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RESUMEN

El desarrollo de multirresistencias a antibioticos por parte de las bacterias es un
problema médico cuya incidencia ha aumentado de manera exponencial, sobre todo en
las ultimas décadas. Realmente, se trata de un mecanismo adaptativo a modo de
respuesta de los microorganismos ante el enfrentamiento reiterado a farmacos
antimicrobianos, con objeto de eludir su accion. En consecuencia, este hecho ha
generado un gran problema de salud publica que afecta tanto a animales como
personas, elevando no solo el gasto sanitario sino también aumentando la mortalidad
en infecciones graves debida a un grupo numeroso de bacterias. Ante esta situacion es
necesaria la busqueda de alternativas eficaces y econdmicamente viables para combatir
de microorganismos de una forma eficiente. La presente Tesis Doctoral, compuesta de
tres capitulos, comienza mostrando por un lado, el estudio de la prevalencia de las
resistencias de un patdgeno concreto y la aplicacion de un modelo matematico que
permite la posibilidad de aplicar un tratamiento empirico con una probabilidad de
éxito por encima del 90%. Asi, la implementacidon de este tipo de herramientas, que
permiten predecir y prever el comportamiento epidemioldgico de estos patdgenos y
que por ende, permiten establecer medidas eficaces para su prevencion, diagndstico y
tratamiento, son claves para establecer un diagndstico certero. En este caso concreto, la
modelizacion matematica, basada en el uso de programas informaticos en los que se
implementa computacionalmente un modelo matematico permite simular el
comportamiento de una epidemia, en el sentido en el que permite el seguimiento del
estado de poblaciones sanas, infectadas, curadas y que no han superado la
enfermedad. Asimismo, este mismo modelo se estd aplicando en la actualidad a
muchas enfermedades infecciosas de caracter bacteriano o virico, concretamente el
SARS-COVID 19, proporcionando una informacién predictiva muy valiosa para su
control. En el campo de la Medicina Veterinaria Clinica no tenemos constancia de que
se haya implementado nunca antes un modelo de estas caracteristicas, por lo que esta
investigacion puede abrir un camino que ofrece grandes posibilidades y que tendrian
una repercusion directa sobre la salud animal y por ende, la salud publica.

Por otro lado, centrdndonos en la busqueda de nuevos potenciales tratamientos
farmacoldgicos alternativos a la antibioterapia convencional para infecciones por
microorganismos del tipo Gram positivos S. pseudintermedius y S. aureus y para Gram
negativos, por E. coli y P. aeruginosa, que son patdgenos muy relevantes en infecciones
multirresistentes. Con referencia a los patdégenos Gram positivos hemos estudiado la
accion antimicrobiana y frente a la formacion del biofilm, un importante factor de
virulencia clave en el desarrollo de resistencias antimicrobianas, de diferentes
azocompuestos. Estos compuestos se utilizan ampliamente en la industria como tintes
sintéticos y se aplican como colorantes para pinturas, textiles, industria alimentaria o
cosmética. También se ha extendido su uso en otros campos, entre los que destacamos
la biomedicina, como indicadores en sensores que utilizan materiales funcionales con
fluorescencia u optoelectrénica. Asimismo, los compuestos con funciones azo pueden
unirse a numerosos metales, formando complejos que muestran propiedades
antifingicas y antibacterianas. A pesar de la abundante literatura acerca de las
propiedades antimicrobianas de estos azocompuestos, su efecto sobre la formacion del
biofilm, un importante factor de virulencia, por parte de las bacterias patogenas asi
como de los mecanismos de accion exactos de toxicidad no han sido estudiados en



profundidad. En el presente trabajo de investigacién hemos podido comprobar que los
compuestos con funciones azo ensayados poseen una notoria accion antimicrobiana
frente a las cepas de S. pseudintermedius 'y S. aureus, permitiéndonos dilucidar su
mecanismo de accion, asi como su accion frente a la formacién del biofilm. Todo ello
nos ha permitido disefiar una potencial aplicacion terapéutica topica que consideramos
de gran utilidad.

Finalmente, como estudio complementario centrado en las especies Gram negativas E.
coli y P. aeruginosa hemos podido determinar que ciertos carbenos heterociclicos
metdlicos de plata, asi como compuestos tipo carboxilatos de nueva sintesis de este
mismo metal son muy efectivos frente a estos patdgenos. Aunque, numerosos estudios
muestran que tanto determinados complejos metal-carbeno como los dicarboxilatos
poseen propiedades antimicrobianas, sin embargo, sus mecanismos concretos de
accion no habian sido previamente estudiados. Al igual que para los azocompuestos,
hemos podido determinar su mecanismo de acciéon y su accion frente al biofilm.
Asimismo, hemos podido determinar una relacién estructural-funcional muy
significativa en el campo de la terapéutica que abre futuras y prometedoras nuevas
lineas de investigacion.



SIGLAS Y ABREVIATURAS

AAS: 4cido acetil salicilico
ADN: acido desoxiribuneocleico

ARGs: genes de resistencia a los antibidticos

ARN: 4cido ribonucleico

BCCM/LMG: Laboratory of Microbiology

BSA: albiimina sérica bovina
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CECT: Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo

CITIUS: Centro de Investigacion, Tecnologia e Innovacion de la Universidad de Sevilla
CLSI: Clinical Laboratory Standards Institute

CMI: concentracion minima inhibitoria
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DME: dimetilformamida
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FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura
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GHS: Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Productos
Quimicos

GLASS: Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos
GUI: interfaces de usuario

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion

HOMO: orbital molecular ocupado de mas energia (Highest Occupied Molecular
Orbital)

MDA: malondialdehido

ml: mililitros

MATLAB: Matrix Laboratory

MRSA: S. aureus resistente a la meticilina

MRSP: S. pseudintermedius resistente a la meticilina

NADH: nicotinamida adenina dinucleétido

NADPH: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NBT: nitroazul de tetrazolio

NHC: carbenos N-heterociclicos

OIE: Organizacion Mundial de Sanidad Animal

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ROS: reactive oxigen species (especies reactivas de oxigeno)

SEFH: Sociedad Espanola de Farmacia Hospitalaria

SEIMC: Sociedad Espafola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
SEM: microscopia electronica de barrido

SIR: susceptibles, infectados, recuperados.

SIRI: susceptibles, infectados, recuperados, reinfectados.
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SOD: superdxido dismutasa

TBA: cido tiobarbitutico

TBARs: enzimas antioxidantes y sustancias reactivas a acido tiobarbitarico
TBME: metil terc-butil éter

TCA: acido tricloroacético

TGA: analisis termogravimétricos
THEF: tetrahidrofurano

TSA: agar triptona soja

TSB: caldo triptona soja

UCO: Universidad de Cérdoba

UFC: unidades formadoras de colonias
WHO: World Health Organization
XRPD: difraccion de rayos X en polvo



INTRODUCCION GENERAL

Mi ejercicio profesional como veterinaria clinica durante los ultimos afnos me ha hecho
experimentar en primera persona la realidad de las infecciones por microorganismos
multirresistentes, la gran dificultad que presenta su tratamiento y el riesgo que supone
tanto para los pacientes (los mds frecuentes, perros y gatos), como para las personas
con las que conviven e interactian, puesto que se pueden transmitir entre si. Esta
situacion no ocurre solo en el area de medicina veterinaria, sino también en medicina
humana, lo que hace evidente la necesidad, por un lado de un uso responsable de estos
farmacos por parte de los profesionales y usuarios, y por otro, la busqueda urgente de
alternativas eficaces y viables para el tratamiento de este tipo de infecciones.

Estd ampliamente documentado que en la altima década, el desarrollo de resistencias
antimicrobianas por parte de microorganismos se ha visto aumentado de manera
exponencial. Desde un punto de vista epidemioldgico, el concepto de resistencia
multiple o multirresistencia se define como la resistencia a, al menos, un agente
antimicrobiano de tres o madas familias diferentes (Magiorakos et al, 2012). Es
importante destacar que no existe una definicién universal de este concepto y que
presenta diferencias en funcidn de si el enfoque es epidemioldgico, microbioldgico o
clinico. Por tanto, de manera general, al menos estas dos premisas deben estar
presentes: por un lado, que exista resistencia a mas de una familia o grupo de
antibioticos de uso clinico habitual y por otro, que dicha resistencia posea una
relevancia tanto epidemiologica como clinica (Lopez-Pueyo et al. 2011). Esta resistencia
a los antibidticos por parte de las bacterias, tanto en medicina humana como en
veterinaria, es un problema de gran relevancia y en continuo auge durante los tltimos
anos en todo el mundo. Datos muy recientes de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), revelan unos niveles alarmantes de resistencia a los antibioticos, tanto en los
paises de ingresos altos como en los mas precarios, como muestra el Sistema Mundial
de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos de la OMS, denominado GLASS
(en inglés), que ha revelado la presencia de resistencia generalizada en muestras de
500.000 personas de 22 paises. Asimismo, la OMS estima que para el afio 2050 habra
mas muertes a causa de infecciones por microorganismos multirresistentes que por
cancer. Por tanto, es evidente que se trata de un gravisimo problema de salud publica
con consecuencias muy graves como son el incremento de morbilidad y mortalidad,
fallos terapéuticos, opciones terapéuticas limitadas y aumento de los costes en salud
publica (O’Connor et al. 2018, Dadgostar, 2019). En este contexto debemos resaltar los
denominados microorganismos ESKAPE. Este acronimo incluye seis patdgenos tanto
de especies Gam postivas como Gram negativas (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, y
Enterobacter spp.) que destacan tanto por su virulencia como por su capacidad de
desarrollo de multirresistencias frente a los antimicrobianos. De hecho, amplios
estudios sistematicos revelan que estos microorganismos estan claramente asociados
con una mayor tasa de morbilidad y mortalidad, con elevados costes sanitarios y la
OMS los ha incluido en la lista de los 12 patdégenos que necesitan de manera urgente el
desarrollo de nuevos farmacos para combatirlos (Santajit e Indrawattana, 2016, Mulani
et al., 2019).
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En este sentido, el gran descubrimiento de los antibidticos supuso un antes y un
después en la terapéutica de las infecciones. En el afio 1907, Paul Ehrlich, ganador del
Premio Nobel de Medicina, descubrié un derivado arsenical, arsfenamina (Figura 1),
con accion frente a Treponema pallidum, agente causal de la sifilis. Este producto fue
comercializado en 1910 con el nombre de Salvarsan®, considerandose como el
nacimiento de la quimioterapia antimicrobiana (Laborda, 2002).

OH
HoN As /©:
2 O As NH,
HO
Figura 1: Estructura quimica de la arsfenamina (Salvarsan®)

Posteriormente, en el afio 1932, el también ganador del premio Nobel de Medicina
Gerhard Dogmak descubrié que el farmaco precursor de las sulfamidas llamado
Prontosil (sulfamidocrisoidina, Figura 2) protegia a los ratones de la infeccion por
Streptococcus pyogenes. Este hecho consolidé el uso de la quimioterapia antimicrobiana
(Laborda, 2002).

Figura 2: Estructura quimica de la sulfamidocrisoidina (Prontosil).

Por otro lado, el descubrimiento de la penicilina en el afio 1928 por parte de Alexander
Fleming supuso un hito en la historia de la Medicina y un antes y un después en el
tratamiento de las enfermedades de origen infeccioso. Este descubrimiento fue casual y
serendipico. En ese tiempo, Fleming estudiaba las propiedades de los estafilococos, en
concreto Staphylococcus aureus. La contaminacion de las placas de S. aureus con un
hongo revel6 que dicho hongo habia destruido las colonias bacterianas que lo
rodeaban. Fleming lo aislé y lo identifico como perteneciente al género Penicillium y
descubrid asi que la sustancia antimicrobiana que producia, la cual llamo penicilina
(Figura 3), tenia un efecto antimicrobiano importante en microorganismos Gram
positivos, pero también en patdégenos Gram negativos, causantes de enfermedades tan
graves como la meningitis, difteria, neumonia, fiebre tifoidea o gonorrea. Sin embargo,
no fue hasta el afio 1939 cuando los investigadores Howard Foley y Ernst Chain
consiguieron purificar la penicilina. Finalmente en el afio 1941 se pudo disponer
afortunadamente, de la penicilina a gran escala para su uso militar y civil. Fleming,
Foley y Chain recibieron el premio Nobel de Medicina en 1945 (Laborda 2002,
Chambers, 2003).
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Figura 3: Estructura quimica de la bencilpenicilina.

A partir de entonces, la industria farmacéutica comenzo a desarrollar la obtencion de
nuevas moléculas de antibioticos a partir de diferentes microorganismos o derivados
semisintéticos o sintéticos de los mismos (Torres y Zarazaga, 2002).

Asi, desde un punto de vista farmacoquimico, podemos clasificar los antibidticos en
diferentes familias, que describimos a continuacion.

Los antibioticos $-lactdmicos tienen su origen en los estudios de Alexander Fleming.
Estos fdrmacos inhiben la biosintesis de la pared celular bacteriana y se caracterizan
estructuralmente por poseer la agrupacion de B-lactama o anillo B-lactdmico (Figura 4).
Dentro de los antibioticos B-lactdmicos podemos diferenciar distintas subfamilias:
cefalosporinas, inhibidores de las P-lactamasas, carbapenemes, monobactamas y

penicilinas.
ol

@)
Figura 4: Estructura quimica de la agrupacion 3-lactama o anillo 3-lactamico

A raiz del descubrimiento de la penicilina se pusieron a punto sistemas industriales y
produccion a gran escala de estos farmacos. Los métodos fermentativos fueron los
primeros optimizados, utilizando los precursores estructurales y extractos de
Penicilium. Posteriormente se desarrollaron las penicilinas semisintéticas, que se
diferencian de la natural o las de origen fermentativo en la cadena lateral, ya que se
sintetiza por métodos quimicos no enzimdaticos. Para la preparaciéon de estas
penicilinas semisintéticas se parte del dcido 6-aminopenicilanico (6-APA), que resulta
de la eliminacién de la cadena lateral de la penicilina G (Chambers, 2003) (Figura 5).

'“I
T
T

//’"‘OH //‘OH

Figura 5: Sintesis del 4cido 6-aminopenicilanico a partir de la penicilina G.
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Las cefalosporinas son la segunda mayor subfamilia de [-lactdmicos tras las
penicilinas. Estructuralmente difieren de estas ultimas en el sistema biciclico unido al
anillo B-lactdmico, siendo un derivado de la dihidrotiazina en lugar de tiazolidina. La
primera cefalosporina descubierta en 1948 fue la cefalosporina C a partir del hongo
Cephalosporeum acemonium, aunque no fue hasta la década de los 60 cuando se pudo
conocer su estructura. Otra de las subfamilias de estos farmacos es la de los inhibidores
de las (-lactamasas (Figura 6). Son tanto de origen natural como sintético y tienen la
capacidad de inhibir las -lactamasas, enzimas bacterianas que hidrolizan el anillo 3-
lactamico. Para inhibir estas enzimas se produce una acilacion de su centro activo y
una alquilacion posterior con un grupo amino proximo (Chambers, 2003).

OH

o "COOH
Figura 6: estructura quimica del acido clavuldnico.

Los monobactdmicos constituyen otra de las subfamilia de los antibidticos [3-
lactdmicos. Actualmente el tnico fdrmaco disponible en el mercado es el aztreonam, un
derivado sintético con accion frente a patdgenos Gram negativos. Estructuralmente
difiere de otros (-lactdmicos en que el segundo anillo de tiazol no esta ligado
directamente al anillo B-lactdmico (Gupta, 2007). Finalmente, la subfamilia de los
carbapenémicos derivan de otra modificacion quimica del anillo -lactdmico, donde un
atomo de azufre ha sido sustituido por otro de carbono. Su espectro de actividad frente
a bacterias es el mas amplio de todos los antibioticos (-lactamicos (Breilh et al., 2013).

Otras familias de farmacos antibioticos son aquellos que inhiben la sintesis de
proteinas por parte de las bacterias, interactuando con los ribosomas bacterianos. Estas
familias son los aminoglucésidos, los macrélidos, las tetraciclinas y los afenicoles.

Los aminoglucdsidos se caracterizan estructuralmente por ser derivados de 1,3-
diaminoinositoles. Tienen actividad especialmente en contra de bacterias Gram
negativas y aerobias y actian sinérgicamente en contra de organismos Gram positivos.
La figura 7 muestra la estructura quimica de la gentamicina, uno de los
aminoglucésidos mas utilizados (Katzung y Bertram, 2007).

OH
HoC 0 HoN “Ha
HN HO o
/
OH NH;
H,N NH,

Figura 7: Estructura quimica de la gentamicina.
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Los macrolidos presentan una lactona macrociclica polifuncionalizada en su estructura
quimica. Entre los grupos funcionales de esta macrolactona se encuentran ciertos
azlicares y aminoazucares que son claves para su actividad farmacologica. La
eritromicina fue el primer macroélido, descubierto en 1952 en los productos metabdlicos
de una cepa del hongo Streptomyces erytherus. A partir de este farmaco se han
desarrollado derivados sintéticos, mediante modificaciones estructurales, como la
azitromicina o la claritromicina. Estos derivados sintéticos poseen una mayor eficacia
contra gérmenes Gram negativos (Katzung y Bertram, 2007).

Las tetraciclinas son farmacos antimicrobianos naturales y semisintéticos que proceden
de diversas especies de las bacterias Streptomyces. Quimicamente son derivados de la
naftacenocarboxamida policiclica, con un nucleo tetraciclico de donde deriva el
nombre del grupo (Katzung y Bertram 2007). Asimismo, los afenicoles ejercen sus
efectos mediante la union irreversible a la subunidad ribosomal 50s. Estructuralmente
son derivados del 4cido dicloroacético. El cloranfenicol, fdirmaco mds representativo de
este grupo, se obtuvo por primera vez en 1947 de Streptomyces venezuelae, una bacteria
saprofita del suelo, aunque mas tarde se obtuvo a partir de otras especies
de Streptomyces y en la actualidad se produce por sintesis quimica. El grupo nitro es
sustituido por un grupo sulfometil en el tianfenicol y un atomo de fluor en el caso del
florfenicol. Son fdrmacos de amplio espectro, cubriendo microorganismos Gram
positivos y negativos (San Roman et al. 2002).

Otra familia de antibidticos son las quinolonas, que son de origen sintético. Su
mecanismo de accién es el de la interferencia en la sintesis del ARN bacteriano y por
tanto, en su reproduccién. Las quinolonas de uso clinico (Figura 8) tienen una
estructura formada por dos anillos, con un nitrégeno en la posicion 1, un grupo
carbonilo en la posicién 4. La mayor parte de las quinolonas usadas en la clinica son
del grupo de las fluoroquinolonas, caracterizadas por tener un grupo fluoruro en el
anillo central, normalmente en posicion 6 (Alos, 2003).

H
N

0

Figura 8: estructura general de las quinolonas.

Finalmente, las sulfamidas interfieren en la produccion de las purinas y la sintesis
de 4cidos nucleicos bacterianos. La férmula basica de las sulfamidas tiene similitud
estructural con el 4&cidop-aminobenzoico. Las propiedades quimicas, fisicas,
farmacoldgicas y antibacterianas de las diferentes sulfamidas se logran al ligar
radicales al grupo amida o al grupo amina del ntcleo sulfamida. Como se ha referido
al inicio, Gerhard Dogmak descubri¢ el farmaco precursor de las sulfamidas llamado
Prontosil (sulfamidocrisoidina) (Katzung y Bertram 2007).
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Durante las décadas siguientes al descubrimiento de la penicilina, el ritmo de
desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos fue muy alto, pero en los ultimos afios
se han incorporado muy pocas moléculas al arsenal terapéutico. Uno de los motivos de
peso es que estos nuevos farmacos suponen una baja rentabilidad relativa con respecto
a otros. Como muestra la figura 9, el proceso de comercializaciéon de un nuevo
principio activo es muy largo (una media de 12-15 afios) y tedioso, y necesita gran
cantidad de recursos de investigacion, desarrollo, fabricacion, etc., con un coste medio
de 2500 millones de euros (Garcia, 2012). En los primeros estadios de investigacion, se
realiza un cribado para escoger aquellos farmacos que potencialmente pudieran ser
eficaces, realizando exhaustivos andlisis. Tras esto, comienza el proceso de desarrollo
del farmaco, evaluando en primera instancia la seguridad y eficacia, comenzando con
un numero reducido de pacientes (Fase I) para ir incrementando este niimero hasta
llegar a testarlo en gran escala (Fase III). Es importante destacar que en cada una de las
etapas existe un riesgo importante de que el farmaco no cumpla con los requisitos
necesarios y se deba interrumpir el proceso.

Investigacion Desarrollo

Descubrimiento Fase Farmaco
entidad molecular preclinica Ensayos Clinicos vigilancia

5.000 — 10.000 250 5 1]

compuestos compuestos compuestos U

Comercializacion
del medicamento

Fasel  Fasell Fasell
6

os-2a10s | ot |

(*) Revision agencias reguladoras

Figura 9: Proceso de desarrollo de un nuevo farmaco (Fuente: Farmaindustria comunicacion).

Por tanto, es mdas que sabido que los microorganismos poseen la capacidad de
desarrollar nuevos mecanismos que les permitan evadir la accion de los antibidticos,
por lo que su patogenia se incrementa de manera considerable. Conocer dichos
mecanismos de adquisicion de resistencias por parte de las bacterias es esencial para
combatirlos y prevenir su aparicion. Se ha demostrado que el origen de los genes de
resistencia a los antibioticos que hoy en dia poseen los patdgenos se remonta a
microorganismos ambientales, por lo que el estudio de los mecanismos citados con
anterioridad necesitara englobar también a los ecosistemas y al medio ambiente. Es
importante recalcar que la resistencia a antimicrobianos en patdgenos es una respuesta
adaptativa que se ha desarrollado como consecuencia del enfrentamiento de los
mismos a la accion de los antibioticos. Podemos definir dos procesos que explican la
gran emergencia de las resistencias a los antimicrobianos: uno es la mutacion y el otro
es la trasferencia horizontal de genes (Figura 10) (Martinez, 2014).
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Figura 10: Mecanismos de transferencia horizontal de genes: A: transformacién, mediante la

cual la bacteria capta ADN desnudo del entorno, lo cual permite la transmisién de material
genético entre especies muy distantes. B: transduccién, mecanismo por el cual un virus
bacteridfago transfiere fragmentos de ADN de una bacteria a otra. C: conjugacion, el tinico
proceso que requiere contacto fisico entre las dos bacterias que se transfieren asi el material
genético. Fuente: Herveg y Barcia-Macay (2006).

Asimismo, las citadas mutaciones ocurren normalmente en tres tipos de genes,
aquellos que codifican los objetivos o puntos de accion de los antibidticos, los que
codifican sus transportadores y por ultimo los que codifican los reguladores que
reprimen la expresion de transportadores o elementos descontaminantes
(normalmente enzimas y bombas de flujo). Aunque las mutaciones en estos genes
contribuyen a la adquisicion de resistencias, no son genes de resistencia per se. En el
caso de trasferencia génica horizontal, los genes implicados pueden provenir tanto de
bacterias medioambientales como de comensales, puesto que nunca habian estado
presentes en bacterias patogenas hasta el uso de los antibidticos (Martinez, 2014,
Christaki et al. 2020).

Por otro lado, el sector de produccidn animal juega un papel clave en la transferencia
global tanto de bacterias multirresistentes como de genes de multirresistencia a través
de la cadena alimentaria, contacto directo con animales o a través de la contaminacion
del medio ambiente. En el sector de la producciéon para consumo humano, el uso
inadecuado de piensos medicados y el uso de antibidticos como medida profildctica
han aumentado mucho la generacion de microorganismos multirresistentes y la
posibilidad de transmitirlos a los humanos (Figura 11) (Boireau et al. 2017).
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Figura 11. Cadena de transmision de microorganismos multirresistentes. (Fuente: WHO)

Estudios recientes demuestran que la microbiota fecal es un reservorio extenso de
genes de resistencia a antibidticos (ARGs) que pueden ser adquiridos por
microorganismos comensales o patogenos de los seres humanos. Los residuos de los
antibioticos, las bacterias resistentes y los ARGs presentes en las excreciones pueden
transportarse al medio ambiente por medio del uso del estiércol como abono, fugas o
particulas en suspension en el aire, contribuyendo de manera activa a la extension de
las multirresistencias. La administracion de los antibidticos tiene unos efectos muy
intensos en los microorganismos fecales propios/comensales, dando lugar a cambios
estructurales en la comunidad microbioldgica. Se ha demostrado que, estos cambios
estructurales juegan un papel crucial en la presencia de ARGs en los suelos, y a su vez,
producen un aumento de los hospedadores que portan estos genes (Xiong et al. 2018).

Es importante resaltar que uno de los grandes problemas de salud publica son las
infecciones nosocomiales u hospitalarias por este tipo de microorganismos
multirresistentes. Dichas infecciones nosocomiales ocasionan una elevada mortalidad,
prolongan la estancia hospitalaria y aumentan los costes asistenciales (Pujol y Limdn.
2013). Escherichia coli es uno de los microorganismos responsables de numerosas de
estas infecciones, afectando sobre todo al tracto urinario. Otras bacterias con gran
capacidad de generar multirresistencias son el género Pseudomonas, en concreto
Pseudomonas aeruginosa, liderando la lista de patdgenos responsables de infecciones
nosocomiales y supone un 10% del total de las infecciones contraidas en centros
hospitalarios. Se trata de un bacilo Gram negativo que es muy ubicuo en el medio y
que es capaz de resistir condiciones ambientales extremas, persistiendo en agua y suelo
durante largos periodos de tiempo (Hyun et al., 2018, Paz-Zarza et al., 2019). También
son responsables de infecciones del tracto respiratorio o urinario, destacando la
afeccion de pacientes con patologias respiratorias crénicas como la fibrosis quistica,
ocasionando muchos problemas incluso el fallecimiento de estos pacientes. De hecho,
estudios constatan una mortalidad en torno al 40% en neumonias, asociadas o no a
respiradores, y bacteriemias adquiridas en hospitales (Puzniak et al., 2019).

Otro de los microorganismos responsable de estas infecciones nosocomiales es
Staphylococcus aureus. Se trata de un coco Gram positivo que forma parte del
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microbioma cutdneo y respiratorio. En la ultima década, ha habido un aumento
exorbitante de infecciones cutaneas, respiratorias y de tejidos blandos causadas por S.
aureus resistente a la meticilina (MRSA). De hecho, estudios demuestran que
aproximadamente un 30 % de humanos sanos son portadores de este MRSA en sus
fosas nasales, siendo posibles transmisores del mismo (Cain, 2013). La resistencia a la
meticilina es el mecanismo de resistencia mas importante de este género bacteriano. El
gen mecA, que codifica una proteina defectuosa de fijacion a la penicilina (PBP2a) es el
responsable de dicha resistencia. En el ambito clinico veterinario se ha desarrollado el
mismo escenario ocurrido en Medicina Humana. El mal y excesivo uso de las terapias
antibidticas, unido a su vez a un aumento de patologias inmunomediadas, en animales
de raza, que son individuos que presentan anomalias congénitas que los predisponen a
estos procesos, hacen que las resistencias a los antibidticos estén a la orden del dia. Se
ha demostrado que el mayor de los factores de riesgo en el desarrollo de las
resistencias es la exposicion repetitiva a los antibidticos (Hensel et al. 2016).
Staphylococcus pseudintermedius es el agente causal mas frecuente en piodermas del
perro y del gato y normalmente coloniza también de manera normal la piel y las
mucosas de estas especies. La resistencia principal creada es la meticilino resistencia, al
igual que en el caso de S. aureus. La produccidn de esta proteina alterada se traduce en
una resistencia generalizada a todos los derivados betalactdmicos, incluidas las
penicilinas, penicilinas potenciadas, cefalosporinas y carbapenemes (Cain, 2013). Las
infecciones por S. pseudintermedius y S. aureus meticilino resistentes (MRSP y MRSA) en
medicina veterinaria han aumentado sustancialmente en la tltima década. En los afos
80 y 90 su aislamiento era mds bien de cardcter anecdético, pero ya en los 2000
comienzan a aparecer de manera habitual en la literatura cientifica. Estudios
retrospectivos muestran que de los estafilococos aislados de piodermas al inicio, entre
un 15 y 17 % eran MRSP, mientras que en la actualidad alcanzan porcentajes del 66,7
%. Es importante destacar que los MRSP también son aislados de piel y mucosas
(mucosa nasal, oral y rectal) de perros y gatos sanos, que actiian como portadores de
estos microorganismos en hasta un 30% de la poblacién (Cain 2013). Debido a estos
datos, el riesgo de transmision de MRSP o MRSA a otras mascotas en contacto y a los
humanos, asi como al entorno y medio es un tema de preocupacién y estudio. Aunque
la meticilino resistencia juega un papel esencial en estos microorganismos, no son las
Unicas resistencias que pueden adquirir. Son capaces de adquirir resistencias a otros
grupos de antibioticos, como a las lincosamidas, macrolidos, tetraciclinas y
fluoroquinolonas (Cain, 2013).

Por otro lado, es importante resaltar que, al igual que en humanos, P. aeruginosa es
responsable de numerosas infecciones en la especie canina y felina. Asimismo, hemos
de destacar que, aunque las infecciones cruzadas entre mascotas y personas sanas no
son frecuentes, si que pueden ocurrir, sobre todo en caso de que exista una
inmunodepresion en el humano. En la actualidad, el contacto intimo de los
propietarios con sus mascotas hace muy importante el evitar a apariciéon de
multirresistencias en este tipo de bacterias.

La situacion global actual hace patente la urgencia de la necesidad de, por un lado, una

buena gestion y control del uso de farmacos antimicrobianos y por otro lado, la
utilizacidon de otros productos, a los cuales las bacterias no sean capaces de generar
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resistencias, para combatir las infecciones causadas por microorganismos
multirresistentes y evitar la generacion de nuevas resistencias.

En el presente trabajo de investigacion se muestran potenciales alternativas. Por un
lado, se presenta un modelo matematico predictivo para la eleccion de tratamientos
empiricos en infecciones por microorganismos multirresistentes. La implementacion de
este tipo de herramientas, que permiten predecir y prever el comportamiento
epidemioldgico de estos patogenos y que por ende, permiten establecer medidas
eficaces para su prevencion, diagndstico y tratamiento, son claves. En este caso
concreto, la modelizaciéon matematica, la cual se basa principalmente en el uso de
programas informaticos en los que se implementa computacionalmente un modelo
matematico permitiendo simular el comportamiento de una epidemia (Fresnadillo et
al.,, 2013). De manera muy reciente, debido a la crisis sanitaria por la pandemia causada
por el Coronavirus (SARS-Cov-2), este tipo de modelos estan siendo una herramienta
clave para su gestion en numerosos paises de todo el mundo y para la toma de
decisiones de acciones futuras. El valor anadido por este tipo de modelos a la
investigacion y toma de decisiones en relacion a las patologias infecciosas es muy alto,
ya que por un lado, contribuye a que no se sigan desarrollando mads resistencias a
antimicrobianos por parte de estos patdgenos puesto que proporciona tratamientos
empiricos eficaces y por otro lado ayudaria a reducir costes afadidos en sanidad
debidos a este tipo de infecciones. Asimismo, este modelo podria aplicarse a otras
muchas enfermedades infecciosas de caracter bacteriano o virico proporcionando una
informacion clave para su control. En el campo de la Medicina Veterinaria Clinica no
tenemos constancia de que se haya implementado nunca antes un modelo de estas
caracteristicas, por lo que abre un camino que ofrece grandes posibilidades y que
tendrian una repercusion directa sobre la salud animal y por ende, la salud publica.
Por otro lado, ofrecemos alternativas a la antibioterapia convencional para infecciones
por los microorganismos Gram positivos S. pseudintermedius y S. aureus y para Gram
negativos, por E. coli y P. aeruginosa, que como se ha explicado con anterioridad, son
patdgenos muy relevantes en infecciones multirresistentes.

Por un lado, los patégenos Gram positivos hemos estudiado la accion antimicrobiana y
frente a la formacién del biofilm, un importante factor de virulencia clave en el
desarrollo de resistencias antimicrobianas, de diferentes azocompuestos. Estos
compuestos se utilizan ampliamente en la industria como tintes sintéticos y se aplican
como colorantes sintéticos para pinturas, textiles, industria alimentaria o cosmética
(Hinks et al., 2000; Wang et al., 2003). También se ha extendido su uso en otros campos,
entre los que destacamos la biomedicina, como indicadores en sensores que utilizan
materiales funcionales con fluorescencia u optoelectronica (Wolfbeis, 2005; Fan et al.,
2018, Ali et al.,, 2018). Asimismo, los compuestos con funciones azo pueden unirse a
numerosos metales, formando complejos que muestran propiedades antifungicas y
antibacterianas relacionadas con el mecanismo de inhibicion del ADN (Ronson et al.,
2005). A pesar de la abundante literatura acerca de las propiedades antimicrobianas de
estos azocompuestos (Piotto et al., 2013 a, b; Kofie et al., 2014; Concilio et al., 2015;
2017; Rezaei-Seresht et al.,, 2019), su efecto sobre la formacién del biofilm, un
importante factor de virulencia, por parte de las bacterias patdgenas (Piotto et al.,
2013a; Sessa et al., 2016), asi como de los mecanismos de accidén exactos de toxicidad no
son del todo conocidos. En la presente Tesis Doctoral hemos podido determinar que
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los compuestos con funciones azo ensayados poseen una notoria accién antimicrobiana
frente a las cepas de S. pseudintermedius y S. aureus, también hemos podido dilucidar
su mecanismo de accién, es decir, cdmo dafa a los microorganismos, asi como su
accion frente a la formacion del biofilm, un importantisimo factor de virulencia
bacteriano. Todo ello nos ha permitido disefiar una aplicacion terapéutica topica que
consideramos de gran utilidad.

Finalmente, como estudio complementario centrado en las especies Gram negativas E.
coli 'y P. aeruginosa hemos podido determinar que ciertos carbenos heterociclicos
metdlicos de plata, asi como compuestos tipo carboxilatos de nueva sintesis de este
mismo metal son muy efectivos frente a estos patdgenos. Numerosos estudios
muestran que tanto determinados complejos metal-carbeno como los dicarboxilatos
poseen propiedades antimicrobianas, sin embargo sus mecanismos concretos de accion
contintian en estudio. Al igual que para los azocompuestos, hemos podido determinar
su mecanismo de accién y su accion frente al biofilm. Asimismo, hemos podido
determinar una relacién estructural-funcional muy significativa en el campo de la
terapéutica.

Personalmente, este trabajo de investigacion ha supuesto un resto profesional y
personal. Su caracter ampliamente multidisciplinar ha resultado duro, pero inspirador
e increiblemente enriquecedor. Como sanitaria y acompanada de una familia de
médicos, siempre he sido muy consciente del problema de las resistencias a los
antibioticos y del gran riesgo de salud publica que supone. El hecho de poder
contribuir, de poder aportar, aunque sea algo infimo, a la investigacion en este campo,
que en un futuro pueda ayudar a salvar vidas (humanas y de animales) me hace sentir
tremendamente honrada y afortunada. Espero poder habido plasmar y transmitir en
este texto la ilusion y la conviccion con las que se ha realizado
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OBJETIVOS GENERALES

Los objetivos generales de la presente Tesis Doctoral se enumeran a continuacion:

1.1. Analizar en profundidad y valorar la aplicabilidad del estudio de los datos

1.2

1.3

.

de multirresistencia bacteriana obtenidos en la practica clinica veterinaria.

El analisis de los datos de resistencia obtenidos de la practica clinica diaria nos
permitira conocer los perfiles de resistencia, dilucidar ciertos mecanismos de
resistencia y utilizando técnicas de modelizacion matematica avanzadas,
podremos prever ciertas circunstancias clinicas, para instaurar tratamientos
empiricos eficaces para un tipo de infecciones concreto.

Sintesis, caracterizacion y valoracion de entidades quimicas no catalogadas
como antimicrobianos, como alternativa a la antibioterapia convencional.

Esta demostrado que el mecanismo de resistencia antimicrobiana por parte de
las bacterias es adaptativo y es resultado del enfrentamiento o exposicion
repetida de los microorganismos a los antimicrobianos. La valoracién y uso de
entidades quimicas no convencionales y no catalogadas como antimicrobianos
al uso permitira evadir estos mecanismos de resistencia y obtener una
respuesta eficaz.

Realizar los estudios de sensibilidad bacteriana frente a los distintos
compuestos elegidos.

La realizacion de estudios de sensibilidad mediante protocolos estandarizados
de caracter cualitativo, semicuantitativo y cuantitativo nos permitira obtener
resultados fiables de las propiedades antimicrobianas de los compuestos y su
comparacion con otras entidades ya establecidas, para valorar su eficacia y
aplicabilidad. Asimismo, serd necesaria la evaluaciéon de la toxicidad
bacteriana de ciertos disolventes orgdnicos necesarios en los procesos de
estudio de estos compuestos.

1.4. Determinacion del mecanismo de accion antimicrobiano.

El conocimiento del mecanismo de accién de los compuestos nos permitird un
conocimiento mas certero y profundo de los mismos, que a su vez permitird
impedir, mediante un correcto uso, la aparicién de mecanismos de resistencia
por parte de los microorganismos. Asimismo, permitira establecer sus
caracteristicas de aplicacion idéneas, como son la via de administracion o la
naturaleza de los microorganismos a los que va destinado.
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1.5. Estudio de la accion frente a la formacion del biofilm bacteriano.

El biofilm es un factor de virulencia clave en patdgenos que favorece la
resistencia a los antibioticos y la cronificacion de las infecciones. Por tanto, el
efecto de los compuestos frente a este factor de virulencia es clave para evitar
la aparicion y desarrollo de multirresistencias. Cuanto mas efectivo sea el
compuesto frente al biofilm, mas indefensos quedaran los microorganismos
frente a la accion del mismo.
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“El avance y perfeccionamiento de las Matematicas estd estrechamente relacionado con
la prosperidad de la nacién”

Napoleon Bonaparte
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CAPITULO PRIMERO:

APLICACION DE UN MODELO MATEMATICO PREDICTIVO PARA LA
TERAPIA DE INFECCIONES POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA
MULTIRRESISTENTES

“Few would take issue with the idea that 2020 was a challenging year. The work you
chose to publish with us is, more than ever, the result of passion, dedication and hard
work, in often very difficult circumstances.”

Philippe Terheggen. Managing Director Elsevier Journals.
Recibido el 26 de enero de 2021
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1. Introducciéon y antecedentes

Las infecciones multirresistentes, definidas por estar causadas por un microorganismo
que es resistente a 3 o mas familias de antibidticos, son un problema en auge y que
supone una gran amenaza para la salud publica, siendo la causa de mas de 700.000
muertes anuales en todo el mundo (Rubin et al., 2008, Aloush et al. 2006., Van Duin y
Paterson 2016). El ultimo informe de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
constata que, si no se toman medidas ante este tipo de infecciones, se estima que para
el ano 2050 provocaran mas muertes que el cancer, pudiendo llegar a ser mas de 10
millones de fallecimientos anuales y causar un dafio en la economia de dimensiones
catastroficas.

Por su naturaleza, este tipo de infecciones son un desafio terapéutico tanto en medicina
humana como en veterinaria, dado que estas bacterias han desarrollado mecanismos
muy complejos para resistir a la accion de los distintos antimicrobianos desarrollados
hasta la actualidad y ademads, pueden transmitirlos tanto verticalmente (a sus
descendientes) como horizontalmente (a otras bacterias), lo que supone un factor extra
de expansion de esta capacidad de resistencia (Rubin et al., 2008, Aloush et al., 2006).
En particular, Pseudomonas aeruginosa es uno de los patdgenos mas virulentos y que
ademas posee una notoria capacidad de desarrollar y adquirir facilmente este tipo de
resistencias a los antimicrobianos. Se trata de un bacilo Gram negativo (Figura 1) que
es muy ubicuo en el medio y que es capaz de resistir condiciones ambientales
extremas, persistiendo en agua y suelo durante largos periodos de tiempo (Paz-Zarza
et al.,, 2019, Hyun et al., 2018).

N

Figura 1. Ctologia de exudado purulento en el que se pueden observar numerosos bacilos
(Pseudomonas aeruginosa).

Por tanto, su gran capacidad de resistencia en el medio y su ubicuidad, asi como la
notoria capacidad de desarrollar y adquirir las resistencias a los farmacos
antimicrobianos hacen que se trate de un patogeno potencialmente muy peligroso. De
hecho, lidera la lista de patogenos responsables de infecciones nosocomiales y supone
un 10 % del total de las infecciones contraidas en centros hospitalarios. En numerosas
ocasiones estas infecciones son de cardcter grave y ponen en peligro la vida del
paciente, debido a la baja sensibilidad de esta bacteria a la mayoria de antibidticos
disponibles (Rubin et al., 2008, Van Duin y Paterson 2016, Paz-Zarza et al., 2019). De
hecho, numerosos estudios constatan una mortalidad en torno al 40% en neumonias,
asociadas o no a respiradores, y bacteriemias adquiridas en hospitales (Puzniak et al.,
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2019). Asimismo, segun datos de las Sociedades Espafiolas de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC), de Farmacia Hospitalaria (SEFH), y de
Medicina Preventiva, Salud Publica e Higiene, en Espana fallecen ocho veces mas
personas por infecciones multirresistentes que en accidentes de trafico.

