experiments.
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Figure S2. Outer membrane proteins (OMPs) profile of Col-S and Col-R Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae in presence of
rafoxanide. OMPs profile of Col-S and Col-R A. baumannii (ATCC 17978 and CR17),
Col-S and Col-R P. aeruginosa (PAO1 and M5), and Col-S and Col-R K. pneumoniae
(CECT 997 and Kp21) strains in presence of 1 mg/L rafoxanide for 4 and 24 h. RAF:

rafoxanide.
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Figure S3. Reactive oxygen species production after rafoxanide treatment during 6, 20
and 24 hours of A. baumannii Col-R CR17 (A) and Col-S ATCC 17978 (B), P.
aeruginosa Col-R M5 (C), and K. pneumoniae Col-R Kp21(D). RAF: rafoxanide. COL:
Colistin 0.5xMIC. COL+RAF: Colistin 0.5xMIC and Rafoxanide at 1 mg/L. Data are

represented as mean £ SEM from twelve replicates in three independent experiments.

*P<(0.05: treatment vs. control.
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Figure S4. Survival rates of mice treated with different doses of rafoxanide. Six

mice per group were treated with one dose of 10, 20 and 40 mg/kg rafoxanide. Mice

survival rates were analyzed using Kaplan Meier curves.
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Figure S5. Blood immune cells percentages in immunosuppressed mice. Neutrophils,

pro-inflammatory monocytes and classical

dendritic cells were identified as

CD11b+Ly6Chi, CD11b+Ly6G+ and CD11lc+ MHCII+ Ly6C-, respectively, by flow
cytometry in blood of mice immunosuppressed by cyclophosphamide during 4 days.

Data are representative of 3-7 mice per group, represented as mean + SEM. *P<0.05:

CPM D5 or D7 vs. CTL. CTL: non-immunosuppressed mice. CPM: cyclophosphamide.
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Table 1. MIC of Col-S and Col-R strains and the colistin resistance mechanism.

Strain MIC (mg/L) Resistance Reference/Sourece
ATCC 17978 0.25 Col-S reference strain 1
Ab9 0.125 Col-S clinical isolate ST297 REIPI collection
Ab186 0.25 Col-S clinical isolate ST2 REIPI collection
Ab5 0.125 Col-S clinical isolate ST186 REIPI collection
Ab10 1 Col-S clinical isolate ST252 REIPI collection
Ab12 0.25 Col-S clinical isolate ST2 REIPI collection
Ab13 0.125 Col-S clinical isolate ST79 REIPI collection
Ab325 0.125 Col-S clinical isolate REIPI collection
= Ab326 0.25 Col-S clinical isolate REIPI collection
% Ab327 0.125 Col-S clinical isolate REIPI collection
_:;' Ab328 0.125 Col-S clinical isolate ST2 REIPI collection
#1 >512 PDR clinical isolate with A236E amino acid substitution of pmrB 4
#10 >512 PDR clinical isolate with F387Y and S403F amino acids substitution of pmrB 4
#11 256 PDR clinical isolate with R263C amino acid substitution of pmrB 4
#14 512 PDR clinical isolate with R263C amino acid substitution of pmrB 4
#16 >512 PDR clinical isolate with S403F amino acid substitution of pmrB 4
#17 512 PDR clinical isolate with R263C amino acid substitution of pmrB 4
#19 >512 PDR clinical isolate with T13A and S17G amino acids substitution of pmrB 4
#20 64 PDR clinical isolate with A227V and M308T amino acids substitution of pmrB 4
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#22 128 PDR clinical isolate with P170Q amino acid substitution of pmrB 4
#24 128 PDR clinical isolate with R263C amino acid substitution of pmrB 4
#99 64 PDR clinical isolate with A227V amino acid substitution of pmrB 4
#113 256 PDR clinical isolate with L5S, R207C and G426S amino acids substitution of pmrB 4
CR17 64 PDR clinical isolate with M12K amino acid substitution of pmrA 5
PAO1 1 Col-S reference strain 2
Pa39 1 Col-S clinical isolate ST1110 REIPI collection
Pa238 2 Col-S clinical isolate ST111 producing VIM-2 REIPI collection
Pa20 0.125 Col-S clinical isolate HUVR collection
Pa43 1 Col-S clinical isolate HUVR collection
Pa62 0.5 Col-S clinical isolate HUVR collection
Pa76 0.25 Col-S clinical isolate HUVR collection
© Pag90 2 Col-S clinical isolate HUVR collection
% Pal10 1 Col-S clinical isolate HUVR collection
% Pa130 0.25 Col-S clinical isolate HUVR collection
= Pal58 1 Col-S clinical isolate HUVR collection
M1 512 PDR clinical isolate with L70R aminoacids substitution of pmrA and VV1841; G220D; R286Q); and 6
Y344H aminoacids substitutions of pmrB
M4 32 PDR clinical isolate with L70R aminoacids substitution of pmrA, R286Q; L322P and Y344H 6
deletion nucleotides (D aminoacid 46) of pmrB and L50P aminoacids substitution of phoQ
M5 512 PDR clinical isolate with L70R aminoacids substitution of pmrA and V5A; L171P; R286Q; 6
L322P and Y344H aminoacids substitutions of pmrB
Pa82 32 ND REIPI collection
Pa440 256 ND REIPI collection
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Pa564 8 ND REIPI collection

CECT 997 0.5 Col-S reference strain 3
C1-4 0.5 Col-S clinical isolate ST 45 HUVR collection
C1-10 0.5 Col-S clinical isolate ST umknown HUVR collection
C1-14 2 Col-S clinical isolate ST 36 HUVR collection
C1-25 2 Col-S clinical isolate ST 77 HUVR collection
C1-27 2 Col-S clinical isolate ST 785 HUVR collection
C1-30 1 Col-S clinical isolate ST unknown HUVR collection
C1-35 1 Col-S clinical isolate HUVR collection
-§ C1-39 2 Col-S clinical isolate ST 1245 HUVR collection
% C1-40 2 Col-S clinical isolate ST 247 HUVR collection
E: C1-42 0.5 Col-S clinical isolate ST 1412 HUVR collection

