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RESUMEN E INDICE DE LA TESIS

La presente Tesis Doctoral, titulada “Control farmacocinético en la liberacion de
antimicrobianos desde apdsitos avanzados y desde nanoparticulas dirigidas: Evaluacion
de su eficacia bactericida en heridas tdpicas infectadas’, se ha desarrollado en el
Departamento de Ingenieria Quimica y Tecnologias del Medio Ambiente de la
Universidad de Zaragoza (Espafia), dentro del Instituto de Nanociencia y Materiales de
Aragén (INMA). Para su implementacidn, se ha colaborado con miembros del grupo de
investigacion de Particulas y Peliculas Nanoestructuradas (NFP, Nanostructured Films
and Particles) perteneciente a la Universidad de Zaragoza y con miembros del grupo de
Materiales Avanzados en Biomedicina (AMiB, Advance Materials in Biomedicine)
perteneciente al Centro de Investigacion Biomédica de Aragén (CIBA). La investigaciéon
que se expone a continuacion ha sido desarrollada bajo la codireccion de la Dra. Silvia
Irusta y el Dr. Manuel Arruebo. La investigacion fue financiada por la beca CVU: 710618
otorgada por el Consejo Nacional de Humanidades, Ciencias y Tecnologias (CONAHCyT)
del Gobierno Mejicano. Ademas del apoyo prestado por el Ministerio de Economia y
Competitividad de Espafia (co6digo de subvenciones CTQ2017-84473-R y PID2020-
113987RB-100). También se contd con el apoyo del CIBER-BBN que es una iniciativa
financiada por el VI Plan Nacional de I+D+i 2008-2011, Iniciativa Ingenio 2010. Las
acciones de CIBER estan financiadas por el Instituto de Salud Carlos III (Espafia) con la
ayuda del Fondo Europeo de Desarrollo Regional.

En esta Tesis Doctoral, se han empleado diversas estrategias con el objetivo de
desarrollar sistemas de liberacién de antimicrobianos basados en polimeros
biocompatibles para abordar la naturaleza polimicrobiana de las infecciones tépicas y
el creciente problema de la resistencia bacteriana a los antibiéticos. El enfoque principal
es lograr la liberacidon de agentes antibacterianos de una manera éptima para mejorar

su eficacia en el tratamiento de infecciones en heridas topicas.

Para ello, se han disefiado sistemas que proporcionan una liberacién sostenida
de los agentes antibacterianos, permitiendo una actividad antimicrobiana eficaz
durante un periodo prolongado de tiempo. La eleccién de polimeros se basé en su

capacidad para interactuar de manera segura con los tejidos, minimizando la potencial
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toxicidad y los efectos adversos en el entorno de la herida. Se compararon sistemas
compuestos por nanofibras formando ap6sitos cargados con tres agentes terapéuticos
diferentes: antibidticos (rifampicina y ciprofloxacino), antisépticos sintéticos
(clorhexidina) y antisépticos naturales (timol) presentes en aceites esenciales de
tomillo y de orégano entre otras plantas. Ademas, para potenciar la eficacia de los
antibioticos y reducir las concentraciones necesarias para producir una inhibicién en el
crecimiento bacteriano, se investigé el direccionamiento del antimicrobiano a través de
un anticuerpo especifico que reconoce una bacteria patégena o mediante la sinergia de

dos antibidticos en un mismo apdsito.
La tesis se estructura en cinco capitulos descritos brevemente a continuacion:

e El Capitulo I corresponde a la introduccién, donde se abordan los conceptos
generales relacionados con las heridas topicas y su proceso de cicatrizacién. Se
examinan las caracteristicas de las heridas agudas y cronicas, asi como los
factores que influyen en el proceso regenerativo, incluyendo aspectos
fisiologicos y las potenciales infecciones causadas por patégenos. Con relacién a
las infecciones, se profundiza en la evolucién temporal de una infeccién y la
potencial formacion del biofilm bacteriano, incluyendo el microbioma presente
en las heridas infectadas y se exploran los diferentes tratamientos utilizados
para curar dichas heridas, tales como antisépticos, antibidticos, compuestos
naturales y los nanomateriales empleados para la liberaciéon de estos farmacos
como sistemas de liberacién controlada. Ademads, se enuncian los objetivos

generales de esta tesis.

e En el Capitulo II se aborda la incorporacién de: Rifampicina (RIF), Clorhexidina
(CHX) y Timol (THY) en apésitos elaborados con fibras electrohiladas de
copolimeros de metacrilato acido, Eudragit® L100-55 y S100, cuya respuesta
estd condicionada por el pH del medio, asi como un copolimero pH-
independiente, Eudragit® RS100. Se detalla la caracterizacion fisicoquimica de
los apdsitos y se evaltia su capacidad de liberacién de los compuestos contenidos
en la fibras en disoluciones con diferentes valores de pH, ya que el pH de una

herida varia segin la carga bacteriana presente. Asimismo, se analiza la
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actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus GFP y Escherichia coli
S17, tanto de los compuestos libres como de los apdsitos cargados con los
mismos. Para evaluar dicha actividad, se determinan la Concentracién Minima
Inhibitoria (MIC) y la Concentraciéon Minima Bactericida (MBC). Finalmente, se
realiza un estudio de citocompatibilidad de estos apdsitos frente a macroéfagos

murinos J774, al igual que frente a los farmacos libres.

El Capitulo III aborda la incorporacién de dos antibiéticos, la rifampicina (RIF)
y el ciprofloxacino (CIP), en un ap6sito compuesto por dos estructuras distintas
preparadas mediante técnicas electrohidrodindmicas. Las fibras del polimero
Eudragit® RS100 cargadas con RIF fueron decoradas con particulas también de
Eudragit® RS100, cargadas con CIP. El objetivo principal de esta estrategia es
lograr una reduccién de las dosis de antibioticos necesarias para el control
bacteriano aprovechando la posible sinergia entre los mismos y las distintas
cinéticas de liberacidn de los antibi6ticos desde las fibras y desde las particulas.
Para ello se llevd a cabo inicialmente la determinacién del Indice de
Concentracion Inhibitorio Fraccional (FICI) para conocer si existe dicha sinergia
cuando se encuentran en forma libre. Posteriormente, se realizaron evaluaciones
biolégicas para determinar la actividad antimicrobiana a través de la
determinacién de la MIC y la MBC, tanto del apoésito cargado como de los
farmacos libres. Asimismo, se analiza la capacidad de los antibi6ticos para
inhibir la formaciéon de biofilms y su capacidad de disrupcién sobre biofilms
preformados. Ademas, se examina la citocompatibilidad de los antibioticos
combinados y de los mismos incorporados en el apdsito utilizando
queratinocitos humanos (HaCaT), fibroblastos humanos (NHDF-Ad) vy
macréfagos murinos (ATCC-TIB-67™). Este andlisis permite evaluar el impacto
de los antibioticos en la viabilidad y funcionalidad de estas células clave en el

proceso de cicatrizacion.