En este sentido, Pseudomonas aeruginosa se aisla aproximadamente en un 20% de las
otitis bacterianas caninas, que a su vez suponen entre un 50 y 60% de todas las otitis en
el perro. Se trata de un patdgeno oportunista que coloniza el conducto auditivo cuando
éste experimenta un cambio significativo en sus condiciones de humedad,
temperatura, pH y microbioma. Por tanto, su aislamiento es casi en su totalidad en
casos de otitis cronicas que ademads han recibido numerosos tratamientos antibioticos
previos. La patologia primaria que mas frecuentemente da lugar a este escenario es la
Dermatitis Atopica Canina (DAC). Se trata de una enfermedad alérgica de caracter
cronico que provoca una inflamacion cutanea, incluyendo los conductos auditivos, que
si no se controla, da lugar a otitis recurrentes. Numerosas razas como West Highland
white terrier, bulldogs, american staffordshire terrier, pitbull terrier, o labrador
retriever entre otras, presentan una alta prevalencia de esta condicidn alérgica, aunque
también se puede presentar en mestizos. Como hemos mencionado con anterioridad,
P. aeruginosa posee una gran capacidad para desarrollar resistencias a multiples
antibioticos y de familias distintas. La resistencia a diferentes antibidticos de cada
especie bacteriana depende de varios factores, entre los que destacan la exposicion a
tratamientos antimicrobianos previos y la zona geografica (Cole et al., 2005; Nuttall y
Cole 2001; Huerta et al., 2011, Hnilica y Patterson 2017). Por todos estos motivos, es
importante la realizacion de estudios de sensibilidad o antibiogramas siempre que se
sospeche de una infeccién por un microorganismo de estas caracteristicas, aunque en
ocasiones no sera posible bien por motivos econémicos o porque la gravedad del
cuadro haga que sea necesario un inicio inminente del tratamiento. Es importante
destacar que es un patdgeno que afecta a personas y a animales indistintamente y que
ademas, se puede transmitir entre estas especies, lo que hace que los datos obtenidos, a
pesar de ser de infecciones en perros, sean significativos. De hecho, numerosos
estudios han demostrado su capacidad zoonotica, es decir, su transmision de mascotas
a propietarios. El contacto cercano entre propietarios y sus animales constata un riesgo
de transmisidn significativo (Hyun et al., 2005, Pomba et al., 2016, Pye et al., 2013).
Asimismo, es importante destacar que existen restricciones de acceso y prescripcion de
antibioticos en Medicina Veterinaria por motivos de salud publica, lo que en muchas
ocasiones, debido a la presencia de las resistencias, dificulta mucho la instauracién de
una terapia adecuada. La Agencia Europea del Medicamento, en colaboracion con la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), Organizacién de las Naciones Unidas para
la Alimentacion y la Agricultura (FAO) y la Organizacion Mundial de Sanidad Animal
(OIE) crearon el primer grupo de expertos para la categorizacion de los antibidticos
basandose en el posible riesgo para la salud publica (AMEG, antimicrobial expert
group). Por tanto, los diferentes grupos de antibidticos se clasificaron en distintos
niveles de seguridad (European Medicines Agency (EMA), 2019):

e Categoria A, “AVOID” (evitar): farmacos cuyo uso esta prohibido su uso en

animales destinados a la alimentacion y solo se pueden administrar en animales
de compafiia en ocasiones excepcionales, siempre valorando el riesgo para la
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salud publica. En esta categoria se incluyen los carbapenemes, glicilciclinas,
monobactamas y amidinopenicilinas entre otros.

e Categoria B, “RESTRICT”(restringido): se incluyen las cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion, quinolonas y polimixinas como la colistina. Estos
antibioticos se deben usar tinicamente cuando no sea posible el uso de otros
pertenecientes a las categorias C o D y siempre basados en estudios de
sensibilidad del patdgeno a tratar.

e Categoria C, “"CAUTION” (precaucion): aminoglucdsidos, aminopenicilinas en
combinacién con inhibidores de las betalactamasas, anfenicoles, cefalosporinas
de primera y segunda generacion, macrolidos, lincosaminas. Estos farmacos
deberan usarse solo en caso de no poder utilizar un principio activo
perteneciente a la categoria D.

e Categoria D, “PRUDENCE” (prudencia): aminopenicilinas sin inhibidores de las
betalactamasas, bacitracina, nitroimidazoles y derivados de los nitrofuranos de
uso veterinario, penicilinas. Estos farmacos no carecen de riesgo de generacion
de resistencias. Su uso debe ser con responsabilidad y estar justificado.

Por otro lado, varios estudios realizados en diferentes paises muestran que en el caso
de Pseudomonas spp., los perfiles de resistencia a antibioticos difieren en funcion de la
zona geografica (Huerta et al,, 2011). Este hecho resalta la necesidad de realizar
estudios de sensibilidad especificos (antibiogramas) en todos los casos de sospecha de
infeccion donde citolégicamente observemos la presencia de bacilos que puedan ser
compatibles con Pseudomonas spp.

Situaciones como las causadas por este patogeno dejan gran constancia de la necesidad
de la instauracién de varias medidas como son un correcto uso de los antimicrobianos
disponibles, ya que su uso indiscriminado e incorrecto es la causa del desarrollo de las
resistencias, asi como la implementacion de herramientas que permitan predecir y
prever el comportamiento epidemioldgico de estos patdgenos y que por ende,
permitan establecer medidas eficaces para su prevencion, diagnostico y tratamiento.
Afortunadamente, actualmente estan a disposicion numerosas herramientas
tecnoldgicas de andlisis de datos que permiten implementar dichas medidas, teniendo
una repercusion positiva a muchos niveles, desde la salud hasta la economia. Una de
estas herramientas es la modelizacién matematica. Se basa principalmente en el uso de
programas informaticos en los que se implementa computacionalmente un modelo
matematico permitiendo simular el comportamiento de una epidemia (Fresnadillo et
al., 2013). Es importante resaltar que, el modelo matematico es la pieza clave sobre la
que se basa la herramienta informatica de simulacién, y para ello, la previa
comprension de la dindmica y evoluciéon de la propia enfermedad infecciosa es
imprescindible. Por tanto, el objetivo principal de la su utilizacion es el de traducir los
problemas a un lenguaje matemadtico para poder ser analizado posteriormente para
entender los mecanismos que lo rigen. Es obvio que se trata de una herramienta de
investigacidon muy importante y complementaria a métodos de experimentacion y
teoricos. Por tanto, los modelos matematicos se consideran representaciones
simplificadas de naturaleza matematica de un fenémeno concreto y se caracterizan por
hacer suposiciones en base a una serie de variables, parametros y relaciones
funcionales entre ellos, plasmando finalmente unas hipdtesis sobre lo estudiado, que
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podremos comparar con datos empiricos obtenidos a partir de la observacion del
fendmeno real. Si se observa que las predicciones realizadas por el modelo se ajustan a
lo que esta aconteciendo en la realidad, se podra afirmar que el modelo es adecuado. Si
por lo contrario no se ajusta, el proceso de modelizacion se debera iniciar de nuevo
revalorando las variables a tener en cuenta. La gran mayoria de los modelos
matematicos se basan en el uso de ecuaciones diferenciales ordinarias, lo que los hace
ser de cardcter continuo y determinista. Los modelos continuos se caracterizan por que
las variables pueden tomar un numero infinito de valores dentro de un rango
determinado. Asimismo, los modelos deterministas son aquellos cuyos parametros y
variables no son de naturaleza aleatoria (Fresnadillo et al 2013). Dentro de estos
modelos, los modelos SIR y SIRI juegan un papel crucial. Asi, Kermack y McKendrick
(Kernack y McKendrick 1927, 1932, 1933) propusieron, a finales del primer cuarto del
siglo XX, un modelo compartimentado basado en asunciones de las tasas de flujo entre
diferentes grupos de individuos de una misma poblacion. Basicamente, la poblacién se
divide en tres grupos: susceptibles (S), que son los individuos que no estan infectados
aun pero que pueden infectarse, infectados (I) y recuperados (R), los cuales no pueden
reinfectarse. Desde que Kermack y McKendrick propusieron el modero SIR,
numerosos autores han trabajado para implementar mejoras en el mismo, con el objeto
de que pudiera ser aplicable a situaciones mas complejas (Caraballo y Han 2016,
Caraballo y Colucci 2017). De entre esas modificaciones destacamos el modelo SIR con
reinfeccion, denominado SIRI, el cual contempla que los individuos recuperados
puedan ser susceptibles de volver a infectarse.

El modelo SIRI se describe matematicamente con la siguiente serie de ecuaciones
diferenciales:

ds
—- =AS+1+R) =~ pSI—pS

dl
%=,BSI—(0(+K+M)I+)/R

PR (u+7)R

Doénde :
e 5=5(t) indica el numero de individuos susceptibles en un tiempo determinado.

e [=(t) indica el nimero de individuos infectados en un tiempo determinado.

e R=R(#) indican el numero de individuos recuperados en un tiempo
determinado.

e A corresponde a la tasa de natalidad
e pcorresponde a la tasa de mortalidad.

e [ es el coeficiente de transmision de la enfermedad.
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e « corresponde a la tasa de mortalidad de la infeccion.
e xindica la tasa de recuperacion de los infectados.
e Y corresponde a la tasa de reinfeccion.

Todas las constantes son positivas. El flujo entre poblaciones se indica en el siguiente
esquema (Figura 2):

i1 1

(atp)l HR

Figura 2: Esquema del flujo entre las poblaciones de individuos susceptibles (S), Infectados (I),
recuperados (R) y reinfectados (I)
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La presentacion del modelo matematico por parte de Kermack y McKendrick supuso el
inicio de la ciencia conocida como Epidemiologia Matematica moderna. A partir de
entonces, se han empleado numerosos modelos matematicos en una amplia variedad
de enfermedades infecciosas de gran importancia, como la tuberculosis (Wu et al,,
2010, Waaler et al., 1962), meningitis meningococica (Coen et al., 2000), gripe A(H1IN1)
(Balcan et al., 2009, Coburn et al., 2009), enfermedad de Chagas (Inaba y Sekine 2004),
SARS (Choi et al., 2004, Kwok el al.,, 2007), viruela (Phkusa et al., 2005), SIDA
(Wassertein-Robbins, 2010, Mesa-Mazo et al., 2010), célera (Andrews y Basu, 2011), o
malaria (Chitnis et al., 2010).

De manera muy reciente, debido a la crisis sanitaria causada por la pandemia causada
por el Coronavirus (SARS-Cov-2), este tipo de modelos estan siendo una herramienta
clave para su gestion en numerosos paises de todo el mundo y para la toma de
decisiones de acciones futuras, basandose en la dindmica del contagio, con y sin
medidas de intervencion, y sobre el comportamiento del virus permitiendo realizar
predicciones acerca de aspectos tan variados como son la distribuciéon del tiempo de
incubacion y contagio, duracién de la fase activa de la enfermedad, tasa de letalidad
por edad, distribucién de la gravedad y por tanto de la necesidad de recursos
sanitarios como camas de UCI y en planta de hospitalizacion (Wu et al., 2019, Cortés et
al., 2020). En Espafia se han realizado y publicado numerosos estudios epidemiologicos
en los que se utiliza la modelizaciéon matemadtica como herramienta esencial. Un
ejemplo es el del equipo de Data Scientists de Matica Partners, con el conocimiento
aportado por el Instituto Universitario de Investigaciones Biomédicas y Sanitarias de la
Universidad de las Palmas de Gran Canarias, que ha desarrollado un simulador de la
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propagacion del virus COVID-19. Para ello se ha basado en el modelo SEIR. El cédigo
base es una transcripcion del codigo proporcionado por Gabriel Goh, publicado
en https://gabgoh.github.io/COVID/ como una “calculadora epidemioldgica” online
que permite una actualizacion a tiempo real de los datos. El modelo de Gabriel
evoluciona el modelo SEIR incluyendo 3 estados de recuperacion del virus
(sintomatologia leve, severa y severa en hospital). Este modelo, a diferencia del SIRI,
no tiene en cuenta los individuos re-infectados. Otro ejemplo es el del estudio realizado
por el Grupo de investigacion MUNQU (Modelling Uncertainty Quantification) del
Instituto Universitario de Matematica Multidisciplinar, de la Universidad Politécnica
de Valencia, que implementa un modelo Markovian-SIR (Cortés et al., 2020). De la
misma manea, a nivel internacional también se han realizado numerosos estudios. La
ciudad de Wuhan en China, considerada el origen de la pandemia, ha sido objeto de
estudio desde un primer momento. Ya en el mes de enero de 2020 Wu et al., publicaron
un trabajo en el que propusieron un modelo SEIR (susceptibles, expuestos, infectados y
recuperados), que no tiene en cuenta los re-infectados, para simular la dinamica de la
infeccion en la ciudad de Wuhan desde el mes de diciembre de 2019. Asimismo,
transformaron este modelo SEIR en un modelo “SEIR-meta-population” para simular
el avance y extension del virus entre otras ciudades de China (Figura 3). Estos estudios
se estan realizando en un gran ntimero de ciudades de todo el mundo. Dado que se

trata de un problema muy reciente y que no existen antecedentes, actualmente existen
numerosos estudios en curso que se basan en la informacion obtenida en estos meses
de pandemia y presentan continuas actualizaciones es estos modelos para que se
adecuen de manera mas precisa y fiable. Toda esta situacion evidencia, mas si cabe,
que la utilizacion de la modelizacion matematica como una parte fundamental y
complementaria a la investigacion de enfermedades infectocontagiosas aporta grandes
avances.
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Figura 3: Predicciones epidémicas de la dindmica de infeccién por coronavirus en diferentes
ciudades chinas contemplando diferentes escenarios de reduccién en la transmisibilidad y en la
movilidad entre ciudades (Wu et al. 2020).

34



2. Objetivos.
Los objetivos se detallan a continuacion:

1. Evidenciar y estudiar en profundidad de las tasas de resistencia a los farmacos
antibioticos generados por el patdogeno Pseudomonas aeruginosa en relacion a las
diferentes familias, subfamilias y generaciones de antibioticos, asi como su
relacion con el mecanismo de accion y el impacto en la aplicabilidad
terapéutica.

2. Implementar, basandose en los datos de resistencias previos, un modelo
matematico SIRI que realiza simulaciones numéricas dindmicas, es decir que
contemplan un tiempo determinado, para concretar un panel de antibioticos
aplicables de manera empirica en infecciones por Pseudomonas aeruginosa
multirresistentes.

Aunque el protocolo a seguir ante la sospecha de una infeccion multirresistente es el de
realizar un cultivo y un antibiograma, que permitird conocer a qué antibidticos es
sensible o resistente el patdgeno para poder instaurar un tratamiento basado en la
evidencia (Van Duin y Paterson, 2016), existen ocasiones en que su realizaciéon no es
posible, bien por motivos econdmicos, de disponibilidad de recursos o porque la
gravedad del paciente no permita la espera a los resultados, ya que es una prueba que
suele demorarse varios dias. Por tanto, la finalidad de la implementacion de esta
herramienta matematica es el de, basiandose en datos epidemiologicos y de
sensibilidad previos de esta bacteria en concreto, predecir y determinar un panel de
antibidticos que puedan usarse en nuestra zona geografica, con una garantia de éxito
de mas de un 90%, evitando asi el desarrollo de resistencias y permitiendo la curacion
del paciente.
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3. Materiales y métodos.

Para la realizacion de este estudio se recabaron los datos de sensibilidad
antimicrobiana de 40 casos de otitis externa por Pseudomonas aeruginosa multirresistente
en perros atendidos en dos centros clinicos veterinarios de referencia en las provincias
de Sevilla y Cérdoba (Servicio de Dermatologia del Hospital Clinico Veterinario de la
Universidad de Cérdoba (UCO), a cargo de D. Pedro Ginel Pérez y en el Centro
Veterinario Aljarafe Norte) realizados por 6 laboratorios acreditados diferentes:
Laboratorio Veterinario Garfia (Cérdoba), Laboratorios Gasset (Granada), Laboratorios
IDEXX (Barcelona); Univet (Barcelona) y Laboklin (Madrid). En pacientes con
sintomatologia de otitis purulenta compatible con un cuadro causado por Pseudomonas
aeruginosa, se tomaron muestras para una evaluacion in situ de los microorganismos
causantes de la otitis. Si en la citologia se evidenciaba la presencia de bacilos (Figura 1),
se procedia a una toma de muestra utilizando un hisopo estéril y se enviaron a
laboratorios especializados para la realizacion de los cultivos y estudios de
sensibilidad.

Figura 4. Otitis externa purulenta causada por Pseudomonas aeruginosa en un perro.

En todos los laboratorios, dichos anadlisis identificaron el patdgeno Pseudomonas
aeruginosa y se realizaron siguiendo el método estandarizado de Kirby-Bauer, también
conocido como test de sensibilidad por difusion en disco, siguiendo las guias del
Instituto Clinico de Estandares de Laboratorio o CLSI (Clinical Laboratory Standards
Institute)(Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2019). Este método
consiste en, sobre la superficie de una placa de agar Miieller-Hinton, medio especifico
para este tipo de ensayos, compuesto por 2.0 g de extracto de carne, 17.5 g/L de
hidrolizado de caseina, 1.5 g/L de almiddn, 17.0 g /L de agar y con un pH ajustado a 7.3
+ 0.1 a 25°C, se inocula una cantidad estandarizada de bacterias y se realiza una
siembra en césped la cepa a testar. A continuacién, se colocan discos estériles
estandarizados proporcionados por casas comerciales, impregnados con una
concentraciéon de antibidtico determinada, normalmente la concentracion minima
inhibitoria (CMI), sobre la placa y se incuba durante 18-24 horas a 37°C. La seleccién de
antibioticos a testar dependerd del propio microorganismo causante de la infeccion y
del lugar anatémico de la misma. Por tanto, el antibiotico difundird de forma radial
desde el disco hacia el agar, y una vez incubada las placas, se mediran los halos de
inhibicion de crecimiento formados alrededor de los discos (Figura 5). En funcion de
dichos halos, se determina si el microorganismo testado es sensible (S), intermedio (I) o
resistente (R) a los distintos antimicrobianos testados mediante la consulta de las tablas
de susceptibilidad publicadas anualmente por el CLSI (CLSI 2019, 2020).

Al tratarse de un estudio multicéntrico, el nimero total de principios activos que
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incluyen los estudios de sensibilidad varian segiin el laboratorio. Laboratorios Gasset
incluye 23 antibidticos, Garfia 22, IDEXX 20, Univet 16, Laboklin 14 y el Departamento
de Microbiologia de la Facultad de Veterinaria de Cdrdoba incluye 16. Los grupos
antibioticos incluidos en todos los laboratorios son: cefalosporinas inhibidores de
betalactamasas quinolonas (enrofloxacina), aminoglucosidos y sulfamidas potenciadas
con trimetroprim. Las tetraciclinas (doxiciclina) y penicilinas (piperaciclina) se incluyen
en 4 de los 5 laboratorios. La polimixina B es incluida en dos , al igual que los
macrolidos, los anfenicoles y los monobactamas. Finalmente los carbapenems
(imipenem) se incluyen en tres de ellos. A pesar de la falta de consenso con respecto al
panel por parte de los laboratorios, el nimero de antibidticos incluidos en cada
antibiograma es superior al de publicaciones previas, que oscila entre 8 (Guedeja-
Marron et al., 1997) a 14 (Cole et al., 1998). En el presente trabajo se han dispuesto de
mas de 10 antibiogramas para 30 antibioticos diferentes, lo que supone un numero de
muestras muy significativo para su estudio.

Figura 5. Ejemplo de test de sensibilidad por difusién en disco de un cultivo de Pseudomonas
aeruginosa.

Una vez recabados los datos de sensibilidad, se organizan en funcién del porcentaje de
resistencias para que éstos pueden ser analizados e interpretados por el modelo SIRI:

e Grupo 1: Antibiéticos con una tasa de resistencia del 100%.
e Grupo 2: Antibiéticos con una tasa de resistencia cercana al 100%.
e Grupo 3: Antibioticos con una tasa de resistencia de entre el 50 y 30%.
e Grupo 4: Antibioticos con una tasa de resistencia de entre el 30 y 20%.
e Grupo 5: Antibidticos con una tasa de resistencia de entre el 20 y 10%.
e Grupo 6: Antibioticos con una tasa de resistencia de entre el 10 y 1%.
e Grupo 7: Antibiéticos con una tasa de resistencia del 0%.
Para el andlisis, este modelo utiliza un software de simulaciones numéricas llamado

Matlab, abreviatura de MATrix LABoratory o laboratorio de matrices. Se trata de una
herramienta muy utilizada en investigacion y que permite la manipulacion
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de matrices, la representacion de datos y funciones, la implementacion de algoritmos,
la creacion de interfaces de usuario (GUI) y la comunicacion con programas en
otros lenguajes y con otros dispositivos hardware (MATLAB & Simulink R2016b
(Professional & Student Versions)). En este modelo, como hemos mencionado con
anterioridad, divide a la poblacion en 4 grupos: Susceptibles (S), Infectados (I),
Recuperados (R), e infectados de nuevo (I) y contempla las siguientes variables:

e A:numero de individuos susceptibles. En este caso, A = 152, ya que partimos de
40 individuos infectados. La poblacion total es de 192 individuos. Este
parametro se ha determinado teniendo en cuenta que el nimero de animales
infectados por este patdgeno es de 40 y que la prevalencia general otitis externa
es del 10-20 %, de las que un 50-60 % son de origen bacteriano. A su vez un 20
% de las mismas son causadas por Pseudomonas aeruginosa (Nuttal, 2016).

e p:tasa de natalidad, considerada 0.

e :tasa de mortalidad, considerada 0.

En nuestro caso, tanto g como a se consideran 0 ya que durante la duracion del
estudio, ningtin individuo nacié o fallecio.

e (3 : coeficiente de transmision de la enfermedad, considerado entre 0,1 y 1. Este
dato no se conoce con exactitud y ademas dependera del antibidtico al que se

haga referencia.

e x: tasa de infectados que pasan a recuperados, que varia en funcién del
antibiotico.

e Y: tasa de recuperados que pasan a infectados o tasa de reinfeccion, también
determinada en funcién del antibiotico.

e t=tiempo del estudio, que es de 14 semanas.

Por tanto, la serie de ecuaciones diferenciales utilizadas por el modelo se podrian
explicar de la siguiente manera (Figura 6):
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Figura 6: Ecuaciones diferenciales del modelo SIRI utilizado.

Para la implementacion, comprension y analisis posterior de los datos del modelo, se
consideraron esenciales tres representaciones:

1. Figuras, que representan las simulaciones numéricas del modelo SIRI realizadas con
un codigo desarrollado con el software Matlab, que permitieron determinar la
dindmica de las poblaciones en el tiempo estimado y su comportamiento asintotico.En
matematicas puras y aplicadas, en particular en el andlisis de algoritmos, el analisis
asintotico es un método de descripcion del comportamiento en el limite.

2. Tablas, en las que se plasmaron el numero limite de los distintos grupos de
individuos en funcién del uso de diferentes valores del coeficiente de transmision de la
enfermedad, asi como en qué tiempo se alcanza dicho valor. Para ello se utilizd un
cddigo programado en Matlab. Estas tablas son muy dutiles para convertir los datos de
las simulaciones dindmicas en informacion numérica.
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3. Diagramas de barras, donde se plasmaron el niimero final correspondiente a cada
grupo de individuos de la poblacion en funcion de diferentes valores del coeficiente de
transmision de la infeccion.
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4. Resultados.

4.1 Datos de sensibilidad de Pseudomonas aeruginosa a los diferentes
antimicrobianos.

En la siguiente tabla (Tabla 1) mostramos los datos obtenidos de los cultivos y
antibiogramas realizados en el laboratorio.

FAMILIA SUBFAMILIA PRINCIPIO ACTIVO TOTAL ENSAYOS | % ENSAYOS |TOTAL RESISTENCIAS| % RESISTENCIA
Cefalosporinas Cefalotina 17 42,50% 17 100%
Ceftazidima 24 60% 4 16,67%
Cefotaxima 19 47,50% 9 47,37%
Cefepime 19 47,50% 4 21,05%
Cefoxitina 19 47,50% 19 100%
Cefuroxima 18 45% 18 100%
Cefazolina 18 45% 18 100%
Ceftazidima/CA 17 42,50% 14 82,35%
Cefovecina 21 52,50% 20 95,24%
Cefalexina 20 50% 20 100,00%
Cefotaxima/CA 14 35% 14 100,00%
Ceftiofur 14 35% 14 100,00%
Cefpodoxima 11 27,50% 11 100,00%
Cefoperazona 2 5% 0 0,00%
Cefquinoma 1 2,50% 0 0,00%
Inhibidor beta-lactamasas |Amx-Clavulanico 40 100% 39 97,50%
Ampicilina 30 75% 30 100,00%
Piperacilina-tazobactam 17 42,50% 1 5,88%
Carbapenem Imipenem 28 70% 2 7,14%
Ertapenem 13 32,50% 7 53,85%
Meropenem 4 10% 0 0,00%
Monobactamas Aztreonam 29 72,50% 6 20,69%
Piperacilina 9 22,50% 0 0,00%
Ticarcilina 3 7,50% 0 0,00%
Penicilina G 1 2,50% 0 0,00%
33 82,50% 5 15,15%
38 95% 9 23,68%
32 80% 2 6,25%
12 30% 6 50,00%
1 2,50% 0 0,00%
1 2,50% 0 0,00%
Estreptomicina 1 2,50% 0 0,00%
Quinolonas Ciprofloxacina 35 87,50% 10 28,57%
Enrofloxacina 38 95% 13 34,21%
Marbofloxacina 21 52,50% 5 23,81%
Nalidixico ¢ 15 37,50% 14 93,33%
Pradofloxacina 7 17,50% 2 28,57%
Levofloxacino 2 5% 0 0,00%
Acido oxolinico 1 2,50% 0 0,00%
Maxifloxacino 1 2,50% 0 0,00%
Lomefloxacina 1 2,50% 0 0,00%
Doxiciclina 14 35% 13 92,86%
Tetraciclina 6 15% 5 83,33%
Tigeciclina 2 5% 0 0,00%
Afenicol Cloranfenicol 12 30% 12 100,00%
Florfenicol 3 7,50% 3 100,00%
| Misceldnea 19 47,50% 3 15,79%
1 2,50% 0 0,00%
1 2,50% 1 100,00%
1 2,50% 1 100,00%
3 7,50% 1 33,33%
Sulfamidas + Trimetoprim 38 95% 38 100,00%

Tabla 1. Relacion de los antibidticos testados y sus correspondientes datos de resistencias.

Los antibidticos estan organizados por familias, y como en el caso de los
betalactdmicos, también en subfamilias. Una familia de farmacos engloba una base de
mecanismo de acciéon comun. En el caso de las cefalosporinas y quinolonas, a su vez se
diferencian en generaciones, en funcion de su espectro de microorganismos frente a los
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cuales poseen actividad, el cual se va ampliando conforme se avanza de generacion.
Por ejemplo, las cefalosporinas de cuarta generacion han incrementado su actividad
frente a bacterias Gram negativas en comparacion con las de primera y de segunda
generacion, y una mayor cobertura frente a bacterias Gram positivas que los agentes
de tercera generacidn, asi como actividad frente a Pseudomonas spp. y a algunas
enterobacterias, incluyendo las que producen bectalactamasas (Martin-Aragon, 2011).

En los resultados obtenidos de los 51 farmacos antibioticos testados pudimos observar
lo representado en la siguiente figura (Figura 7):

Tasa de
resistencia 1-10%
(6%)
Tasa de
resistencia 10-
20% (6%) Tasa de

resistencia 30-

50%( 8%)

Figura 7. Diagrama de sectores que indica el porcentaje de antibi6ticos en funcion de su tasa de
resistencia.

Los resultados muestran lo siguiente:

e Casi un tercio (27%) de los farmacos testados poseen una tasa de resistencia del
100%, por lo que son completamente inefectivos ante la infeccion por
Pseudomonas aeruginosa. Asimismo, un 12 % de los antibidticos poseen una tasa
de resistencia de casi el 100 %, lo que también dard como resultado una
inefectividad del tratamiento. Por tanto, un 39 % de los 51 antibiéticos testados
(20 farmacos en total) son completamente ineficaces en el tratamiento de la
infeccion.

e Por otro lado, existe un 8% de antibiéticos (4 de los 51) que poseen una tasa de
resistencia del 30 al 50 %, por lo que, en el caso de que se usen, existe una
probabilidad del 50-70% de que funcionen.

e Asimismo, un 12% (algo mas de 6 farmacos de los 51) presentan una resistencia
de entre el 20 y el 30%, lo que supondria una efectividad de entre el 70 y 80%.
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e En cuanto a los farmacos que presentaron tasas de resistencias bajas, de entre el
10 y 20% y entre el 1 y 10%, ambos fueron del 6% (lo que equivaldria a 3
farmacos de los 51, por grupo).

¢ Finalmente, un 29 % de los farmacos testados, que son algo menos de 15 de los
51, presentaron una sensibilidad del 100%, es decir, una efectividad total frente
a la infeccion.

A continuacién, mostramos los datos en relacion a cada familia de antibidticos:

1. Los antibidticos betalactamicos (Figura 8) actiian inhibiendo las fases
finales de la sintesis de peptidoglicano, que es un polimero esencial para la
formacién de la pared bacteriana. Esta alteracion de la pared desencadena
una produccion de enzimas autoliticas bacterianas que provocan su muerte.
Por tanto, estos farmacos actiian cuando existe reproduccién bacteriana, por
lo que no afectard a microorganismos latentes o que carezcan de pared
como los micoplasmas (Guia de Prescripcion terapéutica. Agencia Espafiola
de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS). Vademecum
Internacional). Esta familia a su vez se divide en varias subfamilias:
cefalosporinas, inhibidores de las betalactamasas, carbapenemes,
monobactamas y penicilinas.

Familia Subfamila

Cefalosporinas

Inhibidores de
las
betalactamasas

Betalactidmicos
Monobactamas
Penicilinas

Figura 8: Familia de antibidticos betalactamicos y sus subfamilias.
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1.1.

1.2

En el caso de las cefalosporinas, antibidticos semisintéticos de amplio espectro
derivados del antibidtico natural cefalosporina C, es una familia muy utilizada
en el tratamiento de numerosas infecciones y que tienen un papel esencial en
las estrategias terapéuticas de las enfermedades infecciosas bacterianas
(Martin-Aragon 2011, Guia de Prescripcion terapéutica (AEMPS), Vademecum
Internacional), se pudo observar que de las 15 cefalosporinas testadas (Tabla
2), 8 mostraron una resistencia del 100%, siendo completamente ineficaces
frente a Pseudomonas aeruginosa. De estas 8, 3 son de primera generacion, 2 de
segunda generacion y 3 de tercera generacion. Asimismo, 2 farmacos
mostraron una tasa de resistencia cercana al 100%, siendo ambas de tercera
generacion. De los 5 farmacos restantes, 1, de tercera generacion, mostré una
tasa de resistencia de casi el 50%, 2 de ellas, de tercera y cuarta generacion, de
en torno al 20% y 2 de ellas, también de tercera y cuarta generacion, mostraron
una sensibilidad del 100%.

Tabla 2. Porcentaje de resistencia de las Cefalosporinas.

Resistencia 100% 8/15
Resistencia 95,24% 1/15
Resistencia 82,35% 1/15
Resistencia 47,37% 1/15
Resistencia 21,05% 1/15
Resistencia 16,67% 1/15
Resistencia 0% 2/15

Los inhibidores de las betalactamasas (Figura 9) se unen de manera
irreversible a estas enzimas bacterianas, impidiendo su accién (Martin-Aragén
2011, Guia de Prescripcion terapéutica (AEMPS), Vademecum Internacional).
En relacion a esta subfamilia se pudo observar que la ampicilina presenté una
tasa de resistencia del 100% y la amoxicilina-clavuldnico muy cercana al 100%
(97,5%). Ambos son antimicrobianos de amplio espectro utilizados muy
frecuentemente en la clinica diaria. Por otro lado, piperacilina-tazobactam,
farmaco de uso hospitalario, presentd una tasa de resistencia mucho menor,
del 5,88%.

Amoxicilina-
Clavulanico
(97,5%)

Inhibidores de
las
betalactamasas

Ampicilina
(100%)

Piperacilina-
tazobactam
(5,88%)

Figura 9: Subfamilia de antibiéticos inhibidores de las betalactamasas.
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1.3.

1.4.

1.5.

En el caso de los carbapenemes (Figura 10), que se administran tinicamente
por via intravenosa, poseen el mayor espectro de accion que se conoce
incluyendo Gram positivos y Gram negativos asi como gérmenes anaerobios.
Es importante destacar que son potentes inductores de betalactamasas por lo
que, aunque a los carbapenemes no les afecte, pueden inducir resistencias a
otros betalactamicos (Martin-Aragén 2011, Guia de Prescripcion terapéutica
(AEMPS), Vademecum Internacional, Azanza Perea et al.,, 2000). Nuestros
datos mostraron que el ertapenem mostr6 una tasa de resistencia de casi el
54%, mientas que el imipenen fue del 7,14% y el meropenem mostrd una tasa

del 0%.
Ertapenem
(53,85%)
Imipenem
Meropenem
(0%)

Figura 10: Subfamilia de antibiéticos carbapenemes.

En cuanto a los monobactamas (Figura 11), que también se administran
unicamente por via parenteral, su espectro es especifico de microorganismos
Gram negativos aerdbicos, como es el caso de Pseudomonas aeruginosa (Gilbert
et al.,, 2006, Martin-Aragén 2011, Guia de Prescripcion terapéutica (AEMPS),
Vademecum Internacional). Los resultados revelaron que el aztreonam mostrd
una tasa de resistencia de casi el 21 %.

Aztreonam

Figura 11: Subfamilia de antibi6ticos monobactamas.

Finalmente, la subfamila de las penicilinas (Figura 12), comprende
importantes fdirmacos de amplio espectro frente a gérmenes Gram positivos y
negativos (Gilbert et al., 2006, Martin-Aragén 2011). Los datos mostraron que
tanto la piperacilina, como la ticarcilina y la penicilina G mostraron una tasa de
resistencia del 0%.
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Piperacilina
(0%)
Ticarcilina(0%)
Penicilina G
(0%)

Figura 12: Subfamilia de antibiéticos penicilinas.

2. El mecanismo de accién de los farmacos pertenecientes a la familia de los
aminoglucdsidos (Figura 13) se caracteriza por unirse a los ribosomas bacterianos,
lo que ocasiona la produccion de proteinas bacterianas defectuosas, o bien la
inhibicién total de la sintesis proteica de la bacteria. No se absorben por via oral, el
unico principio activo utilizado por esta via es la neomicina para el tratamiento de
infecciones intestinales. Su espectro de accion es frente a bacilos Gram negativos
aerobios, como es el caso de Pseudomonas spp. (Martin-Aragon 2011, Guia de
Prescripcion terapéutica (AEMPS), Vademecum Internacional). En los resultados
pudimos observar que la neomicina mostré una tasa de resistencia del 50%,
seguida de la gentamicina con un 23,68%, tobramicina con 15,15% y amikacina con
6,25%. Tanto la kanamicina como la sisomicina y estreptomicina mostraron 0% de

resistencias.
Neomicina (50%)
Gentamicina
(23,68%)
Tobramicina
(15,15%)

Aminoglucédsidos

Amikacina
(6,25%)

Kanamicina,
Sisomicina,
Estreptomicina
(0%)

Figura 13: familia de antibioticos aminoglucosidos.

3. Las quinolonas (Figura 14) son una familia de fdrmacos de origen sintético que
actuan inhibiendo selectivamente la ADN-girasa bacteriana, enzima que interviene
en el plegamiento de la doble hélice del ADN, y que es fundamental para su
estructura. Todas son efectivas por via oral y se pueden clasificar por generaciones
(Marin-Carrillo, 2008) al igual que las cefalosporinas. En nuestro estudio pudimos
observar que el nalixidico C mostr6 una tasa de resistencia de casi el 94%, seguido
de enrofloxacino con una tasa del 34,21%, ciprofloxacino y pradofloxacino de en
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torno al 29% y marbofloxacino con casi un 24%. El acido oxonilico, levofloxacino,
lomefloxacino y maxifloxacino mostraron un 0% de resistencias.

\ /

Figura 14: familia de antibi6ticos quinolonas.

|
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4. La familia de las tetraciclinas (Figura 15) actiia de manera similar a las penicilinas
y aminoglucosidos interfiriendo en la sintesis proteica de las bacterias, pero a
diferencia de estas familias, las tetraciclinas son generalmente bacteriostaticas a las
concentraciones alcanzadas en los tejidos. Son activas por via oral aunque la
tigleciclina solo se administra por via intravenosa (Honorato-Pérez et al., 2000,
Gilbert et al., 2006, Martin-Aragon 2011,). Tanto la doxiciclina como la tetraciclina
mostraron unas tasas muy altas de resistencia, de 93 % y 84 % respectivamente. Por
el contrario, la tigeciclina mostrd un 0% de resistencia generada.
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Tetraciclina

(83,33%)

Tigeciclina (0%)

Figura 15: familia de antibidticos tetraciclinas.

Tetraciclinas

5. Los anfenicoles (Figura 16), al igual que en el caso anterior, también interfieren con
la sintesis de proteinas bacterianas y son bacteriostaticos. El cloranfenicol fue el
primer fdrmaco antibidtico de amplio espectro descubierto, siendo efectivo frente a
gérmenes Gram positivos y negativos (Honorato-Pérez et al., 2000, Gilbert et al.,
2006). En nuestro estudio, todos los farmacos de esta familia (cloranfenicol y
florfenicol) mostraron una tasa de resistencia de un 100%.

Cloranfenicol
(100%)

Anfenicoles

Florfenicol
(100%)

Figura 16: familia de antibidticos anfenicoles.

6. La familia de misceldnea (Figura 17), que engloba a varios farmacos con diferentes
mecanismos de accidon como son polimixina B, colistina, acido fuscidico y
fosfomicina. La polimixina B y la colistina no se absorben por via oral, pero
muestran nefrotoxicidad y neurotoxocidad si se usan por via sistémica. Por tanto,
principalmente se han utilizado en infecciones gastrointestinales por su accién
contra bacterias Gram negativas y en preparados topicos (Honorato-Pérez et al.,
2000, Azanza Perea et al., 2000, Gilbert et al., 2006). En nuestro estudio mostraron
un 16 % y un 0% de tasa de resistencia respectivamente. En cuanto al acido
fuscidico, utilizado de forma tdpica y sistémica, y la fosfomicina, usado de forma
oral y parenteral, ambos presentaron una resistencia del 100 %.
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Acido fuscidico
(100%)
Fosfomicina
(100%)
Polimixina B
(15,79%)
Colistina (0%)

Figura 17: familia de antibidticos miscelanea.

Miscelanea

7. Los macrdlidos (Figura 18), de espectro similar pero mas amplio que las
penicilinas, inhiben la sintesis de las proteinas bacterianas por fijacion a la
subunidad 50S de los ribosomas. Pueden ser bacteriostaticos o bactericidas
(Honorato-Pérez et al., 2000, Azanza Perea et al., 2000, Gilbert et al., 2006). Los
datos obtenidos de la eritromicina mostraron que mas de un 33% de las infecciones
por Pseudomonas aeruginosa eran resistentes a este antibidtico.

Eritromicina
(33,33%)

Macrolidos

Figura 18: familia de antibioticos macrélidos.

8. Por ultimo, las sulfamidas (Figura 19) es una familia de antibidticos de amplio
espectro que inhibe la sintesis del acido fdlico en los microorganismos que son
susceptibles. La mayoria se absorben por via oral y también se aplican de manera
topica. En el presente estudio se test6 la combinacién sulfamida-trimetoprim. Este
ultimo es una diaminopirimidina, que también inhibe la sintesis del acido fdlico
pero en otra fase metabdlica que las sulfamidas, por lo que se usa de manera
sinérgica (Martin-Aragon 2011, Guia de Prescripcion terapéutica (AEMPS),
Vademecum Internacional). Los resultados mostraron una tasa de resistencia del
100 %.

Sulfamida-
Trimetoprim (100%)

Sulfamidas

Figura 19: familia de antibidticos sulfamidas.

49



4.2. Implementacion del modelo matematico.

Como se ha mencionado anteriormente, se han realizado simulaciones numéricas
dindmicas con el software Matlab de los diferentes grupos de antibidticos ordenados
en grupos por tasa de resistencia. Para la comprension y analisis de los resultados, cada
simulacion va acompanada de una tabla de datos numéricos y un diagrama de barras.
Es importante resaltar que los resultados de las simulaciones de los antibidticos
correspondientes a un mismo grupo poseen una misma estructura y tendencia, por lo
que se realizard un analisis de una simulacién representativa de cada grupo.
Asimismo, todas las simulaciones muestran datos de dindmica poblacional que son
logicos y apoyan el comportamiento clinico y evolucion de la enfermedad, por lo que el
modelo es adecuado y por tanto, aplicable.

Las simulaciones se realizaron para varios valores de 3 o coeficiente de transmision de
la enfermedad, considerado entre 0,1 y 1, ya que es un dato que depende de
circunstancias clinicas y del antibidtico que se utilice.

421 Farmacos con una tasa de resistencia del 100%. Cefalotina, cefoxitina,
cefuroxima, cefazolina, cefalexina, ceftiofur, cefpodoxima, cefotaxima/CA,
ampicilina, cloranfenicol, florfenicol, acido fuscidico, fosfomicina, sulfamida-
tripetoprim.

En el diagrama de simulacion numérica (Figura 20) podemos observar que,
inicialmente existe una poblacién susceptible de casi 150 individuos, que va
disminuyendo conforme pasa el tiempo. Lo contrario ocurre con los individuos
infectados, que al inicio partimos de 40 y conforme va pasando el tiempo, asciende a la
totalidad de la poblacion. Por tltimo, en la dinamica de los individuos recuperados se
puede observar que se mantiene en 0 durante todo el periodo de tiempo. Todos estos
datos concuerdan con una tasa de resistencia del 100%, todos los individuos
susceptibles van a infectarse y ninguno va a poder recuperarse puesto que el
tratamiento es completamente inefectivo.
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Figura 20: Modelizacion lineal de los farmacos con una tasa de resistencia del 100%.

La Tabla 3 refleja el nimero limite o medicion a tiempo final del experimento, de
individuos de las tres poblaciones en funcion de los distintos valores del coeficiente de
transmision (3. Se observa que cuanto menor es este coeficiente, para un mismo
tiempo, el nimero de individuos infectados es menor, y cuanto mayor es éste nimero
de individuos infectados aumenta. Asimismo, en este caso, el nimero de individuos
recuperados es siempre 0.

Tabla 3: Numero de individuos susceptibles, infectados y recuperados en funcioén de distintos
valores del coeficiente de transmision [3 cuando los farmacos poseen una tasa de resistencia del
100%.

Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos

p=0,1 6,1075 0,9892 5,3200 186,0153 0 0
p=0,2 3,0450 0,9997 2,8175 185,0218 0 0
p=0,3 2,0300 0,9911 1,8200 183,0880 0 0
p=0,4 1,5225 0,9821 1,4525 182,0727 0 0
p=0,5 1,2250 0,9368 1,1025 180,0496 0 0
p=0,6 1,0150 0,9635 0,9800 179,0448 0 0
p=0,7 0,8750 0,9183 0,7875 177,0125 0 0
p=0,8 0,7700 0,8748 0,7350 176,0281 0 0
p=0,9 0,6825 0,8819 0,6125 174,0724 0 0

p=1 0,6125 0,8888 0,5950 173,1766 0 0
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El diagrama de barras (Figura 21) representa el nimero final de cada grupo en funcién
de distintos valores del coeficiente de transmision. Al igual que anteriormente, cuanto
menor es el coeficiente de transmisién, menor es el nimero de individuos infectados
en un mismo tiempo, por ende, cuanto mayor es éste, mas individuos se habran
infectado para ese tiempo. Los individuos recuperados se mantienen a 0, ya que en este
grupo, la tasa de resistencia es del 100 %, por lo que estos farmacos son completamente
inefectivos para el tratamiento de la infeccién por Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 21: Diagrama de barras que representa el nimero final de cada grupo en funcién de
distintos valores del coeficiente de transmisién en los farmacos con una tasa de resistencia del
100%.

4.2.2 Farmacos con una tasa de resistencia cercana al 100%. Cefovecina 95,24%,
amoxicilina-clavulanico 97,50%, nalixidico C 93,33%, doxiciclina 92,86%,
ceftazidima 82,35%, tetraciclina 83,33%.

Este diagrama de simulacion numérica (Figura 22) corresponde concretamente al caso
de la cefovecina, como ejemplo representativo del grupo, con una tasa de resistencia
del 95,4%. Apreciamos que, de una manera similar al caso anterior, los individuos
susceptibles parten de la poblacion susceptible (152 individuos) y que conforme pasa el
tiempo desciende hasta 0, puesto que han pasado a estar infectados. De hecho, la
simulacion de los individuos infectados es inversa a la de susceptibles, ya que partimos
de la poblacion infectada inicial de 40 individuos, y conforme pasa el tiempo asciende
hasta la poblacion total. En funcion del coeficiente de transmision de la enfermedad,
habra mayor o menor niimero de individuos infectados para un mismo tiempo, de ahi
que las lineas de colores se separen, aunque la tendencia final es hacia un mismo
punto. En los recuperados podemos observar que no es 0, pero es muy cercano a éste,
ya que siendo la tasa de casi el 100%, los individuos recuperados seran muy pocos.
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Figura 22: Modelizacion lineal de los fArmacos con una tasa de resistencia cercana al 100%.

Como hemos mencionado con anterioridad, la Tabla 4 muestra el valor limite de cada
poblacion en funcion del coeficiente de transmision. Observamos que, como siempre
ocurre, cuanto menor sea el valor del coeficiente de transmision, menor sera el nimero
de individuos que se infectan en un mismo tiempo. Por otro lado, en este caso, el
numero de individuos recuperados es muy pequefio, pero queda reflejado y se
observa que no varia en funcién del coeficiente de transmision de la enfermedad,
puesto que depende de la tasa de resistencia que muestra el microorganismo ante el
farmaco antimicrobiano. Aunque el nimero final de recuperados no varie, el tiempo
que transcurre en la recuperacion si, ya que depende del coeficiente de transmision.

Tabla 4: Numero de individuos susceptibles, infectados y recuperados en funcion de distintos
valores del coeficiente de transmision 3 cuando los farmacos poseen una tasa de resistencia
cercana al 100%.
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Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos

p=0,1 6,2475 0,9857 5,5475 182,0012 1,9775 3,0085
p=0,2 3,1150 0,9875 2,9400 181,0199 1,0675 3,0005
p=0,3 2,0825 0,9541 1,8725 179,0799 0,7700 3,0049
p=0,4 1,5575 0,9571 1,4875 178,0629 0,6300 3,0395
p=0,5 1,2425 0,9603 1,1200 176,1075 0,5425 3,0513
p=0,6 1,0325 0,9637 0,9800 175,0559 0,4900 3,0900
p=0,7 0,8925 0,8982 0,7875 173,1549 0,4375 3,0372
p=0,8 0,7700 0,9709 0,7175 172,1004 0,4025 3,0154
p=0,9 0,6825 0,9746 0,5950 170,2078 0,3850 3,0559

B=1 0,6125 0,9783 0,5425 169,0158 0,3675 3,0651

En el diagrama de barras (Figura 23), se muestra el niumero final de cada poblacion en
funcién de B. Cuanto menor sea el coeficiente de transmisiéon, menor numero de

individuos se infectan en un mismo periodo de tiempo. Conforme aumenta este

coeficiente, mayor es el numero de individuos infectados para ese tiempo. Asi, el

numero de recuperados es proporcional en todos los casos, y siempre serd el mismo

finalmente, ya que depende de la tasa de resistencia del microorganismo frente al

antibiotico, lo que varia es el tiempo de infeccion y por tanto, de recuperacion.
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Figura 23: Diagrama de barras que representa el nimero final de cada grupo en funciéon de

distintos valores del coeficiente de transmision en los farmacos con una tasa de resistencia

cercana al 100%.

4.2.3 Farmacos con una tasa de resistencia de entre el 50 y 30%. Neomicina 50%,

cefotaxima 47,7%, eritromicina 33,33%, enrofloxacina 34,21%.

En la simulacion (Figura 24), correspondiente a la enrofloxacina con una tasa de
resistencia del 34,21%. Podemos observar que los individuos susceptibles van
disminuyendo progresivamente hasta 0 conforme pasa el tiempo, ya que todos
evolucionaran a infectados o recuperados. Al igual que las simulaciones anteriores,
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cuando menor sea el coeficiente de transmision, para un mismo tiempo menor niimero
de individuos infectados hay (linea azul). En cuanto a los infectados, partimos como en
los demds casos de un ntumero inicial de 40 infectados, que evoluciona hasta un
maximo de unos 70 individuos, ya que la poblacion de individuos recuperados
asciende hasta casi 130 individuos en el mismo tiempo. Estos datos de dindmica
poblacional son coherentes con una tasa de resistencia del 34,21%, como corresponde
esta simulacion, puesto que la poblacion total es de 192 individuos, el 34,21% de ellos
corresponde a 66 individuos (en torno a 70) y 192-66=125 (casi 130).
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Figura 24: Modelizacion lineal de los fArmacos con una tasa de resistencia de entre el 50% y
30%.

En cuanto a los datos de niumero de individuos limite de cada poblacion mostrados en
la Tabla 5, podemos apreciar el mismo fenémeno, cuanto mayor sea el coeficiente de
transmision mayor sera el nimero de individuos infectados para el mismo tiempo.
Asimismo, el nimero de individuos recuperados finalmente es similar, pero el tiempo
de transicidn entre grupos es menor cuanto mayor sea el coeficiente de transmision de
la enfermedad.

Tabla 5: Numero de individuos susceptibles, infectados y recuperados en funcién de distintos
valores del coeficiente de transmision 3 cuando los farmacos poseen una tasa de resistencia de
entre el 50% y 30%.
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Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos

p=0,1 16,9575 0,9994 12,8275 64,0028 14,5075 124,0053
p=0,2 8,1025 0,9991 6,0375 64,0011 7,3850 124,0110
p=0,3 5,1975 0,9824 3,1325 63,0067 4,4975 123,0316
p=0,4 3,7450 0,9942 2,0475 63,0236 3,5525 122,0152
p=0,5 2,9050 0,9703 1,2250 63,0482 2,6425 122,0149
p=0,6 2,3450 0,9633 0,5250 62,2112 2,0825 121,0022
p=0,7 1,9425 0,9752 0,3150 62,8271 1,9775 212,0016
p=0,8 1,6450 0,9842 0,2100 62,7526 1,6625 120,0108
p=0,9 1,4175 0,9882 1,5225 62,9793 1,4525 119,0726
p=1 1,2425 0,9731 0,1225 62,8659 1,2775 118,0144

En lo referente a los numeros finales correspondientes a cada grupo de la poblacion
mostrados en la Figura 25, el tiempo, expresado en dias, varia en funcién del
coeficiente de transmision de la infecciéon. Asimismo, el numero de recuperados es
mayor que en otros casos puesto que la tasa de resistencia al fadrmaco es
considerablemente menor, aunque el nimero de recuperados al final del ensayo es el
mismo en todos los casos, es proporcional a la tasa de infeccion de la infeccion y al
tiempo trascurrido.
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Figura 25: Diagrama de barras que representa el niumero final de cada grupo en funcién de
distintos valores del coeficiente de transmision en los farmacos con una tasa de resistencia de
entre el 50% y 30%.

4.2.4 Farmacos con una tasa de resistencia de entre el 30 y 20%. Cefepime 21,05%,
aztreonam 20,69%, ciprofloxacina 28,57%, gentamicina 23,68%, marbofloxacina
23,81% y pradofloxacina 28,57%.

Las graficas corresponden al fAirmaco gentamicina (23,68%) tomado como ejemplo para
la representacion de este grupo. En la Figura 26 se puede observar, como en los casos
anteriores, que en funcién de la tasa de transmisidon de la infeccion, los individuos
susceptibles van progresivamente disminuyendo en nimero a lo largo del tiempo.
Cuanto menor sea la tasa (linea azul), menor nimero de individuos infectados habra
para un mismo tiempo. En cuanto al grupo de los individuos infectados, se puede
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observar que partimos de una poblacion inicial de 40 individuos, y que al inicio puede
aumentar ligeramente, pero se mantiene en torno a este nimero de individuos
afectados. Esto se explica porque el 23,68 % de la poblacion de susceptibles con 152
individuos es de 36 individuos. Este 23,68 % es la tasa de resistencia a la infeccién, por
tanto, son individuos que no se curaran y se mantendran infectados.

En referencia a los recuperados se observa que aumenta hasta cerca de la marca de 150
individuos. Por lo que, 192-36=156 individuos que, segtn la tasa de resistencia, se iran
recuperando.
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Figura 26: Modelizacion lineal de los fdrmacos con una tasa de resistencia de entre el 20% y
30%.

La Tabla 6 de valores numeéricos limite refleja la misma dindmica. Cuanto mas bajo sea
el coeficiente de transmision (f3), menor nimero de individuos infectados habra para
una misma unidad de tiempo.

Los individuos infectados rondan los 40 (el 23,68% de la poblacion de susceptibles con
152 individuos es de 36 individuos), lo que varia es el tiempo, que es menor cuanto
mayor es (3. Finalmente los recuperados rondan los 140 individuos finalmente, y como
anteriormente, varia el niimero de dias en funcién del valor del coeficiente de
transmision (192-36=156).

Tabla 6: Ntumero de individuos susceptibles, infectados y recuperados en funcidon de distintos

valores del coeficiente de transmision 3 cuando los farmacos poseen una tasa de resistencia de
entre el 20% y 30%.
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Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos

p=0,1 17,4475 5,9890 13,8425 42,0097 16,5375 139,0219
p=0,2 11,6025 0,9932 6,8075 43,0015 10,2375 143,0048
p=0,3 7,3500 0,9962 3,9025 43,0159 6,9300 143,0074
p=0,4 5,2675 0,9891 2,3450 43,0155 4,6900 142,0205
p=0,5 4,0425 0,9787 1,1025 43,0038 3,9900 142,0091
p=0,6 3,2200 0,9987 0,1925 43,2377 3,0625 141,0019
p=0,7 2,6600 0,9864 0,0525 42,0490 2,4675 140,0001
p=0,8 2,2400 0,9866 0,0350 42,6969 2,0650 139,0233
p=0,9 1,9250 0,9699 0,0175 42,2403 1,7675 138,0169
p=1 1,6625 0,9865 0,0175 43,3302 1,5575 137,0543

En cuanto a la representacion de estos valores finales correspondientes a cada grupo de
poblacién en funciéon de la tasa de infeccion (Figura 27) observamos el mismo
fenémeno. En este caso los recuperados superan a los infectados, ya que la tasa de
resistencia es menor que en los casos anteriores.
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Figura 27: Diagrama de barras que representa el nimero final de cada grupo en funcién de
distintos valores del coeficiente de transmision en los farmacos con una tasa de resistencia de
entre el 20% y 30%.

425 Farmacos con una tasa de resistencia de entre el 20 y 10%. Ceftazidima
16,67%, tobramicina 15,5%, polimixina B 15,79%.

Esta simulaciéon (Figura 28) corresponde al antibidtico tobramicina con una tasa de
resistencia del 15,15%, tomado como representativo de este grupo de farmacos.
Podemos observar que en la dindmica de los individuos susceptibles, se parte de una
poblacion de 150 individuos aproximadamente, y este nimero va disminuyendo
conforme va pasando el tiempo. Cuanto menor sea el coeficiente de transmision de la
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enfermedad, menor nimero de individuos habra infectado en una misma unidad de
tiempo como se manifiesta en las lineas azul, naranja y amarillo de la derecha del
grafico. Asimismo, todas las lineas acaban en 0 individuos excepto la azul, que finaliza
en unos 30 individuos. Esta linea acabaria en 0 si se contemplara mas tiempo en el
ensayo, puesto que corresponde al menor valor del coeficiente de transmisién. En
cuanto a la dinamica de los individuos infectados, como en todas las simulaciones, se
parte de una poblacion inicial de 40 individuos. En funcidon del coeficiente de
transmision al inicio van disminuyendo pero finalmente, cuando el tiempo de la
infeccion transcurre, todas las lineas tienden a una poblacion de unos 30 individuos.
Estos datos concuerdan con la tasa de resistencia de este fdrmaco, ya que el 15,15 % de
192 de la poblacion total es de 29 individuos. Estos individuos se mantendran
infectados, ya que en ese proporcidon el microorganismo causante de la infeccion es
resistente al tratamiento, por lo que no se recuperaran. Finalmente, en referencia a la
dindmica de los individuos recuperados, partimos de 0 individuos y se eleva hasta por
encima de la linea de 150 individuos en la mayoria de los casos. Esto concuerda con
192-29 infectados=163 individuos. En el caso de la linea azul ocurre lo mismo que lo
referido en el caso de los individuos susceptibles, esta linea acabaria en torno a los 160
si se contemplara mds tiempo en el ensayo, puesto que corresponde al menor valor del
coeficiente de transmision.
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Figura 28: Modelizacion lineal de los fArmacos con una tasa de resistencia de entre el 10% y
20%.

En la Tabla 7 de los valores limite apreciamos la misma dindmica que en los casos

anteriores. La poblacion de infectados es de entre 28 y 29 individuos, lo que varia es el
tiempo de infeccidon. Asimismo, los recuperados estan entre los 152 y 158 individuos,
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variando también el tiempo en funcién del valor del coeficiente de transmision de la
infeccion.

Tabla 7: Numero de individuos susceptibles, infectados y recuperados en funcién de distintos
valores del coeficiente de transmisién (3 cuando los farmacos poseen una tasa de resistencia de
entre el 10% y 20%.

Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos

B=0,1 33,2850 1,9970 23,6075 28,0021 30,7300 157,0074
p=0,2 17,6050 0,9952 10,1500 28,0028 16,3275 158,0060
B=0,3 11,0775 0,9917 5,6175 28,0040 9,5200 157,0011
p=0,4 7,8575 0,9982 3,2025 28,0095 7,1575 157,0100
p=0,5 5,9850 0,9881 0,6300 28,9433 5,1625 156,0244
B=0,6 4,7425 0,9984 2,8350 28,9999 4,5325 156,0066
p=0,7 3,8850 0,9942 2,5200 28,9953 3,6050 155,0242
p=0,8 3,2550 0,9880 2,1175 28,9973 2,9575 154,0025
B=0,9 2,7650 0,9933 1,8025 28,9944 2,5200 153,0369
p=1 2,3800 0,9956 1,5750 28,9719 2,1875 152,0432

En esta representacion de los valores anteriormente mostrados (Figura 29) queda
patente el hecho de que cuanto menor es este coeficiente, menor serd el nimero de
individuos infectados para un mismo tiempo. Sin embargo, la poblacion de
recuperados supera a la de infectados en todos los casos, hecho que concuerda con la
tasa de resistencia de este farmaco, del 15,15%, que permitird que la mayoria de los
pacientes se recuperen cuando se sometan al tratamiento.
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Figura 29: Diagrama de barras que representa el niimero final de cada grupo en funcién de
distintos valores del coeficiente de transmision en los fadrmacos con una tasa de resistencia de
entre el 10% y 20%.
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4.2.6 Farmacos con una tasa de resistencia de entre el 10 y 1%. Piperacilina-
tazobactam 5,88%, imipenem 7,14% y amikacina 6,25%.

El diagrama de simulaciones lineales (Figura 30) corresponde al farmaco imipenem
con un 7,14% de tasa de resistencia, tomado como representativo del grupo de
antibioticos. En el grupo de los susceptibles podemos observar como en casos
anteriores, que partimos de unos 150 individuos y que progresivamente va
disminuyendo hasta alcanzar el valor 0. Cuanto mayor sea el coeficiente de
transmision de la enfermedad mayor es el numero de infectados para un mismo
tiempo. El diagrama correspondiente muestra que partimos de una poblacion cercana
a 50 y que disminuye a un valor cercano a cero en todos los casos. Esta dindmica
concuerda con los datos de tasa de resistencia de este farmac. En este caso las lineas
disminuyen rapidamente ya que el tratamiento es muy efectivo para el tratamiento de
la infeccion y la mayoria de los individuos (casi el 93%) se curaran. Por tanto, en la
simulacion correspondiente a los individuos recuperados, las lineas ascienden hasta
por encima de los 150 individuos en todos los casos excepto en la linea azul, que
corresponde al valor mas bajo del coeficiente de transmision. Esta linea, si se
contemplara mas tiempo en el experimento, finalizaria también en esta misma cifra de
individuos. Esta dindmica concuerda con los datos de recuperacion, ya que un 92,86%
de los individuos se recuperan, es decir, 178 individuos.
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Figura 30: Modelizacion lineal de los farmacos con una tasa de resistencia de entre el 10% y 1%.

En la tabla de valores limite (Tabla 8), observamos la misma dindmica mostrada. De
hecho, se refleja el hecho de que esta linea no finalice en el mismo punto que las demas,
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ya que seria necesario contemplar un mayor periodo de tiempo para que finalizara en
el mismo punto.

Tabla 8: Numero de individuos susceptibles, infectados y recuperados en funcién de distintos
valores del coeficiente de transmision 3 cuando los farmacos poseen una tasa de resistencia de
entre el 10% y 1%.

Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos

p=0,1 34,7375 30,9964 25,6550 10,0024 34,2650 144,0183
p=0,2 33,4250 1,9991 15,4875 12,0004 30,4500 171,0015
B=0,3 23,6775 0,9966 7,5425 12,0045 21,0700 172,0027
p=0,4 16,6600 0,9966 3,3425 12,0015 15,4700 171,0035
B=0,5 12,5475 0,9978 0,9975 13,9876 10,7975 171,0122
B=0,6 9,8875 0,9940 1,6275 13,9938 9,2575 171,0008
p=0,7 8,0325 0,9916 1,9950 13,9923 7,1750 170,0007
p=0,8 6,6675 0,9927 1,9600 13,9912 5,8100 169,0100
p=0,9 5,6350 0,9884 1,8025 13,9858 4,8475 168,0026
p=1 4,8125 0,9920 5,9500 12,9997 4,1650 167,0077

Al representarlo en forma de diagrama de barras (Figura 31) se observa claramente lo
mencionado con anterioridad. En todas las valoraciones, el nimero de recuperados
supera al de infectados excepto en la dltima, en la que B tiene su valor maximo =1, y en
la que el nimero de infectados supera al de recuperados. Este hecho ocurre porque el
tiempo transcurrido es muy breve y no ha dado tiempo atin a que los infectados se
recuperen.

T = = .
40 = ﬂ j . |:||:| Susceptibles
— i = —:r 00 mfectados
an 4t :«E _ 0 Recuperados
— _
‘g h % =
g | e 3
o) = - =
o B
g=01 A=02 A=04 B= DG 8=08 B=1

Coeficiente de transmisién de la enfermedad

Figura 31: Diagrama de barras que representa el nimero final de cada grupo en funcién de
distintos valores del coeficiente de transmision en los fdrmacos con una tasa de resistencia de
entre el 10% y 1%.
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4.2.7 Farmacos con una tasa de resistencia del 0%. Cefoperazona, cefquinoma,
meropenem, piperacilina, ticarcilina, penicilina G, kanamicina, sisomicina,
estreptomicina, levofloxacino, ac. oxolinico, maxifloxacino, lomefloxacina, tigeciclina y
colistina.

Por ultimo se muestra la simulacion (Figura 32) en la que los farmacos utilizados
tienen una tasa de resistencia del 0%, es decir, son completamente efectivos contra la
enfermedad. Por tanto, los individuos infectados tienden a 0 muy rdpidamente.
Cuando estos individuos se recuperan, ya no queda ninguno infectado, de ahi que la
curva de infectados sea 0 para el resto del tiempo. Observamos que tanto en la
poblaciéon de susceptibles como en la de recuperados, las lineas son paralelas, en
funcién de los distintos valores de (. Esto ocurre porque la dinamica se estabiliza. Los
individuos infectados que pasan a recuperados quedaran como recuperados para el
resto del tiempo y los que nunca se llegaron a infectar continuardn como individuos
susceptibles.
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Figura 32: Modelizacion lineal de los farmacos con una tasa de resistencia del 0%.

En la tabla de los valores limite (Tabla 9) observamos este fenomeno. El niimero de
individuos infectados es de menos de 1, por lo que se considera 0. Asimismo, el
numero de susceptibles y recuperados varia en funcion del valor del coeficiente de
transmision para un mismo tiempo, pero estabiliza. Cuanto mayor es el valor de 3, mas
dias tarda la poblacién en estabilizarse.
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Tabla 9: Numero de individuos susceptibles, infectados y recuperados en funcién de distintos

valores del coeficiente de transmisién f cuando los farmacos poseen una tasa de resistencia del
0%.

Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos Tiempo (dias) Individuos

B=0,1 0,4375 145,9988 0,7000 0,9824 0,5950 39,0306
p=0,2 0,8225 136,9863 0,8400 0,9809 0,8050 48,0938
B=0,3 0,9100 125,9459 1,0150 0,9564 0,9450 59,0773
p=0,4 1,4875 110,9878 1,1900 0,9695 1,3125 74,0443
p=0,5 1,3825 94,9995 1,3300 0,9970 1,4525 90,0654
p=0,6 1,6800 77,9836 1,4175 0,9886 1,4875 106,0461
p=0,7 1,6275 62,9900 1,4350 0,9982 1,4175 120,0633
p=0,8 2,6425 49,9998 1,4175 0,9869 1,4175 132,0735
B=0,9 1,7850 39,9951 1,3825 0,9673 1,3300 141,0661

p=1 1,6975 31,9943 1,3300 0,9899 1,2775 148,0393

Por ultimo, en el diagrama de barras (Figura 33) se ve representado el fendémeno
expuesto anteriormente.
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Figura 33: Diagrama de barras que representa el niimero final de cada grupo en funcién de
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distintos valores del coeficiente de transmision en los farmacos con una tasa de resistencia del
0%.

Finalmente, con los resultados obtenidos y su andlisis correspondiente, proponemos el
siguiente panel de antibidticos (Figura 34) para el tratamiento empirico de infecciones
por Pseudomonas aeruginosa en el sur de Espana. Este panel proporciona una lista de
farmacos antimicrobianos que poseen, todos por igual, una probabilidad de éxito en el
tratamiento superior al 90%. Dicha lista se ha organizado por familias de
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antimicrobianos, que como se ha explicado con anterioridad, comparten el mecanismo
de accion. Dado que la probabilidad de éxito es la misma para todos los principios
activos, la eleccion de los mismos dependera del criterio clinico del profesional (médico
o veterinario) y de las particularidades del paciente. La obtencion de este panel es clave
para un correcto uso de tratamientos empiricos para prevenir la propagacion de las
resistencias y garantizar un éxito en el tratamiento de los pacientes.
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Figura 34: Panel de antibidticos para el tratamiento empirico de infecciones por
Pseudomonas aeruginosa.
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5. Discusion

En las infecciones por microorganismos con alta capacidad de desarrollo de
resistencias es critico disponer de datos de sensibilidad frente a las diferentes familias
de antimicrobianos. El estudio que hemos llevado a cabo en colaboracion con el
profesor Tomas Caraballo de la Facultad de Matematicas de la Universidad de Sevilla,
que posee una amplia experiencia en este tipo de modelizaciones, evidencia las
numerosisimas resistencias desarrolladas por el patogeno Pseudomonas aeruginosa, con
casi un 40% de los farmacos ensayados con una tasa de resistencia del 100% o muy
cercana. Esto altimo supone un potencial riesgo para la salud publica, ya que se trata
de una bacteria muy ubicua y resistente en el medio ambiente siendo responsable del
10 % de las infecciones nosocomiales hospitalarias y que infecta tanto a perros como a
la especie humana, pudiendo haber contagios entre ambas especies. Hoy en dia,
desgraciadamente, el estrecho contacto entre propietarios y sus mascotas hacen que el
riesgo de trasmision de este tipo de patdgenos sea elevado.

En Medicina Veterinaria en Espafia se han realizado dos estudios previos acerca de las
resistencias de Pseudomonas aeruginosa en perros, uno realizado en Madrid en 1997 y
otro en Las Palmas de Gran Canaria en el afio 2000. En el estudio realizado en Madrid
se evaluaron diferentes bacterias y hongos y en el caso concreto de Pseudomonas
aeruginosa se obtuvo una pobre sensibilidad a la enrofloxacina (Guedeja-Marrén et al.,
1997). En Gran Canaria, el antibidtico mas efectivo contra P. aeruginosa resultd ser la
tobramicina (con una sensibilidad del 100%, seguida por marbofloxacino (89,9 %) y
ceftazidima (89,9 %). La sensibilidad frente a gentamicina resultd ser del 64,8 %
mientras para la enrofloxacina fue del 42,1 % (Martin-Barrasa et al., 2000). La alta
sensibilidad frente a la tobramicina es probablemente debida a que no existen
preparados comerciales con este principio activo y por tanto la bacteria no ha sido
expuesta. Nuestro estudio muestra unas tasas de resistencia diferentes a las
anteriormente expuestas. El aumento de las resistencias a varias familias de
antibioticos, proceso conocido como multirresistencia cuando es a mds de tres familias,
ha aumentado de manera exponencial en las tltimas décadas y depende de factores
como la exposicion previa a tratamientos antibidticos, la incorrecta dosificacion o
aplicacion del tratamiento y la zona geografica. La exposicion previa y repetida a
tratamientos antibioticos permite a las bacterias familiarizarse con los mecanismos de
accion de los mismos y desarrollar cambios adaptativos que le permitan evadir su
accion. Asimismo, la incorrecta dosificacién o duracion del tratamiento hace que este
no sea eficaz y por tanto, las bacterias presentes en la infeccion entren en contacto con
el farmaco de manera directa y desarrollen mecanismos como la modificacion
enzimatica del antibidtico, activacion de bombas de expulsion que evitan que lleguen a
su lugar de accién, cambios de permeabilidad en la membrana externa para evitar su
penetracion o modificaciones en el lugar de accién. Como sabemos, estos cambios se
pueden traducir en su material genético como mutaciones y transmitirse de manera
horizontal o vertical a otras bacterias, expandiendo rdpidamente los mecanismos de
resistencia sin necesidad de que esas bacterias “hijas” o “hermanas” hayan entrado en
contacto con el antibidtico previamente (Tafur et al., 2008, Van Duin et al., 2016). Por
ultimo, se ha demostrado que en funcién de la zona geografica existe variabilidad en el
perfil de resistencia. Esto se debe principalmente a factores ambientales y atmosféricos
de humedad y temperatura, que afectan a la prevalencia de la presencia de ciertos
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tipos de microorganismos y también de factores humanos de prescripciéon y uso de
antibidticos en la regién (Van Duin et al., 2016).

Por otro lado, hemos de tener en cuenta que el desarrollo de nuevos farmacos es un
proceso tedioso, largo y econémicamente muy costoso. Normalmente, transcurren de
10 a 15 anos desde que comienza la investigacion inicial hasta que se lanza al mercado.
Asimismo, son numerosos los farmacos que a lo largo del proceso de desarrollo se han
de descartar por no cumplir con los requisitos de seguridad y/o eficacia requeridos.
Informes recientes de la OMS (enero 2020) ponen de manifiesto que la disminucién de
la inversion privada y la falta de innovacion en el desarrollo de nuevos antibiéticos
estdn socavando los esfuerzos por combatir las infecciones farmacorresistentes.
Aungque los candidatos preclinicos son mas innovadores, pasaran unos 15 afios antes
de que lleguen a los pacientes (Proceso de desarrollo de farmacos, World Health
Organization (WHO), 2017, 2019). Todo ello deja constancia de la inminente necesidad
de la implementacion de herramientas que permitan optimizar y personalizar los
tratamientos ya existentes, que permitan aumentar su eficacia y que ademas anadan un
valor predictivo para el control de este tipo de patologias infecciosas.

Dado el cardcter oportunista de este patdgeno asi como su gran capacidad de
desarrollar resistencias a los antimicrobianos es vital que, cuando la situacidon requiera
de la prescripcion de un tratamiento empirico, bien sea por falta de recursos o por la
imposibilidad de espera a los resultados del estudio de sensibilidad debido a la
gravedad del paciente a tratar, dicho tratamiento ofrezca altas garantias de éxito. Para
la implementaciéon del modelo SIRI es necesario disponer de datos previos de
sensibilidad significativos, con un tamafio de muestra analizado suficiente. En nuestro
caso, dado que es un patdgeno oportunista que causa en torno al 20 % de las otitis
bacterianas, que a su vez suponen entre un 50 y un 60% de la casuistica de otitis
(Nuttal, 2016), 40 casos confirmados y analizados son un tamafno de muestra
poblacional suficiente y representativo. El modelo matematico SIRI retne las
caracteristicas necesarias para la obtencion de unos datos aplicables y significativos, ya
que contempla numerosas variables que cubren un gran abanico de posibilidades. Es
importante subrayar que estos ensayos no se limitan a la simple aplicacion del modelo,
si no que los datos obtenidos son posteriormente analizados y comparados con las
caracteristicas epidemiologicas de la patologia infecciosa en cuestion. Si no hubiera
concordancia con estos datos, el modelo no podria utilizarse. En nuestro caso, los datos
obtenidos de las modelizaciones de los distintos grupos de farmacos, organizados por
tasa de resistencia, son coherentes y muestran la realidad de la evoluciéon de la
infeccidn, por lo que es un modelo fiable y extrapolable. Esto es esencial puesto que el
estudio se basa en 40 individuos, con sus circunstancias individuales. Si para la
eleccidn del tratamiento empirico nos limitaramos a la eleccion del grupo de farmacos
con menor tasa de resistencia, no podriamos garantizar una seguridad de éxito, ya que
no se habria comprobado la aplicabilidad o capacidad de esos datos de poder ser
extrapolados a otra poblacién distinta. El modelo matematico es una pieza clave,
puesto que aporta un valor predictivo que es aplicable a otros individuos fuera de la
poblacion estudiada. El valor afiadido por este tipo de modelos a la investigacion y
toma de decisiones en relacién a las patologias infecciosas es muy alto, ya que por un
lado, contribuye a que no se sigan desarrollando mas resistencias a antimicrobianos
por parte de estos patogenos puesto que proporciona tratamientos empiricos eficaces y
por otro lado ayudaria a reducir costes afiadidos en sanidad debidos a este tipo de
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infecciones. Asimismo, este modelo podria aplicarse a otras muchas enfermedades
infecciosas de caracter bacteriano o virico proporcionando una informacion clave para
su control. De hecho, este tipo de modelos han sido aplicados para en el analisis de la
pandemia del COVID-19 y han sido clave en la toma de decisiones con respecto a la
misma.

En el campo de la Medicina Veterinaria Clinica no tenemos constancia de que se haya
implementado nunca antes un modelo de estas caracteristicas, por lo que abre un
camino que ofrece grandes posibilidades y que tendrian una repercusion directa sobre
la salud animal y por ende, la salud ptblica.

Este trabajo, por tanto, ofrece un panel de antibidticos concreto, pertenecientes a
distintas familias, con una eficacia de mas de un 90%. Es destacable que la utilizacion
de gran parte de estos antibioticos del panel esta restringido en medicina veterinaria,
lo que supone un gran desafio terapéutico y vuelve a evidenciar la necesidad de
prevenir la infeccién por este tipo de patdgenos. Del panel propuesto, los farmacos
piperacilina-tazobactam, los carbapenemes (imipenem y meropenem) y tigeciclina
pertenecen a la categoria A y son de presentacion exclusivamente inyectable.
Asimismo, dos cefalosporinas son de tercera generacién y la tercera es de cuarta
generacion, las quinolonas y colistina pertenecen a la categoria B y todas son para uso
inyectable excepto el levofloxacino. Finalmente los aminoglucdsidos pertenecen a la
categoria C pero todos son de uso inyectable y la mayoria (amikacina, kanamicina y
sisomicina) de uso restringido en medicina humana. Por tanto, en medicina veterinaria
se plantean dificultades a la hora de prescribir un tratamiento para este tipo de
infecciones, que vuelve a resaltar una vez mas la necesidad de prevenir que los
procesos de multirresistencia sigan generandose y extendiendo en la poblacién.

Por tanto, para ilustrar la utilidad de los resultados obtenidos del modelo aplicado en
el caso de infecciones por Pseudomonas aeruginosa se presentan dos ejemplos de
utilizacién del panel propuesto:

Ejemplo 1: Paciente (humano) que padece fibrosis quistica (FQ) pulmonar que
presenta fiebre, dificultad respiratoria severa y en la radiografia de térax se evidencia
la presencia de focos de neumonia. Dada la gravedad del cuadro requiere
hospitalizacion de urgencia en la unidad de cuidados intensivos. Se toma una muestra
de esputo en la que la citologia evidencia la presencia de numerosos bacilos Gram
negativos. Dada la patologia crénica que sufre el paciente y la evidencia de estos
bacilos en la citologia la sospecha de una infeccién por Pseudomonas aeruginosa es muy
alta. Se necesita instaurar un tratamiento antibidtico empirico, ya que el riesgo de
esperar a los resultados del cultivo y antibiograma de muestra de esputo es muy alto.
Basandonos en el panel proporcionado y teniendo la posibilidad de instaurar una
terapia intravenosa las posibilidades de eleccion de tratamiento con una probabilidad
de éxito superior al 90 % son los expuestos en el panel (Figura 34):
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Figura 34: Panel de antibioticos para el tratamiento empirico de infecciones por
Pseudomonas aeruginosa.

Dentro del panel disponible, la eleccion del farmaco dependera del criterio clinico del
profesional al cargo del caso. Una buena opcién de tratamiento en este caso seria la
utilizacion de los aminoglucdsidos kanamicina, sisomicina o estreptomicina por via
intravenosa. Su espectro de accion es ante bacilos Gram negativos aerobios, como es el
caso de Pseudomonas spp., su uso se restringe al ambito hospitalario y su
administracién es por via intravenosa, por lo que la rapidez de accion es mayor. Si el
paciente presentara alteraciones en la funcionalidad renal, estos farmacos no serian
recomendables debido a su nefrotoxicidad, por lo que se deberia recurrir a otros
farmacos como las quinolonas de tercera o cuarta generacion o bien de la familia de los
betalactamicos. En este caso, dado que el paciente es humano y esta hospitalizado, el
panel proporciona multitud de combinaciones terapéuticas eficaces.

Ejemplo 2: Paciente canino de raza bulldog francés de 6 afios de edad que presenta una
otitis severa cronica muy dolorosa con descarga purulenta abundante. El animal esta
diagnosticado de dermatitis atdpica canina y a lo largo de su vida ha recibido varios
ciclos de tratamientos antibidticos diferentes por via otica. La citologia revela la
presencia de numerosos bacilos Gram negativos. El propietario posee recursos
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econdmicos limitados y no puede afrontar los gastos de la realizacion de las pruebas de
sensibilidad pertinentes. Dado que el animal presenta un dolor muy marcado y la
evidencia de bacilos Gram negativos en la descarga purulenta lo hace un posible foco
de contagio para otros individuos, ya sean perros o personas, la necesidad de
tratamiento es imperante. Dentro del panel propuesto, basdndonos en la normativa de
categorias de farmacos para uso veterinario (EMA, 2019) que los clasifica en las
categorias A o “AVOID”, B o “RESTRICT” , C o “CAUTION” y D o “PRUDENCE”
concluimos lo siguiente:

El panel no dispone de farmacos de la categoria D. Dentro de la categoria C, y como
primera opcion terapéutica se utilizarian farmacos aminoglucoésidos. Los propuestos en
el panel son de uso intravenoso, que se podrian reformular para su uso 6tico. Sin
embargo, dada su ototoxicidad, si no se ha podido comprobar la integridad de la
membrana timpanica, el uso de estos farmacos supone un riesgo para la salud del
paciente. La siguiente opcion terapéutica seria las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion, quinolonas o la colistina propuestas en el panel. Son de uso intravenoso y
su uso debe estar sujeto a estudios de sensibilidad, ya que pertenecen a la categoria B,
por lo que no se podrian utilizar ya que no se ha realizado cultivo y antibiograma.

En este caso las opciones terapéuticas son muy limitadas, y suponen un potencial
riesgo para la salud de los individuos que conviven con el animal y los profesionales
que lo atienden. Este ejemplo vuelve a poner de manifiesto la gran dificultad a la hora
de instaurar una terapia en este tipo de infecciones en animales y la importancia de un
uso correcto de la antibioterapia y la prevencidon en la aparicion de este tipo de
infecciones.
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Conclusiones

El modelo SIRI adaptado ha resultado ser una herramienta de gran valor para
el entendimiento de la dindmica poblacional de infecciones por Pseudomonas
aeruginosa y nos ha permitido disponer de un tratamiento empirico de muy
altas garantias de éxito cuando no sea posible la realizacion de pruebas de
sensibilidad. Esta aplicacion es pionera en el campo de la Medicina Veterinaria
y abre puertas hacia la investigacion conjunta de este tipo de procesos.

La implementacion de este tipo de modelos basados en los datos
epidemioldgicos son una pieza clave para la prevencion, control y manejo de
patologias infecciosas y que pueden suponer el salvar numerosas vidas y un
ahorro de costes en gasto de salud publica muy significativo.
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1. Introduccion y antecedentes.

Como se ha mencionado previamente el desarrollo de resistencias a los tratamientos
antibioticos por parte de las bacterias patdgenas es un problema que se ha visto
incrementado de manera exponencial en la ultima década y que supone una grave
amenaza para la salud puablica (Aslam et al 2018). En este sentido, el tltimo informe
de la OMS advierte que para el afo 2050 los fallecimientos por infecciones
multirresistentes esta previsto que superaran a los fallecimientos por cancer
(https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail /antibiotic-resistance). La busqueda
de alternativas terapéuticas para el tratamiento de las infecciones se plantea como una
necesidad urgente para evitar la aparicion y propagacion de estas resistencias entre los
microorganismos (Chaudhary, 2016). Concretamente, las infecciones cutdneas son muy
frecuentes tanto en Medicina como en Medicina Veterinaria y en algunos casos, por
ejemplo, en pacientes quemados, pueden llegar a poner en riesgo la vida del paciente.
Entre los microorganismos responsables de este tipo de infecciones destacan
Staphylococcus aureus y Staphylococcus pseudintermedius (éste tltimo mas comun en
animales de compafia) asi como Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli (Ki y Rotstein,
2008). Hemos de resaltar que en numerosas ocasiones estos patdgenos presentan
resistencias o multirresistencias (cuando son resistentes a 3 o mas familias de
antibioticos) lo que suponen un riesgo anadido para el paciente y un desafio
terapéutico para los profesionales. Asi, numerosos estudios demuestran que la
exposicion a tratamientos antibidticos sistémicos previos es un factor clave para el
desarrollo de resistencias, por lo que el uso de tratamientos tépicos con propiedades
antibacterianas, sin ser antibidticos “clasicos”, puede suponer una interesante
alternativa para evitar la aparicion de estas resistencias (Chaudhary, 2016).

Los compuestos azo son entidades quimicas que se caracterizan por contener en su
estructura molecular el grupo funcional R-N=N-R’, en el cual R y R’pueden ser
indistintamente grupos arilo o alquilo, si bien es conocido que los derivados mas
estables contienen dos grupos arilo (Aljamali, 2015). Dichos compuestos se sintetizan
siguiendo un protocolo de dos fases. En la primera, se realiza la sintesis del
correspondiente idon diazonio aromatico partiendo de un derivado anilinico. En la
segunda, se produce un acoplamiento entre la sal de diazonio correspondiente y el
compuesto aromatico (Hegarty, 1978). Estos compuestos se utilizan ampliamente en la
industria como tintes sintéticos ya que, debido a su extensa deslocalizacién de
electrones, poseen una coloracion muy viva de tonos rojos, amarillos, naranjas o
purpuras, y se aplican como colorantes sintéticos para pinturas, textiles, industria
alimentaria o cosmética (Hinks et al., 2000; Wang et al., 2003). Asimismo, también se ha
extendido su uso en otros campos, entre los que destacamos la biomedicina, como
indicadores en sensores que utilizan materiales funcionales con fluorescencia u
optoelectronica (Wolfbeis, 2005; Fan et al., 2018, Ali et al., 2018).

Asi, hasta la segunda mitad del siglo XX no se describieron por primera vez las
propiedades antimicrobianas de estos compuestos azo. Desde entonces, sus
propiedades y actividad farmacologica ha sido descrita los siguientes contextos:

a) Notoria actividad antibacteriana frente a Escherichia coli, Listeria monocytogenes y
Staphylococcus aureus utilizando un compuesto que combina funciones azo
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dentro de la estructura de la aspirina (AAS). Asimismo, estudios
computacionales del fdrmaco Prontosil® (sulfamidocrisoidina, uno de los
primeros antibidticos) demostraron efectos antibacterianos de amplio espectro
frente a cocos gram positivos, pero no frente a enterobacterias (Ngaini and
Mortadza, 2015; Piotto et al., 2017; Ashraf, 2017; Hager, 2006).

b) Compuestos como azul Evans o rojo congo, utilizados como indicadores
colorimétricos en procesos bioquimicos, han demostrado ser inhibidores del
virus del VIH, ya que son capaces de unirse a la enzima proteasa y revertir la
transcriptasa (Karipcin and Kabalcilar, 2007).

c¢) Compuestos de la familia de los 1,3,4-oxadiazoles, poseen potentes
propiedades antifingicas, antimicrobianas, analgésicas, antituberculosas y
citotoxicas (Akhter et al,2009). De entre todos estos farmacos, los mas
reconocidos son los derivados de triazoles heterociclicos como el Ketoconazol o
Fluconazol, cominmente utilizados como antifingicos (Kuruba et al., 2017).