Kp07 2 Col-S clinical isolate ST 1603 producing VIM-1 7

Kp21 32 Clinical isolate containing IS1 transposase insertion at nucleotide 22 of mgrB 7

Kp28 4 Clinical isolate with G56E amino acid substitution of pmrA, and A245T amino acid substitution 7

of pmrB
Kp29 16 Clinical isolate with G56E and M215I amino acids substitution of pmrA, and R63P; S68N and 7
R255G amino acids substitution of pmrB

C1-259 32 ND HUVR collection
C1-264 32 ND HUVR collection
C1-266 32 ND HUVR collection
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La resistencia antimicrobiana supone una amenaza a nivel global y por ello se requiere
de la implantacion de medidas para frenar su avance y nuevas estrategias para
combatirla. La aparicion y propagacion de mecanismos de resistencia a nivel mundial
ha supuesto que infecciones que anteriormente eran facilmente tratables, sean ahora un
problema de salud publica y comporten altas tasas de mortalidad. De hecho, si la
situacion no revierte, en el afio 2050 se estima que es posible llegar a alcanzar los 10
millones de muertes, cifras superiores a la mortalidad atribuida a otras causas como el
cancer o los accidentes de trafico (14). Entre los grupos de patdgenos con mas
relevancia clinica se encuentran los BGN, incluyendo A. baumannii, P. aeruginosa y
Enterobacterales como E. coli y K. pneumoniae. ElI aumento de mecanismos de
resistencia y su transmision hace dificil el tratamiento de infecciones por estas bacterias,
por ello la OMS los ha considerado patégenos para los cuales el desarrollo y la
investigacion de nuevos agentes antimicrobianos es una prioridad critica (10). Ademas,
también pertenecen al grupo ESKAPE, patdgenos causantes de infecciones
nosocomiales relevantes debido al elevado numero de factores de virulencia que
presentan (41). En virtud de esta situacion, en la actualidad se estdn desarrollando
distintas estrategias antimicrobianas como el uso de antiguos antibidticos que habian
quedado olvidados, la fagoterapia, inhibidores de factores de virulencia, el
reposicionamiento de farmacos o la inmunoterapia. Todas ellas pueden desarrollarse
para su uso en monoterapia, o bien como adyuvantes al tratamiento antimicrobiano de
eleccion.

En este contexto, esta tesis doctoral se centra en el estudio de farmacos reposicionados
para combatir infecciones causadas por BGN. La mayor ventaja de esta estrategia radica
en la reduccion de costes y de tiempo que supone frente al desarrollo tradicional de
nuevos farmacos. El tiempo aproximado para la salida al mercado de un farmaco
reciclado es de entre 3-12 afios mientras que para un nuevo medicamento puede llegar a
ser de 17 afos (380, Figura 17). A su vez, los costes también se reducen
significativamente siendo de 1,6 billones de ddlares en comparacion con los 12 billones
necesarios usando la estrategia tradicional (397). Ademas, otra de las ventajas que
supone el reposicionamiento es que, debido a que son farmacos ya aprobados por la
FDA, la informacion sobre caracteristicas farmacoldgicas del farmaco incluyendo la
toxicidad, la farmacocinética y la farmacodinamia estan disponibles en ensayos

preclinicos y clinicos.
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Asimismo, cabe destacar que el reposicionamiento de farmacos esta ganando interés en
muchos campos de la biomedicina, hecho que se refleja con el auge de la basqueda del
tema “Drug repurposing” en el portal PubMed, habiéndose multiplicado por diez desde
2011 a 2019.

Siguiendo esta linea, el objetivo general de esta tesis doctoral es el estudio de farmacos
reposicionados en monoterapia 0 como tratamiento adyuvante asi como el estudio de su
mecanismo de accion mediante la modulacién del sistema inmune del huésped o la
alteracion de la pared celular bacteriana. Los farmacos candidatos a ser investigados

fueron el anticancerigeno tamoxifeno y el antihelmintico rafoxanida.

Capitulo 1. Reposicionamiento del tamoxifeno como estrategia antimicrobiana.

Como se muestra en el articulo 1 de esta tesis doctoral, los farmacos reposicionados
para tratar infecciones bacterianas pueden actuar a nivel bacteriano inhibiendo el
crecimiento del patégeno o sus factores de virulencia como proteinas de la membrana
externa, quorum sensing, biofilm, entre otros; o bien pueden actuar frente al huésped
modificando la respuesta inmune del mismo, facilitando la resolucién de la infeccion.
En el articulo 2 de esta tesis doctoral, se aportan datos sobre la actividad antibacteriana
del tamoxifeno y sus metabolitos frente a BGN. Este trabajo evidencia el papel del
tamoxifeno en la regulacion del trafico de las células del sistema inmune después de la
infeccion bacteriana reduciendo la hiperinflamacion producida durante la sepsis, y su
actividad antibacteriana in vivo debido a la actividad bactericida de sus tres metabolitos
mayoritarios frente a estos patdgenos.