En el Capitulo IV se llevd a cabo un andlisis exhaustivo de la eficacia y
selectividad de nanoparticulas de PLGA funcionalizadas con un anticuerpo

especifico dirigido a los epitopos de S. aureus y cargadas con un antibiético (RIF)
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respecto de las mismas particulas sin direccionar. La actividad antimicrobiana
se evalu6 en bacterias planctonicas, sésiles e intracelulares. Ademas, se
utilizaron modelos de cocultivo de E. coli y S. aureus para demostrar la
selectividad del agente de direccionamiento seleccionado. Asimismo, se empled
un modelo de macr6fagos humanos infectados para demostrar la capacidad de
dirigirse a las células bacterianas intracelulares. En este capitulo se selecciono la
RIF como antibiético modelo para analizar exclusivamente la eficacia de las
nanoparticulas dirigidas en comparacién con las no funcionalizadas en
escenarios tan complejos como aquellos en los que el patégeno bacteriano
infecta a las células humanas y permanece en su interior como patdégeno

persistente.

El Capitulo V presenta las conclusiones generales obtenidas en esta Tesis

Doctoral.

Por ultimo, se incluyen tres anexos:

= Anexo |, contiene los reactivos utilizados, la descripcion de las técnicas y
equipos de caracterizacion empleados para la sintesis y caracterizacion de
los materiales estudiados en esta Tesis Doctoral.

» Anexo II, describe las optimizaciones seguidas durante la deposicion de las
fibras del capitulo II, junto a las cinéticas de liberaciéon de cada fairmaco

contenido en los apo6sitos del Capitulo I1.

= Anexo III, sefiala las contribuciones a congresos y la lista de publicaciones

cientificas derivadas directa o indirectamente de esta Tesis.
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SUMMARY AND THESIS OUTLINE

This Doctoral Thesis, entitled "Pharmacokinetic control in the release of
antimicrobials from advanced dressings and targeted nanoparticles: Evaluation of their
bactericidal efficacy in infected topical wounds”, has been developed in the Department
of Chemical Engineering and Environmental Technologies of the University of Zaragoza
(Spain). For its elaboration, a scientific collaboration was established between the
Nanostructured Films and Particles (NFP) research group and the Advanced Materials
in Biomedicine (AMiB) research group, the later belonging to the Biomedical Research
Center of Aragon (CIBA). The research herein presented has been conducted over a
period of four years (2019 - 2023), under the co-supervision of Dr. Silvia Irusta and Dr.
Manuel Arruebo, and has been funded by the CVU scholarship: 710618 provided by the
National Council of Science and Technology (CONACyT) of the Mexican Government. In
addition, financial support has been provided by the Ministry of Economy and
Competitiveness of Spain (grant number CTQ2017-84473-R). CIBER-BBN is an
initiative funded by the VI National R&D&I Plan 2008-2011, Ingenio 2010 Initiative, and
CIBER's actions are funded by the Carlos III Health Institute (Spain) with the help of the

European Regional Development Fund.

This Doctoral Thesis compiles diverse strategies to develop biocompatible
polymer-based systems to address polymicrobial topical infections and the increasing
issue of bacterial resistance. The main objective is to deliver antibacterial agents in an
optimal manner to increase their efficacy, thereby reducing the risk of antimicrobial
resistance. To accomplish this, different approaches involving the design of suitable
polymeric systems have been explored. These systems are designed to sustainably

release antibacterial agents, ensuring prolonged and effective antimicrobial activity.

The selection of biocompatible polymers is based on their ability to safely
interact with tissues, minimizing potential toxicity and adverse effects in the wound
environment. In this context, systems composed of nanofiber-based dressings loaded
with three different therapeutic agents, namely antibiotics (rifampicin and
ciprofloxacin), synthetic antiseptics (chlorhexidine), and antiseptics present in

essential oils (thymol), were compared on the evaluation of their antimicrobial action.
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Additionally, systems were designed to enhance the efficacy of antibiotics at low

concentrations to minimize resistance. This was achieved through a specific antibody

targeting to Gram-positive bacteria or through the synergistic combination of two

antibiotics within a single dressing, thereby reducing the required concentration to

bacterial elimination.

To facilitate reading and improve the comprehension, and to offer a detailed

analysis of the work conducted, the thesis is structured into five chapters, which are

briefly described as follows:

Chapter I corresponds to the introduction, which addresses fundamental
concepts related to the physiology of topical wounds and their healing process.
It explores the characteristics of both acute and chronic wounds, as well as the
factors influencing their healing process, including physiological aspects and
potential infection caused by pathogens. Regarding infections, it delves into the
progression of an infection and biofilm formation, including the description of
the wound's microbiome in infected wounds. Furthermore, it examines various
treatment modalities to promote wound healing, such as antiseptics, antibiotics,
natural compounds, and nanomaterials employed for drug delivery. The general

objectives of this thesis are also stated.

Chapter II focuses on the incorporation of therapeutic agents, specifically
Rifampicin, Chlorhexidine, and Thymol, into dressings composed of copolymeric
fibers derived from methacrylic acid, Eudragit® L100-55 and S100. The response
of these dressings is influenced by the surrounding pH, while a pH independent
copolymer, Eudragit® RS100, is also investigated. This chapter provides a
comprehensive characterization of the dressings and evaluates their
antimicrobial release capacity at different pH values. Furthermore, it analyzes
their ability to exert antibacterial activity against GFP-expressing S. aureus and
against E. coli S17, analyzing both the free therapeutic agents and equivalent
doses of the loaded dressings. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and
Minimum Bactericidal Concentration (MBC) are determined to evaluate such

activity. Finally, a cytocompatibility study of these drug-loaded dressings is
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conducted using J774 murine macrophages, as well as the equivalent doses of

the free drugs.