Asimismo, los compuestos azo pueden unirse a numerosos metales, formando
complejos que muestran propiedades antifingicas y antibacterianas relacionadas con
el mecanismo de inhibicion del ADN (Ronson et al.,, 2005). Con respecto al citado
mecanismo de accion, Gerhardt Domagk pudo establecer que las propiedades
antimicrobianas de la sulfamidocrisoidina se deben al proceso de reducciéon del enlace
azo, dando lugar al producto sulfanilamina, téxico para los microorganismos
(Domagk, 1935). De hecho, se ha podido constatar que numerosos microorganismos
son capaces de reducir este enlace azo, incluidos los pertenecientes a la microbiota
intestinal tanto de animales como de personas, microbiota cutdnea, asi como
microorganismos medioambientales (Chung, 2016). La reduccion de este enlace es
realizada por las azorreductasas, un grupo de enzimas que contienen la coenzima FAD
(flavina adenina dinucleotido) que utilizan NADH o NADPH como donantes de
electrones, pudiendo asi llevar a cabo la reduccion tanto en condiciones aerdbicas como
anaerobicas, dando lugar a las correspondientes aminas aromaticas (Misal and Gawai,
2018).

Por otro lado, es importante destacar que, a pesar de la abundante literatura acerca de
las propiedades antimicrobianas de estos azocompuestos (Piotto et al, 2013 a, b;
Concilio et al., 2015; 2017; Kofie et al., 2014; Rezaei-Seresht et al., 2019), su efecto sobre
la formacion del biofilm, un importante factor de virulencia de las bacterias patogenas
(Piotto et al., 2013a; Sessa et al., 2016), asi como de los mecanismos de accidon exactos de
toxicidad no son del todo conocidos. En esta area en particular, se conoce que los tintes
azo pueden inducir los mecanismos de estrés oxidativo en animales (Amin et al.,2010;
Abe et al.,, 2017) y plantas (Jadhav et al., 2012) asi como en bacterias gram negativas
(Ben Mansour et al., 2007) deducido del incremento de los niveles de enzimas
indicadoras de estrés oxidativo que se encargan de eliminar las especies reactivas de
oxigeno (ROS). Otros estudios han mostrado que también pueden inducir danos en las
membranas, asi como genotoxicidad (Ben Mansour et al., 2009 a,b).
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2. Objetivos:
Los objetivos del presente trabajo son:

1. Describir un método de sintesis eficiente del compuesto 4,4 -azodifenol (4,4’-
ADF).

2. Establecer la posible actividad antimicrobiana de los compuestos 1,4-
aminofenol (4-AF) y 4,4-ADF frente a  Staphylococcus pseudintermedius y
Staphylococcus aureus como bacterias Gram positivas asi como Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa como Gram negativas, debido a su importancia clinica y
su caracter zoonotico.

3. Estudiar y comprender los mecanismos de toxicidad bacteriana de dichos
compuestos.

4. Investigar el posible efecto de 4,4-ADF en la formacion de biofilms por parte de
las bacterias.

5. Realizar un estudio comparativo entre 4,4-ADF y 4-AF, siendo éste tultimo un
producto de degradacién potencial del primero.

6. Disenar y desarrollar la aplicacion de parches terapéuticos conteniendo 4,4-
ADF como potencial tratamiento para infecciones cutaneas.
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3. Materiales y métodos:
3.1 Sintesis y caracterizacion del compuesto 4,4 -azodifenol.

Tanto los productos quimicos de sintesis como los disolventes provienen de Aldrich
Chemical Co., utilizdndose para el proceso sin purificacién posterior. El compuesto
4,4"-azodifenol se sintetizd siguiendo la metodologia clasica de diazotizacion seguido
de acoplamiento como se muestra a continuacion en la Figura 1.

HCI, NaNO, QOH HOA@vN‘
HO NHy — " HOQN{ —_— ‘N@OH

0°C NaOH, 0°C
Figura 1: sintesis del compuesto 4,4 -azodifenol

Para el procedimiento de sintesis, se disolvieron 20 g de 4-AF (0,1834 mol) en una
disolucion de 200 mL de HCI 1M, enfridndolo posteriormente a 0°C. Tras esto, con
agitacion vigorosa, se anadio una disolucion de 12,6 g de NaNO: (0,1826 mol)
disueltos en 300 mL de agua destilada a la misma temperatura, y se dejo agitando
durante 30 minutos. A continuacion, se anadieron 400 ml de MeOH enfriado
previamente, y por ultimo se adiciond una disolucion de 17 g de fenol (0,1808 mol) en
120 mL de KOH 3M. Esta reacciéon se mantuvo con agitacion constante durante dos
horas y tras esto se procedi6 a la evaporacion completa del MeOH, acidificando sus
residuos con HCI concentrado hasta alcanzar pH 4, obteniendo asi un precipitado de
color marron oscuro. Dicho precipitado se filtrd y lavo con agua hasta su completa
neutralizacion. A continuacidn, el producto se purificé por recristalizacién con una
mezcla de EtOH/H:O 1:1, para obtener finalmente el compuesto 4,4 -azodifenol como
un polvo muy fino de color morado oscuro con un 95% de rendimiento.

Para su caracterizacion, se realizd el espectro correspondiente FTIR en un
espectrofotometro Jasco FTI/IR 4200 equipado con ATR. El espectro RMN de 'H y °C se
realizo a 300 °K en un aparato Bruker Advance AV-500. Los desplazamientos quimicos
(0) se muestran en ppm, utilizando el MesSi como referencia. Finalmente, el espectro de
masas se obtuvo utilizando aparato de cromatografia liquida Thermo Scientific
Orbitrap Elite.

La estructura quimica del compuesto 4,4 -ADF se muestra a continuacion en la Figura
2:

o
o

Figura 2: estructura quimica del compuesto sintetizado 4,4"-ADF.
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Asimismo, se obtuvo una caracterizacion completa del compuesto utilizando métodos
de RMN, FTIR, HRMS: ESI-MS.

H-RMN (DMSO-d¢, 500 MHz), & (ppm): 10.09 (br s, 2H), 7.22 y 6.93 (8H,
AA'BB).

BBC-RMN (DMSO-d¢, 125 MHz), d (ppm): 159.9; 145.2; 124.1; 115.7.

HRMS: ESI-MS: peso molecular calculado para Ci2HuO:N2 (M+H)*: 215.0815;
tedrico: 215.0813.

FTIR: 1505 cm™ (N=N), 1247 cm? (C-N), 3445 y 3185 cm?(OH libres o enlaces
intermoleculares).

3.2 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.

Como bacterias Gram positivas, han sido utilizadas dos especies de estafilococos:
Staphylococcus pseudintermedius LMG 22219, obtenida de la Coleccion Belga de
Microorganismos Tipo y Staphylococcus aureus CECT 5190 de la Coleccion Espanola de
Cultivos Tipo (Universidad de Valencia). Asimismo, como bacterias Gram negativas se
han utilizado Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa provenientes de la coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo con numeros de registro CECT 434 y CECT 110
respectivamente.

Todas las cepas se sembraron en placa de agar triptona soja (TSA) para la obtencion de
colonias individuales. Para su conservacion, a partir de estas colonias se prepararon
cultivos liquidos en medio triptona soja (TSB), afladiendo posteriormente glicerol hasta
alcanzar una concentracion del 15% (v:v) para su conservacion en congelacion a -76°C.

3.3 Estudios microbioldgicos

3.3.1 Determinacion de la sensibilidad de las cepas bacterianas frente a los
azocompuestos.

3.3.1.1. Método cualitativo.

Como pruebas preliminares decidimos realizar unos experimentos de cardcter
cualitativo utilizando discos de papel estériles estandarizados para la realizacion de
antibiogramas. En estos discos se depositaron 15 microlitros del compuesto a una
concentracion de 100 mM. Con dicha cantidad quedan saturados y difunden
correctamente en el agar, pudiendo obtener un halo de inhibicion uniforme y
facilmente medible. Una cantidad mayor supera su saturacidon y queda esparcido por el
agar de alrededor del disco, mientras que, si se deposita una cantidad menor, no lo
satura por completo.

Utilizamos una suspensiéon de los compuestos en agua y una disolucion de estos en
glicerol. Asimismo, tanto el agua como el glicerol se utilizaron como controles
negativos. Las placas de agar TSA, medio en el que crecen tanto bacterias gram
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positivas como negativas, se sembraron en césped. Tras la siembra, se colocaron los
discos y se instilaron los 15 microlitros de cada sustancia. Finalmente se incubaron
durante 24 horas a 37°C. Se evalu¢ la presencia de inhibicion del crecimiento alrededor
del disco y se midi6 dicho halo de inhibicién.

La localizacion de los discos en la placa siguio el siguiente esquema (Figura 3):

Figura 3: Esquema de la placa de Petri utilizada para testar los discos impregnados con: 1. Agua
destilada control 2. 1,4-aminofenol (suspension en agua) 3. 4,4"-azodifenol (suspension en agua)
4. Glicerol (control) 5. Diluciéon de 4-aminofenol en glicerol 6. Dilucién de 4,4’-azodifenol en
glicerol.

3.3.1.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

La concentracion minima inhibitoria o CMI, se define como la concentraciéon mas baja
de un antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento bacteriano en condiciones
estandarizadas. En nuestro caso, se ha determinado mediante la técnica de
microdilucion en caldo (CLSI, 2012). Para su determinacion, utilizamos placas de 96
micropocillos. Se realizé6 una valoracion cualitativa de la presencia de turbidez de
manera visual y se midi6 la absorbancia a 600 nm de longitud de onda como método
cuantitativo. En ocasiones utilizamos radiacidn ultravioleta para observar la presencia
de los pigmentos fluorescentes pocianina y pioverdina de Pseudomonas aeruginosa. Estas
mediciones son directamente proporcionales a la tasa de crecimiento microbiano.

En primer lugar, preparamos una disoluciéon de ambos compuestos en glicerina a una
concentracion de 100 mM. Para ello fue necesario utilizar sonicacién. A continuacion se
prepararon las disoluciones a utilizar asi como los controles:

e Control 1: 3,3 ml de TSBx3+6,6 ml de agua destilada estéril.
e Control 2: 3,3 ml de TSBx3+5,6 ml de agua destilada estéril+ 1ml de glicerina.

Para ir diluyendo las siguientes soluciones utilizamos una disolucion de agua y TSBx3:

6,66 ml de TSB x3+ 13,33 ml de agua destilada estéril (1 parte de agua y 2 de TSB x3),
por lo que finalmente se obtuvo TSB a una concentracién estandar.
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Partimos de una concentracion a 10 mM que se ubico en la tltima columna de la placa:
3,33ml TSBx3+5,66 ml agua destilada estéril + Iml de compuesto disuelto en glicerina a
100mM.
Se prepar6 un volumen total de 10 ml, de los cuales 5 ml se utilizaron para llenar los
pocillos de la correspondiente columna, y los otros 5 ml para preparar la siguiente
disolucidn, que se realiz6 anadiéndole 5 ml de la solucion preparada previamente para
diluir, disminuyendo asi su concentracién a la mitad. Este proceso se repitié 8 veces
mas hasta completar todas las columnas de la placa.
Cada pocillo contenia un volumen de 200 pl.
Las disoluciones en la placa de micropocillos quedaron ubicadas de la siguiente
manera:

e Columna 1: Control 1 (agua y TSB)

e Columna 2: Control 2 (agua, TSB y glicerina)

e (Columna 3: 0,0195 mM

e Columna 4: 0,039 mM

e Columna 5: 0,078 mM

e Columna 6: 0,156 mM

e Columna 7:0,3125 mM

e Columna 8: 0,625 mM

e Columna 9: 1,25 mM

e Columna 10: 2,5 mM

e Columna 11: 5mM

e Columna 12: 10 mM

La primera mitad de la placa (hasta la fila 4 inclusive) se utilizé para el ensayo del
compuesto 4-AF mientras que la otra mitad fue para el ensayo del compuesto 4,4’-ADF
(Figura 4).

Concentracion del compuesto (mM)

mn

a O © n

- Mn I O N 10

o O © 1N - N N

S 3 9 2 ®m 9 damn o
(SF = o (ot o) (=) (2 S AN = i)

4-AF

4,4-ADF

Figura 4. Placa de microtitulacién conteniendo concentraciones crecientes de 1,4-aminofenol (4-
AF) y 4,4’-azodifenol (4,4’-ADF) para la determinacion de la CMI. Las cuatro primeras filas
corresponden al primer compuesto mientras que las cuatro filas siguientes para el segundo.
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Por ultimo, se inocularon 5 pl de cultivo liquido en TSB en todos los pocillos
exceptuando la primera y la quinta fila de la placa, las cuales se consideraron como
controles negativos.

Una vez inoculados, se incubaron a 37°C durante 24 horas las placas correspondientes
a las bacterias Gram negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) y durante 48
horas las Gram positivas (Staphylococcus pseudintermedius y Staphylococcus aureus), ya
que estas ultimas necesitan un mayor tiempo de incubacién para crecer. Tras la
incubacién se procedio a la lectura de la absorbancia a 600nm utilizando para ello un
lector de placas de microtitulacion ASYS UVM340.

3.3.1.3 Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB).

Una vez determinada la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada compuesto se
procedié a la determinaciéon de la concentracion minima bactericida (CMB) que se
define como la concentracién mas baja de un antimicrobiano que mata al 99,9% de las
bacterias.

Para ello se sembraron con espatula en placas de TSA 100 microlitros de la dilucion
correspondiente a la CMI para cada compuesto y entre 2 y 3 concentraciones por
encima de ésta (Tablas 1y 2).

Las placas se incubaron 24 horas en el caso de las bacterias Gram negativas
(Pseudomonas aeruginosa y E. coli) y 48 horas las Gram positivas (Staphylococcus
pseudintermedius y Staphylococcus aureus).

Tabla 1: Concentraciones sembradas para determinacion de la CMB del compuesto 4-AF

1.Staphylococcus 0,3125 mM
pseudintermedius 0,625 mM
1,25 mM
2,5 mM
2. Staphylococcus aureus 2,5 mM
5 mM
10 mM
3. Escherichia coli 1,25 mM,
2,5mM
5mM
10 mM
4.Pseudomonas aeruginosa 5mM
10 mM
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Tabla 2: concentraciones sembradas para determinacion de la CMB del compuesto 4,4'-ADF

1. Staphylococcus 0,039 mM
pseudintermedius 0,078 mM
0,156 mM
0,312 mM

2. Staphylococcus aureus 0,156 mM
0,3125 mM
0,625 mM
1,25 mM

3. Escherichia coli 2,5 mM
5mM
10 mM

4. Pseudomonas aeruginosa 5mM
10 mM

3.4 Ensayos de crecimiento de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en
medio minimo.

El objetivo de estos experimentos es el de comprobar si las bacterias Gram negativas
utilizadas son capaces de utilizar estos compuestos como fuente nutricional de C y N,
para asi dar explicacion a la falta de inhibicion en estas cepas.

Definimos medio minimo como aquel que posee la minima cantidad de nutrientes para
soportar el crecimiento de un microorganismo y ademds su composicion es
perfectamente conocida, no incluyendo sustancias complejas. En este caso, formulamos
un medio sin ninguna fuente de carbono, siendo los compuestos, a unas
concentraciones inferiores a la CMI, las tinicas fuentes de este elemento.

Por tanto, el medio minimo utilizado estd compuesto por una mezcla de sales
denominada M9 (Na:HPOs. 2H20 + KH2POs+ NaCl+NH4Cl) junto a MgSOs, CaClz y
agua. Como control negativo utilizamos el medio minimo Unicamente, mientras que
como control positivo utilizamos este medio habiéndole anadido glucosa a 2,5g /100ml.
Posteriormente ambos compuestos, 4,4-ADF y 4-AF se anadieron al medio minimo
por separado. Se utilizaron cuatro tubos por cada cepa bacteriana, uno para cada
control y uno para cada compuesto. A continuacidn, se inocularon con 5ul de una
suspension de bacterias previamente centrifugadas y resuspendidas en agua estéril
(para que no incluyese restos de medio TSB) y se incubaron durante 48 horas a 37°C.
Finalmente se realiz6 una siembra en placa de diluciones seriadas para poder realizar
el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) y determinar el crecimiento en
las distintas condiciones de cultivo.
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3.5 Determinacion de las enzimas antioxidantes y sustancias reactivas a acido
tiobarbitarico (TBARs).

Las enzimas antioxidantes presentes en las bacterias constituyen una parte muy
importante de la barrera antioxidante de estos microorganismos. Estas enzimas ejercen
una accion protectora frente a las especies reactivas del oxigeno (ROS). Durante el
metabolismo bacteriano, en los procesos de reduccion de Oz a H20 se pueden generar
los denominados ROS, productos intermedios inestables y muy reactivos, pudiendo
reaccionar con gran variedad de componentes celulares, como proteinas, lipidos o
acidos nucleicos. (Fridovich, 1998). En el caso de producirse un aumento de las ROS,
puede instaurarse un estado conocido como estrés oxidativo, que supone un alto riesgo
para la viabilidad celular (Videla & Fernandez, 1988; Sies, 1997). Las membranas
lipidicas celulares, especialmente sus fosfolipidos, son muy susceptibles a la
peroxidacion como consecuencias de las ROS (Catala, 2006).

La accion de la superdxido dismutasa se puede considerar como una de las primeros
mecanismos de defensa antioxidante enzimatica, encontrandose incluso en
microoganismos anaerobios. Esta enzima cataliza la dismutacion de superdxido en
oxigeno y peroxido de hidrégeno, por lo que constituye una defensa ante la exposicion
al Oz. (Perry y col., 2010).

Por su parte, la catalasa es una enzima perteneciente a la categoria de las
oxidorreductasas que cataliza la descomposicion del perdxido de hidrogeno, sustancia
oxidante, en oxigeno y agua (Nicholls et al., 2000).

Asimismo, las peroxidasas son enzimas que catalizan la oxidacion de gran variedad de
sustratos utilizando la capacidad oxidante del H:0: (Pandey y col, 2017). Una
deteccion de un aumento de la actividad de estas enzimas pondria de manifiesto la
presencia de un dafno producido por estrés oxidativo y por tanto, que éste fuera el
mecanismo responsable de la inhibicién del crecimiento bacteriano.

Por otro lado, las sustancias reactivas a acido tiobarbittrico (TBARs) se forman a partir
de la peroxidacion de los lipidos citada anteriormente, considerandose como productos
de las reacciones causadas por las especies reactivas de oxigeno. Dado que la mayoria
de estas especies poseen una vida media muy corta, son muy dificiles de cuantificar o
medir, por lo que resulta mucho mas facil y efectivo cuantificar los productos de sus
reacciones. Dentro de los TBARs, el malondialdehido o MDA es un producto de bajo
peso molecular generado concretamente por la descomposicidon de ciertos productos
primarios y secundarios de la peroxidacion de los lipidos de membrana (Hong et al.,
2012). Por tanto, la determinacion del MDA permitird cuantificar el grado de
peroxidacion de lipidos de membrana y asi, su dafio.

Las cepas bacterianas se cultivaron en tubos de 50 ml de medio TSB durante 24 horas a
37°C y a 200 rpm. Tras esto, cada cultivo se separ6 en 5 alicuotas de 10 ml cada una, la
primera correspondiente al control positivo (sélo con medio TSB) y las otras cuatro a
ambos compuestos (1,4-AF y 4,4-ADF) a concentraciones de CMI y CMB
respectivamente. Tras anadir los compuestos, se vuelven a incubar otras 24 horas a
37°C y 200 rpm. Una vez finalizado el periodo de incubacién, cada alicuota se
centrifugd a 8000 rpm durante 5 minutos, tras lo cual se desechd el sobrenadante y
cada pellet bacteriano se resuspendié en 2,5 ml de tampdn de extraccion (fosfato
potasico 50 mM pH 7.0 conteniendo EDTA 2 mM). A continuacion, cada suspension se
sometio a sonicacion durante 3 periodos de 30 segundos, separados por periodos de 1
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minuto, utilizando un sonicador Ultrasonic Processor (Hielscher) con una amplitud del
100% y ciclos de 0.8. Todo este procedimiento se realizd con los tubos colocados en un
bano de hielo, para evitar asi alcanzar altas temperaturas que puedan alterar el
proceso. La sonicacion provoca la rotura celular, liberando al tampén de extraccion el
contenido celular, en el cual se encuentran las enzimas.

A continuacién, para separar los restos celulares de membranas, las suspensiones
previamente sometidas a sonicacion se centrifugaron en tubos eppendorfs a 10.000 rpm
durante 10 min a 4°C. El sobrenadante de cada tubo se traspasé a tubos limpios para
realizar los ensayos enzimaticos.

Una vez obtenido el extracto crudo, se procedid a determinar las actividades
enzimaticas. Todos los ensayos se realizaron a temperatura ambiente.

Calculo de proteinas de los extractos.

Todas las actividades enzimaticas, asi como el MDA estan expresadas en funcion de la
concentracion de proteina del extracto crudo. Para ello, se realizaron las mediciones de
dichos extractos utilizando el método de Bradford (1976) de acuerdo con una curva de
calibrado realizada con albumina sérica bovina (fraccién V, Sigma) como control. Este
método se basa en utilizar un colorante hidrofdbico, el colorante azul Coomassie, el
cual forma un compuesto de adsorcion de coloracion azul al reaccionar con los
residuos de aminodcidos basicos y aromaticos de las proteinas. Al unirse, forman un
complejo complejo proteina-colorante con un coeficiente de extincion molar mayor que
el colorante libre. La absorbancia se lee a 595 nm y la intensidad de la absorcion
depende del contenido de aminodcidos basicos y aromaticos. Cuanto mayor sea la
concentracion de proteinas, mas intensidad tendra el color desarrollado y, por lo tanto,
mayor valor de absorbancia. La determinacion del contenido proteico de una muestra
requiere la comparacion del valor de absorbancia de la muestra con los obtenidos a
partir de cantidades conocidas de proteinas, con los que se construye una curva de
calibracion (Figura 5). En primer lugar, se realiz6 una curva de calibracion empleando
como proteina patron la albumina sérica bovina. Se prepararon tubos con distintas
cantidades de albiimina y el “blanco” que no contiene proteina, para calibrar el
espectrofotometro. En los tubos se mantuvo constante el reactivo Bradford, cambiando
la concentracion de albimina. Una vez preparados los tubos se midio la absorbancia de
cada uno de ellos a una longitud de onda de 595nm, construyendo la gréafica de
absorbancia versus concentracion.

A continuacidn, para el calculo de la concentracion proteica de los extractos crudos se
midieron a 595 nm en las cubetas del espectrofotometro. Para ello se prepararon las
siguientes muestras, como se indica en la Tabla 3. Los tubos se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos protegidos de la luz para permitir la
formacion del complejo coloreado. Posteriormente se midi6 la absorbancia a 595 nm
utilizando un espectrofotémetro ASYS UVM340.
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Tabla 3: Volumenes de preparacion de las muestras para la determinacién de las proteinas.

Blanco 800 -- 200 1000
15 785 15 200 1000
50 750 50 200 1000

Para el calculo de la concentracion de proteinas totales se utiliz¢ la siguiente formula:
PT (mg/ml)= (Abs/34,5). 1000/V, dénde V es el volumen de extracto crudo en

microlitros.
Siendo € = 34,5 ml. mg! el coeficiente de extinciéon molar del reactivo de Bradford.

Finalmente, se realizaron las medias de todas las mediciones de cada extracto.

Curva patron BSA
1,8
y=-108,91x% + 21,439x + 0,0713

= 13 R?=0,9448
(5
=
[+
2 08
[=}
7]
=
< 0,3

-0’2 U 0502 010 t 0106 0;08 0,1
Concentraciéon BSA mg/ml

Figura 5: Curva de calibracion o patrén para la determinacion de las proteinas de los diferentes
extractos.

Catalasa (CAT):

La actividas catalasa se midio cuantificando la desaparicion de H20: a una longitud de
onda de 240 nm (¢ = 39,4 mM™' cm™) utilizando un espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 25 UV/Vis (Shelton, Connecticut, USA) (Pine et al., 1984). Para su medicién, se
utilizaron cubetas de cuarzo que contenian 800 pl de tampdn de fosfato potasico 50
mM (pH 7.6) y 0.1 mM EDTA y 100 pL de H20: al 15%. Para iniciar la reaccién se
afadié 100 pL de extracto crudo, registrando el decrecimiento de los valores de
absorbancia a 240 nm durante 2 minutos.

Para su céalculo se utiliz6 la siguiente formula:

Actividad catalasa (U)= ( (Valor medio Aabsorbancia/ ¢ ).10?%) /1. vol extracto en ml
Actividad catalasa en funcion de proteina (U/mg)= CAT(U)/mg proteina extracto
Siendo € =39,4 mM-1 cm-!.

1 corresponde a 1 cm de paso de luz de espectrofotémetro
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Peroxidasas totales:

La actividad de las peroxidasas totales se analiz6 monitorizando la oxidacion del
pirogalol a purpurogalina por medio de H:0: a una longitud de onda de 420 nm
(Chance and Maehly, 1955). Para su mediciéon se utilizaron cubetas de
espectrofotometria de 3 ml que contenian un volumen final de 2 ml compuesto de: 1,5
ml de tampon fosfato potasico a 10 mM y pH 6,0, 0,1 ml de pirogalol a 0,4 M recién
preparado y de 0,1 a 0,2 ml de extracto crudo. La reaccion se desencadend anadiendo
0,15 ml de H202al 0,3% (v:v) recién preparada. Una vez anadida el H20, el contenido
de las cubetas se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos y tras esto, se
midio la absorbancia a 420 nm. Para el clculo de la actividad también se preparo una
cubeta control sin extracto crudo para obtener la oxidacion basal del pirogalol durante
5 minutos. El incremento de absorbancia con respecto al control de pirogalol indic6 la
actividad peroxidasa total de las muestras. Para los calculos, se utilizé la siguiente
férmula:

U/ml extracto= ((Aabsorbancia 5 min- Aabsorbancia 5minblanco) 3.fd) / € . vol extracto
Siendo:

€ =12 mM-' cm-!(coeficiente de extincion molar del pirogalol)

3=ml volumen del ensayo

fd: factor de dilucion

Superdxido dismutasa (SOD):

Esta actividad enzimatica se evalu6 por refractometria a 560 nm de longitud de onda
utilizando un ensayo basado en la fotorreduccion del nitroazul de tetrazolio (NBT) en
presencia de riboflavina (Beyer and Fridovinch, 1987). Para ello, se parti6 de una
solucién stock de 30 ml compuesta por 27,5 ml de tampon fosfato potasico a pH 7,6, 1
ml de EDTA a 0,2 M, 1 ml de NBT recién preparado a 1,5 mM y 0,5 ml de Triton X-100.
En cada cubeta de espectrofotomeria se vertieron 2,88 ml de dicha solucién stock y 20
ul de extracto crudo. Como control, para obtener la fotorreduccion basal del NBT, se
utilizé una cubeta sin extracto crudo. Para desencadenar la reaccion, se anadio a cada
cubeta 0,1 ml de riboflavina y a continuacion se expusieron a luz blanca (fluorescentes
comerciales) durante 5 minutos. Pasado este tiempo, se midio la absorbancia a 560 nm.
Se consideré como una unidad de actividad SOD como la cantidad de enzima capaz de
inhibir el 50% de la fotorreduccién del NBT por la riboflavina (Beyer and Fridovich
1987).

Sustancias Reactivas al Acido Tiobartbitarico (TBARS):

Para la determinacion de las sustancias reactivas al acido tiobarbittrico (TBARS), en
concreto el malondialdehido (MDA), las cepas se cultivaron como se ha descrito con
anterioridad en el caso de las actividades enzimaticas. Tras el periodo de incubacién,
los tubos de cultivo se centrifugaron a 8000 rpm durante 5 minutos. Tras desechar el
sobrenadante, los pellets o precipitados se disolvieron en 3 ml de una mezcla de acido
tricloroacético (TCA) al 20% con un 0,5 % de acido tiobarbitutico (TBA) (Ong et al,,
2017). A continuacion, las disoluciones se calentaron en un bafio de agua a 95°C
durante 30 minutos como se muestra en la imagen a continuacién (Figura 6).
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Figura 6: Preparacion del bafio de agua a 95°C para la determinacion de TBARS.

Pasados los 30 minutos, para detener la reaccidn, los tubos se enfriaron el hielo durante
30 segundos. Tras esto, se someten a centrifugacion a 8000 rpm durante 5 minutos, tras
lo cual se recolect6 el sobrenadante para la determinacion de los parametros TBARS y
se desech¢ el precipitado, compuesto por los restos de las membranas celulares.

La concentracién de TBARS, en concreto el MDA, se calculé a partir del valor de
absorbancia a 532 nm medida con un espectrofotometro PerkinElmer Lambda 25
UV/Vis spectrophotometer (Shelton, Connecticut, USA), utilizando el coeficiente de
extincion molar € =155 mM' cm’.

3.6  Efecto de los compuestos sobre la formacion de biofilm.

Los biofilms se definen como comunidades de microorganismos que crecen embebidos
en una matriz de exopolisacdridos y adheridos a una superficie inerte o un tejido vivo
(Lépez et al, 2010). El crecimiento en biofilms representa la forma habitual de
crecimiento de las bacterias en la naturaleza. Aunque la composicién del biofilm es
variable en funcién del sistema en estudio, en general, el componente mayoritario del
biofilm es el agua, que puede representar hasta un 97% del contenido total. Ademas de
agua y de las células bacterianas, la matriz del biofilm es un complejo formado
principalmente por polisacaridos. En menor cantidad se encuentran otras
macromoléculas como proteinas, ADN y productos diversos procedentes de la lisis de
las bacterias. Estudios realizados utilizando microscopia confocal han mostrado que la
arquitectura de la matriz del biofilm no es sélida y presenta canales que permiten el
flujo de agua, nutrientes y oxigeno incluso hasta las zonas mas profundas del biofilm.
La existencia de estos canales no evita, sin embargo, que dentro del biofilm podamos
encontrarnos con ambientes diferentes en los que la concentracion de nutrientes, pH u
oxigeno es diferente. La caracteristica que mejor distingue las infecciones cronicas
relacionadas con biofilms de las infecciones agudas es su respuesta a tratamientos
antibidticos. Mientras que las infecciones agudas pueden ser eliminadas tras un breve
tratamiento antibiotico, las infecciones por biofilms normalmente no consiguen ser
completamente eliminadas, producen episodios recurrentes. Esto se debe a que las
bacterias del biofilm pueden ser hasta 1.000 veces mas resistentes a los antibioticos que
esas mismas bacterias crecidas en medio liquido (Lasa et al. 2005).
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El objetivo de los siguientes experimentos es el de valorar la accion de los compuestos
sobre la formacion y estructura del biofilm bacteriano.

3.6.1 Determinacion de la accion sobre la formacion de biofilms sobre
placa de micropocillos mediante la técnica de George O’ Toole.

El proposito del siguiente ensayo es el de determinar la variacion de la formacién de
biofilm de dos bacterias Gram positivas (Staphylocuccus psuedintermedius y
Staphylococcus aureus) y dos Gram negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa)
ante la presencia de concentraciones crecientes de 4-AF y 4,4’-ADF.

La determinacion se llevo a acabo mediante la técnica de George O'Toole (Figura 7)
(O'Toole, 2011). Para ello, se prepararon plancas de microtitulacién en las mismas
condiciones quelas anteriormente descritas para la CMI. Tras la incubacion de la placa,
se vacio el contenido volcando la placa y agitandola para eliminar el cultivo liquido de
los pocillos. Posteriormente, se sumergié cuidadosamente la placa en un bafio de agua,
eliminandola posteriormente volcando la placa y agitandola. Este proceso se repiti¢ en
tres ocasiones para eliminar células libres que no forman el biofilm. La tincion se llevo
a cabo anadiendo 200 ul de una solucion de cristal violeta al 0,1% en cada pocillo e
incubando a temperatura ambiente durante 10-15 minutos. Tras la tincion se volcd el
colorante agitando la placa vigorosamente. Se realizaron tres lavados sumergiendo la
placa en un bafo de agua limpia cada vez. Finalmente, se dejo secar la placa boca abajo
sobre papel de filtro durante varias horas. Finalmente, se afiadieron 200 ul de acido
acético al 30% a cada pocillo para disolver el biofilm tefiido con cristal violeta. Se
incubd la placa a temperatura ambiente durante 10-15 minutos y se determiné la
absorbacia a 550 nm utilizando el acido acético al 30% como blanco.

Inicialmente el biofilm queda tefiido con el cristal violeta. El 4cido acético disuelve el
biofilm adherido y lo resuspende, pudiendo asi medir su absorbancia a 550 nm de
longitud de onda. Cuanto mas biofilm se haya formado, mayor valor de absorbancia se
obtendra.

.
\
- . 0 2
- |

——

Figura 7: Técnica de George O'Toole realizada en la placa de microtitulacién de 96 pocillos.
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3.6.2 Valoracion de formacion de biofilm mediante microscopia electronica
de barrido (SEM).

El objetivo del ensayo es el de la valoracion visual mediante microscopia electronica
del efecto de los compuestos sobre el crecimiento bacteriano y sobre la formacion del
biofilm. Para ello, se utilizd6 una placa de 6 pocillos en la que se cultivararon las
bacterias sobre unos portaobjetos circulares de cristal de 1 cm de didmetro colocados
en el fondo de los pocillos siguiendo el esquema mostrado a continuacion (Figura 8).

00
000

Figura 8. Esquema de la placa de 6 pocillos utilizada para la formacion de biofilms en presencia
de 1,4-aminofenol y 4,4’-azodifenol. 1. Control S. pseudintermedius; 2. CMI S. pseudintermedius;
3. CMB S. pseudintermedius; 4. Control S. aureus; 5. CMI S. aureus; 6. CMB S. aureus.

Una vez colocados los portaobjetos en el fondo de los pocillos, se vertieron 2 ml,
volumen suficiente para cubrir todo el fondo del pocillo, de TSB (controles) asi como
TSB en presencia de los compuestos, 4-AF y 4,4"-ADF a CMI. A continuacién, se
inocularon los pocillos con 100 ul de cutltivo bacteriano liquido de S. pseudintermedius
o S. aureus (con densidad dptica ajustada a 1.0). Tras esto, las placas se incubaron a
28°C durante 4 dias para permitir el desarrollo del biofilm. Una vez incubadas, los
portaobjetos se extrajeron cuidadosamente con ayuda de unas pinzas y se trasladaron a
una placa limpia para lavarse con agua destilada y volcar el contenido
cuidadosamente. Este proceso de lavado se repitid tres veces y después, se dejaron
secar a temperatura ambiente. A continuacidn, para la fijacion de las muestras, se
utilizé un volumen de 5ml de glutaraldehido al 5% preparado en tampdn cacodilato
0,2My pH 7,2 y se dejaron incubar durante 3 horas a temperatura ambiente. Una vez
pasado este tiempo, se lavaron 3 veces con 5 ml de tampon cacodilato. Las muestras se
deshidrataron en serie de acetona (30% al 100%) y se sometieron a un proceso de
secado de punto critico utilizando un secador Leica EM CPD300 a 31°C y 73,8 bar. Una
vez secadas, las muestras se sometieron a un recubrimiento de Au-Pd (10 nm) y se
observaron con un microscopio electrénico de barrido Zeiss EVO LS15.
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3.7 Disefio de una aplicacion terapéutica topica para su uso en infecciones
cutaneas.

3.7.1 Ensayo de parches de algodon.

En este primer ensayo se utilizaron ap0sitos de algoddn de uso quirtrgico estériles
impregnados con 30 pl de una disolucion en glicerol o una suspension en agua a 100
mM de los compuestos 4-AF y 4,4’-ADF. Como controles se tomaron tanto el agua
como el glicerol.

El objetivo del ensayo es el de determinar la difusion de los compuestos en el medio asi
como su actividad antimicrobiana para valorar su potencial uso en parches
terapéuticos en afecciones cutdneas de cardcter infeccioso provocadas por
Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa. Para ello se realizd la siembra en césped con espatula de las placas de agar
TSA con las diferentes cepas bacterianas. A continuacion, con la ayuda de unas pinzas
estériles se situaron los parches de algodon y finalmente se depositan 30 ul de cada
compuesto y su control en los diferentes parches. Las placas se incubaron a 37°C
durante 24 horas para su evaluacion. El esquema seguido es el que se muestra a
continuacion (Figura 9).

Figura 9. Esquema de la placa de Petri utilizada para testar parches de algodén impregnados
con 4-AF y 4,4-ADF como inhibidores del crecimiento de las bacterias. 1. Agua destilada; 2.
Suspension en agua de 4-AF; 3. Suspension en agua de 4,4-ADF; 4. Glicerol; 5. Dilucion de 4-AF
en glicerol; 6. Dilucién de 4,4’-ADF en glicerol.

3.7.2 Disefno de apdsitos de algodon y composites para el tratamiento de
infecciones cutaneas.

El objetivo de los siguientes ensayos es el disefio de apositos compuestos de una capa
de algodon estéril junto con otra conformada por materiales compuestos
biodegradables para proporcionar una acciéon antibacteriana por la liberaciéon
prolongada de los compuestos asi como una humedad para favorecer el desarrollo y
mantenimiento de un tejido de granulacion sano en el lecho de la herida. Ambos
aspectos son esenciales para un tratamiento exitoso, asi como para evitar la aparicion

95



de complicaciones secundarias como extensiéon de las lesiones, dificultad en la
cicatrizacion o necrosis, y en casos mas severos, septicemia (Ki y Rotstein, 2008).

Todos los apositos fueron testados en placas de agar TSA sembradas previamente en
césped con las diferentes cepas bacterianas. Tras la siembra, se colocaron los ap6sitos
en el centro de la placa y se incubaron durante 24 horas a 37°C. Finalmente se valoré la
presencia del halo de inhibiciéon alrededor del parche. Se realizaron tres disefios
utilizando distintos compuestos.

1. Apositos conformados por esferificaciones de un composite de alginato y los
diferentes compuestos.

La aplicaciéon del compuesto en forma de esferificaciones permite una liberaciéon
sostenida del compuesto. Para la realizacion de las esferificaciones se prepararon unas
disoluciones de alginato al 3% y 1,4-AF y 4,4’-ADF a una concentracién de CMI en
agua que se esterilizaron en el autoclave. A continuacidén, utilizando una jeringa y
aguja fina, se depositaron pequenias gotas en una disolucion de 5 g de Cl2Ca en 100 ml
de agua para formar las esferificaciones, que posteriormente se esparcieron sobre un
aposito de algodon estéril de 4,5x3cm para finalizar la confeccion del parche (Figura
10).

Figura 10: Apodsito conformado por esferificaciones de un composite de alginato y los diferentes
compuestos (1,4-aminofenol y 4,4"-azodifenol).

2. Apositos conformados por un composite de gelatina neutra y compuestos.

En este experimento se realizo, por cada placa, una mezcla de 15 g de gelatina neutra
de origen porcino estéril en 15 ml de agua estéril caliente junto con cada uno de los
azocompuestos a una concentracion de CMI. Posteriormente se vertieron en placas de
Petri en las que se habia delineado en su superficie exterior inferior dos areas de 4,5x3
cm correspondientes al drea del aposito de algoddon como se muestra a continuacion en
la Figura 11.
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Figura 11: Areas de 4,5x3 cm dibujadas en las diferentes placas. Posteriormente se recortaron los
rectangulos de gelatina conteniendo los compuestos (4-AF en la izquierda y 4,4’-ADF en la
placa de la derecha) y se depositaron sobre parches de algodon estéril para configurar el
apdsito.

Una vez enfriado y solidificado el composite, se recortd y depositd en la pieza de
aposito de algodon estéril para completar su conformaciéon como se muestra en la
Figura 12.

Figura 12: Apdstito completo conformado por el composite de gelatina solificado y el algodén
estéril.

3. Apésitos conformados por un composite de agar al 0,9% y los compuestos.

La metodologia es la misma mostrada en el caso anterior, vertiendo una disolucién de
agar al 0,9 % con los diferentes azocompuestos a concentraciones de CMI en las placas
con las areas previamente delineadas para, finalmente, una vez enfriado, unirlo a la
lamina de apdsito de algodon estéril (Figura 13).

Figura 13: apdsito conformado por un composite de agar y los compuestos.
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4. Andlisis estadistico.

Los experimentos realizados en el presente estudio se llevaron a cabo asegurandose de
que los datos obtenidos fuesen estadisticamente representativos. Tanto la
determinacion de la CMI como la CMB se realizaron por triplicado. Asimismo, las
actividades enzimaticas y MDA se muestran como las medias obtenidas + las
desviaciones estandar de las determinaciones en dos cultivos independientes.
Finalmente, las determinaciones de la formacion de biofilm por la técnica de George
O’Toole también se realizaron por triplicado y los datos han sido expresados teniendo
en cuenta sus correspondientes desviaciones estandar.

En las comparaciones de los efectos de los compuestos sobre diferentes variables se ha
aplicado el test Student y las diferencias significativas de p<0.05 han sido indicadas en
las tablas y figuras. Este tipo de test o andlisis estadistico se aplica cuando la poblacion
estudiada sigue una distribucion normal, que es una de las distribuciones de
probabilidad de variable continua que con mas frecuencia aparece en estadistica y en la
teoria de probabilidades, pero el tamafio muestral es demasiado pequefio como para
que el nimero muestral en el que estd basado esté normalmente distribuido,
utilizdndose una estimacion de la desviacién estandar en lugar del valor real. Su
aplicacion nos ha permitido cerciorarnos de que los resultados obtenidos son fiables y
de poder evidenciar las direrencias estadisticamente significativas.
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5. RESULTADOS.
5.1 Sintesis y caracterizacion del compuesto 4,4"-azodifenol.