Varios estudios se han centrado en la modulacion del sistema inmune como terapia
antimicrobiana ya sea regulando el trafico de las células implicadas o bien modificando
su estado de activacion y/o su funcion (398). La migracion de monocitos pro-
inflamatorios y neutrofilos es crucial para la defensa del huésped frente a un amplio
rango de patdgenos (285,399). En esta tesis doctoral se muestra la importancia que tiene
la regulacion de la migracion de ambos tipos celulares en respuesta a la infeccion por A.
baumannii, P. aeruginosa y E. coli (Figura 1, Articulo 2, Capitulo 1) y el papel del
tamoxifeno en la regulacion de este proceso (Figura 4, Articulo 2, Capitulo I). Otras
moléculas han mostrado capacidad de modificar la migracion y la funcion de células de
la inmunidad innata. El aporte exdgeno de LPC, componente mayoritario de los

fosfolipidos en las células eucariotas, impide la pérdida de funcién de los neutréfilos en
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un modelo de ligacién cecal murino aumentando su actividad bactericida, traduciéndose
en un aumento de la supervivencia y una disminucion de la carga bacteriana (363).
También, un nuevo grupo de lipidos, las resolvinas, reducen el reclutamiento de los
neutrofilos a los sitios de infeccion, promueven la fagocitosis bacteriana por parte de
estas células y reducen la activacion del inflamasoma, incrementando la supervivencia
animal un 40% en un modelo murino de sepsis por E. coli (400,401). Cabe destacar que
las resolvinas, igual que el tamoxifeno, no presentaron actividad bactericida o
bacteriostatica in vitro frente a las cepas de estudio.

Dentro de los farmacos inmunomoduladores, consideramos el tamoxifeno como un
candidato prometedor para ser reposicionado. El tamoxifeno es un modulador del
receptor de estrégenos usado tradicionalmente para el tratamiento del cancer de mama.
Su mecanismo de accion consiste en antagonizar el receptor de estrogenos de las células
cancerigenas de la mama, inhibiendo importantes sefiales proliferativas (402). Estudios
anteriores han demostrado que el tamoxifeno presenta actividad inmunomoduladora en
células T (403) pero ademas, la unién del receptor de estrdgenos a su ligando, regula
células de la inmunidad innata y promueve la produccién de citoquinas pro-
inflamatorias por parte de células dendriticas y macrofagos en respuesta a la
estimulacion de los TLR (404). Debido a que la sepsis se considera un desorden
causado por una respuesta inflamatoria incontrolada y exacerbada del huésped y que el
receptor de estrégenos contribuye en procesos inflamatorios, su inhibicién podria
moderar esta respuesta. Ademas, se ha visto que el tamoxifeno presenta sitios de accion
independientes al receptor de estrégenos ya que puede unirse a proteinas encargadas de
la transduccion de sefiales como la proteina kinasa C (PKC) e intervenir en la expresion
de las MAPK (405,406). En cuanto a su papel en las enfermedades infecciosas, el
tamoxifeno también presenta actividad antimicrobiana frente a hongos, Mycobacterium
tuberculosis y bacterias grampositivas tanto in vitro como in vivo (407-409). Ademas,
tambien estimula la respuesta inmune del huésped frente a la infeccion aumentando la
produccién de NETS en respuesta a S. aureus (396). Por todo ello, fue el candidato de
eleccion para estudiar su actividad frente A. baumannii, P. aeruginosa y E. coli.
Siguiendo la misma estrategia, actualmente el tamoxifeno esté siendo estudiado para su
reposicionamiento como tratamiento de otros tipos de tumores incluyendo el
glioblastoma multiforme o el tumor desmoide, y en otros campos de la medicina como

la psiquiatria para tratar el trastorno bipolar (410-412).
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Se ha visto que el tamoxifeno reduce la transcripcion y la expresion de MCP-1,
quimioquina implicada en la migracion de monocitos desde la medula ¢sea hasta la
sangre, en células endoteliales de la arteria coronaria y células endometriales
cancerigenas (413,414). En nuestro estudio se muestra que el tamoxifeno reduce la
liberacion de MCP-1 in vivo, asi como la liberacion de IL-18 y la fosforilacion de ERK
(proteinas implicadas en su via de sefializacién), produciendo en ultima instancia una
reduccion en la migracién de células de origen mieloide, monocitos y neutrofilos desde
la médula désea hasta la el torrente sanguineo (Figura 3 y 4, Articulo 2, Capitulo 1).
Estudios en L. monocitogenes han demostrado que la migracion de monocitos desde la
médula 6sea hasta la sangre es dependiente de la unién de MCP-1 con su ligando CCR2
presente en la superficie de estas células (305). Mediante el uso de ratones knock out
(KO) para MCP-1, hemos visto que esta quimioquina participa en la migracion tanto de
monocitos como de neutrofilos en respuesta a la infeccion por los tres patégenos de
estudio (Figura 2, Articulo II, Capitulo I). Aunque estad ampliamente aceptado que la
salida de los neutréfilos de la médula 6sea depende unicamente de las quimioquinas
MIP-1 (del inglés, macrophage inflammatory proteins) y KC (del inglés, keratinocyte
chemoattractant), ligandos del receptor CXCR2 (303), nuestros resultados muestran por
primera vez la implicacién de MCP-1 en este proceso. Debido a que los neutrdfilos
también presentan expresion del receptor CCR2 (aunque en menor medida que los
monocitos) (415), es posible que MCP-1 también esté implicada en la regulacién del
trafico de estas células. En concordancia, Balamayooran et al. demostraron que la
migracion de los neutréfilos desde sangre a pulmon en un modelo murino de neumonia
por E. coli es dependiente de MCP-1 (416). Sin embargo, la eliminacion de MCP-1 con
el uso de ratones KO no inhibe por completo la migracion de monocitos y neutréfilos,
indicando que existen vias alternativas implicadas en el proceso. Acorde con nuestros
resultados, estudios publicados anteriormente en ratones deficientes en MCP-1, indican
que el reclutamiento de monocitos en respuesta a la infeccién por L. monocitogenes se
reduce sélo entre un 40-50% (306). Esta inhibicion parcial del trafico celular, es debida
a la presencia de un segundo ligando para el receptor CCR2, llamado MCP-3 (288). En
el caso de los neutréfilos, aunque en nuestro estudio no se haya medido la expresion de
MIP-1 y KC, parte de la migracion posiblemente es dependiente de ambas
quimioquinas.