Chapter III addresses the incorporation of two antibiotics, Rifampicin (RIF) and
Ciprofloxacin (CIP), into a dressing that features two distinct structures
prepared using electrohydrodynamic techniques. Specifically, fibers based on
Eudragit® RS100 polymer loaded with RIF were decorated with particles, also of
Eudragit® RS100, loaded with CIP. The main objective of this strategy is to
achieve a sustained release of the antibiotics. Initially, the Fractional Inhibitory
Concentration Index (FICI) is determined to assess the potential synergy
between those free antibiotics, thereby evaluating whether their antibacterial
activity is enhanced when combined. Subsequently, biological evaluations are
conducted to analyze the antimicrobial activity by determining the MIC and MBC
against S. aureus and E. coli, both for the loaded dressing and for the equivalent
doses of the free drugs. Additionally, the ability of the antibiotics to inhibit
biofilm formation and their disruptive capacity against preformed biofilms are
analyzed. Furthermore, the cytocompatibility of the antibiotic combination and
the antibiotics incorporated in the dressing are examined using human HaCaT
keratinocytes, human fibroblasts (NHDF-Ad), and murine macrophages (ATCC-
TIB-67™). This analysis allows for an assessment of the antibiotics impact on the
viability and functionality of these crucial cells involved during the healing

process.

Chapter IV presents a comprehensive analysis of the efficacy and selectivity of
PLGA nanoparticles functionalized with selective antibodies carrying
antibiotics, specifically targeting S. aureus in its different states: planktonic,
sessile, and intracellular, to evaluate the effectiveness of targeted antibiotic
therapy in these distinct environments. Co-culture models of E. coli and S. aureus
are used to demonstrate the selectivity of the chosen targeting agent. Moreover,
a model of infected human macrophages is employed to demonstrate the ability

of the developed nanoparticles to target intracellular bacterial cells. In this
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chapter, RIF is selected as a model antibiotic to exclusively analyze the

effectiveness of targeted nanoparticles compared to non-functionalized ones.
e Chapter V presents the general conclusions obtained in this Doctoral Thesis.
Finally, three appendices are included:

» Appendix I contains the reagents used, the description of the techniques
and characterization equipment employed for the synthesis and

characterization of the materials developed in this Doctoral Thesis.

= Appendix II describes the optimizations carried out during fiber
deposition described in Chapter II, along with the antimicrobial release

kinetics and mathematical models used.

= Appendix III highlights the contributions to conferences and the list of
scientific publications directly or indirectly derived from this Doctoral

Thesis.
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1.1 Heridas topicas

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano y cumple una funcion vital
como barrera protectora contra diferentes agresiones, como bacterias, xenobiéticos y
frente a la deshidratacion. Sin embargo, cuando la estructura y el funcionamiento de
esta barrera se ve dafiada por diferentes factores, por ejemplo: friccién, traumas,
procedimientos quirurgicos, enfermedades como la diabetes o quemaduras, entre
otros, se genera una herida tdpica, la cual, dependiendo de la gravedad de la lesidn,
puede resultar en un desequilibrio fisiolégico sustancial o incluso producir una
discapacidad significativa, afectando la calidad de vida de la persona afectadal. Por ello,
es importante la investigacion orientada a reducir el tiempo de cicatrizacién de la
herida evitando asi complicaciones e infecciones y que, al mismo tiempo, la piel

regenerada cuente con las mismas funciones y apariencia estética.
I.1.1 Proceso de curacion de heridas topicas

Las fases de curacion de una herida se pueden clasificar en 4 grandes bloques

que se enumeran a continuacion (Fig. 1):

1. Hemostasia (Fig. 1A): Es un proceso que comienza inmediatamente después de

la lesién con el objetivo principal de detener la hemorragia mediante el
estrechamiento de los vasos sanguineos y la activacidon de las plaquetas y la
formacion de la fibrina para formar un coagulo en el lugar de la lesion. El coagulo
sirve como andamiaje para las células implicadas en la fase inicial de
inflamacion, ademas de proteger al sistema vascular y al funcionamiento de los
organos vitales2.

2. Inflamacién (Fig. 1B): Esta fase comienza en las primeras 24 horas después de la

lesion, donde los mastocitos liberan enzimas y aminas (ej., histamina) como
mediadores de la inflamacién que causan dolor, enrojecimiento e hinchazén. Los
macroéfagos, neutroéfilos y monocitos son importantes para eliminar potenciales
patogenos, impurezas y restos de células dafiadas. Ademas, liberan citoquinas y
factores de crecimiento que activan la regeneracion del tejido en las siguientes

fases3.
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3. Proliferacién (Fig. 1C): Esta fase comienza al tercer dia después de producirse la
lesion, y su objetivo principal es crear una barrera protectora para evitar el
acceso de agentes nocivos y permitir que los procesos regenerativos sean
adecuados. Los procesos clave de esta fase incluyen la angiogénesis, la migraciéon
de fibroblastos y la creacion de una matriz extracelular provisional, que
proporciona soporte para la epitelizacion®.

4. Maduracién/Remodelacién (Fig. 1D): Durante esta fase final, los miofibroblastos,

una subpoblacion de fibroblastos, desempefian un papel esencial en la
cicatrizacion de heridas. Estas células se contraen y producen coldgeno,
fortaleciendo el tejido recién formado. Los miofibroblastos también son
responsables de la produccién de matriz extracelular, que proporciona un
andamiaje crucial para la reparacién del tejido danado. La maduracién del tejido
granular conduce a la organizaciéon de la nueva epidermis, culminando en el

proceso de cicatrizacidon®.

(A) Hemostasia  (B) Inflamacion  (C) Proliferacion (D) Remodelacion

Glébulos  Globulos
inflamacion rojos blancos

Mediadores de

Bacteria Plaqueta Fibroblasto Miofibroblasto Macréfago

Fig. 1 Etapas del proceso de curacion de heridas.