En la presente Memoria se ha preparado el compuesto 4,4"-azodifenol, cuya estructura
se encuentra indicada en la Figura 14. Aunque este compuesto aparece en el catdlogo
comercial de alguna pequefa empresa quimica, la realidad es que no hemos
encontrado ninguna parte experimental en la que se describa ni su preparacion
completa ni se recojan los datos necesarios para una correcta determinacion
estructural.

Asi, se sintetizd, utilizando como compuesto de partida el producto comercial 1,4-
aminofenol, siguiendo la metodologia cldsica de diazotizacion como primer paso, en la
que es necesario la utilizacion de nitrito de sodio en presencia de un acido mineral,
somo el acido clorhidrico (Hegarty, 1978). La reaccion se realiza a cero grados
centigrados ya que la soluciones acuosas de estas sales son altamente inestables a
temperaturas superiores a cinco grados centigrados, por lo que es necesario la
utilizacion de un bafio de hielo con temperatura controlada. De esta manera se
generard de una forma eficiente el cation nitrosonio, el cual se sometera a un proceso
de acoplamiento diazoico en presencia de un compuesto aromatico activado del tipo
fenol, como parte de un proceso del tipo sustitucion electrofila aromatica (Hegarty,
1978). Finalmente se obtendra el compuesto sustituido en la posicién para y de tipo
azoico, concretamente el 4,4’ -azodifenol, perteneciente al grupo de los denominados
azocompuestos, segin se recoge en la Figura 14.

Wl
HGI, NaNO, HO N,
o w0 v — . ()on

o°c NaOH, 0°C

Figura 14: sintesis del compuesto 4,4"-azodifenol

El compuesto 4,4’-azodifenol se obtuvo como un polvo muy fino de color morado
oscuro y se logro sintetizar con un rendimiento superior al 95% en una escala
multigramo, pudiéndose purificar con una mezcla etanol/agua apropiada de manera
completa de una forma eficiente y rdpida. Este compuesto es muy estable al ser
almacenada en oscuridad y a temperatura ambiente durante afios y sin observar
ningun tipo de degradacion.

Como esta descrito ampliamente en la literatura la geometria de los azocompuestos de
este tipo son completamente planas y con una disposicion trans con respecto al doble
enlace de nitrogeno, al ser este el isomero mas estable ya que tiene minimizadas las
interacciones estéricas entre los grupos aromaticos respectivos. Aunque la barrera de
paso del isdbmero trins al cis en este tipo de compuesto suele ser de 50 KJ/mol, es
facilmente sobrepasada mediante reacciones de fotoisomerizacion de una manera
reversible y mediante el uso de una radiacién de luz ultravioleta. El isomero cis en
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estos casos suele sufrir una relajacion térmica muy lenta cuando se cursa a temperatura
ambiente que conduce al trans que en algunas ocasiones es utilizada para aplicaciones
como sensores quimicos (Wolfbeis, 2005; Fan et al., 2018, Ali et al., 2018).

Con objeto de utilizarse con fines de evaluacion antimicrobiana, se determin6 que se

trata de un compuesto insoluble en agua, pero facilmente soluble en DMSO, Cl.2CH:y
glicerol.

5.2 Estudios microbioldgicos.

5.2.1 Determinacion de la sensibilidad de las cepas bacterianas frente a los
compuestos.

5.2.1.1 Método cualitativo:
La evaluacion inicial de las propiedades antimicrobianas de los compuestos 4-AF y

4,4-ADF mostr6 que ambos compuestos produjeron halos de inhibicion en Gram
positivas (Figura 14, A, B) pero no en Gram negativas (Fig. 14, C,D).

Figura 14. Evaluacion inicial de la capacidad antibacteriana de 4-AF y 4,4"-ADF mediante discos
de papel cargados con 15 pL de disoluciones 100 mM de estos compuestos. A. S.
pseudintermedius; B. S. aureus; C. E. coli; D. P. aeruginosa. Para cada placa, los tres discos
superiores contienen de izquierda a derecha: agua, 4-AF suspendido en agua y 4,4’-ADF
suspendido en agua; y los tres discos inferiores contienen: glicerol, 4-AF disuelto en glicerol y
4,4’-ADF disuelto en glicerol.

En la tabla 4 se reflejan los diametros en milimetros de los halos de inhibicién
obtenidos tras la incubacion.
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Tabla 4: Tamano de los halos de inhibicién (en mm) producidos por los compuestos 4-AF y 4,4'-
ADF para las cepas bacterianas de estudio.

4,4'-
4,4’-ADF 1 ¢
. 4-AF en agua . C(‘)ntro 4-AF en ADF en
Cepa bacteriana en agua glicerol . .
glicerol glicerol
S.
. . 0 mm 4 mm 0 mm 1 mm Imm 4 mm
pseudintermedius
S. aureus 0 mm 5 mm 1 mm 0 mm 5 mm 4 mm
E. coli 0 mm 1 mm Omm Omm 1mm Omm
P. aeruginosa Omm Omm Omm Omm Omm Omm

Podemos apreciar que mientras que en Gram las cepas Gram positivas se pueden
observar halos de inhibicion con claridad, en las cepas Gram negativas no aparecen.
Tras la realizacion de las pruebas preliminares de cardcter cualitativo, procedimos a
realizar los ensayos cuantitativos para las distintas cepas bacterianas para la
determinacion de la CMI y CMB de los compuestos. Es importante mencionar que,
debido a que el compuesto en agua forma una suspension, mientras que en glicerol se
disuelve, se decidid utilizar la disolucion en glicerol para los siguientes ensayos.

5.2.1.2. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

1. Staphylococcus pseudintermedius.

En la determinacion de la CMI mediante método cualitativo de observacion de
turbidez, en los pocillos correspondientes a 4-AF apreciamos que no hubo turbidez en
la columna ntimero 8, que corresponde a una concentraciéon de 0,625 mM mientras que
en el caso de 4,4"-azodifenol no se observé turbidez en la columna 6, que corresponde a
una concentraciéon de 0,156 mM.

Con respecto a la determinaciéon de la CMI por método cuantitativo mediante medicion
de absorbancia a 600 nm de longitud de onda, para el compuesto 4-AF (Figura 15)
pudimos apreciar que a una concentracién de 0,625 mM la medicién de absorbancia
disminuia de manera muy considerable con respecto a las concentraciones anteriores,
considerandose la CMI para este compuesto. En cuanto al 4,4'-ADF (Figura 16) se
evidencié que a una concentracion de 0,156 mM la mediciéon de absorbancia disminuy6
notoriamente, considerandose la CMI para este compuesto.

Se pudo observar que a mayores concentraciones (5mM y 10 mM) se producia un
aumento del valor de absorbancia. Esto se debe a que los compuestos poseen un color
marrén amarillento intenso, y a concentraciones altas puede interferir con la medicion
de la absorbancia. Este hecho se evidencié en las mediciones realizadas en todas las
placas para ambos compuestos, independientemente de la bacteria inoculada.
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Figura 15: Gréfica de valores de absorbancia de las distintas concentraciones de 4-AF en
presencia de Staphylococcus pseudintermedius.
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Figura 16: Grafica de valores de absorbancia de las distintas concentraciones de 4,4"-ADF en
presencia de Staphylococcus pseudintermedius.

2. Staphylococcus aureus:

Al observar las placas no se evidencio turbidez en los controles negativos, por lo que el
experimento estaba realizado correctamente. Asimismo, para 4-AF apreciamos que no
habia turbidez en la columna niimero 9, que corresponde a una concentracion de 1,25
mM. En cuanto al compuesto 4,4’-ADF no se observé turbidez en la columna 6, que
corresponde a una concentraciéon de 0,156 mM. Con respecto a los valores de
absorbancia mostrados en la Figura 17 apreciamos que para 4-AF una concentracion de
1,25 mM, la medicién de absorbancia disminuyé notoriamente, considerandose la CMI
para este compuesto, datos que concuerdan con la valoracion visual realizada
previamente. En el caso del compuesto 4,4’-ADF (Figura 18) los datos mostraron que a
una concentracion de 0,3125 mM los valores de absorbancia disminuyeron de manera
muy considerable, considerdndose la CMI para este compuesto.
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Figura 17: Gréfica de valores de absorbancia de las distintas concentraciones de 4-AF en
presencia de Staphylococcus aureus.
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Figura 18: Valores de absorbancia de las distintas concentraciones de 4,4’-ADF en presencia de
Staphylococcus aureus.

3. Escherichia coli.

En la determinaciéon de la CMI mediante método cualitativo de observacion de
turbidez se apreci6 que en el caso de 4-AF no hubo turbidez en la columna niimero 10,
que corresponde a una concentracién de 2,5 mM. Asimismo, para el compuesto 4,4’-
ADF no se observo turbidez en la columna 11, que corresponde a una concentracion de
5 mM. Tras la medicion de absorbancia (Figura 19) pudimos determinar que para E.
coli, a una concentraciéon de 2,5 mM de 4-AF la medicion de absorbancia disminuy6 de
manera muy notoria, estableciéndose como la CMI para este compuesto. Con respecto
al 44’-ADF (Figura 20), observamos una disminucion de los valores a una
concentracion de 5 mM, por lo que se considera como CMI para este compuesto. De
nuevo, estos datos coinciden con la valoracién visual de turbidez realizada con
anterioridad.
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Figura 19: Valores de absorbancia de las distintas concentraciones de 1,4-aminofenol en
presencia de E.coli.
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Figura 20: Valores de absorbancia de las distintas concentraciones de 4,4"-azodifenol en
presencia de E.coli.

4., Pseudomonas aeruginosa

Al igual que en el caso anterior, en las filas correspondientes a los controles no se
observé turbidez. Observando la placa pudimos determinar que para 4-AF no hubo
turbidez en la columna ntimero 11, correspondiente a una concentracion de 5 mM.
Asimismo, para 4,4’-ADF no se observo turbidez en la columna 11, que corresponde a
una concentracion de 5 mM.

Visualizacion sometida a luz ultravioleta:

Pseudomonas aeruginosa son bacterias que se caracterizan por emitir fluorescencia ante
la luz ultravioleta debido a la presencia de pigmentos fluorescentes como la pioverdina
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y la piocianina. Mediante esta visualizacion (Figura 21) se pudo comprobar que
conforme se inhibe el crecimiento bacteriano la intensidad de la bioluminiscencia iba
disminuyendo. Asimismo, es resefiable que en el control 2, correspondiente a TSB,
agua y glicerina, la bioluminiscencia fue menor que en control 1 y que en los siguientes
pocillos.

4

900000 ¢
90/0/000®
Seo00000.

475

Figura 21: Placa de micropocillos sometida a luz ultravioleta.

En cuanto a la medicién de absorbancia pudimos observar que en el caso de 4-AF
(Figura 22), a una concentracion de 5 mM el valor de absorbancia disminuyé de
manera muy considerable con respecto a las concentraciones anteriores,
considerandose la CMI para este compuesto, datos que concuerdan con la valoracion
cualitativa realizada previamente. Respecto al 4,4'-ADF (Figura 23) se pudo observar
que a una concentracion de 5 mM la medicidon de absorbancia disminuyd de manera
muy notoria, considerandose la CMI para este compuesto. Ambos datos coincidieron
con la valoracion cualitativa realizada previamente.

1,400 -
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1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 ~
0,200 -
0,000 -
-0,200 -

Control 1
Control 2
0,0195mM
0,039mM
0,078mM
0,156mM
0,3125mM
0,625mM
1,25mM
2,5mM
[5mM
10 mM

-0,400 -

Figura 22: Valores de absorbancia de las distintas concentraciones de 4-AF en presencia de
Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 23: Valores de absorbancia de las distintas concentraciones de 4,4"-ADF en presencia de
Pseudomonas aeruginosa.

5.2.1.3 Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB).
1. Staphylococcus pseudintermedius:

Para 4-AF se observo que a las concentracion mas baja estudiada (0,3125 mM) hubo un
crecimiento profuso (Figura 24, A), luego fue disminuyendo el niimero de colonias
(Fig. 24, B,C) y a una concentracion de 2,5 mM no existia crecimiento alguno (Fig. 24,
D), considerandose como la CMB para este compuesto.

Figura 24. Placas para la determinacién de CMB de S. speudintermedius frente a 4-AF. A: 0,3125
mM; B: 0,625 mM; C:1,25 mM; D: 2,5 mM.
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En el caso de 4,4’-ADF se pudo comprobar que a una concentracion de 0,039 mM y
0,078 mM (Figura 25, A y B) se produjo un crecimiento en césped. Sin embargo, a 0,156
mM (Figura 25, C) este crecimiento fue mucho menor. Finalmente, a 0,3125 mM
(Figura 25, D) no existia crecimiento bacteriano, considerandose como la CMB para
este compuesto.

Figura 25. Placas para la determinacién de CMB de S. speudintermedius frente a 4,4’-ADF. A:
0,039 mM; B: 0,0,078 mM; C:0,156 mM; D: 0,3125 mM.

2. Staphylococcus aureus:

En el caso de S. aureus, para 4-AF se sembraron alicuotas de las filas 10-12,
correspondientes a concentraciones de 2,5 a 10 mM. Como puede verse en la Figura 26,
no se observd desarrollo de colonias en ninguna de las placas, por lo que se considerd
la CMI 2,5 mM.

Figura 26: Placas para la determinacion de CMB de S. aureus frente a 4-AF. A: 2,5 mM; B: 5 mM;
C:10 mM.

Asimismo, para el compuesto 4,4’-ADF se sembraron las concentraciones de 0,156 mM
(Figura 27, A), 0,3125 mM (Fig.23 B), 0,625 mM (Fig. 27 C) y 1,25 mM (Fig. 27 D). Se
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aprecio que no se habia producido crecimiento en ninguna de las placas, por lo que la
CMB se consider¢ inferior a 0,625 mM.

Figura 27: Placas para la determinacién de CMB de S. aureus frente a 4,4’-ADF. A: 0,156 mM; B:
0,3125 mM; C: 0,625 mM; D: 1,25 mM.

3. Escherichia coli :

Para el compuesto 4-AF se sembraron las concentraciones de 1,25 mM, 2,5 mM, 5 mM y
10 mM (Figura 28 A, B, C y D). Tras la incubaciéon se pudo observar quea una
concentracion de 10 mM no existia crecimiento bacteriano, considerandose como la
CMB para este compuesto

Figura 28: Placas para la determinacién de CMB de E.coli frente a 4-AF. A: 0,125 mM; B: 2,5 mM,;
C: 5 mM; D: 10 mM.
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En el caso de 4,4-ADF , se sembraron las concentraciones de 2,5 mM, 5 mM y 10 mM
(Figura 29 A ,B y C). En los resultados se pudo observar que a una concentracion de 5
mM (Fig. 29, B) no se evidencid crecimiento bacteriano, determindndose como la CMB
para este compuesto

Figura 29: Placas para la determinacién de CMB de E.coli frente a 4,4"-ADF. A: 2,5 mM; B: 5
mM; C: 10 mM.

4. Pseudomonas aeruginosa:

Con respecto al compuesto 4-AF se sembraron las concentraciones de 2,5 y 5 mM
(Figura 30 Ay B). Tras la incubacion se pudo apreciar que habia abundante crecimiento
en ambas placas, por lo que se determin6 que la CMB para este compuesto es superior
a 10 mM.

Figura 30. Placas para la determinacién de CMB de P. aeruginosa frente a 4-AF. A: 5 mM; B: 10
mM.

En el caso de 4,4-ADF se pudo observar el mismo fendmeno (Figura 31 A y B) por lo
que también se determind que la CMB para este compuesto era superior a 10 mM.
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Figura 31. Placas para la determinacién de CMB de P.aeruginosa frente a 4,4"-ADF. A: 5 mM; B:
10 mM.

RESUMEN DE RESULTADOS:

La tablas 4 y 5 resumen los datos de determinaciéon de CMI y CMB para ambos
compuestos.

Tabla 4. Valores de CMB y CMI para 4-AF en las cepas bacterianas estudiadas.

1. Staphylococcus 0,625 mM /70 pug mL-! 2,5 mM/140 pg mL"*
pseudintermedius

2. Staphylococcus aureus 1,25 mM /140 ug mL"* 2,5 mM/ 280 ug mL-!

3. Escherichia coli 2,5 mM/280 pg mL" 10 mM/ 1120 ug mL™!

4. Pseudomonas 5 mM/ 560 pg mL* >10 mM/ > 1120 pg mL-!
aeruginosa

Tabla 5. Valores de CMI y CMB para 4,4'-ADF en las cepas bacterianas estudiadas.

1. Staphylococcus 0,156 mM/30 pg mL" 0,3125 mM/ 60 pug mL-!
pseudintermedius

2. Staphylococcus aureus ~ 0,3125 mM/ 60 ug mL- <0,625 mM/ 120 pg mL"!
3. Escherichia coli 5 mM/560 pug mL-! 5 mM/560 pg mL!

4. Pseudomonas 5 mM/560 pg mL-! >10 mM/ > 1120 pug mL!
aeruginosa

5.3 Ensayos de crecimiento de Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa en medio
minimo.

Como se muestra en la Figura 32 (A y C), tras la incubacion, se pudo observar una
notoria turbidez en el control positivo, mientas que en el control negativo, en ausencia
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de fuente de carbono, no era evidente. Asimismo, también se podia observar cierto
grado de turbidez en ambos tubos de los compuestos.

Al exponerlas a la luz ultravioleta (Figura 32 B y D), pudimos comprobar la emision de
bioluminiscencia en aquellos tubos en los que habia un mayor crecimiento bacteriano.
Esta fluorescencia es mas marcada en Pseudomonas aeruginosa que en Escherichia coli.

Figura 32: Ensayos de crecimiento de Escherichia coli (Ay B) y Pseudomonas aeruginosa (CyD) en
medio minimo.

En la siguiente tabla (Tabla 6) se muestra el recuento de UFC/ ml de cada ensayo:

Tabla 6: UFC/ml de cada muestra para ambas cepas bacterianas. ND: no determinado debido al
crecimiento en césped o confluyente.

Cepa Cont%‘ol COI’.lt‘I'Ol 4-aminofenol  4,4’-azodifenol
bacteriana negativo _ POS1tivo
E coli 1,296 x 10 5 413x10¢8 7,938x 104 1,795x 107
UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml
P. acruginosa 3,292x 10° ND 2,44x 10¢ 9,17x 10¢
UFC/ml UFC/ml UFC/ml

Para que su representacion grafica sea adecuada calculamos el logaritmo en base 10
de las UFC (log 10 UFC) (Figuras 33 y 34):
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Figura 33. Representacion grafica de las UFC/ml correspondientes al ensayo de crecimiento de
E. coli en medio minimo suplementado con los compuestos 4-AF y 4,4’-ADF.

170g10UFC

Agua TSB 1,4 aminofenol 4,4’diazofenol

Figura 34. Representacion grafica de las UFC/ml correspondientes al ensayo al ensayo de
crecimiento de P. aeruginosa en medio minimo suplementado con los compuestos 4-AF y 4,4’-
ADF.

Como podemos observar, ambas cepas fueron capaces de crecer en presencia de los
compuestos, sobre todo con 4,4"-ADF. En el caso de E. coli (Figura 31), no se detecto
crecimiento en presencia de 4-AF respecto al control negativo (en agua) mientras que si
hubo un cierto crecimiento en 4,4"-ADF. Por su parte. P. aeruginosa (Figura 32) fue
capaz de utilizar ambos compuestos, con crecimiento moderado respecto al control.
Hay que tener en cuenta que la cantidad de carbono suministrado en estos
experimentos es pequefia, razdn por la cual no se pueden conseguir crecimientos muy
abundantes. Tampoco se puede incrementar mucho la concentracion de los
compuestos, puesto que se alcanzaria la CMI, con lo cual no podriamos concluir si los
microorganismos son capaces de degradar el producto.

Por tanto, determinamos que estos compuestos no son adecuados como
antibacterianos en estas cepas de bacterias Gram negativas.

Una vez comprobado el efecto antimicrobiano de estos compuestos en las cepas Gram
positivas y habiéndolo descartado en las Gram negativas, procedimos a indagar acerca
del mecanismo de accion para producir dicha inhibicién en las cepas Gram positivas.
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Para ello, se realizaron ensayos de determinacién de parametros enzimaticos y de dafo
a membranas celulares.

5.4 Actividades enzimaticas para Staphylococcus pseudintermedius y Staphylococcus
aureus.

Actividad Catalasa (CAT) U/mg proteina:

Los resultados obtenidos (Tabla 7) indicaron que la actividad catalasa no sufrio
cambios significativos y que eran en ocasiones variables con respecto al control en
presencia de los azocompuestos y la concentracion de éstos. Por lo que pudimos
determinar que no existié una induccion de esta actividad enzimatica.

Actividad Peroxidasa total U/mg proteina:

Pudimos observar con claridad que la presencia de los compuestos,
independientemente de su concentracion, no indujeron un aumento de la actividad
enzimatica de las peroxidasas totales en todos los casos exceptuando el caso de
4,4"azodifenol en S.aureus. De hecho, se pudo apreciar que esta actividad fue menor en
presencia de los compuestos que en el control (Tabla 7).

Actividad Superéxido dismutasa (SOD) (ul inhibicién 50% oxidacion):

En el caso de la actividad SOD, sdlo se vio inducida en el caso de S. pseudintermedius en
presencia de 4,4’-ADF. En este caso se duplico la actividad a concentraciéon de CMB.
Sin embargo en S. aureus no se observd inducciéon de la actividad en ninguin caso (ver
Tabla 7).

Tabla 7: se muestran los valores de las distintas actividades enzimaticas con las desviaciones
estandar obtenidas de tres determinaciones independientes. Notese que, para la actividad SOD,
cuanto mayor es el volumen de extracto crudo necesario para la fotoinhibicion del NBT, menor
es la actividad. ND: no detectada.
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Cepa bacteriana Compuesto Actividad (mU. mg! proteina)

Control CMI CMB

S. 4,4'- Catalasa 0.75+0.12 0.38 + 0.66 +
pseudintermedius azodifenol 0.06 0.04

Peroxidasas Totales 26+2 4+1 216

Superoxido 11,09 + 12,6 +1,5 23,75

dismutasa 1,33 +1,93

4 -aminofenol Catalasa 0.75+0.08 0.36 = 0.28 +
0.04 0.05

Peroxidasas Totales 26+4 3+04 22+8

Superoxido 11,09 + 12,33 + 14,62 +

dismutasa 1,33 1,41 1,5

S. aureus 44 - Catalasa 0.74+0.14 0.44 + 0.84 +
azodifenol 0.07 0.06

Peroxidasas Totales 26+6 70 £ 14 26+04

Superoxido 490+05 394+03 5,09 +
dismutasa 0,52

4 -aminofenol Catalasa 0.74+0.05 0.1+£0.01 0.57 =
0.10

Peroxidasas Totales 26+4 15+6 23+8

Superdxido 490+0,5 6,89 + 3,70 +
dismutasa 0,62 0,28

Sustancias Reactivas al Acido Tiobartbittirico (TBARS): MDA (uMol/mg prot) para
Staphylococcus pseudintermedius y Staphylococcus aureus:

En ambos casos (Figuras 35 y 36) los resultados mostraron que habia un incremento
muy notorio del MDA con respecto al control en presencia de los azocompuestos,
particularmente en el caso del 4,4’-ADF, en el que se incrementd en el orden de 15 a 17
veces con respecto al control, mientras que en el caso del 4-AF iba del orden de 2 a 5
veces el control. Asimismo, se pudo observar que el aumento de MDA es dosis
dependiente, por lo que a concentraciones de CMB para ambos compuestos estd
presente en mayor proporcion que a CMI. Por tanto, es evidente que los
azocompuestos produjeron un marcado dafio a las membranas celulares.
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Figura 35: MDA (uMol/mg prot) de Staphylococcus pseudintermedius en presencia de 4-AF y 4,4-
ADF a CMI 'y CMB.
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Figura 36: MDA (uMol/mg prot) de Staphylococcus aureus en presencia de 4-AF y 4,4-ADF a CMI
y CMB.
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5.5. Efecto de los compuestos sobre la formacion de biofilm bacteriano.

5.5.1 Determinacion de la accion sobre la formacion de biofilms sobre placa de
micropocillos mediante la técnica de George O Toole.

Staphylococcus pseudintermedius:

En el ensayo del compuesto 4-AF (Figura 37 A), a partir de una concentracion de 0,625
mM aprecié un descenso drastico de los niveles de absorbancia, lo que indicaria la
inhibicion de formacion de biofilm. Esta medicion concuerda con la valoracion
cualitativa de apreciacion de color una vez afiadido el acido acético. En el caso del 4,4'-
ADF (Figura 37 B) pudimos apreciar un notorio descenso de los niveles de absorbancia
a partir de una concentracién de 0,078 mM, lo que indicé una inhibicidon de formacién
de biofilm. Esta apreciacion coincidé con la valoracion del color de los pocillos.

Staphylococcus aureus:

Para 4-AF (Figura 37 C) en el caso de S. aureus, se evidencié una bajada significativa de
los valores de absorbancia a partir de una concentracion de 1,25 mM, ésta inclusive,
indicando una inhibicién de la formacion del biofilm. Asimismo, en presencia del
compuesto 4,4’-ADF, la disminucion de la absorbancia se observé a una concentracion
mucho menor, de 0,3125 mM (Figura 37 D).
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Figura 37: Valores de absorbancia de los ensayos de los compuestos 4-AF y 4,4’-ADF en
S.pseudintermedius (A y B) y S.aureus (C y D).
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Escherichia coli:

Para 4-AF (Figura 38 A), a partir de una concentraciéon de 2,5 mM se evidencié un
descenso notorio de los niveles de absorbancia, lo que indicaria la inhibiciéon de
formacion de biofilm. Esta apreciacién, como en todos los casos anteriores, coincidid
con la valoracion del color de los pocillos observada. En el caso de 4,4’ -ADF (Figura 38
B), a partir de una concentraciéon de 5 mM se observé un descenso notorio de los
niveles de absorbancia, coincidiendo con la valoraciéon del color de los pocillos
observada tras la adicion del acido acético.

Pseudomonas aeruginosa:

En el ensayo del compuesto 4-AF (Figura 38 C) fue a una concentracion de 10 mM
cuando se evidenci6 un descenso muy significativo del valor de absorbancia,
coincidiendo con la valoracion cualitativa. Asimismo, en el caso de 4,4’-ADF (Figura 38
D), al igual que con el compuesto anterior, a 10 mM se aprecié un descenso del valor
de absorbancia, coincidiendo con la valoracion cualitativa. Asimismo, conforme se
aumenta la concentracién de compuesto se pudo observar que existe un rango en el
cual aumenta también los valores de absorbancia, hecho que podria explicarse porque

el compuesto posee un color marrdn oscuro que puede absorber a la misma longitud
de onda.
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Figura 38: Valores de absorbancia de los ensayos de los compuestos 4-AF y 4,4’-ADF en E. coli
(A 'y B)y P.aeruginosa (C y D).
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Las Tablas 8 y 9 recogen los resultados de la valoracion de la inhibiciéon de la
formacion del biofilm por la técnica de George O'Toole para los compuestos 4-AF
(Tabla 8) y 4,4 -ADF (Tabla 9).

Tabla 8: Concentraciones del compuesto 4-AF para las cuales se produce un inhibicién de la
formacién del biofilm segtin la técnica de George O'Toole.

S.pseudintermedius 0,625 mM 2,5 mM 0,3125 mM 0,625 mM
S. aureus 1,25 mM <1,25 mM 1,25 mM 1,25 mM

E. coli 2,5 mM 10 mM 2,5 mM 2,5 mM

P. aeruginosa 5 mM <10 mM >10 mM 10 mM

Tabla 9: Concentraciones del compuesto 4,4'-ADF para las cuales se produce un inhibicién de
la formacién del biofilm segtin la técnica de George O’ Toole.

S.pseudintermedius 0,156 mM  0,3125 mM 0,078 mM 0,078 mM
S. aureus 0,3125 mM <0,625 mM 0,3125 mM 0,3125 mM

E. coli 5 mM 5 mM 5 mM 5 mM

P. aeruginosa 5 mM <10 mM 10 mM 10 mM

En todas las bacterias la valoracion de la inhibicion de la formacion del biofilm o bien
coincide con el valor de la CMI o bien se encuentra entre la CMI y la CMB, hecho que
sugiere que hay un descenso en la formacidon de biofilm porque existe una menor
concentracion bacteriana y no por que se inhiba su formaciéon por parte de las
bacterias.

Hay que tener en cuenta que la toxicidad del compuesto no tiene por qué estar
directamente relacionada con la formacién de biofilm. Es decir, no por ser mas tdxico
habrd menos biofilm, ya que se trata de un mecanismo de defensa por parte de los
microorganismos, por lo que es posible que un producto tdxico induzca en la bacteria
una respuesta de formacion del mismo.

5.5.2 Valoracion de formaciéon de biofilm mediante microscopia electronica de
barrido (SEM).

Basandonos en los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, consideramos
que eran necesarios estudios para esclarecer y evidenciar el efecto de estos compuestos
en la formacion de biofilm, por lo que se decidié realizar una valoracion mediante
microscopia electrénica. Dado que el efecto bactericida y sobre el biofilm no es
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significativo en las bacterias Gram negativas, se realiz6 inicamente en las dos cepas de
estafilococos.

Como se muestra en las imagenes correspondientes a los controles de ambas cepas
bacterianas (Figura 39 A, D, E), en ausencia del compuesto 4,4’-ADF se aprecio un
marcado crecimiento bacteriano, dénde se pudieron observar grandes colonias con
presencia de cuantioso material extracelular y fibras que componen el biofilm. Cuando
ambas cepas se cultivaron en presencia del compuesto a una concentracion de CMI
(Figura 39 B y F), el numero de dichas colonias disminuyd de manera significativa y la
formacion del biofilm se vio gravemente afectado. Finalmente, al aumentar la
concentracion del compuesto a CMB (Figura 39 C y G), tinicamente se observaron
bacterias aisladas y no formando colonias, indicando que su crecimiento se encontraba
completamente abolido. Asimismo, no se observo presencia de material extracelular y
la morfologia de algunas de las bacterias, sobre todo en el caso de S. pseudintermedius,
se encontraba alterada siendo mas pequenas y deformes. Por tanto, se evidencia
claramente la afectacion tanto del crecimiento bacteriano como de la formacion del
biofilm de ambas cepas de estafilococos.
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Figura 39: A: Staphylococcus pseudintermedius control. B. Staphylococcus pseudintermedius en
presencia de 4,4’-ADF a CMI. C. Staphylococcus pseudintermedius en presencia de 4,4 -ADF a
CMB. D y E: Staphylococcus aureus control. F. Staphylococcus aureus en presencia de 4,4’-ADF a
CML. G. Staphylococcus aureus en presencia de 4,4"-ADF a CMB.
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5.6 Disefno de una aplicacion terapéutica topica para su uso en infecciones cutaneas.
5.6.1 Ensayo de parches de algodon.

En la medicién de los halos de inhibicion que se formaron tras la incubacién de las
placas se pudieron obtener los datos que se muestran en la Tabla 10:

Tabla 10. Tamafio del halo observado para las cepas estudiadas utilizando parches de algodon
impregnados con 30 pl de solucién de 4-AF o 4,4 -ADF 100 mM.

4.4-

ADF 4,4’-ADF
4-AF en agua Glicerol 4-AF en :

Cepa bacteriana Agua en o en glicerol

Staph.yloccocc?s 0 mm 5 mm 3 mm 0 mm 5 mm 5 mm

pseudintermedius

Staphylococcus
0 mm 6 mm 2 mm 0 mm 7 mm 5 mm
aureus
Escherichia coli 0 mm 1 mm Omm Omm Imm Omm
PseudO?nonus Omm Omm Omm Omm Omm Omm
aeruginosa

Al igual que el las pruebas de los discos pudimos observar unos halos de inhibicion
marcados en ambas cepas de estafilococos mientras que no se apreciaron en en las
cepas de Pseudomonas aeruginosa o E.coli (Figura 40).

Figura 40: Parches de algodén impregnados con 30 ul de soluciéon de 4-AF o 4,4’-ADF 100 mM
suspendidos en agua (fila superior) o disueltos en glicerol (fila inferior). A. Staphylococcus
pseudintermedius, B: Staphylococcus aureus, C: E.coli, D: Pseudomonas aeruginosa.
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5.6.2 Disefno de apdsitos de algodon y composites para el tratamiento de
infecciones cutaneas.

a) Apositos conformados por esferificaciones de un composite de alginato y los
diferentes compuestos.

Como mostramos en Figura 41 no se produjo una difusiéon adecuada del azocompuesto
contenido en las esferificaciones hacia el medio circundante, por lo que no pudo ejercer

su efecto bactericida.

Figura 41: Aposito conformado por esferificaciones de composite de alginato y los compuestos.
b) Apdsitos conformados por un composite de gelatina neutra y compuestos.

En el caso del uso de la gelatina neutra, se puede apreciar en la Figura 42 que ésta
perdié consistencia haciendo que la estructura del parche se deshiciera, no siendo
funcional. Hay que tener en cuenta que muchos microorganismos son capaces de
hidrolizar la gelatina.

Figura 42: Aposito conformado por gelatina neutra. Se puede observar una desectructuraciéon
del mismo.

122



¢) Apositos conformados por un composite de agar al 0,9% y los compuestos.

Finalmente, el uso del agar al 0,9% como base para el composite (Figura 43) permitio
una estabilidad del parche y una buena difusiéon en el medio, pudiéndose observar
claros halos de inhibicion alrededor y debajo del mismo, mas marcados en
S.pseudintermedius (Fig. 37 A) que en S. aureus (Fig. 37 B,C)

Figura 43. Apdsito conformado por un composite de agar al 0,9% y los compuestos. A.
Staphylococcus pseudintermedius. B, C: Staphylococcus aureus.
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6. Discusion

La infecciones de caracter zoondtico, bien producidas por animales de compania o en
zooldgicos, o bien desde animales de produccion o abasto, constituyen una amenaza
para la salud publica (Shin and Park, 2018). En cuanto a las infecciones de caracter
bacteriano, algunos de los patdgenos mas prevalentes en animales son Campylobacter,
Salmonella, Bartonella y Staphylococcus (Shin and Park, 2018; O’Neil, 2018). En el caso de
este ultimo género, Staphylococcus pseudintermedius y Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) son los causantes de la mayor parte de las infecciones cutaneas en
animales de compania y son de caracter zoondtico, por lo que pueden transmitirse a los
humanos, siendo cada vez mas frecuente este tipo de contagio (Somayaji et al., 2016;
Lozano et al., 2017; Robb et al., 2017; Kmieciak and Szewczyk, 2018). Este aumento del
numero de contagios, unido a la aparicion de multirresistencias (resistencia a 3 o mas
familias de antibidticos) y a la limitacion del uso de algunos antimicrobianos de uso
unicamente hospitalario por parte de los profesionales veterinarios debido a principios
preventivos, hacen que, en ocasiones, el tratamiento de las infecciones cutdneas en
animales sea todo un reto (Cox and Ricci, 2008; Wegener et al.,1999). Debido a todo lo
expuesto, existe una clara necesidad de encontrar alternativas al uso de los antibidticos
para el tratamiento de las infecciones (Shin and Park, 2018). En este sentido, es
conocido que alguno de los azocompuestos son capaces de inhibir el crecimiento
bacteriano, particularmente el de las bacterias Gram positivas (Piotto et al., 2017;
Concilio et al., 2017). No hemos encontrado referencias con respecto al compuesto 4,4’-
ADF ni trabajos que profundicen en el mecanismo de accion antibacteriana de estos
compuestos o su capacidad de afectacion del biofilm. Por tanto, en este trabajo de
investigacion se decidid estudiar las propiedades antimicrobianas 4,4"-ADF y, puesto
que la degradacion de este producto en el organismo debido al metabolismo, da lugar
a 4-AF, se ha incluido este producto en el estudio para comparar el efecto de ambos
compuestos, ya que ademas es el producto de partida de la sintesis de 4,4"-ADF.

La sintesis de este tltimo a escala de multigramo se ha llevado a cabo con éxito y se
han caracterizado por métodos de resonancia magnética nuclear (RMN),
espectroscopia infrarroja trasformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de masas
(HRMS) y métodos de espectroscopia ultravioleta visible. Para poder realizar estudios
de comparacion, el producto 4-aminofenol se incluy¢ en el estudio. Este compuesto no
es unicamente el producto de partida de la sintesis segtin la metodologia desarrollada
en este trabajo, si no que también es un producto de degradacion del 4,4’-ADF, como
otras aminas aromaticas, debido a la actividad de las enzimas azorreductasas. Estas
enzimas tienen diferentes estructuras quimicas pero una caracteristica en comun: son
capaces de catalizar la reducciéon de enlaces azo muy estables (-N=N-) (Misal and
Gawai, 2018). Las azorreductasas bacterianas pertenecen a dos familias distintas de
enzimas: la primera estd compuesta por enzimas monoméricas sin flavina que unen
NADPH en su extremo N-terminal, mientras que la segunda familia comprende a unas
enzimas poliméricas que contienen un cofactor de flavina FMN (Chen, 2006). Esta
diversidad de enzimas hace que algunas de ellas usen NADH o NADPH como
donadores de electrones, unas sean sensibles al oxigeno y otras no (Misal and Gawai,
2018). Algunos microorganismos que pueden causar patologias cutdaneas poseen este
tipo de enzimas, destacando entre ellos S. aureus (Zou et al. 2009). En nuestro trabajo,
ademds de testar estos compuestos frente a estafilococos zoondticos también se
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testaron en dos cepas Gram negativas muy relevantes ya que también son responsables
de numerosas infecciones y destaca su capacidad de desarrollar resistencias a los
antibioticos:  Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Se pudo observar que estos
compuestos no ejercen accion antimicrobiana frente a estas bacterias Gram negativas,
tanto por métodos cualitativos, en los que no se pudo observar halo de inhibicion
alguno alrededor de los discos y parches, como en los métodos cuantitativos de
medicion de absorbancia, en los que no hubo una disminucién significativa de la
misma que indicara un menos crecimiento bacteriano. De hecho, se pudo comprobar
que estas cepas no solo son capaces de tolerar la presencia de estos azocompuestos si
no que ademads son capaces de degradarlos e utilizarlos como fuente nutricional.
Asimismo, numerosos estudios revelan que estas bacterias son capaces de mineralizar
los tintes azo en las aguas residuales tanto en condiciones de aerobiosis o anaerobiosis,
siendo muy utiles para la bioremediacion de estas sustancias (Lade et al., 2015; Garg
and Tripathi, 2017; Singh and Singh, 2017). Por tanto, los resultados obtenidos
mostraron una buena actividad antimicrobiana del compuesto 4,4 -ADF frente a los
estafilococos zoondticos S. pseudintermedius y S. aureus, mas marcada en el primero, con
unas CMIs de 30 y 60 microgramos por mililitro respectivamente. Asimismo, la CMB
para estas cepas fue de 60 y 120 microgramos por mililitro. Estos resultados estan en
concordancia con datos previos de otros azocompuestos (Tabla 11) con estructuras
comparables (Figura 44), confirmando que estas sustancias son efectivas para inhibir el
crecimiento de bacterias Gram positivas, pero no son utiles para Gram negativas.

R Rs Rs
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,,NQR4 ,IN Rg
O W
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Figura 44. Esquemas de compuestos con estructura azo.
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Tabla 11: CMIs de diferentes compuestos azo para E. coli y S. aureus. N.D., no determinado.

Compuesto R1 R2 R3 R4 R5 CMI mg.ml* Ref.
E.coli  S.aureus
1 OH OH H OH H >128 >128 Piotto et
al.,2017
2 CHs OH H OH H >32 >32 Piotto et
al.,2017
3 OCHs OH H OH H >128 16 Piotto et
al.,2017
Compuesto Ré6 R7 R8 R9 R10 E.coli S. aureus Ref.
4 OH H H H H N.D. 25 Concilio
etal.,
2017
5 OH H H CHs H N.D. 25 Concilio
etal.,
2017
6 OH H H OCHs H N.D. 20 Concilio
etal.,
2017
7 OH H H OH H >280 60 Este
trabajo

Asimismo, en este trabajo se ha investigado el mecanismo de accion de los compuestos
4-AF y 4,4’-ADF mediante la determinacion de actividades enzimaticas y de MDA.
Como hemos explicado con anterioridad, estas enzimas ejercen una accion protectora
frente a las especies reactivas del oxigeno (ROS), responsables del estrés oxidativo,
generadas durante el metabolismo bacteriano (Bedekar et al, 2014). Nuestros
resultados mostraron que no se produjo una induccién aparente ni de la actividad
catalasa o de las peroxidasas en ambas especies de estafilococos. Estos datos son
similares a los determinados por Jadhav et al., 2012 en plantas de Allium cepa (cebolla),
en las que se observo que la actividad catalasa se inhibia por tintes azo (Jadhav et al.,
2012). De hecho, en nuestro caso, es interesante que la actividad de las peroxidasas
totales fuese ain menor a CMB que a CM], lo que podria indicar que a CMB las
bacterias estan tan danadas que su respuesta antioxidante no se ha podido desarrollar
correctamente. En cuanto a la actividad de la SOD, se pudo observar que pudo ser
detectada en el caso de 4-AF a concentraciones de CMI y CMB en S. pseudintermedius y
a concentraciones de CMB en S. aureus y 4,4-ADF a CMB en S. pseudintermedius. Sin
embargo, en ninguno de los controles se pudo evidenciar actividad. A diferencia de de
la catalasa y peroxidasas, la SOD se vio aumentada, sobre todo en el caso del
compuesto 4,4"-ADF en particular a CMB, que a su vez es el tiene mayor capacidad
antimicrobiana. Por tanto, la SOD parece tener un papel relevante en la accién frente a
los EROs. En 2014 Kaur y Kaur propusieron la SOD como un marcador del estrés
oxidativo causado por el azocompuesto negro acido, un colorante, en plantas (Kaur
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and Kaur, 2014). Asimismo, un estudio reciente realizado por Rezaei-Seresht et al.
(2019) en el que se sintetizaban 5 tintes azo diferentes derivados de estilbenos
mostraron en su mayoria propiedades antioxidantes pero una accion antibacteriana
muy limitada en cepas de Pseudomonas aeruginosa'y Streptococcus pneumoniae.