Debido al papel del tamoxifeno en la reduccion de los niveles de MCP-1 y en la

migracion celular, se estudié la movilizacion de monocitos y neutréfilos en ratones KO
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tratados con el farmaco e infectados con A. baumannii, P. aeruginosa y E. coli (Figura
5, Articulo 2, Capitulo I). Se observé que la migracion celular disminuyé en ratones
tratados con tamoxifeno, pero ésta no se redujo completamente, indicando que el
tamoxifeno regula otras vias independientes o alternativas a MCP-1. Una posible
explicacion podria ser que la reduccion de MCP-1 por parte del tamoxifeno, pusiera en
marcha la regulacion de mecanismos compensatorios como el aumento de expresion de
MCP-3, con la finalidad de contrarrestar el efecto producido por el farmaco. Los
mecanismos transcripcionales del gen mcp-1 se han estudiado en detalle, presentado dos
sitios conservados para la union de NF-kB. Sin embargo, los mecanismos
transcripcionales del gen mcp-3 son poco conocidos (417). En este contexto, son
necesarios mas estudios con la finalidad de determinar cuéales son las vias
independientes a MCP-1 implicadas en este proceso.

Por otro lado, el tamoxifeno también disminuye los niveles de IL-18, como parte de la
via de sefializacion de MCP-1 (Figura 3, Articulo 2, Capitulo I). La activacion del
receptor NLRP3 (del inglés NOD-, LRR- and pyrin domain-containing protein 3),
perteneciente a la via del inflamasoma, finaliza en la digestion de IL-1p e IL-18 en sus
formas activas. En el caso de P. aeruginosa, la eliminacion de IL-18 mediante ratones
KO redujo la carga bacteriana en pulmones y su diseminacion en un modelo de
neumonia. A su vez, el tratamiento de ratones WT con un anticuerpo anti-1L-18
presentd resultados similares (418). De la misma manera, la disminuciéon de I1L-18
debido al tratamiento con tamoxifeno podria estar reduciendo la diseminacién
bacteriana junto con el efecto sobre la migracion de monocitos y neutr6filos descrito en
este trabajo. Ademas, curiosamente, en este estudio hemos observado que la infeccion
por P. aeruginosa produce una mayor liberacion de IL-18 en comparacion con el resto
de patégenos y que el tamoxifeno reduce estos niveles de manera mas acentuada.

La reduccion del trafico de monocitos y neutréfilos después del tratamiento con
tamoxifeno tiene como consecuencia la disminucion de ambos tipos celulares en sangre
y en tejidos colindantes, asi como una disminucion de macrofagos y células dendriticas
originadas a partir de monocitos. A pesar de que el nimero de macrofagos y de
neutrofilos es presumiblemente menor, nuestros ensayos in vitro indican que la funcion
bactericida de estas células frente A. baumannii y E. coli incrementa después de la
incubacion con tamoxifeno (Figura S3, Articulo 2, Capitulo I).

Se conoce que los monocitos pro-inflamatorios son precursores de un subtipo de células

dendriticas llamadas TipDC (419). Estas células fueron descritas por primera vez en
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respuesta a la infeccion por L. monocytogenes y se caracterizan por una elevada
produccion de TNF-a e iNOS. Debido a su relacion con los monocitos pro-
inflamatorios, su migracion también es dependiente de CCR2 y MCP-1 (299). Varios
estudios muestran la importancia de estas céelulas en la resolucion de la infeccion por L.
monocytogenes, principalmente debido a que TNF-a e iNOS son esenciales para el
aclaramiento de la infeccion por este patégeno en modelos murinos (420,421). Por lo
tanto, las TipDC son importantes mediadores de la inmunidad innata en respuesta a la
infeccion por L. monocytogenes. Por el contrario, otro estudio afirma que la reduccién
de monocitos pro-inflamatorios y TipDC disminuye la patogenicidad de la infeccion en
un modelo murino de Trypanosoma brucei debido a la reduccion de TNF-a y NO,
moléculas que contribuyen a la produccion de dafio tisular (422). La contradiccion de
estos resultados sobre la implicacion del reclutamiento de monocitos y TipDC en la
supervivencia del huésped podria explicarse por la diferencia en la localizacion celular
de cada patdgeno, siendo L. monocytogenes un patdgeno intracelular mientras que T.
brucei se encuentra en el plasma (285). En nuestro modelo, las frecuencias de
monocitos pro-inflamatorios se ven reducidas, posiblemente produciéndose una menor
conversion a TipDC y una menor produccion de TNF-a e iNOS. Este hecho pude estar
contribuyendo a una mayor supervivencia animal ya que se reduce la hiperinflamacién y
el dafo tisular producido en el modelo de sepsis peritoneal murino por los tres
patdgenos. Esta afirmacion se sustenta en estudios que demuestran que ratones KO para
TNF-a e iNOS presentan una menor mortalidad en respuesta a un shock endotdxico por
LPS (421,423). Por consiguiente, en nuestro estudio también hemos visto que el
tratamiento con tamoxifeno reduce la produccion de citoquinas pro-inflamatorias como
TNF-a e IL-6 (datos no ensefiados). Ademas, se ha visto que la incubacion de TipDC
con tamoxifeno in vitro, inhibe su maduracion, hecho que se traduce en una menor
respuesta al LPS (424). En resumen, el tratamiento con tamoxifeno reduce la migracion
de monocitos proinflamatorios en un modelo murino de sepsis peritoneal por A.
baumannii, P. aeruginosa y E. coli, posiblemente reduciendo el nimero de TipDC y su
capacidad de respuesta a LPS, conllevando a una menor produccién de citoquinas pro-
inflamatorias.