Cada etapa dentro del proceso es diferente, pero para que la curacion se lleve a
cabo con éxito debe haber una correcta secuencia y superposicion entre cada una de las

fases lo que conlleva a una curacién en un corto periodo de tiempo.
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1.1.2 Heridas agudas y cronicas

La curacién de una herida implica procesos complejos y coordinados a nivel
celular, molecular y humoral. Cuando todas las fases anteriormente descritas ocurren
fisiologicamente de manera exitosa y en el orden correcto, a la lesién se le conoce como
herida aguda y en la mayoria de los casos, estas heridas no necesitan intervencion
hospitalaria® produciéndose una regeneraciéon perfecta del tejido. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, la curacion de las heridas conduce a la formacién de cicatrices
dada una elevada respuesta fibrotica, y en otros casos, debido a distintas causas, el
proceso de curacion se alarga en el tiempo y puede conducir a la generacion de heridas

cronicas.

Una herida se considera crénica si no muestra mejoria después de 4 semanas.
Esta condicion se debe a un estado de inflamacion patoldgica que resulta en un proceso
prolongado, descoordinado y en ocasiones incompleto de curacion®, lo que puede
resultar en cicatrizacion deficiente o disfuncién anatémica de la zona lesionada. Las
ulceras de pie diabético (UPD), tlceras venosas en la pierna (UVP), tlceras por presion
(UP), infecciones en el sitio quirurgico (ISQ), abscesos y ulceras traumaticas’ son
algunos de los tipos mas prevalentes de heridas crénicas. Ademas, factores negativos
internos y externos, como trastornos metabdlicos, deficiencias en el sistema
inmunoldgico, lesiones vasculares, circulacién sanguinea deficiente, diabetes, mala
alimentacién, edad avanzada, inactividad o un tratamiento inadecuado, pueden
obstaculizar la progresion adecuada del proceso de curacién de la herida, aumentando
la cronificacion. Cuando una herida se encuentra en un estado de inflamacion
patoldgica, como en el caso de las ulceras diabéticas?, la alta concentracion de glucosa
en la sangre puede prolongar la inflamacién y afectar a la liberaciéon adecuada de
factores de crecimiento necesarios para una cicatrizacion adecuada. Esto puede resultar
en retrasos en la curacion de la herida y aumentar el riesgo de infeccion, lo que complica
aun mas el tratamiento. Las heridas crdénicas no solo impactan negativamente en la
calidad de vida del paciente, sino que también representan un problema de salud
publica. A nivel mundial, la prevalencia global de diabetes en personas de 20 a 79 afios

se estim6 en un 10.5% en 2021, lo que equivale a 536.6 millones de personas®. En
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Europa, especificamente, la cantidad de personas con diabetes supera los 55 millones,
de las cuales aproximadamente 8 millones presentan un riesgo potencial de desarrollar
ulceras en los pies debido a su condiciéon. Lamentablemente, la ineficacia en el
tratamiento de estas Ulceras contribuye a un alarmante niimero de amputaciones de
extremidades inferiores, estimadas en alrededor de 450,000 casos anuales, con un coste

economico que oscila entre 2-2.5 mil millones de euros®.

Estas heridas crénicas son una preocupacion creciente para los profesionales de
la salud, debido a que otras patologias crdénicas asociadas, como la hipertension venosa
y la diabetes, estan en aumento debido al envejecimiento de la poblacién y representan
un alto coste para los sistemas de salud publica. Para favorecer la curacién y
cicatrizacion de una herida es necesario no solo poner atencion en el tratamiento y
cuidados si no también considerar otras patologias potencialmente pre-existentes
ademas de abordar los aspectos fisioldgicos presentes en el ambiente de las lesiones,

como el pH19,

1.1.3 Variaciones del pH en las diferentes etapas de curacion de una
herida

Dentro del proceso de curaciéon de una herida existen diferentes factores
fisiologicos que pueden influenciar este proceso, uno de ellos es el pH!1. Normalmente,
la piel tiene un pH entre 4 y 61112, que es dptimo para la salud de la piel en términos de
hidrataciéon, mantenimiento de la microbiota natural, descamaciéon natural y funcién
como barrera cutaneal3, aunque puede variar segun la localizacién anatémica y la edad

de la persona.

Se ha descrito que cuando ocurre una lesion, las heridas agudas pueden
presentar un proceso de acidosis fisiolégica (Fig. 2A), provocada por la generacion de
acidos organicos, como el acido lactico, ayudando a la produccién de colageno y a la
proliferacion de fibroblastos durante el proceso de cicatrizaciéon!415, Por el contrario,
en las heridas cronicas se ha observado un desplazamiento en el pH hacia unas
condiciones mas alcalinas'® (pH >7) que persiste por mucho tiempo (Fig. 2B). Aunque
este fendémeno no ha sido completamente corroborado y se necesiten muchos mas datos

recogidos de manera sistematicall, resulta de gran interés debido a que este cambio en

6
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el pH puede ser un indicador temprano de infeccion en la heridal’ o puede provocar
efectos que impidan la curacién correcta de la misma. Este aumento de la alcalinidad
puede deberse a la presencia de microorganismos, especialmente anaero6bicos, que
generan subproductos, como el amoniaco y las poliaminas, que pueden tener un
impacto adverso en la oxigenacion del tejido de la herida, y, ademas, mediante el

proceso de necrosis, contribuyen a crear un entorno mas alcalino en la heridalé.

Durante el proceso de curacidn de una herida, el pH puede variar segun la fase
en la que se encuentre. Se han realizado estudios que demuestran que el pH promedio
durante la fase de hemostasia es de 5.7 * 0.5, mientras que, durante la fase de
inflamaciéon y proliferacion, los valores de pH aumentan a 69 + 1y 7.6 £ 0.2,
respectivamente 8, Estos datos indican una clara diferencia en el pH de una herida en
una fase temprana en comparaciéon con una fase crénica, a menos que se produzca la

reepitelizacion durante la fase inflamatoria, la cual reduce el pH %,

Los valores altos de pH pueden tener varios efectos en el proceso de curacion de
la herida. Por un lado, pueden aumentar la probabilidad de infeccién, ya que muchos
microorganismos patogenos requieren un ambiente alcalino (pH >6) para proliferar,
mientras que ambientes dcidos inhiben su crecimiento?. Por otro lado, algunas enzimas
relacionadas con la degradacion del tejido, como la elastasa o la plasmina, tienen
numeros de recambio elevados a pHs mayores que 7, lo cual puede ser perjudicial para

la reconstruccion del tejido11.12,

Una variacion en el pH puede también afectar la efectividad de los antibidticos
utilizados en el tratamiento de infecciones. El pH puede tener varios efectos en la
actividad de los antibidticos, como alterar su eficacia al modular las interacciones
moleculares del farmaco o afectar a los sitios especificos donde el antibiotico debe
actuar, lo que puede hacer que las bacterias sean mas o menos tolerantes a los

antibioticos?e.