Por otro lado, uno de los efectos mas importantes que se produce por el estrés
oxidativo es el dafio a las membranas celulares y por tanto a la funcionalidad celular.
Las TBARs se forman a partir de la peroxidacion de los lipidos, considerandose como
productos de las reacciones causadas por las especies reactivas de oxigeno. Dentro de
los TBARs, el MDA es un producto de bajo peso molecular generado concretamente
por la descomposicion de ciertos productos primarios y secundarios de la peroxidacion
de los lipidos de membrana. (Catala, 2006, Behera et al., 2019). Nuestros resultados
mostraron que habia un incremento muy notorio del MDA con respecto al control en
presencia de los azocompuestos ensayados, particularmente en el caso del 4,4'-ADF,
siendo evidente un marcado dafio a las membranas celulares. Estos datos van en
consonancia con los obtenidos en estudios previos que reportaron dano en la
membrana celular de los microorganismos de la microbiota intestinal humana
producido por tintes azo (Pan et al., 2012).

Uno de los factores de virulencia mds importantes y con una repercusion directa en su
patogenicidad y capacidad de desarrollo de resistencias es la formacién de biofilms
(MacKenzie et al., 2017; Cattelan et al., 2017). La caracteristica que mejor distingue las
infecciones cronicas relacionadas con biofilms de las infecciones agudas es su respuesta
a tratamientos antibidticos. Mientras que las infecciones agudas pueden ser eliminadas
tras un breve tratamiento antibidtico, las infecciones por biofilms normalmente no
consiguen ser completamente eliminadas y producen episodios recurrentes. Esto se
debe a que las bacterias del biofilm pueden ser hasta 1.000 veces mas resistentes a los
antibioticos que esas mismas bacterias crecidas en medio liquido (Hong et al., 2012).
Dado que las cepas de Staphylococcus pseudintermedius y aureus tienen esta capacidad de
general biofilm consideramos esencial el estudio del efecto de estos compuestos sobre
éste (Singh et al., 2013; Arima et al., 2018). Para una primera valoracion se utiliz6 la
técnica de George O'Toole que consiste en la tincion con cristal violeta del biofilm
formado en los pocillos de las placas utilizadas para la determinacion de la CMI. Tras
esto se realizd un estudio por microscopia electronica de barrido. Se pudo determinar
que ambos compuestos fueron capaces de inhibir la formacién del biofilm, siendo mas
notorio el efecto del 4,4’ -ADF. El estudio de microscopia nos permitié visualizar de
manera muy clara que mientras que en los controles toda la superficie del portaobjetos
estaba cubierta de numerosas colonias cohesionadas por abundante material
extracelular (biofilm), las muestras obtenidas en presencia de los azocompuestos, sobre
todo en el caso del 4,4"-ADF, mostraban que habia pequenas colonias o células aisladas
y una notoria disminucién del material extracelular. Asimismo, la morfologia de
algunas de las bacterias, sobre todo en el caso de S. pseudintermedius, se encontraba
alterada siendo mas pequenas y deformes. Por tanto, se evidencia claramente la
afectacion tanto del crecimiento bacteriano como de la formacion del biofilm de ambas
cepas de estafilococos, hecho muy importante de cara a una posible aplicacion
terapéutica de estos compuestos.

Dada la naturaleza de los resultados obtenidos, decidimos disefiar una aplicacion
terapéutica topica para su posible uso en infecciones cutdneas, ya que estos
microorganismos son responsables de un gran porcentaje de las mismas. Asimismo,
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una aplicacion topica produce, en rangos generales, menos toxicidad dada la acciéon
localizada del compuesto. De acuerdo con la clasificacion del Sistema Globalmente
Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Productos Quimicos (GHS) mostrado en
la Tabla 12, el compuesto 4,4’-ADF muestra toxicidad oral aguda, es irritante ocular y
cutaneo y puede dar sensibilidad respiratoria. En lo concerniente a la aplicacion topica
en forma de apositos compuestos, los datos de toxicidad cutanea son de 1000-2000 mg
kg' (National Research Council. 2014). Dadas las CMIs y CMBs obtenidas y las bajas
dosis que se necesitan para la elaboracion de los apositos, la probabilidad de que se
produzca una reaccion cutdnea toxica es muy baja.

Tabla 12. Clasificacion de los riesgos y toxicidad de 4,4"-ADF de acuerdo a los criterios GHS.

Clasificacion GHS Categoria Dosis _ Efectos
Toxicidad oral 4 LDso: 300-2000
aguda mg kg!
Toxicidad cutanea 4 LDso: 1000- Irritacién cutanea
aguda 2000 mg kg
Irritante ocular 2 - Efectos en la cOrnea, iris o

conjuntiva que revierten
completamente en 21 dias

Sensibilidad 1 - Asma, aunque también se

respiratoria consideran otras reacciones de
hipersensibilidad (rinitis,
conjuntivitis y/o alveolitis)

Utilizamos unos apdsitos conformados de una capa de algodon estéril junto con otra
conformada por materiales compuestos biodegradables para proporcionar una accion
antibacteriana por la liberacién prolongada de los compuestos, asi como humedad,
para favorecer el desarrollo y mantenimiento de un tejido de granulacién sano en el
lecho de la herida, esencial para la cicatrizacién de la misma (Ki y Rotstein, 2008). Se
testaron tres tipos de materiales: esferificaciones de un composite de alginato y los
diferentes compuestos, composite de gelatina neutra y compuestos y composite de agar
al 0,9% y los compuestos. Las esferificaciones de alginato, a diferencia otros materiales,
permiten la liberacion prolongada en el tiempo del compuesto (Voo et al., 2015, Tsai et
al., 2017). Nuestros resultados mostraron que ni las esferificaciones de alginato ni la
gelatina neutra fueron materiales adecuados para la elaboracién del apdsito, ya que en
el primer caso no hubo difusién del compuesto y en el segundo la gelatina se fluidificd
y el apdsito perdid la forma. Esto fue probablemente debido a que tantpo S.
pseudintermedius como S. aureus son capaces de degradar la gelatina (Chakraborty et al.,
2011). Sin embargo el composite de agar mostrd buenos resultados, observandose una
conservacion de la estructura del aposito y un claro halo de inhibicién alrededor del
mismo tras la incubacion. Por tanto, consideramos que este ultimo modelo es una
buena opcidén para su utilizacidn, ya que proviene de las caracteristicas necesarias para
un buen matenimiento del lecho de la herida evitando las infecciones cutaneas.
Asimismo, el material utilizado, el agar o agarosa, es muy econdémico. Este apdsito se
podria utilizar en patologias localizadas que afecten a epidermis o dermis como
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quemaduras, abrasiones, heridas profundas que necesiten un cierre por segunda
intencion o foliculitis localizadas como las dermatitis piotraumaticas o “hot spots”
(Hillier et al., 2014). Ademads permitiria no tener que realizar un cambio de apodsito
diario, puesto que se produce una liberacion paulatina del compuesto, mejorando el
bienestar del paciente y abaratando costes. Consideramos que seria adecuado el
estudio de interacciones sinérgicas entre compuestos, pudiendo utilizar un composite
incluyendo el compuesto 4,4"-azodifenol combinado con otros compuestos como la
acetilcisteina, que tiene una conocida accion frente a la formacion de biofilms y que
pueda permitir una potencial sinergia (Smith et al., 2006, Costa et al., 2017; Eroshenko
et al., 2017).
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7. Conclusiones:

En base a los objetivos propuestos podemos concluir:

1. El compuesto 4,4"-azodifenol se ha sintetizado de manera eficiente siguiendo la
metodologia clasica de diazotizacion seguido de acoplamiento con un
rendimiento superior al 95% en una escala multigramo, pudiéndose purificar
de manera completa utilizando un método de sintesis directa optimizado en
nuestro laboratorio.

2. El estudio comparativo de los compuestos 1,4-aminofenol y 4,4"-azodifenol
muestra que el 4,4’-azodifenol es significativamente mas efectivo que el 1,4-
aminofenol en Staphylococcus pseudintermedius y Staphylococcus aureus, aunque
ambos poseen actividad antimicrobiana frente a las mismas. Por otro lado, no
son efectivas frente a los patdgenos Gram negativos Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, siendo capaces de utilizar estos compuestos como
fuente nutricional para su crecimiento.

3. Se ha podido constatar que el mecanismo de accion de estos compuestos sobre
las cepas Gram positivas esta relacionado con un notorio dafio a las membranas
bacterianas por la determinacion del MDA, indicador de la peroxidacion de los
lipidos de la membrana. Sin embargo, los datos indican que no se produce un
gran estrés oxidativo, puesto que no se desencadena una notoria actividad de
las enzimas indicadoras de este proceso.

4. Con respecto a la accion frente a la formacion de los biofilms, es muy notoria en
las cepas Gram positivas. Se trata de un factor de virulencia clave en patdgenos
que favorece la resistencia a los antibioticos y la cronificacion de las infecciones.
Es evidente que el efecto sobre la formacion del biofilm de los compuestos es
mucho mas notoria en las bacterias Gram positivas que en las Gram negativas,
hecho que estd directamente relacionado con su capacidad antimicrobiana
frente a las mismas.

5. El disefio de una aplicacion terapéutica topica utilizando un material
compuesto ha sido exitosa, permitiendo una opcién completamente
biocompatible, econdmica y efectiva frente al género Staphylococcus. Dado que
estos microorganismos son responsables de gran parte de infecciones cutaneas
tanto en personas como en animales, especialmente la especie canina, y ademas
tienen gran capacidad de generar resistencias, ofrecemos una opcién
terapéutica eficaz. Estos estudios muestran que los compuestos ensayados,
especialmente el 4,4"-azodifenol podria ser buena alternativa a la antibioterapia
convencional para evitar la aparicion de multirresistencias en infecciones por
bacterias Gram positivas.
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6. Finalmente, consideramos que seria interesante y necesario realizar estudios in
vivo con esta aplicacion terapéutica asi como ensayos de sinergia con otros
compuestos.
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1. Introduccion

Desde la antigiiedad metales como la plata o el cobre se han utilizado por sus
propiedades antimicrobianas. Un claro ejemplo es el de la civilizacion persa, en la que
utilizaban vasijas hechas de estos metales para la desinfeccion del agua y la
preservacion de alimentos (Figura 1A). Posteriormente, fenicios, griegos, romanos y
egipcios adoptaron esta practica. Asimismo, colonos norteamericanos colocaban
monedas de plata en los contenedores de agua, vino, leche y vinagre para su
conservacion, técnica que también utilizaron los japoneses en la Segunda Guerra
Mundial para evitar la propagacion de la disenteria (Alexander, 2009; Borkow y
Gabbay, 2009). En el campo de la medicina también existen numerosas evidencias de
su uso desde épocas antiguas. Los egipcios ya utilizaron el cobre como vasoconstrictor
y antiséptico en las heridas, hilo de plata para suturar desgarros vaginales tras el parto,
sales de plata para prevenir lesiones oculares debido a la gonorrea en nifios recién
nacidos o usaban ldminas de plata para prevenir las infecciones en incisiones
quirurgicas (Sims 1852; Silver et al. 2006) (Figura 1B).

Figura 1 izquierda, 1A: Jarra de plata del Imperio Saranida (Persa) utilizada para preservar
alimentos o agua. Expuesta en el Museo Britanico en Londres. Derecha, 1B: Relieve que muestra
la utilizacidn de utensilios quirtirgicos metalicos. Se puede apreciar una pequefia vasija egipcia
en la que portaban sales de plata y cobre.

En este sentido, a lo largo de los dos ultimos siglos, 6xidos de metales o metaloides
como telurio, magnesio, o arsénico, asi como sales de cobre y mercurio se han utilizado
para tratar enfermedades infecciosas tales como lepra, tuberculosis, gonorrea o sifilis
(Pereira 1836; Frazer y Edin 1930; Keyes 1920; Hodges 1889; Ehrlich y Bertheim 1912).
Desde entonces se han estudiado las propiedades antimicrobianas de diferentes
metales o metaloides. Observandose que algunos de estos compuestos desempefian
funciones importantes dentro de la células, que no pueden llevarse a cabo por
moléculas organicas, y son, por lo tanto, indispensables para la bioquimica de todos los
organismos. Algunos iones metdlicos son cruciales para el funcionamiento de las
membranas celulares y el ADN, asi como para procesos de catdlisis y transferencia de
electrones (Waldron y Robinson 2009; Andreini et al. 2004). Enla Figura 2, se muestra
como ejemplo la bomba de Na*/K*. Estos son los denominados metales esenciales e
incluyen Na, Mg, K, Ca, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Se y Mo. Sin embargo, estos
metales esenciales pueden ser letales si se encuentran en exceso en la célula. Por otro
lado, se encuentran los denominados metales no esenciales, que son aquellos que no
desempefian ninguna funcién bioldgica celular. Algunos de ellos, como Ag, Hg o Te
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son extremadamente téxicos para muchos microorganismos y, por tanto,
comportandose como biocidas a muy bajas concentraciones.

ESPACIO EXTRACELULAR

Na*

Membrana plasmatica

K+
arp() ADP+Pi

ESPACIO INTRACELULAR

Figura 2: Bomba de Na+/K+. Se trata de una enzima presente en todas las membranas celulares
que ejerce un transporte activo de estos iones, por lo que consume energia en forma de ATP.
Desempefia un papel crucial en el mantenimiento del volumen osmético celular (Pivovarov et
al. 2018).

Debido a estas propiedades, en la ultima década se han desarrollado numerosas
aplicaciones utilizando metales, como recubrimientos o como parte de novedosos
nanomateriales para su uso como agentes antimicrobianos (Nies 1999, Harrison et al.
2004, Afessa et al. 2010). Aunque las capacidades antimicrobianas de los metales son
ampliamente conocidas, debido a su complejidad, sus mecanismos de accion contintian
en estudio. Se conoce que ciertos metales inhiben de manera competitiva el transporte
de iones esenciales, lo que provoca una alteracion de su bioquimica y, por tanto, su
muerte. Sin embargo, el mecanismo de toxicidad considerado principal es la
acumulacion intracelular de los metales, provocando su envenenamiento (Waldron y
Robinson 2009). Aunque los mecanismos concretos de entrada de algunos iones
metdlicos no esenciales como Ag, Al o Pb no se conocen con exactitud, se ha podido
comprobar que normalmente estan implicados los transportadores destinados a iones
esenciales, tanto metalicos como no metalicos, mediante procesos de transporte directo
a través de estas proteinas transportadoras ubicadas en la membrana o bien mediante
co-transporte con ligandos de bajo peso molecular, como pueden ser fosfatos,
aminodcidos, péptidos y otros acidos organicos (Schue et al. 2009; Barkay et al. 2003;
Lépez el al. 2010; Hohle et al. 2011, Schaefer et al. 2009). Una vez dentro de la célula
bacteriana, estos metales pueden desencadenar distintos mecanismos que producen la
toxicidad y la muerte del organismo. Uno de ellos es el de inducir la produccion de
ampliamente conocidas especies reactivas de oxigeno (ROS), que son moléculas
altamente reactivas y oxidantes, que incluyen iones de oxigeno, perdxidos y radicales
libres, y que se forman como consecuencia del metabolismo del oxigeno. Por otro lado,
los metales pueden inhibir la produccion de enzimas antioxidantes por parte de la
bacteria. Entre estas destacan la catalasa o la superdxido-dismutasa (SOD), ya que
ejercen una funcion antioxidante protectora frente a las ROS. En las células existe un
equilibrio entre la produccion de ROS y la accién de estas enzimas, pero, si existe un
desequilibrio y un aumento de las ROS, se produce un estado denominado estrés
oxidativo, que puede dafar de manera irreversible las membranas, proteinas y

142



enzimas e incluso el material genético celular y que en casos puede desembocar en un
crecimiento indiscriminado, dando lugar a procesos cancerigenos. Por tanto, la
inhibicion de las enzimas antioxidantes por parte de los metales deja indefensas a las
bacterias ante dicho estrés oxidativo, provocando su muerte (Macomber et al. 2007;
Warnes et al. 2011; Warnes et al. 2012). Otro mecanismo es el de la interferencia en la
accion de ciertas enzimas bacterianas necesarias para el metabolismo celular. De esta
manera, ciertos metales tienen la capacidad de unirse a las cadenas laterales de estas
enzimas y provocar su disfuncion (Stadman et al. 1993; 2003) (Figura 3). Asimismo, se
ha demostrado que algunos metales provocan dafo en la membrana bacteriana,
provocando la peroxidacion de sus lipidos (Figura 4) o la disrupcion de la actividad de
la cadena de transporte de electrones, causando un dano irreversible de la misma
(Gordon et al. 2010; Hong et al. 2012). También se han demostrado que algunos de los
metales son capaces de interferir con la asimilacion de nutrientes por parte de la
bacteria o provocar dafios en su material genético (genotoxicidad) (Pereira et al. 2008;
Linley et al. 2012).

ESPACIO EXTRACELULAR

°
o ® ® o
Y G

ESPACIO INTRACELULAR

Figura 3: A. Se muestra el funcionamiento normal de una proteina transportadora de
membrana, que transporta al espacio intracelular sustancias como iones o moléculas hidrofilas
(representadas como esferas azules). B. El ion metalico no esencial (representado como una
esfera de color rosa) se une a esta proteina, inactivando su accién transportadora y por tanto,
alterando el metabolismo bacteriano.

Fosfolipidos Proteina

/ \ / Proteina oxidada

%Rgzzfyoﬁpidos peroxidados
- % W

Membrana celular dafiada

Radicales libres

Figura 4: Proceso de peroxidacion de los fosfolipidos de membrana y de sus proteinas,
provocando dafio de la membrana celular.
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Como se ha descrito ampliamente en capitulos anteriores de la presente Tesis Doctoral,
asi como en el epigrafe correspondiente de este capitulo, debido a la aparicion y
crecimiento exponencial de las multirresistencias bacterianas, existe una necesidad
urgente en la generacion de nuevos compuestos con propiedades antimicrobianas.
Dadas sus caracteristicas y propiedades, descritas ampliamente en el presente capitulo,
consideramos que los complejos con metales pueden ser una muy buena alternativa
para su uso como agentes antimicrobianos (Sevgi et al. 2018; Morgan et al. 2018; Frei et
al. 2020; Ramesh et al. 2020, Saranya et al. 2020).

En este sentido, unos de los compuestos a tener en cuenta son los carbenos N-
heterociclicos (NHC) y sus derivados. En los ultimos afios estos compuestos han ido
ganando relevancia debido a sus diferentes propiedades y a su papel en los procesos
de catalisis. Asi, tradicionalmente, los carbenos se clasifican en tres familias: los
carbenos tipo Fischer o electrofilos, los carbenos tipo Schrock, son carbenos con
caracter nucledfilo y los carbenos N-heterociclicos (NHC). Estos ultimos (Figura 5)
estan estabilizados por un heteroatomo, y aunque formalmente son parecidos a los de
tipo Fischer, quimicamente se comportan como los de Schrock.

\—/
Figura 5: Esquema general de un carbeno N-heterociclico

Los NHC son moléculas neutras ciclicas que contienen al menos un atomo de
nitrégeno unido a un dtomo de carbono tipo carbeno (carbono neutro divalente el cual
tiene seis electrones sobre su capa de valencia) y normalmente derivan de la
desprotonacién de sales de imidazolio (Kascatan-Nebioglu et al. 2007). Los NHC
pueden funcionalizarse combindndose con otros compuestos como son las aminas,
alcdxidos, acidos carboxilicos o ésteres entre otros, (Figura 6).
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Figura 6: Algunos ejemplos de ligandos NHCs funcionalizados: Ph (fenilo); ‘Bu (Terc-
butilo); Me (metilo).

El hecho de poseer el atomo de carbono, en este tipo de compuestos tinicamente con
seis electrones en su capa de valencia, hacia que los carbenos fueran considerados
como muy reactivos e inestables, con lo que no se generalizaron sus aplicaciones hasta
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los primeros anos de la década de los 60. De hecho, los primeros ejemplos conocidos de
NHC como ligandos de complejos metalicos (Cr y Hg) fueron descritos en los trabajos
pioneros de Wanzlick y Ofele en el afio 1968. En los siguientes afios, Lappert desarroll6
distintos aspectos de quimica relacionados con este tipo de complejos, pero no fue
hasta principios de los afos noventa (1991), que Arduengo y su equipo aislaron el
primer carbeno N-heterociclico cristalino y estable, por desprotonacion de la
correspondiente sal de imidazolio, estableciendo asi un antes y un después en este
campo de la quimica (Kascatan-Nebioglu et al. 2007). Por otro lado, en los NHC como
el par de electrones del carbono carbénico se encuentra en un orbital hibrido de tipo sp?
sobre el atomo de carbono (que ademas es el HOMO), se puede deducir que son
excelentes donadores 0. Debido a sus propiedades donadoras, estos compuestos tienen
la capacidad de formar complejos estables con metales, denominados complejos metal-
carbeno (Figura 7). Asi, se han descrito muchos de estos complejos con varios metales
y estados de oxidacion, presentando caracteristicas muy variadas (Kiihl et al. 2010).

R

O
NyN
[T
Ag
A
O)Y N \/_:/ N

R
Figura 7: complejo metal-carbeno con Ag.

En el afio 2004, Youngs y su equipo describieron por primera vez la capacidad
antimicrobiana de un complejo NHC-Ag frente a microorganismos Gram positivos,
Gram negativos y hongos con resultados prometedores (Melaiye et al. 2004). Desde
entonces, se han ido estudiando estas propiedades antimicrobianas con distintos
complejos metdlicos, demostrando que se trata de una alternativa viable a la
antibioterapia clasica (Hindi et al. 2008, Patil et al. 2011, Vinagreiro et al. 2020).

Por tanto, dada sus propiedades de estabilidad y su capacidad de formar compuestos
estables con metales (complejos metal-carbeno), asi como la evidencia de que algunos
de ellos poseen capacidad antimicrobiana, consideramos merecedores de estudio
compuestos relacionados con estas estructuras quimicas concretas como una potencial
alternativa a la antibioterapia convencional. Concretamente en el presente capitulo se
muestran los estudios de la actividad antimicrobiana y frente a la formacion del
biofilm, asi como los posibles mecanismos de accién de diferentes complejos metal-
carbeno (Ag y Pd) y carboxilatos de Ag y Zn. En este caso, los NHC incorporan un
aminodcido en el ligando de partida, introduciendo quiralidad y grupos funcionales
adicionales al carbeno, dotandolos de caracteristicas especificas.

Por otro lado, otros compuestos a tener en cuenta son los denominados dicarboxilatos
de base de imidazolio. Estos también han ganado protagonismo en los tltimos afios,
especialmente aquellos que muestran quiralidad. Un carboxilato (Figura 8) es el
producto de la reaccién entre un acido orgdnico y un ién metalico. Estos dicarboxilatos
quirales se preparan facilmente siguiendo el protocolo descrito por Debus-
Radziszewski, para posteriormente utilizarse como precursores de sintesis de sustratos
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enantiopuros (enantiémeros mas activos o eutdmeros), entre los que se encuentran los
NHCs anteriormente mencionados. Estos compuestos también se han utilizado como
catalizadores bifuncionales dcido-base en procesos de catalisis asimétrica, dirigida al
desarrollo de procesos cataliticos enantioselectivos, y como complejos de unién en la
construccion de polimeros homoquirales (en los que todos sus constituyentes poseen la
misma forma quiral) de coordinacion o estructuras metalo-organicas (Caballero et al.
2020).

0O O
eO)J\(CHg)n)J\Oe

Figura 8: Estructura quimica basica de carboxilatos.

Numerosos trabajos muestran que los dicarboxilatos también poseen propiedades
antimicrobianas, sin embargo sus mecanismos concretos de accion contintan en
estudio (Hindi et al. 2008, Deally et al. 2011, Colak et al. 2013, Thorton et al. 2016, Lopes
et al. 2020). De hecho, estos resultados sugieren que la actividad antimicrobiana puede
depender de la naturaleza del ligando de partida (Sari et al. 2016). Asimismo, otros
estudios sugieren que existe una relacion directa entre la quiralidad de los compuestos
y su actividad antimicrobiana (Guo et al 2019). Este fendémeno se ha observado en otros
compuestos como antibioticos o herbicidas, siendo muy importante determinar el
estereoisdmero activo. Cada uno de los enantidmeros puede presentar distinta
farmacocinética, biodisponibilidad y actividad farmacoldgica, aunque ambos presenten
las mismas propiedades fisicoquimicas. Asimismo, se ha podido comprobar que la
mayoria de los receptores que se encuentran en el organismo interactian iinicamente
con un determinado enantiémero (Alvarez y Duran, 2002, De Melo et al. 2015,). Por
estos motivos, el presente capitulo también incluye los estudios de la actividad
antimicrobiana y frente a la formacion del biofilm, asi como los posibles mecanismos
de accion de carboxilatos de Zn y de dos compuestos dicarboxilatos de plata
enantiomeros sintetizados de novo.

Finalmente, ya que algunas de estas sustancias son de naturaleza hidrofdbica
necesitardn ser disueltas en disolventes organicos. Algunos de estos disolventes
pueden ser toxicos también para las bacterias, afectando a sus membranas celulares
(Radosevic et al., 2018). Aunque existen estudios que evidencian dicha toxicidad en
alguno de estos compuestos, hemos podido observar que no existe ningun estudio
sistematico que aune toda la informacién concerniente a la toxicidad bacteriana de los
mismos. Por estos motivos consideramos necesario realizar un estudio previo de
toxicidad de varios de los disolventes organicos mas comtunmente utilizados en las
cepas bacterianas a estudiar.
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2. Objetivos
Los objetivos de este capitulo se detallan a continuacion:

1. Determinar si existe toxicidad de distintos disolventes organicos en las cepas
Staphylococcus pseudintermedius como modelo de Gram positivas y Pseudomonas
aeruginosa como modelo de Gram negativas.

2. Llevar a cabo la sintesis y caracterizacion de complejos metal-carbeno de Ag, Pd
y carboxilatos de Zn con potencial comportamiento antibacteriano.

3. Sintetizar y caracterizar compuestos nuevos, por un lado un complejo metal-
carbeno de paladio y por otro, dos complejos enantioméricos tipo
dicarboxilatos de plata, con potencial capacidad antibacteriana.

4. Determinar si existe capacidad antibacteriana de todos los compuestos
anteriores frente a las bacterias Gram positivas Staphylococcus pseudintermedius y
Staphylococcus aureus, y a las Gram negativas Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa. Asimismo, estudiar el posible efecto de estos compuestos en la
formacion del biofilm bacteriano.

5. Estudiar el mecanismo de accion antimicrobiana y determinar si existe una

relacién estructura-actividad de estos compuestos.
3. Materiales y Métodos

3.1. Ensayo de toxicidad de disolventes organicos

Puesto que algunos de estos disolventes pueden ser toxicos para las bacterias, sobre
todo afectando a sus membranas, fue necesario realizar un estudio previo de toxicidad
de dichos disolventes para Staphylococcus pseudintermedius como modelo de Gram
positivas y Pseudomonas aeruginosa como modelo de Gram negativas.

Se testaron 5 disolventes orgéanicos de calidad provenientes del laboratorio Aldrich
para sintesis (DLEP, 2011):

1. DMEF: N-dimetilformamida. Disolvente amidico, polar, incoloro y miscible en
agua. Muy utilizado como disolvente de polimeros que presenten alta
asociacion intermolecular por puentes de hidrogeno.

2. TBME (metil terc-butil éter). Liquido volatil, soluble en agua e incoloro de olor
similar a los terpenos. Ampliamente utilizado al presentar menos toxicidad que
otros éteres.

3. TFH (tetrahidrofurano). Compuesto organico heterociclico, trasparente, y de
baja viscosidad. Es uno de los éteres mas polares.

4. DMSO (dimetilsulféxido). Liquido orgénico incoloro utilizado como disolvente
organico industrial, criopreservante y como farmaco antiinflamatorio. Es un
disolvente aprotico y altamente polar, por lo que es miscible en agua y en
disolventes organicos.
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5. DCM (diclorometano/ cloruro de metileno). Liquido incoloro, volatil y poco
soluble en agua, ampliamente utilizado como disolvente, tanto en industria
como en sintesis y extracciones de laboratorio.

Para esterilizar los disolventes utilizados, al no poder introducirse en el autoclave ya
que la mayoria poseen puntos de ebullicion bajos, entre 40 y 150°C, se utilizaron
filtros estériles de 45 nandmetros. Una vez esterilizados los disolventes y cultivado las
bacterias en medio liquido se realizaron tres diluciones seriadas de cada disolvente
para cada cepa bacteriana:

e Dilucion 1/1000: 999 ul de medio de cultivo TSB y 1ul de disolvente.
e Dilucion 1/100: 990 ul de medio de cultivo TSB y 10ul de disolvente.
e Dilucion 1/10: 900ul de medio de cultivo TSB y 100ul de disolvente

Asimismo, como controles se utilizaron medio TSB sin inocular como control
negativo y medio TSB inoculado como control positivo. Por tanto, el ensayo consto
de 34 tubos en total, 17 para cada cepa bacteriana (15 correspondientes a las 3
diluciones de cada uno de los 5 disolventes y los dos tubos de control). Una vez
anadidos los disolventes se incubaron 24 horas a 37°C. Tras esta incubacion, se
valord si se habia producido crecimiento bacteriano en presencia del disolvente a
las tres concentraciones, tanto de manera cualitativa valorando la generacion de
turbidez en el medio (Figura 9), como de manera cuantitativa midiendo la
absorbancia a 600 nm de longitud de onda utilizando para ello un lector de placas
de microtitulaciéon ASYS UVM340.

Figura 9: Ensayo de TBME. De izquierda a derecha, control positivo, control negativo (sin
turbidez), concentraciéon 1:1000, concentracion 1:100, concentracion 1:10.
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3.2 Sintesis y caracterizacion de los complejos metal carbeno y carboxilatos

La sintesis de los complejos, en la que participamos en el disefio, fue llevada a
cabo por el equipo liderado por el profesor Francisco J. Montilla Ramos, del
Departamento de Quimica Inorgéanica de la Facultad de Quimica de la US.

Los espectros de infrarrojos se realizaron en un espectrofotometro Perkin-Elmer FT-IR
Spectrum Two (pastillas prensadas de KBr). Los espectros RMN se tomaron utilizando
espectrometros Avance III (300 mHz) utilizando como referencia las sefales residuales
de disolvente. Los datos se reportaron en ppm. El poder rotatorio se determind
utilizando un polarimetro digital JASCO P-2000 y las medidas se realizaron a
temperatura ambiente (concentracion de ca. 10 mg/mL). Los estudios de difraccion de
rayos X en polvo (XRPD) se realizaron en un analizador Elemental LECO CHNS 93 y
en un difractémetro Bruker D8 advance A25 respectivamente.

3.2.1 Dicarboxilatos de Zn:

La sintesis de estos compuestos poliméricos de Zn (mostrados en Figura 10 y las
Tablas 1y 2) se realiz6 siguiendo el procedimiento descrito por Nicasio et al. en 2017, a
partir de los correspondientes acidos dicarboxilicos quirales con estructura tipo
imidazol, como se indica en la Figura 10, y fueron preparados mediante el uso de los
correspondientes aminoacidos naturales mediante la reaccion de Debus-Radziszewski.

B R
09\(\ N7BYN /kﬁ,OH Zn(AcO), Zn
\—/
o) o}

LI(5,5): R="Pr Cl (S.S): R=Pr
LIl (R,R): R=Pr Cll (R.R): R=lPr
LIl (5,5 ): R=Me Clll (8.5 ): R=Me
LIV: R=H CIV: R=H

Figura 10: Sintesis de los diferentes compuestos poliméricos de zinc ( CI, CII, Clll y CIV) a
partir de sus precursores (LI, LII, LIl y LIV).

Todos los procesos se realizaron bajo condiciones aerdbicas. Los disolventes se
purificaron antes de su uso, utilizando los procedimientos estandar adecuados. Los
reactivos quimicos se obtuvieron de casas comerciales, principalmente Aldrich
Quimica, y los ligandos se prepararon segun la literatura publicada (O. Kiihl et al.
2010). Se trata de un proceso de sintesis de dicarboxilatos de zinc a partir de ligandos
tipo imidazolio, (Tabla 1).

149



Tabla 1: Relacion de ligandos y dicarboxilatos de Zn sintetizados.

Ligando (precursor)

Producto final
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Complejo de Zn derivado CI:

ClI (5.5)

Figura 11: estructura quimica del complejo CI

Este complejo (Figura 11) se prepar¢ utilizando el siguiente método experimental. En
una disolucion de LI (Tabla 1) (0.2683 g, 1 mmol) con una mezcla 3:1 de EtOH/H20 se
anadi6 una disolucion de acetato de zinc(Il) dihidrato (0.1097 g, 0.5 mmol) en EtOH.
La mezcla resultante se mantuvo en agitacion a 60 °C durante 1 hora. El disolvente se
evapord y el aceite resultante se disolvid en una mezcla de H-O/DMF 1:3. La
evaporacion lenta de esta disolucién dio lugar a cristales incoloros.

Complejo de Zn derivado CII :

(H>/ < yo \_/
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Figura 12: estructura quimica del complejo CII

Al igual que el CI, en el CII (Figura 12) se utilizo el mismo método experimental. En
una disolucion de LII (Tabla 1) (0.2683 g, 1 mmol) con una mezcla 3:1 de EtOH/H20 se
anadidé una disolucién de acetato de zinc(Il) dihidrato (0.1097 g, 0.5 mmol) en EtOH.
La mezcla resultante se mantuvo en agitacion a 60 °C durante 1 hora. El disolvente se
evapord y el aceite resultante se disolvio en una mezcla de H-O/DMF 1:3. La
evaporacion lenta de esta disolucion dio lugar a cristales incoloros.
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Complejo de Zn derivado CIII :
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Figura 13: estructura quimica del complejo CIII .

Este complejo (Figura 13) se preparo siguiendo el siguiente método experimental. En
una disolucion de LIII (Tabla 1) (0.2122 g, 1 mmol) con una mezcla 3 : 1 de EtOH/H20
se anadid una disolucién de acetato de zinc (II) dihidrato (0.1098 g, 0.5 mmol) en
EtOH. La mezcla resultante se mantuvo en agitacion a 70 °C durante 1 hora. A
continuacion, se obtuvo por filtracion un so6lido blanco amarillento, que se lavd con
EtOH y Et:O y posteriormente se secod. La cristalizacion a partir de una mezcla de
H>O/DMF 1:3 dio como resultado unos cristales incoloros.

Complejo de Zn derivado CIV:

Figura 14: estructura quimica del complejo CIV

El procedimiento experimental utilizado para la sintesis del CIV (Figura 14) fue el
siguiente: se disolvieron 0.0916 g (0.5 mmol) de LIV (Tabla 1) y 0.0549 g (0.25 mmol) de
Zn(AcO)z2en una mezcla 3:1 de EtOH/H20. Posteriormente se calent6 a 60°C durante 1
hora y se filtr6 el solido resultante. Se recristalizo en una mezcla 1:3 de H-O/DMF. Se
obtuvieron de esta forma cristales transparentes del compuesto.
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3.2.2 Complejo de carbeno-paladio CV :

La sintesis y estructura de este compuesto se muestra en la Figura 15.

NyN R
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oX"~""0 CH,Cly ta. 0. O—PI—0" X,
R
i) Pd(OAc), 1 A\
CH,Cl,, ta. R N7 N
LV: R=Pr CV:R="Pr

Figura 15: Sintesis del compuesto CV a partir de su precursor
LV.

El complejo de carbeno-paladio CV de nueva sintesis (Figura 15), se preparo segun la
metodologia publicada en la bibliografia (Jahier-Diallo et al. 2015, Tarrieu et al. 2017 y
Thongpaen et al. 2018): 0,140 g, 0,5 mmol de imidazol derivado LV y 0,110g, 0,5 mmol
de Ag20O en 4 ml de CHxCl2 seco. La disolucion resultante se filtrd, y posteriormente se
le anadi6 una disolucion de 0,56 g, 0,25 mmol de Pd(Ac): en 2 ml de CHxCl2 y a
continuacion se agitd durante 18 h bajo una atmdsfera de N2 a temperatura ambiente.
La disolucién resultante se filtrd y después se afiadié 1 ml de Et2O. Finalmente se enfrid
a -20 °C, obteniendo el complejo CV como un sélido microcristalino de color marrén
claro.

3.2.3 Complejos de carbeno-plata:

La sintesis y estructura de estos compuestos se muestra en la Figura 16 y Tabla 2.

°
- \
0 Ny N80
N _N (\S»Loe CH,CI, T; R Al
o - +Ag,0 Ag
t.a. R *
Oﬁ/('S\JN 7SN
o \=/
0
LVI (S): R= Me CVI (S,S): R=Me
LVII (S): R=Pr CVII (S,S): R=Pr
LVIII (S): R= H CVIII (S,S): R=Bu

Figura 16: Sintesis de los compuestos CVI (R=Me), CVII (R=Pr) y CVIII (R=Bu) a partir de
los ligandos LVI (R=Me), LVII (R="Pr) y LVIII (R=Bu).
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Tabla 2: Relacidn de ligandos (precursores) utilizados en la sintesis de los complejos de Ag y
sus correspondientes productos finales.

Nombre del ligando Producto final
____ (precursor)

©
N\,/NLS‘))“O
o) Ag
N N(\S})X\ O@ ‘ /k
T 0 N7 3N
@ s %
: o \—/
LVI(S) CVI(S,5)
LVI CVI
(S) (S,S)
/7 0
Ny_2N (S) °
o)
—_ S o &
N NLS)LOQ 9 J\
o Y AN
ST =/
LV (S) cVIl (5.9)
LV CVII
(S) (S,S)
-
(S) \._/N
0 @Ag
Sike | ]
N N ~0 }
o \)X\ N/"\N
LVII (S) CViIl (S,5)
LVII CVIII
(S) (S,S)

Todos los procesos se realizaron bajo condiciones anaerdbicas y anhidras. Los
disolventes se purificaron antes de su uso, utilizando los procedimientos estandar
adecuados. Los ligandos LVI, LV y LVII (Tabla 2) se prepararon segun la literatura
publicada (Thongpaen et al. 2018). Estos ligandos del tipo carbenos derivados de N-
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heterociclos, han sido desarrollados para su aplicacion en catalisis (Thongpaen et al.
2018, Kiihl et al. 2010, Carrasco et al. 2018).

e Complejo carbeno-plata CVI:

O@

N:/NLS’/\§

WN“N@

CVI(S,S)
Figura 17: estructura quimica del complejo CVI

Este complejo se prepard siguiendo el procedimiento experimental descrito por
Thongpaen et al. en 2018: el LVI (Tabla 2) (0.129 g, 0.5 mmol) se mezclé con AgO
(0.110 g, 0.5 mmol), suspendido en CH:Cl: seco (4 mL) y se mantuvo en agitacion
durante 18 h en atmosfera de N2 a temperatura ambiente. La solucion restante se filtrd
y después se le anadié Et:O (1 mL). El enfriamiento a -20°C dio como resultado el
compuesto CVI como un sélido marrén microcristalino (Figura 17).

e Complejo de plata CVII :

/=

Ny_2N (S) 5
(@)

S Ag

P
o (S) N XN

\—/
CVII (S,5)

Figura 18: estructura quimica del complejo CVII

Este complejo, al igual que en el caso anterior, se prepard siguiendo el procedimiento
experimental descrito por Thongpaen et al. 2018: el LV (Tabla 2) (0.140 g, 0.5 mmol) se
mezcld con Ag20 (0.110 g, 0.5 mmol), suspendido en CH:Clz seco (4 mL) y se mantuvo
en agitacion durante 18 h en atmdsfera de N2 a temperatura ambiente. La solucion
restante se filtré y después se le afiadi6 Et2O (1 mL). El enfriamiento a -20 °C dio como
resultado el complejo CVII como un s6lido marrén microcristalino (Figura 18).
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e Complejo de plata CVIII :

e

@ S) N\__/N

@Ag

A)\

CVIIl (8,8)

Figura 19: estructura quimica del complejo CVIII

Este complejo (Figura 19), al igual que en el caso anterior, se prepard siguiendo el
procedimiento experimental descrito por Thongpaen et al. en 2018: el LVII (Tabla 2)
(0.151 g, 0.5 mmol) se mezcld con Ag20 (0.110 g, 0.5 mmol), suspendido en CH2Cl2 seco
(4 mL) y se mantuvo en agitacion durante 18 h en atmdsfera de N2 a temperatura
ambiente. La solucion restante se filtré y después se le anadio Et2O (1 mL).

3.2.4 Dicarboxilatos de plata de nueva sintesis.

Las Tabla 3 muestra los dos compuestos enantiomeros sintetizados y su estructura
quimica, asi como la de su ligando de partida. Asimismo, las Figuras 20 y 21 muestran
su proceso de sintesis. Los ligandos se prepararon segun la literatura publicada (O.
Kiihl et al. 2010).

~
P N
MeOH - :
(TN + Ag0 o ®
0 o I M o "
LI (S,5) CBI (S,5) ©

Figura 20: proceso de sintesis del complejo CBI a partir de su precursor LI
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0. : -
/\ : MeOH \
%\I + Ag0 0 (H') N /\ s

- } ta _ ’>‘

LIl (R.R) CBIl (R,R)

Figura 21: proceso de sintesis del complejo CBII a partir del ligando LII.

Tabla 3: relacion de ligandos y productos finales (carboxilatos) sintetizados.

Ligando _ Producto final
~ \_/
o 0@
Owﬁé\ (S N\
o —/ (8 _oH 0 =/ (8)\ -7
0 0
LI CBI
(S,9) (S,S)
o o | o te
(RINZN A N=\ 2
o =/ BN on 0 @/N(R) oA
° o)
LII CBII
(R,R) (R,R)

La sintesis de novo de ambos compuestos, en la que participamos en el disefno,
(Figuras 20 y 21) fue llevada a cabo por el equipo liderado por el profesor
Francisco ]J. Montilla Ramos, del Departamento de Quimica Inorgdnica de la
Facultad de Quimica de la US.