Es importante subrayar, que la eficacia terapéutica del tamoxifeno no solo se basa en la
regulacion del sistema inmune, sino que su accion frente a los distintos patdgenos
también juega un papel importante. Como se ha comentado anteriormente, el

tamoxifeno presenta actividad bactericida frente algunas bacterias grampositivas, pero
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no presenta actividad in vitro frente a las cepas utilizadas en nuestro estudio. Hemos
demostrado que el tamoxifeno presenta eficacia terapéutica frente a cepas sensibles y
multirresistentes de A. baumannii, P. aeruginosa y E. coli, a pesar de que su eficacia en
P. aeruginosa es ligeramente menor que la observada en el resto de patégenos (Figura
6, Articulo 2, Capitulo I). Sin embargo, la reduccién de la migracion de las células del
sistema inmune desde la médula désea hacia la sangre es similar en los tres casos. Una
posible explicacion es que el tratamiento con tamoxifeno implique otras vias
independientes a la respuesta inmune. En concordancia, resultados obtenidos en ratones
tratados con ciclofosfamida (los cuales presentan bajos niveles de células pertenecientes
a la inmunidad innata) y con tamoxifeno, muestran que este Ultimo sigue presentando
eficacia terapéutica frente A. baumannii y E. coli pero no frente a P. aeruginosa (Figura
7, Articulo 2, Capitulo 1). Ha sido ampliamente estudiado que cuando el tamoxifeno se
administra como tratamiento para el cancer de mama, éste es metabolizado por el
citocromo P450 a tres metabolitos mayoritarios: el n-desmetiltamoxifeno, el endoxifeno
y el 4-hidroxitamoxifeno (425). Nuestros resultados muestran que la mezcla de los tres
metabolitos presenta valores de CMlIs entre 4-16 mg/L y actividad bactericida en las
primeras 8 h frente A. baumannii y E. coli in vitro (Figura 8, Articulo 2, Capitulo I). En
el caso de P. aeruginosa, los valores de CMI observados fueron més elevados. Estos
datos concuerdan con los resultados obtenidos usando ratones inmunodeprimidos, en los
cuales se observa que el tamoxifeno presenta un mecanismo adicional a la respuesta
inmune pero no para los tres patdgenos. Sin embargo, se ha visto que el raloxifeno, un
analogo del tamoxifeno, inhibe la produccion de piocianina reduciendo la virulencia de
P. aeruginosa sin afectar a su crecimiento, efecto que se podria estar produciendo
también en el caso del tratamiento con tamoxifeno (383).

En resumen, nuestro estudio muestra que el tamoxifeno presenta dos vias de actuacion
frente a la sepsis causada por BGN. Por un lado, se produce la modificacion de la
respuesta inmune del huésped, reduciendo la respuesta inflamatoria mediante la
disminucion de la migracién de células de origen mieloide, monocitos y neutroéfilos
desde la médula dsea hasta el torrente sanguineo y aumentando la actividad bactericida
de macrofagos y neutrofilos. Por otro lado, la metabolizacion del tamoxifeno a sus tres
principales metabolitos, contribuye a la disminucién de la carga bacteriana durante la
infeccion debido a la actividad antimicrobiana de los mimos in vitro. Se han descrito
otras moléculas que, como el tamoxifeno, presentan una funcion dual. El péptido

sintético clavanin-MO, presenta funciones inmunomoduladoras induciendo la
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produccién de citoquinas anti-inflamatorias y disminuyendo los niveles de citoguinas
pro-inflamatorias, y presenta actividad antibacteriana frente a cepas de E. coli y S.
aureus multirresistentes (426).

Otro mecanismo de accion del tamoxifeno independiente al receptor de estrégenos y a
la respuesta inmune, consiste en la inhibicion del trafico de la toxina Shiga 1y 2 (STx1
y STx2) de E. coli (427). Aunque estas toxinas producen gastroenteritis, en un 5-15% de
los pacientes pueden entrar el torrente sanguineo causando enfermedades
potencialmente mortales (428). En los dltimos afios, la inhibicion del trafico de toxinas
se esta estudiando como una nueva estrategia terapéutica (429). En un estudio publicado
recientemente, se muestra que el tratamiento con tamoxifeno aumenta la supervivencia
de ratones expuestos a una dosis letal de ambas toxinas debido a la inhibicién de su
trafico intracelular y el impedimento de la muerte celular (427). Toxinas como la
proteina uropatogénica especifica (Usp), perteneciente a la familia de las bacteriocinas,
entre otras, juegan un papel importante en la severidad de la bacteriemia causada por E.
coli (430). De esta manera, la capacidad del tamoxifeno para inhibir el trafico de otras
toxinas aparte de la toxina Shiga podria suponer una menor virulencia en nuestro
modelo de sepsis peritoneal murino por E. coli y explicar las diferencias en mortalidad
encontradas entre cepas clinicas.

Por Gltimo, los datos aportados en nuestro trabajo indican que el tratamiento con
tamoxifeno puede ser util en pacientes con riesgo de infeccion por BGN, debido a su
eficacia como tratamiento profilactico. Ademas, estudios in vitro muestran que el
tamoxifeno presenta sinergia con polimixinas frente A. baumannii, P. aeruginosa y K.
pneumoniae (431), sinergia que seria interesante estudiar en un modelo in vivo. Otra
posible linea de trabajo consiste en el estudio in vivo de los metabolitos del tamoxifeno
en monoterapia asi como la identificacion de su diana terapéutica. En cuanto al salto a
las primeras fases clinicas, actualmente se estd realizando un ensayo clinico con la
finalidad de estudiar el uso del tamoxifeno en el ambito de las enfermedades
infecciosas. En este ensayo, se estd evaluando la eficacia del tamoxifeno en
combinacion con anfotericina B para el tratamiento de meningitis criptocécicas (432).
Debido a que el tamoxifeno ha sido usado durante muchos afios como tratamiento para
el cancer de mama, donde su administracion se realiza en dosis bajas pero durante un
periodo muy largo de tiempo (entre 5-10 afios), este estudio nos aportard informacion

muy Util para ensayos clinicos futuros debido a que la dosis usada ha sido aumentada
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hasta 40 veces pero la duracion del tratamiento se ha reducido a 14 dias, permitiéndonos

conocer datos de eficacia y seguridad méas adecuados para nuestro objetivo terapéutico.