Como se ha dicho anteriormente, aunque se dispone de una amplia informacion,
los cambios en el pH en el interior de una herida ain no son concluyentes y requieren

de mas estudios sistematicos. Sin embargo, varios investigadores han sugerido que la
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medicién del pH puede ser una herramienta util tanto en el diagndstico de las

infecciones topicas como en el tratamiento de la herida ***%.
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Fig 2. Variaciones del pH en (A) heridas agudas y (B) heridas crénicas. (Adaptada de

Scheneider et al.)**

Se han realizado investigaciones que han establecido una correlacion entre el pH
superficial de la piel y los patrones de colonizaciéon bacteriana. Los estudios han
demostrado que a niveles de pH acido (pH 4.7), la bacteria comensal S. epidermidis
presenta un crecimiento éptimo, mientras que la bacteria S. aureus experimenta una
fuerte inhibicion de su crecimiento en comparaciéon de cuando se encuentra en un
medio alcalino (pH 7.9)21. Estos hallazgos resaltan la importancia del pH cutaneo en la
regulacién de la colonizacién bacteriana y su potencial impacto en la salud de la piel. En
un estudio realizado por Sim et al. 22 se demostré que el tratamiento con tampones de
acido citrico y fosforico fue mas efectivo que el uso de una solucidon salina de hidréxido
de sodio para favorecer la reepitelizaciéon en un modelo in vivo. Especificamente, al
séptimo dia de tratamiento, se observé una mayor regeneracion epitelial en los
animales tratados con los tampones de acido citrico y fosférico en comparacion con los

tratados con la solucidn salina de hidréxido de sodio.

1.2 Infecciones en heridas cronicas

.2.1 Evolucion cinética de una infeccion
Uno de los principales problemas de las heridas agudas es el contacto directo
con agentes microbianos y su proliferacion dentro del area afectada lo cual puede

conllevar a una posible infecciéon?. Aun cuando las bacterias comensales son una parte
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comun en la microbiota cutdnea hay que considerar que, en las heridas, se ha
establecido el limite de 105 CFU/mL de bacterias como el limite entre la colonizacién y
una infeccion clinicamente relevante que pueda afectar negativamente la cicatrizaciéon

de la herida?4.

Cuando una herida permanece abierta, se encuentra mas expuesta al ambiente y
su interacciéon con los microorganismos puede ser descrita en tres etapas (Fig. 3)*:
contaminacion, colonizacion e infeccién. La contaminacion se refiere a la presencia de
microorganismos en la herida abierta que atin no han comenzado a replicarse. Sin
embargo, una vez que encuentran un medio favorable, comienzan a proliferar, lo que
lleva a la etapa de colonizacién. Aunque la presencia de un pequeflo numero de
microorganismos generalmente no afecta a los procesos de inflamacion y cicatrizacion

de la heridaZe.

Formacion de Biofilm

microbiana

p ., Infeccion
ropagacion sistémica

de la infecciéon

No se indican antimicrobianos Antimicrobianos tépicos Antimicrobianos topicos y sistémicos

Fig. 3 Etapas y tratamientos de la infeccién en heridas.

Con el tiempo, si los microorganismos migran a una zona mas profunda de la
herida, la colonizacién progresa a una infeccién local, lo que puede prolongar la fase
inflamatoria de la curacién de la herida y provocar dafio en el tejido?’. Es importante
tener en cuenta que la contaminacidn en las heridas es polimicrobiana, lo que significa
que contiene no solo bacterias, sino también hongos y otros microorganismos. Mas
adelante, se abordara en detalle la presencia de estos distintos microorganismos y su
impacto en el proceso de cicatrizacién. Esta accion microbiana desencadena una

respuesta inmunolégica con sintomas como enrojecimiento, inflamacidn, calor y dolor.
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Es importante sefialar que clasificacidon en estas etapas sigue debatiéndose, ya
que no todas las infecciones en heridas crdénicas progresan a través de todas las etapas,
y que la velocidad y la gravedad de la progresion de la infecciéon pueden variar
dependiendo de factores como el tipo de microorganismo involucrado, la respuesta

inmunoldgica del paciente y la presencia de otros problemas de salud?.

1.2.2 Biofilm

La presencia y replicacién de las células bacterianas pueden desencadenar la
produccion de una matriz compleja protectora, llamada biofilm, que esta presente en la
mayoria de las heridas croénicas, que provoca que las heridas infectadas sean mas
dificiles de tratar?. El biofilm se define como una comunidad estructurada de células
microbianas firmemente adheridas a una superficie e incrustadas en una matriz
compuesta de sustancias poliméricas extracelulares (EPS). Esta matriz comprende
exopolisacaridos, acidos nucleicos (ADNe y ARNe), proteinas, lipidos y otras
biomoléculas3?. La presencia del biofilm protege a las bacterias de cualquier agente
antimicrobiano e incluso del sistema inmune del hospedador, evitando el efecto de los
cambios fisiolégicos que podrian ser beneficiosos para la erradicacion de la infeccién y

la correcta cicatrizacion de la heridalé31,

El desarrollo de un biofilm comprende cinco etapas claramente definidas y que
se esquematizan en la Fig. 4. En la primera etapa (Fig. 4A), las células bacterianas se
adhieren de manera reversible a la superficie a través de apéndices mdviles como los
flagelos. Posteriormente, esta adhesion se vuelve irreversible en una segunda etapa
(Fig. 4B), lo que marca un punto critico en el proceso. En la tercera y cuarta etapa (Fig.
4Cy 4D), se produce una propagacion de las bacterias en el interior de la EPS, formando
microcolonias y evidenciando la maduracién del biofilm. En la dltima etapa (Fig. 4E), el
centro de la microcolonia se rompe mediante un proceso de autolisis, liberando células
bacterianas dispersas que tienen la capacidad de colonizar nuevas zonas y asi reiniciar
el ciclo de desarrollo del biofilm. Estas etapas son esenciales para producir una matriz
de polisacaridos densa que actia como una barrera protectora y complica la

eliminacion del patégeno32-34,
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Fig. 4 Etapas de desarrollo de biofilm (Adaptada de Sauer et al.)35

Una vez que se ha formado el biofilm, algunos patdégenos promueven la
inflamaciéon causando mayor dafio al tejido permitiendo que la infeccién local se
propague al sistema, lo que puede provocar complicaciones graves como sepsis, shock

séptico, fallo organico e incluso la muerte3637.