A una solucion de LI (Tabla 2) (0.268 g, 1.00 mmol) en MeOH (10 mL) se le
anadié Ag20 (0.116 g, 0.50 mmol). La mezcla se mantuvo bajo agitacion durante
16 h a temperatura ambiente en condiciones de oscuridad. Después, la mezcla se
filtrd y el solido resultante se disolvié en agua. Se realiz6 la evaporacion lenta a
temperatura ambiente en una caja oscura para evitar la descomposiciéon por
fotolisis, resultando en la formacion de cristales incoloros del compuesto CBI
(Tabla 4). Asimismo, se siguié el mismo procedimiento a partir de LII (Tabla 2)
para sintetizar el compuesto CBII (Tabla 2).
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IR (cm): 3127 (m), 3080 (m), 2964 (m), 1620 (vs), 1595 (vs), 1546 (s), 1471 (m),
1462 (m), 1371 (vs), 1352 (s), 1260 (s), 1238 (s), 1159 (s), 1123 (w), 1105 (w), 1028
(w), 959 (w), 933 (w), 919 (w), 844 (w), 813 (m), 776 (s), 748 (s), 723 (s), 704(m),
636 (m), 475 (w), 449 (w).

IH NMR (D:0, 300 Hz): d 0.78 (d, 3un = 7 Hz, 6H, CHCH), 0.89 (d, *Jui = 7 Hz,
6H, CHCH:), 2.39 (o, i = 7 Hz, 2H, CHCHs), 4.52 (d, ¥un = 7.8 Hz, 2H,
CHCHCH3), 7.51 (s, 2H, CH, H4/H5), 8.89 (s, 1H, CH, H?). 3C NMR (D:0, 75.47
Hz): d 17.5 (s, CHCHs), 18.6 (s, CHCH:), 31.1 (s, CHCHs), 71.5 (s, CHCHCHy),
121.9 (s, CH, C¥/C5), 135.7 (s, CH, C2), 173.8 (s, COO). [a]p® = +128° (H:zO).

Analisis elemental: se obtiene 41.62% C; 5.10 % H; 7.47% N. Estos resultados
coinciden con los valores esperados tedricamente: 41.30 % C; 5.02 % H; y 7.51 % N.

El compuesto CBII presenté unos espectros IR y 'H y 3C RMN idénticos a su
enantiomero CBI [a]p® =-100° (H20).

Analisis elemental: se obtiene 41.62% C; 5.10 % H; 7.47% N. Estos resultados
coinciden en alto grado con los valores esperados tedricamente: 41.14 % C; 5.05 % H;
y 7.46 % N.

3.3 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

Como bacterias Gram positivas, se utilizaron dos especies de estafilococos:
Staphylococcus pseudintermedius LMG 22219, obtenida de la Coleccion Belga de
Microorganismos Tipo y Staphylococcus aureus CECT 5190 de la Coleccién Espafiola de
Cultivos Tipo (Universidad de Valencia). Asimismo, como bacterias Gram negativas se
han utilizado Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa provenientes de la coleccién
Espafiola de Cultivos Tipo con numeros de registro CECT 434 y CECT 110
respectivamente. Todas las cepas se sembraron en placa de agar triptona soja (TSA)
para la obtencion de colonias individuales. Para su conservacidn, a partir de estas
colonias se prepararon cultivos liquidos en caldo triptona soja (TSB), afadiendo
posteriormente glicerol hasta alcanzar una concentracién del 15% (v:v) para su
conservacion en congelacion a -76°C.

3.4 Estudios microbioldgicos

3.4.1 Ensayos de sensibilidad de los ligandos de los compuestos.

Se realizaron ensayos de susceptibilidad en placa de micropocillos para los ligandos de
partida tanto de los precursores de los carbenos como de los carboxilatos, a base de los
aminodcidos alanina, valina y leucina. El objetivo del ensayo es comprobar si estos
compuestos tienen efecto antimicrobiano per se antes de obtener los complejos
metalicos. Para ello se realizd la técnica de microdilucion en caldo (CLSI, 2012),
partiendo de una concentracién de 5Mm hasta una concentracion de 0,0097 mM en una
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dilucidn seriada a la mitad. Los pocillos se inocularon con 5 ul de cultivo liquido y se
incubaron 24 h (Gram negativas) o 48 horas (Gram positivas). Tras esto, se realiz6 una
valoracion cuantitativa midiendo la absorbancia a 600 nm de longitud de onda
utilizando un lector de placas de microtitulacion ASYS UVM340. Como cepas modelo
se utilizaron Staphylococcus aureus para Gram positivas y Pseudomonas aeruginosa para
Gram negativas.

3.4.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI).

La determinacion de la CMI se realiz6 utilizando el mismo método ya expuesto en el
anterior capitulo de la presente tesis doctoral, mediante la técnica de microdilucion en
caldo (CLSI, 2012). Comenzamos con una concentracion de 5 mM de los compuestos,
que se fue diluyendo con medio TSB hasta alcanzar una concentracion de 0,0097 mM.
Se dispusieron de la siguiente manera:

Columna 1 Control positivo con TSB
Columna 2 Control con disolvente: TSB + cantidad
maxima de disolvente utilizada en el

ensayo

Columna 3 0,0097 mM

Columna 4 0,0195 mM

Columna 5 0,039 mM

Columna 6 0,078 mM

Columna 7 0,156 mM

Columna 8 0,3125 mM

Columna 9 0,625 mM

Columna 10 1,25 mM

Columna 11 2,5 mM

Columna 12 5mM

La primera fila de la placa corresponde al control negativo, el cual no se inocula. Las
tres filas siguientes corresponden al ensayo de una cepa bacteriana, de la que se realizo6
un triplicado, seguidas de una fila en blanco. Las tres siguientes corresponden a otra
cepa bacteriana también en triplicado (Figura 22). El resto de pocillos se inoculé con
5ul de cultivo liquido de cada cepa. Tras esta inoculacion, la placa se incub6 a 37°C
durante 24 horas en el caso de las cepas Gram negativas y 48 horas en el caso de las
Gram positivas. Se realiz6 una valoracion cualitativa de turbidez. Tras esto, se realizo
una valoracion cuantitativa midiendo la absorbancia a 600 nm. Como cepas Gram
positivas se testaron Staphylocuccus pseudintermedius y Staphylococcus aureus. Como
Gram negativas fueron Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.
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Figura 22: Placa de microtitulacién conteniendo concentraciones crecientes del compuesto a
testar para la determinacion de la CMI. La primera fila es la fila control (sin inocular). Las tres
filas siguientes corresponden al ensayo por triplicado de la primera cepa mientras que las tres
filas siguientes para el ensayo de la segunda cepa. La concentraciéon del compuesto incrementa
en cada fila de izquierda a derecha de forma logaritmica.

3.4.3 Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB)

Del mismo modo, para la determinacion de la CMB se realizé la misma técnica de
siembra en placa expuesta en el capitulo anterior. Las cepas Gram positivas se
incubaron a 37°C durante 48 horas mientras que las Gram negativas se incubaron
durante 24 horas.

3.4.4 Ensayos de sensibilidad bacteriana al AgNO:s

Se realizaron estudios de sensibilidad de las cepas estudiadas frente al compuesto
AgNOs, compuesto ampliamente estudiado y wutilizado por sus propiedades
antimicrobianas. Se utilizaron las técnicas de determinacion de concentraciones
minima inhibitoria y bactericida (CMI y CMB) explicadas en el anterior capitulo y a
continuacion.

3.4.5 Efecto sobre la formacion de biofilm bacteriano: método de George
O’Toole

El propdsito del siguiente experimento es el de determinar la variacion de la formacion
de biofilm por parte de las bacterias ante la presencia de concentraciones crecientes de
los diferentes compuestos de plata ensayados. La determinacion se llevd a cabo
mediante la técnica de George O’Toole (Figura 23) (O'Toole, 2011) ya expuesta en el
capitulo anterior.
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Figura 23: Placa de micropocillos para la evaluacion de la formacion de biofilm mediante la
Técnica de George O'Toole.

3.4.6 Valoracion de formacion de biofilm mediante microscopia
electronica de barrido (SEM).

El objetivo del ensayo es el de la valoracion visual mediante microscopia electrénica
del efecto de los compuestos sobre el crecimiento bacteriano y sobre la formacion del
biofilm. Para ello, se utiliz6 una placa de 6 pocillos en la que se cultivaron las bacterias
sobre unos portaobjetos circulares de cristal de 1 cm de didmetro colocados en el fondo
de los pocillos, como se ha indicado en el capitulo primero de la presente tesis doctoral,
siguiendo el esquema mostrado a continuacion (Figura 24).

000
000

Figura 24. Esquema de la placa de 6 pocillos utilizada para la formacién de biofilms en
presencia de los diferentes carbenos de plata. 1. Control E. coli; 2. CMI E. coli; 3. CMB E.coli; 4.
Control Pseudomonas aeruginosa ; 5. CMI Pseudomonas aeruginosa; 6. CMB Pseudomonas aeruginosa.

3.4.7 Determinacion de enzimas antioxidantes y sustancias reactivas a
acido tiobarbitarico (TBARs).

La determinacién de estas enzimas (catalasa, peroxidasas totales y superdxido
dismutasa) y TBARs permitird indagar en el mecanismo de accion de los compuestos
ensayados, si inducen un proceso de estrés oxidativo o de peroxidacion de los lipidos
de membrana en las distintas cepas bacterianas.

Como se ha mencionado con anterioridad, las enzimas antioxidantes ejercen una
accion protectora sobre las especies reactivas de oxigeno (ROS), por lo que un aumento
de la actividad de estas enzimas indicard que se ha provocado un proceso de estrés
oxidativo (Videla & Fernandez, 1988; Sies, 1997). Asimismo, las TBARs, en concreto el

161



malondialdehido o MDA es un producto generado en el proceso de peroxidacion de
los lipidos de membrana, siendo un indicador de este proceso (Hong et al., 2012).

La metodologia utilizada es la ya descrita en el primer capitulo de esta tesis doctoral.
Las cepas bacterianas se cultivaron en medio TSB durante 24 horas a 37°C y a 200 rpm.
Tras esto, cada cultivo se separd en alicuotas de 10 ml cada una, la primera
correspondiente al control positivo (sélo con medio TSB) y las otras correspondientes a
concentraciones de CMI y CMB de cada compuesto ensayado. Tras anadir los
compuestos, se vuelven a incubar otras 24 horas a 37°C y 200 rpm. Una vez finalizado
el periodo de incubacion, cada alicuota se centrifugé a 8000 rpm durante 5 minutos,
tras lo cual se desecho el sobrenadante y cada pellet bacteriano se resuspendio en 2,5
ml de tampon de extraccion (fosfato potasico 50 mM pH 7.0 conteniendo EDTA 2 mM).
A continuacidn, cada suspension se sometio a sonicacion durante 3 preriodos de 30
segundos, separados por periodos de 1 minuto, utilizando un sonicador Ultrasonic
Processor (Hielscher) con una amplitud del 100% y con intensidad de 0,8, con ciclos de
30 segundos de sonicacion separados por 30 segundos de descanso para evitar el
calentamiento excesivo del lisado y la inactivacion de las actividades enzimaticas. Todo
este procedimiento se realizo con los tubos colocados en un bafio de hielo, para evitar
asi alcanzar altas temperaturas que puedan alterar el proceso. A continuacién, para
separar los restos celulares de membranas, las suspensiones previamente sometidas a
sonicacion se centrifugaron en tubos eppendorfs a 10.000 rpm durante 10 min a 4°C. El
sobrenadante de cada tubo se traspaso a tubos limpios para realizar la determinaciones
enzimaticas.

Catalasa (CAT):

Para su medicion, se utilizaron cubetas de cuarzo que contenian 800 ul de tampon de
fosfato sddico 50 mM (pH 7.6) y 0.1 mM EDTA y 100 uL de H20: al 15%. Para iniciar la
reaccion se anadid 100 puL de extracto crudo, registrando el decrecimiento de los
valores de absorbancia a 240 nm durante 2 minutos. Una unidad de actividad
enzimatica es la cantidad de enzima necesaria para descomponer 1 micromol de H20:
en un minuto.

Peroxidasas totales:

Para su medicidon a 420 nm se utilizaron cubetas de espectrofotometria de 3ml que
contenian un volumen final de 2 ml compuesto de: 1,5 ml de tampon fosfato potésico a
10 mM y pH 6,0, 0,1 ml de pirogalol a 0,4 M recién preparado y de 0,1 a 0,2 ml de
extracto crudo. La reaccién se desencadend anadiendo 0,15 ml de H202al 0,3% (v:v)
recién preparada. Una unidad de actividad enzimatica es la cantidad de enzima
necesaria para oxidar 1 micromol de pirogalol en un minuto.

Superdxido dismutasa (SOD):
Se partié de una solucion stock de 30 ml compuesta por 27,5 ml de tampon fosfato
potasico a pH 7,6, 1 ml de EDTA a 0,2 M, 1 ml de NBT recién preparado a 1,5 mM y 0,5

ml de Triton X-100. En cada cubeta de espectrofotometria se vertieron 2,88 ml de
dicha solucién stock y 20 upl de extracto crudo. Como control, para obtener la
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fotorreduccion basal del NBT, se utilizd una cubeta sin extracto crudo. Para
desencadenar la reaccion, se anadié a cada cubeta 0,1 ml de riboflavina y a
continuacion se expusieron a luz blanca (fluorescentes comerciales) durante 5 minutos,
tras lo cual se realizaron las mediciones a 560 nm. Una unidad de actividad SOD se
considera a la cantidad de extracto crudo necesaria para inhibir el 50% de la
fotorreduccion del NBT.

Sustancias Reactivas al Acido Tiobartbitarico (TBARS):

Para su determinacion las cepas se cultivaron como se ha descrito con anterioridad en
el caso de las actividades enzimaticas. Tras esto, se centrifugaron y desecho el
sobrenadante. Los pellets bacterianos se disolvieron en 3 ml de una mezcla de acido
tricloroacético (TCA) al 20% con un 0,5 % de acido tiobarbitutico (TBA) (Ong et al.,
2017). A continuacién, las disoluciones se calentaron en un bafio de agua a 95°C
durante 30 minutos. Para detener la reaccion, los tubos se enfriaron el hielo durante 30
segundos. Tras esto, se someten a centrifugacion a 8000 rpm durante 5 minutos, tras lo
cual se recolectd el sobrenadante y se determino la absorbancia a 532 nm.

Calculo de proteinas de los extractos.

Todas las actividades enzimaticas, asi como el MDA estan expresadas en funcion de la
concentracion de proteina del extracto crudo. Para ello, se realizaron las mediciones de
dichos extractos utilizando el método de Bradford (1976) de acuerdo con una curva de
calibrado realizada con albiimina sérica bovina (fraccion V, Sigma) como control.

4 Estudio estadistico

Los experimentos realizados en el presente estudio se llevaron a cabo asegurandose de
que los datos obtenidos fuesen estadisticamente representativos. Tanto la
determinacion de la CMI como la CMB se realizaron por triplicado. Asimismo, las
actividades enzimaticas y MDA se muestran como las medias obtenidas + las
desviaciones estandar de las determinaciones en dos cultivos independientes.
Finalmente, las determinaciones de la formacion de biofilm por la técnica de George
O’Toole también se realizaron por triplicado y los datos han sido expresados teniendo
en cuenta sus correspondientes desviaciones estandar.

En las comparaciones de los efectos de los compuestos sobre diferentes variables se ha
aplicado el test Student y las diferencias significativas de p<0.05 han sido indicadas en
las tablas y figuras. Este tipo de test o analisis estadistico se aplica cuando la poblacion
estudiada sigue una distribucién normal, que es una de las distribuciones de
probabilidad de variable continua que con mads frecuencia aparece en estadistica y en la
teoria de probabilidades, pero el tamafio muestral es demasiado pequefio como para
que el nimero muestral en el que estd basado esté normalmente distribuido,
utilizdndose una estimacion de la desviacion estandar en lugar del valor real. Su
aplicacion nos ha permitido cerciorarnos de que los resultados obtenidos son fiables y
de poder evidenciar las diferencias estadisticamente significativas.
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5 Resultados

5.1 Ensayo de toxicidad de disolventes organicos

La siguiente tabla (Tabla 4) muestra el porcentaje de inhibicidn de crecimiento
bacteriano con respecto al control que experimentaron las dos cepas bacterianas en
presencia de los disolventes a las tres concentraciones ensayadas.

Tabla 4: % inhibicion de crecimiento bacteriano de S. pseudintermedius y P. aeruginosa
en presencia de las diferentes concentraciones de disolventes.

Dilucién Staphylococcus pseudintermedius (% Pseudomonas aeruginosa (% inhibicion)
inhibicion)
TBME DCM DMF DMSO  THF TBME DCM DMF DMSO  THF
1:1000 0 15,8 48,4 0 0 0 56,2 0 11,7 8,6
1:100 17 59,6 50,5 0 47,9 6,25 51,6 0 26,6 39
1:10 70,3 79,4 73 72,1 78,8 85,2 63,3 65,5 39 64

Pudimos observar que, a una dilucion de 1:10 se produjo una notoria inhibicion del
crecimiento bacteriano en ambas cepas, siendo por encima del 70 % excepto en el caso
del DMSO en P. aeruginosa. A una concentracion de 1:100 la toxicidad disminuye muy
notoriamente en algunos casos, destacando el TBME y el DMSO en el caso de S.
pseudintermedius y DMF y TBME en P. aeruginosa. Finalmente, a una concentracion de
1:1000 la toxicidad es muy baja o inexistente en todos los disolventes excepto el DMF
en el caso de P. pseudintermedius, y de DCM en P. aeruginosa.

5.2 Sintesis y caracterizacion de los complejos

Se llevaron a cabo las sintesis de los distintos compuestos objetivo, propuestos
previamente en este capitulo, con objeto de testarlos como posibles antibacterianos,
basandonos en similitudes estructurales con otros compuestos que habian mostrado
este efecto terapéutico.

Los complejos de Zn denominados CI, CII, CIII y CIV (Tabla 5) se obtuvieron
siguiendo los procedimientos basados en la metodologia Debus-Radziszewski descrita
en la bibliografia por Nicassio et al. Asi, para la sintesis de los compuestos de Zn se
emplearon como producto de partida los ligandos LI, LII, LIIl y LIV (Tabla 5) en

presencia de Zn(AcO):.
B R
o(i(\mfé\\N’S],OH Zn(AcO), %\6\
\—/ \—/
o} 0
LI (S,8): R= f'Er Cl(8,8): R="Pr
LIl (R.R): R=iPr cli (RH) R="Pr
LIl (5,5 ): R=Me Clll (5,5): R=Me
LIV: R=H

CIV: R=H

Figura 25: proceso de sintesis de los complejos de Zn
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Tabla 5: relacion de ligandos y sus correspondientes productos finales.

Ligando (precursor)

Producto final
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= /C;S\ /““\
OG\)%\N@N & OH / \—/ W(\N O\
\—/
o} 0
LI (5,5) Cl (5.5)
LI CI
N~
(/) G ol /“\@3‘ Zn 7 (R)
o2 N%@\N/YOH / \—/ N N N
\—/ o}
o) o]
Lil (R,A) Cll (R,R)
LII CII
NN () Z“ :‘
0 N7BYN OH (s) N7®Y N N/'"\N o
> {W(\ ) (SO
T ) *\/\
LIl (S.5) Clll (S,9)
LIII CIII
(S,9) (S,S)
=¥
Zn
oe N@\\N OH 0 N/_@)\\NWO/ o N7@3N o)
\—/ / \—/ \x(\ \—/ \
0 o} 0 o o} o}
LIV cIv
LIV Clv
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Complejode Zn CI :

En el procedimiento de sintesis se obtuvieron cristales incoloros con un rendimiento
del 31% (0,960 g). Los datos experimentales de este complejo corresponden con los ya
descritos en la bibliografia por Nicasio et al. 2017.

Complejode Zn CII :

Al igual que en el complejo anterior, su enantidomero, la sintesis dio lugar a cristales
incoloros con un rendimiento del 31% (0,960 g). Asimismo, los datos experimentales se
corresponden con los ya descritos en la bibliografia por Nicasio et al. 2017.

Complejo de Zn CIII :

La cristalizacion dio como resultado unos cristales incoloros (0,145 g) con un 59% de
rendimiento. Los datos experimentales obtenidos corresponden con los ya descritos en
la bibliografia (Nicasio et al. 2017).

Complejo de Zn CIV :

En el proceso de sintesis se obtuvieron 92 mg de cristales incoloros del compuesto, lo
que supone un rendimiento del 86%. Al igual que en casos anteriores, los datos
experimentales de este compuesto corresponden con los ya descritos en la bibliografia
(Nicasio et al. 2017).

En paralelo, se prepararon los correspondientes complejos de plata CVI, CVIl y CVIII a
partir de los ligandos LIV, LV, y LVII (Tabla 6) mediante una reaccion con Ag:0 de
una manera eficiente (Figura 26).

N\__/N(\S)/g

o)
Na N f»Loe CH,CI,
g - +Ag,0
R t.a.
ﬁ/\ N /‘\ N

LVI (S): R= Me CVI (S,S): R=Me
LVII (S): R=Pr CVII (S,S): R=PPr
LVIII (S): R= H CVIII (S,S): R=Bu

Figura 26: Sintesis de los compuestos CVI (R=Me) , CVII ( R= Pr) y CVIII (R=H) a partir de
los ligandos LVI (alanina, R=Me), LV (valina, R=Pr) y LVII (leucina, R=iBu).
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Tabla 6: relacion de ligandos utilizados en la sintesis de los complejos de Ag y sus
correspondientes productos finales

Nombre del ligando Producto final
(precursor)
0@
Ny N (\S‘))*o
® : Ag®
(0] Ag
N NE»LOQ : /k
@W . Oﬁ/(g N7 3N
z 0@ \—/
LVI (S) CVI (S.S)
LVI CVI
(S) (S,S)
/7 o]
Ny_N (S) 5
0]
@] Ag
=\ 2 0
N N {\S»Lo@ ? /L
oad : o (S) N XN
S~ \—/
LV (S) CVII (5,5)
LV CVII
(S) (S,S)
—
02 /(9 ‘T//N
o]
o ® Ag Ag@
e | ]
(S)
BWN \)LO N N@\\ o”
\( \—/ =
LVII (S) CVIII (S,5) Y
LVII CVIII
(S) (S,S)
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Complejo de Ag CVI:

O /g N” 3N
Q\g\) U
o
CVI (S,5)
Figura 27: estructura quimica del complejo CVI.
El procedimiento de sintesis (Figura 27) dio lugar a un compuesto sélido marron
microcristalino con un rendimiento del 33% (0,102g, 0,16 mmol). Los datos

experimentales de este complejo correspondieron con los ya descritos en la bibliografia
por Thongpaen et al. 2018.

Complejo de Ag CVII:

/A 0
Ny_2N (S) 5
(@)

S Ag

P
o (S) N XN

\—/
CVII (S,5)

Figura 28: estructura quimica del complejo CVIL
En el caso del complejo CVII (Figura 28), s6lido marrén microcristalino, el rendimiento
obtenido fue del 30 % (0,098 g, 0,15 mmol). Al igual que en el caso anterior, los datos

experimentales de este complejo correspondieron con los previamente descritos en la
bibliografia por Thongpaen et al. 2018.
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Complejo de Ag CVIIL:

SR

® Ag

J\ 3 y
&S]
S
N/_\Nj\o
\ / .

CVIIl (8,8) v/

Figura 29: estructura quimica del complejo CVIIL

Finalmente, en el caso del complejo de Ag CVIII (Figura 29) también un sdlido
microcristalino de color marrén, se obtuvo un rendimiento del 50,866% (0,106 g (0,130
mmol). De nuevo los datos experimentales de este complejo correspondieron con los ya
descritos en la bibliografia por Thongpaen et al. 2018.

A continuacion, se detallan los datos experimentales de los compuestos que no han
sido descritos previamente en la bibliografia y que se sintetizaron en el grupo del
profesor Francisco Montilla como parte de una colaboracion, encuadrada dentro de la
investigacion llevada a cabo en esta Tesis Doctoral

El complejo de paladio CV se obtuvo siguiendo los procedimientos que se habian
descrito en la bibliografia por Jahier-Diallo et al. 2015, Tarrieu et al. 2017 y Thongpaen
et al. 2018. Asi, para la sintesis de los compuestos de Pd se utiliz6 como producto de
partida LV en presencia de Ag20 y Pd(OAc)2como reactivos mediante una reaccion de
catalisis homogénea (Figura 30).

—‘
NyN R
=\ Q i)Ag,0 T I
N S
o O—Pd—0
HiN/J—\\N
\—/

~ N 0 CH,Cl,, t.a.
N7 ’ o

i) Pd(OAC),
CH,CL,, ta.

LV: R= Pr CV: R=Pr

Figura 30: sintesis del complejo NHC-Pd
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La sintesis del complejo de paladio CV dio como resultado un s6lido microcristalino de
color marrén claro con un rendimiento de 0,149 g (0,22 mmol, 88%).

Por otro lado, se prepararon los correspondientes carboxilatos CBI y CBII (Tabla 7) a
partir de sus ligandos LI y LII (Tabla 7) mediante una reaccion con Ag:O de una
manera eficiente. Las Figuras 31 y 32 muestran de nuevo el proceso de sintesis de
ambos compuestos enantidmeros.

Tabla 7: relacion de los ligandos y los productos finales (carboxilatos) sintetizados.

Ligando Producto final

\/ \_/
0@

WN/\ (S) Nf\N

/" N —on A N
0
LI CBI
(S,9) (5,5)

5y
i
P

o)
© 0

LII CBII

(R,R) (R,R)
~ -

O_\[ﬁ;)\%ﬂ MeOH o _?@
5 ey on * A0 (SINZN
o E/ S\ _o-A9

LI (S,S) CBI (S,S) ©

Figura 31: proceso de sintesis del complejo CBI a partir de sus precursor LI.
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o. : _
(Fr‘) N /\ : MeOH o \

'} +  Ag0O (H) N/\ 3
= ta. — ’>'

LIl (R.R) CBIl (R,R)

Figura 32: proceso de sintesis del complejo CBII a partir de su ligando LII.

Complejo CBI :

El proceso de sintesis dio como resultado la formacién de cristales incoloros del
compuesto CBI con un rendimiento del 43 % (0,160 g).

Complejo CBII :

Asimismo, siguiendo el mismo procedimiento a partir de LVIII se sintetiz6 el
compuesto CBII en forma de cristales incoloros con un rendimiento del 30%.

En resumen, todos los compuestos fueron obtenidos en buenos rendimientos y en
cantidades necesarias para llevar a cabo las repeticiones adecuadas de los
experimentos de evaluacién biologica de su potencial efecto farmacoldgico, sin
observar en ninguno de los casos degradacion en condiciones de almacenamiento
habituales.

5.3 Estudios microbioldgicos

5.3.1 Ensayos de los ligandos LI-LVII.

Ligando LV:

Como podemos observar en la Figura 33, los ensayos mostraron que no se evidenciaba
una disminucion de la turbidez y de la absorbancia de los cultivos en presencia del
ligando LVI, por lo que se pudo confirmar que este compuesto no presentaba actividad
antimicrobiana frente a las cepas testadas.
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Figura 33: Gréficas de valores de absorbancia de los ensayos del ligando LV para Gram
positivas (A) y Gram negativas (B).

Ligando LVI:

Al igual que en el caso anterior, la Figura 34 muestra la ausencia de inhibiciéon de
crecimiento bacteriano por parte del LVI.
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Figura 34: Graficas de valores de absorbancia de los ensayos del ligando LVI para Gram
positivas (A) y Gram negativas (B).

Ligando LVII:

Al igual que en los casos anteriores, los ensayos no evidenciaron inhibicion alguna del
crecimiento bacteriano tanto de cepas Gram positivas como de cepas Gram negativas
(Figura 35).

1,66 Al e
164 11;:
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16 - 154 1
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3]
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& Q@" & ¥ o B of & b@"’ RO R S

Figura 35: Graficas de valores de absorbancia de los ensayos del ligando LVII para Gram
positivas (A) y Gram negativas (B).
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Ligando LI:

En este caso los experimentos frente a las cepas Gram negativas Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa no mostraron actividad antimicrobiana alguna por parte de este
compuesto (Figura 36 Ay B).

PSS
oo““:@@&g&w NN N

Figura 36: Graficas de valores de absorbancia de los ensayos del ligando de alanina LI para
E.coli (A) y P. aeruginosa (B).

Ligando LII :

Los ensayos mostraron los mismos resultados que para el ligando anterior,
siendo inocuo para las cepas Gram negativas ensayadas (Figura 37 A y B).
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Figura 37: Graficas de valores de absorbancia de los ensayos del ligando de alanina LII para
E.coli (A) y P. aeruginosa (B)
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5.3.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI):

Complejos de Zinc:

A continuacién se detallan los resultados de los ensayos microbioldgicos en las cepas
Gram positivas Staphylococcus pseudintermedius y Staphylococcus aureus asi como en las
cepas Gram negativas Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa de los diferentes
complejos de zinc.

Complejode Zn CI :

Los resultados mostraron que tanto en los ensayos de las cepas Gram positivas (Figura
38) como en los de las cepas Gram negativas (Figura 39) no se evidencié una
disminucion muy significativa de los valores de absorbancia, hecho que concuerda con
la valoracién visual de los todos pocillos en los que se podia apreciar una turbidez
marcada.
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Figura 38: Valores de absorbancia de Staphylococcus pseudintermedius (A) y Staphylococcus aureus
(B) en presencia de concentraciones crecientes de CI.
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Figura 39: Valores de absorbancia de Escherichia coli (A) y Pseudomonas aeruginosa (B) en
presencia de concentraciones crecientes de CI.
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Complejode Zn CII :

En el caso del CII, al igual que en el caso anterior, no se produjo una disminucién de
los valores de absorbancia tanto en los ensayos con Gram positivas (Figura 40) como en
los de Gram negativas (Figura 41).
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Figura 40: Valores de absorbancia de Staphylococcus pseudintermedius (A) y Staphylococcus aureus

(B) en presencia de concentraciones crecientes de CII.
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Figura 41: Valores de absorbancia de Escherichia coli (A) y Pseudomonas aeruginosa (B) en
presencia de concentraciones crecientes de CIL

Complejo de Zn CIII :

Los ensayos correspondientes al complejo CIII en bacterias Gram positivas (Figura 42)
mostraron una disminucién de la absorbancia a la mayor concentraciéon ensayada de 5
mM. En el caso de Gram negativas (Figura 43) no se evidencié una disminuciéon
significativa de los valores de absorbancia.
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Figura 42: Valores de absorbancia de Staphylococcus pseudintermedius (A) y Staphylococcus aureus
(B) en presencia de concentraciones crecientes de CIII.

Figura 43: Valores de absorbancia de Escherichia coli (A) y Pseudomonas aeruginosa (B) en
presencia de concentraciones crecientes de CIII.

Complejo de Zn CIV:

Al igual que en casos anteriores, los ensayos correspondientes al complejo CIV tanto en
cepas Gram positivas (Figura 44 A) y Gram negativas (Figura 44 B) no evidenciaron
una disminucion de los valores de absorbancia. Como cepas modelo se utilizaron
Staphylococcus aureus para Gram positivas y Pseudomonas aeruginosa para Gram
negativas.

0,700 -

Figura 44: Gréficas de valores de absorbancia de los ensayos del compuesto CIV para Gram
positivas (A) y Gram negativas (B).
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Complejo de paladio CV :

Los ensayos para el complejo de paladio CV no evidenciaron disminucion significativa
en los valores de absorbancia ni en cepas Gram positivas (Figura 45 A) ni en Gram
negativas (Figura 45 B). Como cepas modelo se utilizaron Staphylococcus aureus para
Gram positivas y Pseudomonas aeruginosa para Gram negativas.
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Figura 45: Graficas de valores de absorbancia de los ensayos del compuesto CV para Gram
positivas (A) y Gram negativas (B).

Complejos de plata:

e Complejo CVI:

Como se muestra en la Figura 46, los ensayos evidenciaron que este compuesto no
produjo inhibicion del crecimiento bacteriano en las cepas Gram positivas ensayadas.

1,600 ‘—A—I 1,000

1,400 + 0,900 T
0,800
0,700

1,000 0,600
0,800 0,500 ¢ .
O’BW 0,400 'l 4 -3 o 3
0,400 02007 ‘
0,200
0,200 0,100 -
0,000 0,000
® & 5} @‘r @\r @" 69 @‘r 69 & S S & &

o]

1,200

S

& o
&%&9 b M of o oF &F & oF oF & o &
@’;\ & (Poi‘ I A T N

& & S FE &S F TP

Figura 46: Grafica de valores de absorbancia de los ensayos del compuesto CVI para Gram
positivas A: S. pseudintermedius y B: S.aureus).

Sin embargo, los ensayos para las cepas Gram negativas mostraron una notoria
inhibicién del crecimiento bacteriano por parte de este complejo, pudiendo determinar
una CMI de para Escherichia coli de 0,156 mM (Figura 47 A) y de 0,156 mM para
Pseudomonas aeruginosa (Figura 47 B).
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Figura 47: Valores de absorbancia de las distintas concentraciones de CVI en presencia de
Escherichia coli (A) y Pseudomonas aeruginosa (B).

e Complejo CVII:

Al igual que en el complejo anterior, no produjo inhibicién del crecimiento bacteriano
de las cepas Gram positivas ensayadas (Figura 48).
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Figura 48: Grafica de valores de absorbancia de los ensayos del compuesto CVII para Gram
positivas: A: S. pseudintermedius y B: S.aureus.

Del mismo modo, los ensayos en las cepas Gram negativas si que evidenciaron una
clara inhibicion del crecimiento bacteriano, pudiéndose determinar la CMI tanto para
E. coli (Figura 49 A) como para Pseudomonas aeruginosa (Figura 49 B) en 0,3125 mM.
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Figura 49: Valores de absorbancia de las distintas concentraciones de CVII en presencia de
Escherichia coli (A) y Pseudomonas aeruginosa (B).
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e Complejo CVIII:

Los ensayos del complejo CVIII en cepas Gram positivas no provocaron inhibicion del
crecimiento bacteriano. En Gram negativas su pudo observar un claro descenso de los
valores de absorbancia a una concentracién de 2,5 mM tanto en E. coli como en P.
aeruginosa (Figura 50 A y B).
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Figura 50: Valores de absorbancia de las distintas concentraciones de CVIII en presencia de
Escherichia coli (A) y Pseudomonas aeruginosa (B).

CARBOXILATOS DE NUEVA SINTESIS:

e Complejo CBI:

Al igual que en los anteriores complejos, los ensayos en bacterias Gram positivas (S.
aureus y S. pseudintermedius) no mostraron actividad antibacteriana alguna. Por el
contrario, en cepas Gram negativas ésta si que fue notoria. Con respecto a E. coli
(Figura 51 A), se pudo observar una pérdida de turbidez en la columna 7,
correspondiente a una concentracion de 0,156 mM. En la medicion de absorbancia se
evidencidé una marcada disminucion de los valores a la misma concentracion, por lo
que se determind la CMI como 0,156 mM. Lo mismo ocurrid en el caso de Pseudomonas
aeruginosa (Figura 51 B), siendo la CMI por tanto de 0,156 mM.
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Figura 51: Valores de absorbancia de las distintas concentraciones de CBI en presencia de
Escherichia coli (A) y Pseudomonas aeruginosa (B).
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e Complejo CBII :

Los ensayos en bacterias Gram positivas (S. aureus y S. pseudintermedius) mostraron una
ausencia de actividad antimicrobiana con respecto a este complejo. Sin embargo éste si
fue marcado en las cepas Gram negativas ensayadas. En el ensayo de E. coli (Figura 52
A) se evidenci6 una marcada disminucién de los valores de absorbancia en la
concentracion de 0,078 mM determindndose como CMI para esta cepa. Los mismo
sucedid en el caso de Pseudomonas aeruginosa, determinandose la misma concentracion
como CMI (Figura 52 B).
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Figura 52: Valores de absorbancia de las distintas concentraciones de CBII en presencia de
Escherichia coli (A) y Pseudomonas aeruginosa (B).

5.3.3 Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB)

Complejos de plata:

Complejo CVI:

En el caso de E. coli (Figura 54), tras 24 horas de incubacion a 37°C pudimos apreciar
que a partir de la concentraciéon de 0,3125 mM , ésta inclusive, no existio crecimiento
alguno en las placas, por lo que pudimos determinar que la CMB para E. Coli es de
0,3125 mM.

Figura 54: Placas para la determinacion de CMB de E. coli frente a CVI. De izquierda a derecha,
0,156 mM, 0,3125 mM y 0,625 mM.

Asimismo, para determinar el valor de la CMB en Pseudomonas aeruginosa (Figura 55),

se sembraron las concentraciones de 0,156 mM , 0,3125mM, 0,625 mM, 1,25 mM, 2,5
mM y 5 mM. Tras la incubacién observamos que a partir de la concentracion de 0,625
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mM , ésta inclusive, no se produjo crecimiento, por lo que determinamos que la CMB
para esta cepa es de 0,625 mM.

Figura 55: Placas para la determinacion de CMB de Pseudomonas aeruginosa frente a CVI. A:
0,156 mM, B: 0,3125 mM y C: 0,625 mM.

Complejo CVII:

En el caso de E. coli se realizé una siembra en placa de los pocillos de 0,625 mM, 1,25
mM, 2,5 mM y 5 mM. Tras las 24 horas de incubacion se observé que en la placa de la
concentracion de 1,25 mM no se produjo crecimiento bacteriano, por lo que se
determind que la CMB para Escherichia coli es de 1,25 mM.

En cuanto a Pseudomonas aeruginosa sesembraron las concentraciones de 0,625 mM, 1,25
mM, 2,5 mM y 5 mM. Tras el periodo de incubacion se aprecié que a partir de la
concentracion de 2,5 mM, esta inclusive, no existid crecimiento alguno en las placas,
considerandose como su CMB.

Complejo CVIII :

Los resultados del ensayo mostraron una inhibicion total del crecimiento en placa a
una concentracion de 2,5 mM para ambas cepas bacterianas. Consideramos por tanto
que la CMI y la CMB se encuentran muy proximas, encontrandose la CMI entre 1,25 y
2,5 mMyla CMB en 2,5 mM.

Complejo CBI :

En la determinacion de la CMB para E. coli se realizé una siembra en placa de las
concentraciones de 0,3125mM, 0,625 mM, 1,25 mM, 2,5 mM y 5 mM (Figura 56). Tras
24 horas de incubacion su pudo apreciar que a partir de la concentracion de 0,625 mM
,ésta inclusive, no existié crecimiento alguno, por lo que pudimos determinar que la
CMB como 0,625 mM.
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Figura 56: Placas para la determinacién de CMB de E. coli frente a CBI. Arriba izquierda: 0,3125
mM, arriba derecha: 0,625 mM, abajo izquierda: 1,25 mM y abajo derecha: 2,5 mM.

En el caso de Pseudomonas aeruginosa (Figura 57), se sembraron las concentraciones de
0,156 mM ,0,3125mM, 0,625 mM, 1,25 mM, 2,5 mM y 5 mM. Tras la incubacién se
evidencido que a partir de la concentracion de 0,3125 mM incluida, no se produjo
crecimiento bacteriano, por lo que se determind como la CMB.

Figura 57: Placas para la determinacion de CMB de Pseudomonas aeruginosa frente a CBI. Arriba
izquierda: 0,156 mM, arriba derecha: 0,3125 mM y abajo: 0,625 mM.

Complejo CBII :

En la determinacion de la CMB para E. coli (Figura 58) los resultados tras la siembra
mostraron que a partir de la concentracién de 0,156 mM no se produjo crecimiento
alguno, por lo que la CMB es de 0,156 mM. Hemos de destacar que a la concentracion
de 0,078 mM sdlo se aprecié una UFC en cada placa, por lo que la CMI y la CMB de
este compuesto para E. coli estdn muy proximas.
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Figura 58: Placas para la determinacion de CMB de E. coli frente a CBII. De izquierda a derecha,
0,078 mM, 0,156 mM y 0,3125 mM.

Con respecto a Pseudomonas aeruginosa (Figura 59), tras la incubacion observamos que a
partir de la concentracién de 0,156 mM incluida, no existi6 crecimiento bacteriano, por
lo que la establecimos como su CMB.

Figura 59: Placas para la determinacion de CMB de Pseudomonas aeruginosa frente a CBIL. De
izquierda a derecha, 0,078 mM, 0,156 mM y 0,3125 mM.

5.3.4 Ensayos de sensibilidad bacteriana frente a AgNOs

Los ensayos de las cepas de Escherichia coli y de Pseudomonas aeruginosa frente a
concentraciones crecientes de AgNO:s (Figura 53) mostraron una disminucién drastica
de los valores de absorbancia a 0,118 mM en el caso de E. coli (Figura 53 A) y de 0,177
mM en el caso de P. aeruginosa (Figura 53 B), considerdndose estas concentraciones
como las CMIs para estas cepas.
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Figura 53: Valores de absorbancia de las distintas concentraciones de AgNO3 en presencia de
Escherichia coli (A) y Pseudomonas aeruginosa (B).

En cuanto a la determinacion de la CMB del AgNOs pudimos determinar que para
Escherichia coli fue superior a una concentraciéon de 0,236 mM y en el caso de
Pseudomonas aeruginosa fue de 0,236 mM.
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5.3.5 Efecto sobre la formacion de biofilm bacteriano: Método de
George O'Toole.

Dada su mayor efectividad, tinicamente los complejos CVI y CVII fueron testados. En
el caso del complejo CVI (Tabla 8) se observo una afectacion de la formacion del
biofilm en concentraciones significativamente mas bajas que su correspondiente CMI,
lo que indica que afecta a este factor de virulencia aunque no ejerza atin su efecto
antimicrobiano. Sin embargo este hecho no lo apreciamos en el ensayo del complejo de
CVII (Tabla 9), que en ambas cepas permitié una formacion de abundante biofilm
hasta que se alcanza la CMI. En esta situacion consideramos que es la propia inhibicion
del crecimiento bacteriano el factor que puede estar afectando a la formacion del
biofilm. Dado que el biofilm confiere una capacidad de resistencia a los
antimicrobianos mucho mayor, el hecho de que su formacidn se vea afectada aunque
no haya muerte del microorganismo puede hacer a éste tltimo mucho mas sensible a
sustancias que anteriormente eran repelidas por el propio biofilm.

Tabla 8: Concentraciones del complejo CVI para las cuales se produce un inhibicién de la
formacion del biofilm seguin la técnica de George O'Toole.

Cepa bacteriana CMI Concentracion a la que se comienza a afectar la
formacion de biofilm
Escherichia coli 0,156 mM 0,039 mM
Pseudomonas 0,156 mM 0,0195 mM
aeruginosa

Tabla 9: Concentraciones del complejo CVII para las cuales se produce un inhibicion de la

formacion del biofilm segtin la técnica de George O Toole.