Capitulo I1. Reposicionamiento de rafoxanida como tratamiento antimicrobiano.

El incremento de la resistencia antimicrobiana y el auge de BGN multirresistentes ha
provocado el descenso de terapias antimicrobianas disponibles promoviendo el uso de
antiguos antibidticos que habian quedado en desuso. Uno de ellos se trata de la
colistina, antibidtico que habia dejado de usarse en la préactica clinica debido a su alta
nefrotoxicidad pero que en la situacion actual, se ha convertido en uno de los dltimos
recursos (331). El crecimiento del uso de este antibidtico en los ultimos afios, ha
aumentado el nimero de cepas resistentes y su diseminacion. Aungue los porcentajes de
resistencia a colistina ain no son elevados, en Europa han aumentado del 1,1% en 2003
al 2,2% en 2009, por lo que se considera una amenaza futura a la salud mundial (189).
Ademas, la aparicion de resistencia a colistina mediante plasmidos portadores del gen
mcr sobretodo en Enterobacterales, representa un riesgo sustancial para la salud publica
(176).

Los antihelminticos son un grupo de medicamentos usados para tratar enfermedades
parasitarias, los cuales se estdn empezando a investigar para nuevas indicaciones.
Dentro de este grupo de farmacos, se encuentra la familia de las salicilanilidas:
integrada por la niclosamida, mayoritariamente usada en humanos para tratar
infecciones por cestodos (384), y la rafoxanida, oxiclozanida y closantel, usadas mas
comunmente en veterinaria (385). Algunos de sus miembros se estan evaluando para ser
reposicionados, sobre todo en enfermedades infecciosas causadas por otras etiologias
como virus, bacterias y hongos, y en otros campos de la medicina como la oncologia. Se
ha descrito que las salicilanilidas inhiben la replicacion del virus del dengue y
adenovirus (433,434), presentan actividad frente a bacterias grampositivas y
gramnegativas (Articulo 1) asi como frente a hongos entre los cuales se encuentra
Cryptococcus neoformans (435). Ademas, existen varios estudios sobre la actividad de
la niclosamida como anticancerigeno (386,436).

El mecanismo de accidn de las salicilanilidas no se conoce en profundidad, pero se cree
que actan como ionoporos capaces de translocar protones a través de la membrana
mitocondrial, provocando un desacoplamiento de la fosforilacién oxidativa que inhibe

la produccion de ATP vy, por altimo, produce la alteracion de la motilidad del parésito
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(437). Estudios previos han descrito la actividad antibacteriana de las salicilanilidas en
bacterias grampositivas como S. aureus y C. difficile (387,388) y frente al patdgeno
gramnegativo H. pylori (391). Sin embargo, ninguno de los farmacos presenté actividad
antibacteriana directa frente a BGN (387,438).

Debido a la accion disruptiva de las salicilanilidas sobre la membrana bacteriana de H.
pylori y C. difficile (388,391) y su posible mecanismo de accion como portador de
protones, se hipotetiz6 que la combinacion de rafoxanida y colistina, antibiético con
accion sobre la misma diana, podria restaurar la actividad de la colistina en cepas de
BGN resistentes a colistina.

En esta tesis doctoral se muestra que la rafoxanida aumenta la actividad de la colistina
en cepas de A. baumannii, P. aeruginosa y K. pneumoniae sensibles y resistentes a
colistina, presentando un mayor efecto en las cepas resistentes a colistina (Tabla 1 y
Figura 1, Articulo 3, Capitulo Il). Estos resultados coinciden con trabajos publicados
anteriormente por nuestro grupo, en los cuales se observa que otros miembros de la
familia como la niclosamida y la oxiclozanida presentan actividad sinérgica en
combinacion con colistina en cepas clinicas de BGN sensibles y resistentes a colistina
(392,393). Ademas, en los tres casos (niclosamida, oxiclozanida y rafoxanida), el efecto
sinérgico con colistina fue mas pronunciado en las cepas resistentes a este antibiotico,
reforzando la posible aplicacion de estos antihelminticos en la préctica clinica. En
paralelo, Domalaon et al. también estudi6 el efecto sinérgico entre las salicilanilidas y la
colistina en BGN obteniendo resultados muy similares, hecho que aumenta la robustez
de los datos aportados en este trabajo (439,440). Todos estos estudios indican que el
efecto sinérgico frente BGN, no solo se limita a la rafoxanida, sino que se extiende al
resto de miembros de la familia.

Se realizaron varios ensayos para conocer el mecanismo de accion del farmaco. Se
observo que la incubacion con rafoxanida aumento la permeabilidad de membrana sobre
todo en las cepas de A. baumannii y P. aeruginosa resistentes a colistina. Cambios
menos acentuados se obtuvieron en las cepas sensibles de ambos patdgenos y de K.
pneumoniae, coincidiendo con el grado de sinergia observado en los ensayos anteriores
(Figura 2, Articulo 3, Capitulo II). La accién disruptiva sobre la membrana de cepas
resistentes a colistina de los tres patdgenos se corrobor6 usando microscopia de
transmision electronica (Figura 3A, Articulo 3, Capitulo I1). Por lo tanto, aunque estos
cambios en la permeabilidad no sean suficientes para comprometer el crecimiento