.2.3 Patogenos y microbioma en heridas infectadas

La superficie cutanea aloja una comunidad de microorganismos residente
conocida como microbiota comensal, la cual desempefia un papel fundamental en el
mantenimiento de la salud humana. Sin embargo, en el caso de heridas crénicas, es
comun encontrar una colonizacién de comunidades polimicrobianas en la zona
afectada, que pueden ser patogénicos y que pueden variar en composiciéon dependiendo
de la naturaleza de la herida. Estas comunidades polimicrobianas suelen estar
compuestas principalmente por bacterias, hongos y virus, los principales especimenes

de cada tipo de microorganismo se presentan en la tabla 1.

Como se mencion6 previamente, estos microorganismos pueden coexistir y, en
algunos casos, incluso establecer relaciones simbioticas que favorecen la infeccion de la
herida. Por ejemplo, en el caso de Candida spp., cuando la herida alcanza un pH alcalino,
el hongo cambia a su fenotipo de micelio38, el cual esta asociado con la formacién de
biofilm. Cuando se une a la bacteria S. aureus, se forma una adhesion de hifas, lo que
resulta en un biofilm sinérgico mas denso, protegiendo aun mas a la bacteria contra

agentes antimicrobianos3°.

11
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Tabla 1. Lista de patogenos asociados con infecciones de heridas crénicas (modificado

de Church et al,, 20064)

Grupo Patogenos

Staphylococcus aureus (incluyendo S. aureus resistente a
la meticilina)

Streptococcus pneumoniae

Estafilococos coagulasa negativos

Enterococcus spp. (incluyendo enterococos resistentes a
la vancomicina)

Streptococcus pyogenes

Bacterias aerobias
Gram-positivas

Pseudomonas aeruginosa
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Serratia marcescens
Especies de Enterobacter
Acinetobacter baumannii
Aeromonas spp.

Bacterias aerobias
Gram-negativas

Proteus mirabilis
Bacteroides spp.
Bacterias anaerobias Peptococcus spp.
Clostridium spp.
Fusobacterium spp.

Candida spp.

Aspergillus spp.

Fusarium spp.
Hongos Alternaria spp.

Rhizopus spp.

Mucor spp.

Candida parapsilosis

Virus del herpes simple
Virus Citomegalovirus
Virus del papiloma humano (VPH)

Otro ejemplo es la bacteria Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), la cual,
mediante la produccion de alginatos, puede fortalecer un biofilm formado por multiples
especies. Por este mecanismo puede establecer una relaciéon simbidtica y contribuir a
la formacién de biofilms mas robustos en heridas crénicas u otras condiciones propicias

para la infeccién*3. Aunque la presencia de diferentes microorganismos y sus relaciones
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simbidticas son relevantes en las infecciones en heridas crdnicas, en esta tesis se
abordara unicamente la infeccién por bacterias. También se excluyen las relaciones
establecidas entre esta microbiota comensal y el sistema inmunitario del hospedador,

relaciones que estdn ampliamente descritas en varios articulos de revision**,

Aunque, como ya se mencion6 anteriormente, hay muchas bacterias comensales
que son parte fundamental de la microbiota del cuerpo humano, es importante destacar
que una gran proporcion de las infecciones son causadas por bacterias comensales o
exogenas, especialmente cuando hablamos de heridas crénicas, lo que subraya la
necesidad de investigar en su tratamiento y prevencion. Este conocimiento es
fundamental para abordar la problematica de las infecciones bacterianas en la practica

clinica y desarrollar estrategias eficaces para su control.

La composicion de la microbiota comensal de la piel no siempre coincide con la
que se encuentra en las heridas, y se ha establecido una correlacién entre la presencia
abundante de bacterias aerébicas y la demora en la cicatrizacion de las heridas*6. En las
infecciones de heridas crénicas, se pueden identificar diferentes tipos de bacterias,
siendo las mas frecuentes entre las aer6bicas Gram-positivas las de la familia
Staphylococcus (aureus y epidermis), Corynebacterium spp., Enterococcus faecalis, y las
anaerobias Gram-positivas como Finegoldia y Peptoniphilus. Asimismo, la presencia de
bacterias Gram-negativas es predominante en las infecciones de heridas croénicas,
destacando especies como P aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, E. coli, Serratia,
Stenotrophomonas, Proteus mirabilis y Enterobacter*’-49. Sin embargo, la composicion
microbioldgica de la herida varia de acuerdo a factores como la ubicacién anatomica y
la humedad de la zona lesionada. Por ejemplo, los sitios que contienen muchas
glandulas sebaceas a menudo presentan una carga bacteriana mas alta®0. Ademas, la
microbiota presente en la herida no es estatica sino dindmica>?, lo cual complica mucho
mas su tratamiento. Finalmente, una gran cantidad de bacterias no son cultivables por
los métodos estandar por lo que su identificacidn clinica queda limitada a no ser que se

usen técnicas moleculares (ej., PCR)>2.

La formacién de biofilm en las heridas crénicas es de suma importancia, ya que,

como se ha dicho anteriormente, la resistencia de la matriz extracelular dificulta la

13
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accion de los agentes antibacterianos, como los antibidticos. Entre las especies
encontradas en los biofilms de heridas crénicas estan S. epidermidis, S. aureus, E. coli, E.
faecalis, P. aeruginosa y K. pneumoniae, siendo las mas frecuentes P. aeruginosa, las

especies de estafilococos y E. coli 53.

La formacion del biofilm es un proceso que también facilita a las bacterias el
desarrollo de resistencia a los antibidticos debido a que en estas condiciones sésiles las
bacterias son mas susceptibles a desarrollar mutaciones espontdaneas que favorecen
mecanismos de resistencia como consecuencia de la evoluciéon mediante seleccion
natural54. Este fendmeno implica que los microorganismos mutados adquieran la
capacidad de sobrevivir o resistir los efectos de los antibidticos a dosis que
teoricamente los eliminarian, lo que dificulta el tratamiento de las infecciones55. Segin
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la principal causa del desarrollo de esta
resistencia es el uso inadecuado, excesivo y en ocasiones innecesario de los

antibioticos?®.