Cepa bacteriana CMI Concentracion a la que se comienza a
afectar la formacion de biofilm
Escherichia coli 0,3125 mM 0,3125 mM
Pseudomonas aeruginosa 0,3125 mM 0,3125 mM

CARBOXILATOS DE NUEVA SINTESIS:

En el ensayo del compuesto CBI (Tabla 10) en Escherichia coli se observé una afectacion
de la formacion del biofilm en concentraciones significativamente mas bajas que su
correspondiente CMIL En el ensayo de Pseudomonas aeruginosa se aprecid una
inhibicién de la formacion del biofilm a CMI. En esta situacion consideramos que es la
propia inhibicion del crecimiento bacteriano es lo que probablemente esta afectando a
la formacién del biofilm.
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Tabla 10: Concentraciones del compuesto CBI para las cuales se produce un inhibicién de la
formacion del biofilm segtin la técnica de George O'Toole.

Cepa bacteriana CMI Concentracion a la que se comienza a afectar la
formacion de biofilm

Escherichia coli 0,156 mM 0,078 mM

Pseudomonas 0,156 mM 0,156 mM

aeruginosa

Finalmente, en el caso de CBII (Tabla 11) en Escherichia coli se observo una afectacion
de la formacion del biofilm en concentraciones mas bajas que su correspondiente CMI.
Al igual que en el caso anterior, en el ensayo de Pseudomonas aeruginosa se aprecio una
formacion de abundante biofilm hasta que se alcanza la CMI.

Tabla 11: Concentraciones del compuesto CBII para las cuales se produce un inhibicién de la
formacion del biofilm segtin la técnica de George O'Toole.

Cepa bacteriana CMI Concentracion a la que se comienza a afectar
la formacioén de biofilm

Escherichia coli 0,078 mM 0,039 mM

Pseudomonas 0,078 mM 0,078 mM

aeruginosa

5.3.6 Valoracion de formacion de biofilm mediante microscopia
electronica de barrido (SEM).

Basandonos en los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, consideramos
necesarios estudios evidenciar el efecto de estos compuestos sobre la poblacion
bacteriana y en la formacion de biofilm, por lo que se decidi6 realizar una valoracion
mediante microscopia electrénica. Dado que el efecto bactericida y sobre el biofilm no
es significativo en las bacterias Gram positivas, se realizé inicamente en las cepas de
Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa.

Complejo CVI:

Como se muestra en las imagenes correspondientes a los controles de ambas cepas
bacterianas (Figuras 60 A y 61 A), en ausencia del complejo CVI se aprecié un marcado
crecimiento bacteriano, donde se pudieron observar grandes colonias con presencia de
cuantioso material extracelular y fibras que componen el biofilm. Cuando ambas cepas
se cultivaron en presencia del complejo a una concentracién de CMI (Figuras 60 B y 61
B), el nimero de dichas colonias disminuyo6 de manera significativa y la formacion del
biofilm se vio gravemente afectado, hecho mas marcado en la Pseudomonas aeruginosa
(Figura 61 B). Finalmente, al aumentar la concentracién a CMB (Figuras 60 C y 61 C),
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unicamente se observaron bacterias aisladas y no formando colonias, indicando que su
crecimiento se encontraba completamente abolido.
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Figura 60: A: Escherzchza coli control. B. Escherichia coli en presencia de CVI a CMI. C. Escherichia
coli en presencia de CVIa CMB.
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Figura 61: A: Pseudomonas aeruginosa control. B. Pseudomonas aeruginosa en presencia de CVI a
CML. C. Pseudomonas aeruginosa en presencia de CVI a CMB.

Complejo CVII :

Al igual que en el complejo anterior, en las imagenes correspondientes al control de
ambas cepas se pudo apreciar un marcado crecimiento bacteriano y abundante
formacion de biofilm (Figuras 62 A y 63 A). Asimismo, en presencia del complejo CVII
a CMI (Figuras 62 B y 63 B) se pudo observar un marcado descenso en la poblacion
bacteriana y en la presencia de biofilm, muy notorio en el caso de Pseudomonas
aeruginosa, en la que casi no se apreciaron bacterias (Figura 63 B). En el caso de
Escherichia coli (Figura 62 B) se puede observar la presencia del compuesto de plata y
una marcada deformidad en las bacterias, asi como una gran produccion de material
extracelular posiblemente polisacaridico. Finalmente, en presencia del complejo a CMB
(Figuras 62 C y 63 C) se pudieron observar tnicamente bacterias aisladas, y en el caso
de Pseudomonas aeruginosa (Figura 62 C) muy escasas, completamente deformadas y
restos de compuesto.
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Figura 63: A: Pseudomonas aeruginosa control. B. Pseudomonas aeruginosa en presencia de CVII a
CML. C. Pseudomonas aeruginosa en presencia de CVII a CMB.

CARBOXILATOS DE NUEVA SINTESIS:

Complejo CBI :

En ambos controles (Figura 64 A y 65 A) se pudo observar un cuantioso crecimiento
bacteriano con abundante biofilm. A CMI (Figuras 64 B y 65 B), tanto en E. coli como
en P. aeruginosa se pudo apreciar un marcado descenso de la poblacion bacteriana,
disponiéndose de manera individual en el caso de P. aeruginosa. Ademas, es claramente
observable el dafio a la pared celular en la figura 64 B. Finalmente, como se puede
apreciar en las Figuras 64 C y 65 C, a CMB la presencia de bacterias es casi
inapreciable.
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Figura 64: A: Escherichia coli control. B. Escherichia coli en presencia de CBI a CMI. C. Escherichia
coli en presencia de CBI ([Ag(S,S-diAlalm]) a CMB.
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Figura 65: A: Pseudomonas aeruginosa control. B. Pseudomonas aeruginosa en presencia de CBI a
CML. C. Pseudomonas aeruginosa en presencia de CBI ([Ag(S,S-diAlalm]) a CMB.

Complejo CBII :

Al igual que en el caso de su enantiomero las imagenes del control (Figuras 66 A y 67
A), muestran un crecimiento en sdbana de ambos microorganismos con formacion de
abundante biofilm. Asimismo, a CMI pudimos apreciar una disminucién muy marcada
en la poblacion bacteriana formando pequefios grupos celulares (Figuras 66 By 67 B) y
a CMB (Figuras 66 C y 67 C) se disminuy6 aun mas esta poblacion y se disponian de
manera individual. Como ocurria anteriormente con el enantidmero PMR-R5.2,

también en este caso se puede observar un dafio evidente a la pared celular y células
deformadas de Pseudomonas aueruginosa (Figura 67 C).
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Figura 66: A: Escherichia coli control. B. Escherichia coli en presencia de CBII a CMI. C. Escherichia
coli en presencia de CBII ([Ag(R,R-diAlalm]) a CMB.
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Figura 67: A: Pseudomonas aeruginosa control. B. Pseudomonas aeruginosa en presencia de CBII a
CML. C. Pseudomonas aeruginosa en presencia de CBII ([Ag(R,R-diAlalm]) a CMB.
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5.3.7 Determinacion of de enzimas antioxidantes y sustancias
reactivas a acido tiobarbitarico (TBARs).

Debido a su mayor actividad antimicrobiana se testaron los complejos de Ag CVI y
CVIly los dicarboxilatos de nueva sintesis CBI y CBII.

Actividad Catalasa (CAT) U/mg proteina:

Los resultados obtenidos (Tabla 12) indicaron que la actividad catalasa en el caso de E.
coli fue superior al control tanto a CMI como a CMB, en el que no se detectaba dicha
actividad, en los 4 compuestos ensayados. Con respecto a P. aeruginosa, los resultados (
Tabla 12) muestran que, al contrario de lo que ocurre con E. coli, no se detecta
actividad enzimatica catalasa alguna a CMI o CMB en los ensayos de los 4 compuestos.

Actividad Peroxidasa total U/mg proteina:

Para E. coli se pudo determinar que en los ensayos de los complejos de plata CVI 'y
CVII no se produjo un incremento de esta actividad. Sin embrago, para los complejos
enantiomeros tipo carboxilato CBI y CBII se observo que , en el caso del primero se
produjo un aumento a CMI y en el caso del segundo compuesto, a CMB (Tabla 12).

En el caso de P. aeruginosa, se pudo observar un aumento de esta actividad enzimatica
en los ensayos de los 4 productos, destacando los complejos CVII y CBI (Tabla 12).

Actividad Superéxido dismutasa (SOD) (ul inhibicién 50% oxidacion):

Como muestran los datos recogidos en la Tabla 12, para E. coli destaca la actividad a
CMI del complejo CVI, mientras que el complejo CVII, no mostré induccién alguna de
esta actividad enzimatica. En el caso de los carboxilatos CBI y CBII se evidencio
actividad tanto a CMI como a CMB para esta cepa bacteriana. En el caso de P.
aeruginosa no se produjo un aumento de esta actividad enzimdtica con respecto al

control en ninguno de los ensayos de los 4 complejos.

En resumen, debemos realizar una diferenciacion entre los mecanismos de
detoxificacion de ROS provocados por estos complejos metdlicos en E. coli y P.
aeruginosa. En la primera especie, esta detoxificaciéon ocurre fundamentalmente
mediante la enzima catalasa, mientras que en la segunda es preferentemente la SOD la
enzima que sufre las inducciones mas fuertes, de hasta 6-20 veces. Si cabe destacar que
el complejo metdlico CVI parece ser que provoca el mayor estrés oxidativo, ya que
induce ambas enzimas en las dos especies, con incrementos en la SOD de hasta 25-30

veces.
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Tabla 12: se muestran los valores de las distintas actividades enzimaticas obtenidas de tres

determinaciones independientes. ND: no detectada.

Cepa Complejo Enzima Actividad (mU. mg! proteina)
bacteriana Control CMI CMB
E. coli CVvI Catalasa ND 2,5.105+ 6,6.105+
0,25.10° 0,9.105
Peroxidasas Totales ND ND ND
Superoxido 3,330 + 0,01 1,51 +0,07 92,14 +23
dismutasa
CVII Catalasa ND 5,5 x10°+ 8,3 x 105+
0,03 0,02
Peroxidasas Totales | 0,485+0,05 | 0,1656 + 0,02 0,032 +
0,002
Superdxido 3,330 = 0,01 4,14 +£0,07 3,66 + 0,06
dismutasa
CBI Catalasa ND 1,2 x 105+ 5,7 x 105+
0,12.105 0,7.105
Peroxidasas Totales | 0,485 + 0,05 1,083 + 0,21 0,88 + 0,018
Superoxido 3,330 + 0,01 2,6 +0,008 3,44 + 0,01
dismutasa
CBII Catalasa ND ND 6 x 105+
0,9.10°
Peroxidasas Totales 0,485 + 0,05 0,954 +0,1 1,33+0,23
Superoxido 3,33 + 0,01 2,46 + 0,012 3,065 +
dismutasa 0,009
P. CVI Catalasa ND ND ND
aeruginosa Peroxidasas Totales ND ND 0,0024 +
0,001
Superdxido 3,40 + 0,06 20+0,014 76,33 +0,11
dismutasa
CVvIl Catalasa ND ND ND
Peroxidasas Totales 0,382 + 0,03 1,05+0,1 2,54 +0,25
Superdxido 3,40 + 0,06 9,09 +0,1 20+ 0,22
dismutasa
CBI Catalasa ND ND ND
Peroxidasas Totales 0,382 + 0,03 0,91+ 0,1 2,3+0,3
Superoxido 3,40+ 0,06 9,56 +0,18 22,26 +0,26
dismutasa
CBII Catalasa ND ND ND
Peroxidasas Totales | 0,382 + 0,03 0,738 = 0,07 0,655+ 0,06
Superdxido 3,40 + 0,06 2,98 + 0,03 3,47+ 0,05
dismutasa
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MDA:

COMPLE]JOS DE PLATA:

Dada su mayor actividad antimicrobiana, se realizaron los ensayos para los
complejos CVI 'y CVII asi como para los carboxilatos CBI y CBII.

Complejo CVI :

Como mostramos en la Figura 68, los ensayos de ambas cepas mostraron un aumento
del MDA con respecto al control tanto a CMI como en CMB. Mientras que en el caso de
E. coli este aumento fue mas notorio a CMI que a CMB, en el caso de P. aeruginosa el
valor de MDA a CMB fue mucho mayor que a CMIL.
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Figura 68: Cantidad de MDA relativa (el control se considera el 100%) de E. coli (azul) Y P.
aeruginosa (rojo) en presencia del compuesto CVI a CMI y CMB. Los valores del control estan
comprendidos entre 0 y 0,2 nMol/mg prot. para E. coli y 0,1y 0,27 para P. aeruginosa.
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Complejo CVII :

Los ensayos del complejo CVII (Figura 69) mostraron que mientras que para E. coli los
valores de MDA aumentaban con respecto al control tanto a CMI como a CMB, esto no
ocurria para P. aeruginosa.
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Figura 69: Cantidad de MDA relativa (el control se considera el 100%) de E. coli (azul) Y P.
aeruginosa (rojo) en presencia del compuesto CVII a CMI y CMB. Los valores del control estan
comprendidos entre 0 y 0,2 nMol/mg prot. para E. coli y 0,1 y 0,27 para P. aeruginosa.

CARBOXILATOS DE NUEVA SINTESIS:

Complejo CBI :

Como mostramos en la Figura 70, los valores de MDA tanto a CMI como a CMB fueron
inferiores al control en ambas cepas bacterianas.
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Figura 70: Cantidad de MDA relativa (el control se considera el 100%) de E. coli (azul) Y P.
aeruginosa (rojo) en presencia del complejo CBI a CMI y CMB. Los valores del control estan
comprendidos entre 0 y 0,2 nMol/mg prot. para E. coli y 0,1y 0,27 para P. aeruginosa.
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Complejo CBII :

Finalmente, en los ensayos del complejo CBII (Figura 71) evidenciaron un aumento de
los valores del MDA a CMB en el caso de E. coli y a CMI en el caso de P. aeruginosa.
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Figura 71: Cantidad de MDA relativa (el control se considera el 100%) de E. coli (azul) Y P.
aeruginosa (rojo) en presencia del complejo CBII a CMI y CMB. Los valores del control estan
comprendidos entre 0 y 0,2 nMol/mg prot. para E. coli y 0,1y 0,27 para P. aeruginosa.
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6. Discusion

Estudio de toxicidad de diferentes disolventes

El estudio de la toxicidad bacteriana de los disolventes organicos mas comunmente
utilizados ha resultado ser un estudio indispensable para continuar con la
investigacion de nuevas moléculas de caracter hidrofébico, del que no hemos
encontrado registros previos para las cepas testadas. Es importante destacar que, en
funcién del microorganismo, la tolerancia a diferentes disolventes varia. Analizando
los resultados podemos establecer que la concentracién de 1:1000 garantiza que no se
produzca toxicidad bacteriana alguna por parte del disolvente exceptuando el DMF en
el caso de P. pseudintermedius, y de DCM en P. aeruginosa. Cuando no es posible utilizar
dicha concentracion, la mejor opcion para cepas Gram positivas es utilizar DMSO o
TBME a una concentracion de 1:100. Por otro lado, para cepas Gram negativas los mas
adecuados son DMF o TBME a la misma concentracion.

Sintesis v evaluacion antimicrobiana de los diferentes complejos preparados

Como hemos mencionado con anterioridad, la accién antimicrobiana de los diferentes
metales ha sido ampliamente demostrada. En el presente trabajo de investigacion se
han testado este tipo de ligandos con grupos funcionales acido derivados de imidazol
acomplejados con un metal esencial, como el Zn (CI, CII, CIII y CIV) y con otros no
esenciales como Pd (CV) y Ag (CVI, CVII, CVIII, CBI y CBII). La sintesis de los
compuestos poliméricos de Zn (CI, CII, CIII y CIV) se realiz6 siguiendo el
procedimiento descrito por Nicasio et al. en 2017, a partir de los correspondientes
acidos dicarboxilicos quirales con estructura tipo imidazol. Dichos 4acidos
dicarboxilicos fueron preparados a su vez mediante el uso de los correspondientes
aminodcidos naturales mediante la reaccion de Debus-Radziszewski. El procedimiento
de sintesis fue eficaz, obteniendo rendimientos similares a los publicados en la
bibliografia. Por otro lado, el complejo de Pd (CV) es un producto de nueva sintesis,
basado en se la metodologia publicada en la bibliografia (Jahier-Diallo et al. 2015,
Tarrieu et al. 2017 y Thongpaen et al. 2018), dando lugar a un so6lido microcristalino
estable con una alta tasa de rendimiento (88%). Finalmente, entre los complejos de
plata podemos distinguir, por un lado los complejos Ag-NHC (CVI, CVII y CVIII)
fueron sintetizados segun la literatura publicada (Thongpaen et al. 2018). Son
derivados de N-heterociclos y han sido desarrollados para su aplicacidon en catalisis
(Thongpaen et al. 2018, Kiihl et al. 2010, Carrasco et al. 2018). Finalmente se ha llevado
a cabo un proceso de sintesis de novo de los compuestos de tipo carboxilato-Ag
CBI y CBII, en la que participamos en el disefio, por el equipo liderado por el
profesor Francisco J. Montilla Ramos, del Departamento de Quimica Inorganica
de la Facultad de Quimica de la US. Este proceso de sintesis, mediante una
reaccion con Ag:O de una manera eficiente, dio lugar a dos compuestos
enantiomeros estables con un rendimiento de aproximadamente el 42 %.

En resumen, todos los compuestos fueron obtenidos en buenos rendimientos y en
cantidades necesarias para llevar a cabo las repeticiones adecuadas de los
experimentos de evaluacién biologica de su potencial efecto farmacoldgico, sin
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observar en ninguno de los casos degradacion en condiciones de almacenamiento
habituales.

Una vez sintetizados, para la evaluacion de su actividad antimicrobiana se han
utilizado métodos cuantitativos estandarizados para determinar tanto la CMI como la
CMB, valores necesarios para la evaluacion de la capacidad antibidtica general y poder
realizar comparativas. Dichos métodos cuantitativos por la técnica de microdilucién en
caldo (CLSI, 2012) mostraron una ausencia de inhibicion del crecimiento bacteriano en
todos los pocillos tanto de los complejos de Zn (CI, CII, CIII y CVI) como de Pd (CV).
Una posible explicacion de este suceso se basaria en que no hubiera sido posible
alcanzar las concentraciones de Zn o de Pd lo suficientemente altas para provocar
toxicidad bacteriana, ya que en ambos casos sus propiedades antimicrobianas han sido
constatadas (Waldron y Robinson 2009, Athie-Garcia et al., 2018).

Por otro lado, la actividad antimicrobiana de los diferentes complejos de plata
sintetizados también fueron testados. Asi, las actividades de los compuestos CVI, CVII,
CBI y CBII han sido notorias en las cepas Gram negativas Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa. Es importante destacar que se ha demostrado que este tipo de entidades
quimicas tipo complejos son estables en presencia tanto de humedad como de aire, que
su liberacion de la Ag puede ser prolongada y sostenida en el tiempo y que su sintesis
es sencilla y eficiente, por lo que han generado un gran interés en el campo de la
microbiologia como posibles agentes antimicrobianos (Sari et al. 2016). Por otro lado, la
accion antimicrobiana de la plata ha sido demostrada en multitud de estudios, aunque
los mecanismos exactos de esta actividad no estan elucidados completamente.
Actualmente se conocen tnicamente dos mecanismos de accion principales, por un
lado, la actividad antimicrobiana por contacto directo con las bacterias y por otro, la
interaccion del idn Ag* con las proteinas y enzimas bacterianas que alteran gravemente
su funcionalidad. En el primer caso, la plata se une directamente al peptidoglicano que
conforma la pared celular bacteriana, provocando el dafno irreversible de la misma.
También, se ha demostrado una mayor actividad del ion Ag* frente a bacterias Gram
negativas, debido principalmente a la diferencia de grosor de la pared de estas,
significativamente mas fina que las Gram positivas. Asimismo, se ha demostrado que
el ion Ag* se une a los grupos carboxilo, fosfato y amino (con carga negativa) de la
membrana celular por atraccidn electrostatica, alterando la su carga y favoreciendo la
penetracion del metal. Una vez dentro de la bacteria, el ion Ag*se une a los restos de
tipo tiol (-SH) de ciertas enzimas y proteinas bacterianas, alterando o desactivando su
accion. Asi, es capaz de desactivar la cadena de transporte de electrones mediante un
proceso de fosforilacion oxidativa. Otros estudios sugieren que el ion Ag* forma
complejos con los &cidos nucleicos bacterianos, interfiriendo con los nucledtidos
intercaldndose entre las bases puricas y pirimidinicas interfiriendo en los procesos de
divisién y reproduccidn bacteriana. Finalmente, el ion Ag*, como ion metalico pesado
puede inducir un incremento de estrés oxidativo celular significativo. A su vez, si
también ha interferido con las enzimas antioxidantes las deja indefensas frente a este
proceso de estrés oxidativo (Qing et al. 2018).

Como muestran las tablas a continuacion (Tablas 13 y 14), tanto la CMI como la CMB

va aumentando en funcion del compuesto, siendo CVI; el mas efectivo, seguido de
CVIl y por ultimo CVIIL
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Tabla 13: valores de CMI y CMB de los diferentes complejos de Ag para E. coli.

E. coli CVI Cvil CVvIlI
CMI 0,156 mM 0,3125 mM 1,25-2,5 mM
CMB 0,3125 mM 1,25 mM 2,5mM

Tabla 14: valores de CMI y CMB de los diferentes complejos de Ag para P. aeruginosa.

P. aeruginosa CVI CVII CVIII
CMI 0,156 mM 0,3125 mM 1,25-2,5 mM
CMB 0,625 mM 2,5 mM 2,5mM

Dado que los tres complejos son de plata y el método de sintesis es el mismo, la
diferencia de actividad antimicrobiana reside en la estructura final de complejo
metalico. Aunque los ensayos de los ligandos de partida mostraron que éstos no
poseen actividad antimicrobiana per se, consideramos que la estructura que
proporcionan al complejo metdlico final tiene una influencia directa en la capacidad
antimicrobiana de dicho complejo. Estudios realizados por Sari et al. en 2016 ya
sugirieron este hecho. En nuestro caso, hemos podido constatar que cuanto mas larga
es la cadena alifdtica del aminodcido de partida, menor actividad antimicrobiana
posee el complejo metdlico. Una posible explicacién podria ser la diferencia en el
volumen estérico, ya que diversos estudios constatan que a mayor volumen estérico
menor capacidad antimicrobiana del complejo (Froese et al. 2017). En nuestro caso la
diferencia en el volumen estérico de los complejos no es tan diferente, y no parece
que pudiera considerarse lo suficientemente significativa. Por otro lado, en el caso de
los compuestos testados consideramos que esta diferencia de comportamiento tiene
relacion directa con la lipofilia (o hidrofobia) del compuesto. Esta propiedad de los
farmacos es la responsable del control de comportamientos tan criticos como la
capacidad de permeabilidad de membrana, solubilidad, volumen de distribucion,
estabilidad metabdlica y union de proteinas, entre otros. Por lo tanto, la lipofilia es la
que le confiere una mayor afinidad por la membrana externa bacteriana de los
patégenos Gram negativos y se traduce en un mayor efecto antimicrobiano contra
éstos. Por tanto, el complejo CVI (sintetizado a partir de alanina), tiene una mayor
actividad antimicrobiana que el CVII (derivado de valina) y éste a su vez del CVIII
(sintetizado a partir de leucina) (Figura 72).

e :] 0] (] @]
~HonA o o
NH, NH, NH,

Figura 72: estructuras quimicas de los aminoacidos de partida. A: alanina; B: valina ;
C: leucina.

Asimismo, esto apoya la hipotesis de que estos complejos no hayan tenido ningun
efecto frente a las cepas Gram positivas (Staphylococcus aureus y Staphylococcus
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pseudintermedius) que hemos testado por la técnica de microdilucion en caldo
mostrado en la seccion de resultados 6.3 del presente capitulo, ya que los
microorganismos Gram positivos poseen una cubierta externa de peptidoglicano, que
le confiere hidrofilia, por lo tanto seria bastante poco probable que la pudieran
atravesar en condiciones normales.

Como hemos mencionado con anterioridad, los mecanismos exactos de la capacidad
antimicrobiana de los complejos de plata no son del todo conocidos, habiéndose
estudiado varias posibilidades. Nuestros estudios proponen dos mecanismos
complementarios: por un lado, el dafo a la membrana externa de los patoégenos
mediante la peroxidacion de sus lipidos de membrana, y por otro lado la induccién
de un proceso de estrés oxidativo en las bacterias, provocando su muerte. En el caso
de los complejos de plata ensayados se pudo establecer claras diferencias. El complejo
CVI, que es el que posee mayor capacidad antimicrobiana, utiliza ambos mecanismos,
tanto de dafio a membrana como de induccion de estrés oxidativo, en ambas cepas (E.
coli y P. aeruginosa), sin embargo, el complejo CVII provoca ambos en E. coli pero no
tiene la capacidad de danar la membrana de P. aeruginosa. Estos datos vuelven a
evidenciar la relacion de la potencia de la actividad antimicrobiana con la lipofilia del
complejo y esclarecen los mecanismos concretos de dafo microbiano de estos
compuestos metalicos. Este conocimiento nos ha permitido establecer una clara
relacion entre la estructura y la actividad antibacteriana como se ha mencionado, lo
cual es muy util para el disefio de nuevas entidades con potencial comportamiento
antibacteriano en estudios futuros.

Por otro lado, los otros compuestos estudiados son los que se han denominado en
esta Memoria como dicarboxilatos metalicos (de plata) CBI y CBII, que han sido
preparados por primera vez y ad hoc para los estudios llevados a cabo encuadrados
en esta Tesis Doctoral. Estos compuestos de base de imidazolio han ganado
protagonismo en los ultimos afios, especialmente aquellos que muestran quiralidad
dentro del campo de la catdlisis y la implementacion de reacciones varias.
Anteriormente se ha mencionado que los NHCs, pueden formar complejos estables
metalicos y que pueden poseer propiedades antimicrobianas. Asimismo, existen
estudios recientes en la literatura que sugieren que existe una relacion directa entre la
quiralidad de ciertos compuestos y su actividad antimicrobiana (Guo et al 2019). Este
fenémeno se ha observado en compuestos de la familia de los antibioticos o
herbicidas, siendo muy importante determinar el estereoisdmero activo también
denominado eutdmero y establecer a su vez procesos de sintesis asimétrica con total
control de la quiralidad en todos los centros esterogénicos.

Asi, en el presente estudio se han sintetizado de novo dos dicarboxilatos de Ag
enantiomeros a partir del aminoacido alanina, que corresponden al CBI y el CBII
indistintamente. Aunque ambos complejos presentan una notoria actividad
antimicrobiana frente a E. coli y P. aeruginosa, el enantiomero CBII, sintetizado a partir
de LII, presenta mucha mayor actividad antimicrobiana que CBI. Las Tablas 15 y 16
muestran la comparativa de los valores de CMI y CMB de estos dos compuestos para
ambas cepas bacterianas ensayadas.
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Tabla 15: valores de CMI y CMB de los dicarboxilatos para E. coli.

E. coli _ CBI CBII
CMI 0,156 mM 0,078 mM
CMB 0,625 mM 0,156 mM

Tabla 16: valores de CMI y CMB de los dicarboxilatos para P. aeruginosa.

P. aeruginosa CBI CBII
CMI 0,156 mM 0,078 mM
CMB 0,3125 mM 0,156 mM

Por tanto, podemos establecer que el eutomero es el complejo CBIIL. Ya que siendo
cantidad de Ag de ambos compuestos idéntica y su estructura quimica analoga, la
diferencia de actividad es debida a la diferente disposicion espacial de la molécula
(una es la imagen especular de la otra). Hemos de descartar que, aunque existen
estudios que mencionan la posible relaciéon, no hemos encontrado una evidencia
concreta de la relacion directa entre la esteroisomeria de este tipo de compuestos y su
actividad antimicrobiana. Asimismo, hemos podido determinar sus mecanismos de
accion frente a los patégenos mediante la determinacion tanto de las actividades
enzimaticas como de las TBARs. Ambos compuestos inducen un proceso de estrés
oxidativo bacteriano, mas marcado en E. coli que en P. aeruginosa, sin embargo,
unicamente el compuesto CBII, provoca dafio a la membrana bacteriana por
peroxidacion de sus lipidos. Este hecho apoya su mayor eficacia, habiéndose
obtenido valores mas bajos de CMI y CMB para los patégenos del compuesto CBII,
con respecto a su enantidmero. Junto a esto y como se deduce de la microscopia
electrénica de barrido, ambos compuestos parecen afectar a la pared bacteriana,
dando lugar a células deformadas debido al dafio en la pared.

Por otro lado, el nitrato de plata (AgNO:s) es el compuesto de Ag de referencia en
clinica por sus propiedades antimicrobianas, por ello decidimos realizar los estudios
necesarios que compararan nuestros complejos de plata CVI, CVIL; CBI y CBII con él,
para asi establecer la correspondiente sensibilidad de las cepas Gram negativas
estudiadas para poder asi establecer una comparativa. La Tabla 17 refleja los valores
de CMI y CMB obtenidos.

Tabla 17: valores de CMI y CMB del AgNOspara E. coli y P. aeruginosa.

AgNO:s CMI CMB |
E. coli 0,118 mM 0,236 mM
P. aeruginosa 0,177 mM 0,236 mM
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Con respecto a los complejos CVI posee una CMI menor para P. aeruginosa, por lo que
posee mayor eficacia frente a esta cepa en concreto. Asimismo, en el caso de los
dicarboxilatos pudimos observar que mientras que el compuesto CBI posee una CMI
menor para P. aeruginosa con respecto al AgNOs, su enantidmero CBII manifiesta
valores de CMI y CMB significativamente menores tanto para E. coli como para P.
aeruginosa en comparacion con el AgNOs.

Es importante destacar que, aunque en el caso de los complejos de Ag tnicamente el
complejo CVI mejora en algin aspecto al AgNOs, continian siendo una alternativa
valida como posibles antimicrobianos frente a los patégenos Gram negativos testados,
puesto que se ha constatado su efectividad. Asimismo, al no considerarse como
antibioticos “clasicos”, su estructura quimica y mecanismos de acciéon son novedosos
para los microorganismos, siendo mucho menos probable el desarrollo de resistencias
por parte de estos. Esto mismo es aplicable en el caso de los dicarboxilatos de plata,
destacando que son compuestos de nueva sintesis nunca descritos y que ademas el
compuesto CBII supone una mejora muy significativa en la eficacia antimicrobiana con
respecto al AgNOs.

Una vez constatadas las propiedades antimicrobianas de todos los compuestos se testo
su capacidad de inhibiciéon del biofilm. Destacaremos que se trata de uno de los
factores de virulencia mas relevantes para los patéogenos y ademads esta demostrado
que las infecciones cronicas relacionadas con biofilms normalmente no consiguen ser
completamente eliminadas con tratamientos antibidticos y producen graves episodios
recurrentes. Esto se debe a que las bacterias del biofilm pueden ser hasta 1.000 veces
mas resistentes a los antibidticos que esas mismas bacterias crecidas en medio liquido
(Lasa et al 2005). Los resultados obtenidos por microscopia electrénica de barrido
referenciados en la seccion 5.3.7, muestran que todos los compuestos de Ag ensayados,
tanto los derivados de NHCs como los dicarboxilatos, inhiben por completo la
formacion del biofilm bacteriano. Asimismo, hemos de destacar que tanto el complejo
CVI como los dicarboxilatos han mostrado tener la capacidad de inhibir la formacion
del biofilm antes de alcanzar la CMI, lo que es un gran valor afiadido puesto que
favorece en gran medida la eficacia de los compuestos.

En la siguiente Figura 73, se muestra, a modo de resumen, los hallazgos de este
capitulo de la presente Memoria, en el que se propone un modelo de la actuacion de
estos complejos de plata como antimicrobianos para bacterias Gram negativas apoyado
por los datos experimentales que hemos comentado.
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Figura 73: esquema del modelo de actuacion de los complejos NHC y carboxilatos de Ag.

En resumen, se han obtenido unos resultados prometedores, manifestando que las
entidades quimicas aqui estudiadas constituyen una alternativa a la antibioterapia
convencional, que son viables y que merecen seguir siendo estudiadas. Asimismo,
hemos de destacar que estos complejos han demostrado su eficacia frente a Escherichia
coli y Pseudomonas aeruginosa, dos de los patdgenos Gram negativos responsables de un
gran porcentaje de las infecciones nosocomiales tanto en medicina humana como
veterinaria con gran impacto en infecciones en clinica y de dificil curacion.
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Conclusiones
En base a los objetivos propuestos podemos concluir:

Se han determinado los limites de toxicidad bacteriana por parte de los
disolventes organicos tanto en cepas Gram positivas como Gram negativas,
sentando las bases para los ensayos de toxicidad bacteriana de complejos
hidrofdbicos.

Se ha llevado a cabo con éxito la sintesis de los dicarboxilatos de Zn CI, CII, CIII
y CIV, asi como los complejos metal-carbeno de Ag CVI, CVII y CVIIL
Asimismo, se han sintetizado de novo de tres nuevos compuestos: complejo de
carbeno-Pd, CV y los dicarboxilatos de Ag CBI y CBIL. Se ha llevado a cabo su
caracterizacion, asi como los que ya habian sido descritos en la literatura, en la
escala sintética apropiada para llevar a cabo los ensayos biologicos pertinentes.

Los estudios de sensibilidad han constatado una notoria capacidad
antimicrobiana contra las cepas patdgenas Gram negativas Escherichia Coli y
Pseudomonas aeruginosa por parte tanto de los carbenos de plata como de los
dicarboxilatos de Ag, asi como su efecto sobre la formacién del biofilm

bacteriano, importante factor de virulencia.

Se han determinado los mecanismos de acciéon de estos complejos sobre las
bacterias, provocando por un lado el dafio a la membrana bacteriana mediante
la peroxidacion de los lipidos de la misma y por otro lado la induccién de estrés
oxidativo bacteriano.

Finalmente, dentro de los complejos metal-carbeno ensayados (Pd: CV y Ag:
CVI, CVII, CVII), mientras que el primero (CV) no poseia actividad
antimicrobiana alguna, para los complejos de Ag CVI, CVII y CVIII hemos
podido establecer una relacién directa entre la estructura quimica de los
complejos y la capacidad antimicrobiana frente a los microorganismos Gram
negativos E. coli y P. aeruginosa: cuanto mas lipofilo es el complejo menor
capacidad antimicrobiana posee. En cuanto a los dicarboxilatos sintetizados
(Zn: CL CII, Clll y CIV y Ag: CBI y CBII), mientras que los complejos de Zn no
mostraron capacidad antimicrobiana, los complejos de Ag CBI y CBII
mostraron notoria actividad frente a las cepas Gram negativas de E. coli y P.
aeruginosa testadas. Asimismo, se ha descrito por primera vez la relacion entre
la esteroisomeria de estos compuestos carboxilato-Ag CBI y CBII y su acciéon
antimicrobiana, siendo mas marcada para CBII, considerandose el eutomero.
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9. CONCLUSIONES GENERALES

Las conclusiones generales de la presente Tesis Doctoral se enumeran a
continuacion:

1. El andlisis y estudio de los datos de multirresistencia bacteriana han
permitido aplicar con éxito, por primera vez en Medicina Veterinaria, un
modelo matematico predictivo, en concreto el modelo SIRI, que
proporciona la posibilidad de instaurar un tratamiento empirico ante este
tipo de infecciones con una probabilidad de éxito superior al 90%,
suponiendo una herramienta de gran utilidad y aplicabilidad, extrapolable
a otro tipo de microorganismos. La implementacion de este tipo de modelos
basados en los datos epidemioldgicos son una pieza clave para la
prevencion, control y manejo de patologias infecciosas y que pueden
suponer el salvar numerosas vidas y un ahorro de costes en gasto de salud
publica muy significativo.

2. Se ha realizado con éxito la sintesis, caracterizacion y valoracion de
entidades quimicas no catalogadas como antimicrobianos, como alternativa
a la antibioterapia convencional basdndonos en antecedentes de este tipo de
compuestos y su potencial accion en combinaciéon con metales. Hemos
podido constatar que los procesos de sintesis han sido eficientes y que los
resultados de la caracterizacion de los compuestos que habian sido
previamente descritos concuerdan con la bibliografia publicada al respecto.
En aquellos que han sido sintetizados de novo, se han obtenido buenos
rendimientos y compuestos estables. Asimismo, la evaluacion de
propiedades antimicrobianas de multiples compuestos se han basado en la
realizacion de estudios de sensibilidad mediante protocolos estandarizados
de cardcter cualitativo, semicuantitativo y cuantitativo, que nos han
permitido constatar las propiedades antimicrobianas de algunos de los
compuestos ensayados tanto en determinadas cepas Gram positivas como
Gram negativas de gran relevancia clinica, mediante la obtenciéon de
resultados fiables, comparandose también con otras entidades ya
establecidas, demostrando su eficacia y aplicabilidad. Por tanto, tanto 1,4-
AF como 4,4’-AD poseen caracteristicas antimicrobianas frente a
microorganismos Gram positivos, concretamente S. aureus y S.
pseudintermedius, siendo mas significativamente mds notorias en el caso de
4,4’-ADF. Por otro lado, dentro de los complejos metal-carbeno ensayados
(Pd: CV y Ag: CVI, CVII y CVIII) pudimos determinar que mientras los
primeros no poseian actividad antimicrobiana alguna, los complejos de
plata CVI, CVII, CVIII si, habiendo una relaciéon entre la lipofilia del
complejo y su actividad. Cuanto mas lipdfilo es, se ha observado un
descenso en la actividad antimicrobiana. Asimismo, se han testado
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dicarboxilatos metalicos de Zn y Ag. Mientras que los primeros carecian de
actividad antimicrobiana, los complejos enantiomeros de plata CBI y CBII
han mostrado una notoria actividad antimicrobiana frente a
microorganismos Gram negativos, en concreto E. coli y P. aeruginosa, mas
marcada en CBII, considerandose el eutdmero, constatando asi una relacion
ente la esteroisomeria y la actividad antimicrobiana. Dado que el
mecanismo de resistencia antimicrobiana es adaptativo y es resultado del
enfrentamiento o exposicion repetida de los microorganismos a los
antimicrobianos, el uso de estas entidades quimicas no convencionales
permitira evadir estos mecanismos de resistencia y obtener una respuesta
eficaz.

El disefio de una aplicacion terapéutica tdpica utilizando un material
compuesto ha sido exitosa, permitiendo una opcion completamente
biocompatible, econémica y efectiva frente al género Staphylococcus. Dado
que estos microorganismos son responsables de gran parte de infecciones
cutdneas tanto en personas como en animales, especialmente la especie
canina, y ademads tienen gran capacidad de generar resistencias, ofrecemos
una opcidn terapéutica eficaz. Estos estudios muestran que los compuestos
ensayados, especialmente el 4,4 -azodifenol podria ser buena alternativa a
la antibioterapia convencional para evitar la aparicion de multirresistencias
en infecciones por bacterias Gram positivas.

La evaluacién de la toxicidad bacteriana de ciertos disolventes orgéanicos
necesarios en los procesos de estudio de estos compuestos ha sido clave
para el desarrollo de los experimentos, no habiendo constancia en la
bibliografia actual. Por tanto, se ha podido determinar que los
microorganismos Gram positivos toleran mejor el TBME y el DMSO,
mientras que los Gram negativos lo hacen con DMF y DMSO. Se ha podido
constatar que a concentraciones superiores a 1:100 los efectos tdxicos de
todos los disolventes son marcados, por lo que se recomienda utilizarlos por
debajo de 1:100, siendo ideal utilizarlos a 1:10.

Se ha podido dilucidar los diferentes mecanismos de accién de los
complejos a nivel microbiano, proporcionando un conocimiento mas
profundo que ha permitido establecer tanto las caracteristicas de utilizacion
idoneas de estos compuestos asi como los microorganismos contra los que
son eficaces de manera especifica. Por tanto, los mecanismos de accion
hallados han sido, por un lado la peroxidacién de los lipidos de la
membrana bacteriana mediante la cuantificacion del indicador MDA,
provocando la pérdida de viabilidad celular y, por tanto, la muerte del
microorganismo, y por otro lado la inducciéon de un proceso de estrés
oxidativo en las bacterias por un descenso en la actividad de las enzimas
antioxidantes bacterianas, traduciéndose en un dafio oxidativo en las
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mismas y pérdida de viabilidad. Se ha podido observar que aquellos
compuestos con mayor actividad antimicrobiana suelen mostrar ambos
mecanismos de accidn, mientras que los que poseen menor actividad suelen
inducir tnicamente uno de ellos. Por tanto, se ha observado que los
compuestos 1,4-AF y 4,4"-ADF producen un notorio dafio a membrana en
Gram positivos, mientras que no producen gran estrés oxidativo. En el caso
de los complejos metal-carbeno CVI y CVII producen ambos mecanismos,
especialmente la peroxidacion de lipidos de membrana. Por otro lado,
mientras que el dicarboxilato CBI si que induce estrés oxidativo, no produce
peroxidacion de lipidos de membrana, el complejo CBII (determinado como
el eutdmero) es capaz e inducir ambos mecanismos, volviendo a constatar
una relacion directa entre la esteroisomeria y la actividad antimicrobiana de
estos complejos.

Finalmente, se ha podido constatar mediante las técnicas de George O Toole
y por SEM, la accion de estos complejos frente a la formacion del biofilm. El
biofilm es un factor de virulencia clave en patdgenos que favorece la
resistencia a los antibidticos y la cronificacion de las infecciones. Por tanto,
el efecto de los compuestos frente a este factor de virulencia supone un
hallazgo clave y de gran valia para la aplicabilidad de los mismos. Por
tanto, hemos podido comprobar que, en el caso de bacterias Gram positivas
,el azocompuesto 4,4 -ADF posee una notoria capacidad contra la formacion
del biofilm, sobre todo a CMB. Asimismo, para los microorganismos Gram
negativos ensayados, los complejos metal-carbeno-Ag CVI y CVII asi como
los dicarboxilatos CBI y CBII se ha podido observar que ya a CMI poseen
una gran capacidad de inhibicion de este importante factor de virulencia.
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