bacteriano, podrian estar potenciando el efecto de la colistina.
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Las cepas de A. baumannii (CR17) y K. pneumoniae (Kp21) resistentes a colistina
presentaron mutaciones en pmrA y mgrB, respectivamente (392). pmrA forma parte del
sistema de dos componentes PmrA/PmrB que, al ser mutado, puede originar cambios en
las cargas netas del LPS y reducir la carga negativa de la superficie bacteriana (441).
Por otro lado, mgrB es un regulador negativo del sistema de dos componentes
PhoP/PhoQ y su mutacion ha sido descrita principalmente en cepas clinicas de K.
pneumoniae productoras de carbapenemasas tipo KPC como la utilizada en este estudio
(442). Mutaciones en mgrB también modifican la carga neta del LPS (443). Estudios
previos utilizando la medicion del potencial Z, muestran que cepas de A. baumannii, K.
pneumoniae y P. aeruginosa resistentes a colistina presentan una menor carga negativa
en la superficie bacteriana (444-446). Igual que en el caso de la niclosamida (392), la
incubacion de cepas de A. baumannii y K. pneumoniae sensibles y resistentes a colistina
con rafoxanida produjo un aumento de la carga negativa de la superficie de membrana
respecto a las cepas sin tratar. Este efecto fue mayor en las cepas resistentes a colistina
debido a que éstas presentaban menos cargas negativas superficiales que las cepas
sensibles a colistina (Figura 3B, Articulo 3, Capitulo I1). Debido a que la colistina es un
péptido cationico que interacciona con las fracciones cargadas negativamente del lipido
A del LPS conduciendo a su permeabilizacion (447), el aumento en las cargas positivas
de esta estructura produce una disminucién de la sensibilidad a este antibidtico. Sin
embargo, el aumento de cargas negativas gracias a la accion de la rafoxanida, aumenta
de nuevo la afinidad de la colistina por el LPS restaurando su actividad. Por lo tanto, el
mecanismo por el cual la rafoxanida restituye la actividad de la colistina consiste en un
aumento de permeabilidad y de cargas negativas en la superficie bacteriana potenciando
la actividad de este antibidtico. Por el contrario, la incubacion con rafoxanida no
produjo cambios en el perfil de las OMPs en ninguna de las cepas de estudio (Figura S2,
Articulo 3, Capitulo I). Resultados similares se obtuvieron después de la incubacién
con oxiclozanida (393). Ademas, tampoco se vio modificada la liberacion de ROS,
indicando que no forma parte del mecanismo de accion de la rafoxanida (Figura S3,
Articulo 3, Capitulo I1). La actividad sinérgica de otros antimicrobianos con accién
sobre la pared bacteriana de bacterias grampositivas y gramnegativas como
vancomicina, imipenem o piperacilina/tazobactam en combinacion con rafoxanida fue
testada en nuestro estudio (Tabla S1, Articulo 3, Capitulo I1). A pesar de actuar sobre la
membrana bacteriana, ninguno de estos antibioticos present6 sinérgica con rafoxanida.

Sin embargo, la permeabilizacion de P. aeruginosa por parte de la oxiclozanida,
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incrementa la acumulacion de la tobramicina en el interior celular mejorando su efecto
(394). Este estudio nos indica que otros antibidticos con diferentes dianas terapéuticas
podrian presentar sinergia con rafoxanida.

Después de los resultados obtenidos in vitro, se estudié la eficacia terapéutica de la
rafoxanida en un modelo de sepsis peritoneal murino por A. baumannii, P. aeruginosa y
K. pneumoniae resistentes a colistina. El tratamiento combinado de colistimetato de
sodio (CMS) y rafoxanida presentd eficacia en todas las cepas, reduciendo el contaje
bacteriano en sangre y tejidos y aumentando la supervivencia animal entre el 53% vy el
73%. Inesperadamente, la monoterapia con rafoxanida presentd resultados similares a
los obtenidos en combinacion mientras que, como era de esperar, la monoterapia con
CMS no presento eficacia terapéutica al tratarse de cepas resistentes a colistina (Tabla 2,
Figura 4, Articulo 3, Capitulo II). Igual que para el tamoxifeno, se usaron ratones
inmunodeprimidos mediante el tratamiento con ciclofosfamida para evaluar la
contribucion del sistema inmune en respuesta a la monoterapia con rafoxanida. Los
resultados obtenidos indicaron que parte de la eficacia terapéutica del farmaco esta
determinada por la accion del mismo en el sistema inmune del huésped (Tabla 3,
Articulo 3, Capitulo I1). El papel de la rafoxanida sobre las células del sistema inmune y
en vias de sefializacion implicadas en la inflamacion es totalmente desconocido. Varios
estudios ponen de manifiesto que la niclosamida interviene en un gran nimero de vias
de sefalizacion y procesos biologicos en modelos de enfermedad (384). La niclosamida
reduce la produccién de citoquinas y quimioquinas por parte células dendriticas
derivadas de la médula dsea en respuesta a la estimulacion con LPS y atenda la
activacion de las MAPK y la via de NF-kB, estrechamente relacionadas con la
inflamacion (448). Otro estudio muestra de nuevo que la niclosamida inhibe NF-kB en
células de leucemia mieldgena aguda (449). Es posible que la rafoxanida, al ser una
molécula analoga, también atenue su expresion. Las proteinas de la via de NF-xB son
activadas rapidamente por sefiales intracelulares o extracelulares en las que se incluyen
los PAMPs. Una vez activadas, regulan la transcripcion de una gran variedad de genes
como genes asociados a la respuesta innata y adaptativa del huésped y un amplio
espectro de genes anti-microbianos y pro-inflamatorios con la finalidad de eliminar el
patogeno (450). Sin embargo, en el caso de la sepsis, la inhibicion de la activacion de
NF-xB previene el daiio multiorganico y mejora la supervivencia en modelos murinos
de shock séptico (451). Por lo tanto, seria interesante estudiar esta via de sefializacién en

respuesta a la rafoxanida y su contribucion en un modelo murino de sepsis peritoneal
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por A. baumannii, P. aeruginosa y K. pneumoniae para acabar de conocer su
mecanismo de accion in vivo.

Sin embargo, igual que en otros miembros de la misma familia, es posible que la
actividad de la rafoxanida no solo se limite a su accion frente al huésped sino que
también esté inhibiendo mecanismos bacterianos como factores de virulencia que no
afecten al crecimiento de las cepas de estudio in vitro pero si que tengan repercusion en
un modelo in vivo de infeccion. Diferentes estudios muestran que la niclosamida y sus
derivados inhiben el quorum sensing de P. aeruginosa e inhiben toxinas de C. difficile,
respectivamente (389,390). Como se ha comentado anteriormente, la inhibicion de estos
factores de virulencia no inhibe el crecimiento in vitro pero conlleva un aumento de la
supervivencia en modelos de Galleria mellonella y modelos murinos.