La resistencia a los antibioticos puede surgir a través de varios mecanismos:
mutaciones genéticas, transmision horizontal de genes de resistencia, produccion de
enzimas que inactivan los antibioticos, cambios de permeabilidad de la membrana
celular, expulsion del antibidtico fuera de la célula, modificacién del sitio de accién del
antibidtico, entre otros.>’. Estos mecanismos son posibles debido a la habilidad de las
bacterias para mutar rapidamente y transferir ADN, lo que les permite evadir o
neutralizar los efectos bactericidas de los antibidticos. Estas mutaciones pueden ocurrir
de manera natural o ser adquiridas a través de la transferencia de genes entre

microorganismos, lo que facilita la propagacion de la resistencia®8.

Considerando la complejidad de las heridas crénicas y los diversos factores
presentes, entre ellos, la presencia de una mezcla de patogenos en la herida, la
formacion de biofilm y el riesgo de presentar o generar bacterias resistentes a
antibidticos, resulta de vital importancia seleccionar un tratamiento adecuado que se
ajuste a las condiciones especificas de la zona afectada. Es primordial que dicho
tratamiento sea eficaz con el fin de garantizar una 6ptima y rapida recuperacion de la

herida.
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.3 Tratamientos farmacoldgicos para la curacion de heridas

Cuando se genera una herida, el primer paso fundamental en su cuidado es
realizar una limpieza profunda y posteriormente cubrirla con un apésito. Sin embargo,
si la herida persiste sin cicatrizar durante mas de 4 semanas, a pesar de estos cuidados
iniciales, se clasifica como una herida crénica, como se mencion6 previamente, y

requiere enfoques terapéuticos mas especificos.

Antes de aplicar agentes externos, la mayoria de las heridas crénicas se someten
a un proceso de desbridamiento, que implica la eliminacién de las areas de piel que
presentan inflamacién o necrosis. Posteriormente, se pueden utilizar distintos
tratamientos tales como la aplicacion de apdsitos especificos, de antisépticos,
antibidticos, vendajes de compresion, terapia hiperbarica de oxigeno, terapia
electromagnética, terapia de presion negativa e incluso implantes de piel, en caso de
que la herida tenga gran extensién y se considere poco probable que cierre por si
sola?**°. En esta tesis nos centraremos en los principales compuestos farmacolégicos
que son utilizados para controlar las infecciones en heridas cronicas: antisépticos,

antibidticos y compuestos bactericidas que pueden ser sistémicos o topicos.

1.3.1 Antisépticos

Durante el procedimiento clinico de cuidado de una herida, para su limpieza se
utiliza medio salino como enjuague inicial para eliminar contaminantes y restos de
tejido, aunque no posee accidn antibacteriana. Sin embargo, con el objetivo de prevenir
infecciones, se emplean antisépticos, que son sustancias quimicas capaces de inhibir o
reducir la proliferacién de microorganismos causando un dafio minimo al tejido vivo®.
Para que un antiséptico se considere eficiente debe actuar contra el mayor niimero y
variedad de microorganismos posibles, difundir a través de la materia organica
presente en la herida, como exudados, y no lesionar los tejidos®2. Como limitacion, los
antisépticos no son selectivos y eliminan los microorganismos patégenos, pero también
parte de las células del hospedador, sin embargo, éste posee procesos regenerativos que

hacen que esas células puedan ser reemplazadas facilmente.
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Entre los antisépticos utilizados para la limpieza de heridas, los dos mas
comunes son la clorhexidina (CHXD) y la iodopovidona (también conocida como
polividona yodada), seguidos por el peréxido de hidroégeno, el hipoclorito diluido y
algunos compuestos conteniendo plata. Es importante tener en cuenta que el uso
constante de ciertos compuestos, como la CHXD, puede tener efectos perjudiciales en el
tejido de la herida®*°, especialmente a nivel celular sobre fibroblastos y queratinocitos,
ademas de crear potencialmente resistencia bacteriana®. Dicha resistencia es poco
frecuente ya que los antisépticos presentan multiples mecanismos de accién
antimicrobiana por lo que la probabilidad de que las bacterias desarrollen multiples
mecanismos de resistencia se minimiza. Los mecanismos de accidn de los antisépticos
son causar dafo a la membrana celular, inhibir la sintesis de proteinas, interferir con la
replicacion de su ADN y la desactivacion de las bacterias a través de la oxidacion y

alteracion de sus enzimas, entre otrosé3.67,

.3.2 Antibioticos

Entre los antibidticos sistémicos en caso de infecciéon bacteriana severa se
encuentran las penicilinas, como la amoxicilina; las cefalosporinas, como la cefalexina;
los aminoglucésidos, como la gentamicina; los macrdélidos, como la eritromicina; y las
quinolonas, como el ciprofloxacino. Sin embargo, a pesar de que estos antibi6ticos son
en su mayoria de amplio espectro, la aplicaciéon de antibiético sistémico para el
tratamiento de una infeccidn en una herida puede presentar efectos adversos, como una
mayor probabilidad de que las bacterias desarrollen resistencia a los antibidticos y la

dificultad de acceder al lugar infectado, especialmente en presencia de biofilm®869.

En cambio, los antibidticos topicos son mas utilizados para heridas infectadas
debido a que la administraciéon directa sobre la herida asegura una mayor
concentracion del antibiético en contacto directo con la infeccién, y reduce la
propagacion del antibidtico en el sistema y, por lo tanto, los efectos secundarios’?. Sin
embargo, excepto en algunos casos muy especificos, el tratamiento con antibidticos
topicos sobre heridas esta desaconsejado. Algunos de los antibidticos topicos utilizados
son la neomicina, clindamicina, mupirocina, acido fusidico y polimixina B. Sin embargo,

su efectividad se ve reducida cuando la herida ha desarrollado un biofilm, ya que,
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ademas del efecto impermeabilizante, las bacterias dentro del biofilm se encuentran en
un estado metabolico latente y algunos de estos antibiéticos son mas efectivos contra
bacterias metabdlicamente activas. Por lo tanto, la aplicaciéon de agentes anti-biofilm
junto con la aplicacion de antibidticos topicos puede tener un mayor valor terapéutico

en el tratamiento de infecciones®®7%72,

El mecanismo de acciéon de los antibiéticos se basa en la interrupcion de
procesos esenciales tanto internos como estructurales en la célula bacteriana. Estos
procesos incluyen la inhibicién de la sintesis de la pared celular (los antibidticos
betalactamicos y glucopéptidos), la inhibicion de la sintesis de proteinas (los
aminoglucoésidos y tetraciclinas), la interferencia con la sintesis de acido nucleico (las
quinolonas y sulfonamidas), el bloqueo del metabolismo bacteriano (las sulfonamidas

y trimetoprimas) y la disrupcién de la membrana celular (las polimixinas).