Una de las desventajas que suponen los antihelminticos para el tratamiento de
infecciones sistémicas, es la poca absorcion que presentan cuando el tratamiento se
administra por via oral (452). Dentro de los miembros de esta familia, la rafoxanida
presentd mejores valores farmacocinéticos en términos de concentracion maxima,
absorcion y biodisponibilidad (453). Sin embargo, estudios utilizando otras vias de
administracion para los antihelminticos son necesarios debido a la falta de ensayos

clinicos.

En resumen, esta tesis doctoral propone dos nuevas alternativas terapéuticas para el
tratamiento de sepsis causadas por A. baumannii, P. aeruginosa, E. coli y K.
pneumoniae. Pese a las diferencias descritas en su mecanismo de accion y su indicacién
inicial, ambos farmacos en monoterapia modifican la respuesta inmune del huésped en
un modelo de sepsis peritoneal murino. Ademas, ambos presentan sinergia con colistina
in vitro, por lo que seria posible usarlos como tratamiento adyuvante. Sin embargo, cabe
la posibilidad de que, tal y como sucede con la dosis utilizada de rafoxanida en este
estudio, la monoterapia con tamoxifeno también alcance su maximo efecto impidiendo
potenciar el efecto de la colistina.

A pesar de que tanto el tamoxifeno como la rafoxanida actdan a nivel de células de la
inmunidad innata, como se ha mostrado con la utilizacion de ratones tratados con
ciclofosfamida, su mecanismo de accion es diferente. En esta tesis doctoral, hemos visto
que el tamoxifeno modifica la migracion de células de origen mieloide, monocitos y

neutrofilos desde la médula dsea hasta la sangre. Estudios similares se realizaron en
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ratones tratados con rafoxanida, sin observar diferencias entre los grupos infectados e
infectados y tratados (datos no mostrados).

Otra de las diferencias radica en que el tamoxifeno podria usarse como terapia
preventiva mientras que la rafoxanida se ha estudiado como terapia directa. Ademas, el
tratamiento con tamoxifeno, aunque en menor medida, continda presentando eficacia en
ratones inmunodeprimidos. Por ello, la rafoxanida estaria indicada para infecciones de
cardcter mas agudo en pacientes que no se encuentren inmunodeprimidos y por otro
lado el tamoxifeno, seria mas indicado como tratamiento profilactico en pacientes
hospitalizados con riego de desarrollar sepsis por BGN, pudiendo incluir aquellos que

se encuentren en un estado de inmunodepresion.
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Capitulo 1. Reposicionamiento del tamoxifeno como estrategia antimicrobiana.

1. La infeccion causada por A. baumannii, P. aeruginosa y E. coli aumenta la
migracion de las células del sistema inmune innato, incluyendo células de origen
mieloide, monocitos pro-inflamatorios y neutréfilos, desde la médula 6sea hasta
el torrente sanguineo.

2. Lamigracion de las células del sistema inmune en respuesta a la infeccién por A.
baumannii, P. aeruginosa y E. coli es debida, en gran medida, al aumento de los
niveles de MCP-1 y la implicacion de su via de sefializacion constituida por IL-
18 y ERK.

3. El tratamiento con tamoxifeno reduce los niveles de MCP-1 a través de la
reduccion de IL-18 y la forma fosforilada activa de ERK.

4. El tratamiento con tamoxifeno reduce la migraciéon de las células del sistema
inmune innato, incluyendo células de origen mieloide, monocitos pro-
inflamatorios y neutréfilos, desde la médula Gsea hasta el torrente sanguineo.

5. La incubacién con tamoxifeno aumenta la actividad bactericida de macréfagos y
neutrofilos in vitro.

6. El tratamiento con tamoxifeno presenta eficacia in vivo en los modelos de sepsis
peritoneal en ratones inmunocompetentes causada por A. baumannii, P.
aeruginosa y E. coli.

7. El tratamiento con tamoxifeno presenta eficacia in vivo en los modelos de sepsis
peritoneal en ratones inmunodeprimidos causada por A. baumannii y E. coli.

8. Los metabolitos del tamoxifeno presentan actividad conjunta in vitro frente a

cepas de referencia y aislados clinicos de A. baumannii y E. coli.

Capitulo 1. Reposicionamiento de la rafoxanida como terapia antimicrobiana

9. La rafoxanida presenta actividad sinérgica in vitro en combinacion con colistina
frente a cepas de referencia sensibles y cepas clinicas resistentes a colistina de A.

baumannii, P. aeruginosa y K. pneumoniae.
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10.

11.

12.

13.

14.

La rafoxanida provoca una disrupcion de la membrana de la célula bacteriana, y
aumenta su permeabilidad y su carga negativa neta, mecanismos por los cuales
se produce la sinergia con colistina.

La rafoxanida no afecta al perfil de proteinas de la membrana externa de A.
baumannii, P. aeruginosa y K. pneumoniae sensibles y resistentes a colistina ni
a la liberacion de especies reactivas de oxigeno por parte de cepas resistentes a
colistina de los tres patdgenos.

El tratamiento con rafoxanida en monoterapia y en terapia combinada con
colistina presenta eficacia en el modelo de sepsis peritoneal en ratones
inmunocompetentes causada por cepas resistentes a colistina de los tres
patdgenos.

La monoterapia con rafoxanida no presenta eficacia terapéutica en el modelo de
sepsis peritoneal en ratones inmunodeprimidos causada por cepas resistentes a
colistina de los tres patdgenos.

La actividad in vivo de la rafoxanida requiere de la respuesta inmune del

huésped.
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