En estos procesos, los antibiéticos interrumpen la capacidad de la bacteria para
obtener los nutrientes necesarios para su supervivencia, replicacion y transmision de
su material genético. Como se ha mencionado, los antibidticos como las polimixinas
alteran la membrana celular bacteriana, causando la liberacién de los componentes

celulares y finalmente provocando la muerte de la bacteria®”737,

Es importante destacar que, como es bien sabido, los antibidticos actian de
manera selectiva sobre las bacterias, ya que, en su mayoria, estos medicamentos no
afectan a las células humana a las dosis de uso. Esto los hace una herramienta valiosa
en el tratamiento de las infecciones bacterianas por lo que es fundamental su uso
adecuado para evitar el desarrollo de resistencia bacteriana y asegurar su eficacia a

largo plazo.

Sin duda, los antibidticos y antisépticos son herramientas valiosas en el
tratamiento y prevencion de infecciones causadas por microorganismos, como las
bacterias. Sin embargo, debido al aumento de la resistencia bacteriana y a la necesidad
de desarrollar enfoques mas efectivos y sostenibles, la investigacién de nuevas
estrategias para la eliminacién de microorganismos o para lograr una liberacidon

controlada de los farmacos antimicrobianos es primordial.
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1.3.3 Alternativas a los antibiodticos

Debido a la creciente problematica de la resistencia bacteriana y la estimacién
de que para el ano 2050 ésta podria causar hasta 10 millones de muertes anuales?s, es
imperativo desarrollar alternativas en la lucha contra las infecciones causadas por
microorganismos. Entre las nuevas estrategias en estudio, destacan, entre otros, los
farmacos antimicrobianos derivados de fuentes naturales, como los péptidos
antimicrobianos, el quitosano y los retinoides, asi como los compuestos obtenidos de
plantas, tales como el cinamaldehido, la curcumina, el ascorbato y los tocoferoles, los
cuales han demostrado potencial para combatir infecciones resistentes a los
antibidticos tradicionales’6. Ademas, la terapia con bacteriofagos, que utiliza virus que
infectan y destruyen bacterias especificas, ha recuperado el interés de la comunidad
cientifica como una opcién viable para el tratamiento de infecciones bacterianas’’. En
esta tesis doctoral, nos centraremos en el uso de compuestos presentes en aceites
esenciales, que han demostrado ser eficaces antibacterianos actuando como

antisépticos.

1.3.3.1 Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AEs) son compuestos quimicos organicos sintetizados
por plantas como metabolitos secundarios con fines de sefalizacién y defensa, estos
compuestos quimicos naturales se han utilizado desde la antigiiedad debido a sus
propiedades antisépticas, bactericidas, antifingicas y aromaticas por lo que se utilizan
ampliamente en la industria cosmética, la industria alimentaria y la industria
farmacéutica’879. Ademas, su uso medicinal es amplio debido a que también poseen
propiedades analgésicas, sedantes, antiinflamatorias y anestésicas, lo que los hace

utiles en el tratamiento de diversas afecciones8.

Los AEs han sido objeto de una amplia investigacion cientifica, y se ha
demostrado que tienen un amplio espectro de actividad antimicrobiana contra

diferentes microorganismos, incluyendo bacterias, hongos y virus8®81,

Un ejemplo de ello es el cinamaldehido que se ha demostrado que inhibe la
formacion de biofilm de diversas bacterias como por ejemplo de P. aeruginosa82. Por

otro lado, se ha investigado el uso de AEs en el tratamiento de infecciones sobre heridas
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topicas, por ejemplo, el aceite esencial de tomillo, que contiene dos compuestos
mayoritarios timol y carvacrol®3, con propiedades antimicrobianas y antioxidantes
favorables para la curacion de heridas. Algunos estudios han demostrado que pueden
ayudar a combatir las infecciones de heridas, disminuyendo la colonizacién de
patégenos, promoviendo la cicatrizacion, y reduciendo la inflamacién8485. Algunos de
los principales AEs utilizados para el tratamiento de heridas cronicas estan recopilados

en la Tabla 2.

Tabla 2. Aceites esenciales: propiedades y aplicaciones86.87

Aceite . Aplicacién . . . L.
Esencial Propiedades Bactericida Microorganismos objetivo
Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Aceite de . Corynebacterium diphtheriae,
. Inhibe el . o
Cajuput . . L Enterococcus faecium, Listeria
Antibacteriano crecimiento de .
(Melaleuca . . monocytogenes, Micrococcus
. : diversas bacterias
cajuputi) luteus, Staphylococcus aureus,
Klebsiella spp.
Aceite de Inhibe el Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Canela Antibacteriano, .. E. coli, Salmonella typhi, Listeria
) o crecimiento de .
(Cinnamomum Antiviral . . monocytogenes, Candida
bacterias y virus .
verum) albicans
Aceite de Inhibe el ) . .
Clavo L - Herpes simplex virus tipo 1
. Antiviral crecimiento de
(Syzygium . (HSV-1)
; virus
aromaticum)
Aceite de Inhibe el
Eucalipto Antibacteriano, L E. coli, S. aureus, P. aeruginosa,
- crecimiento de : .
(Eucalyptus Antiviral . . Candida albicans
bacterias y virus
globulus)
Aceite de . . Inhibe el E. coli, Bacillus subtilis,
. . Antibacteriano, . :
Salvia (Salvia o crecimiento de Salmonella typhi, S. aureus,
o Antiviral . . i .
officinalis) bacterias y virus Candida albicans
Acei . .
Aceite de . i . Inhibe el S. aureus, E. coli, S. mutans,
Arbol de Té Antibacteriano, L L .
- crecimiento de Listeria monocytogenes, Candida
(Melaleuca Antiviral . . .
. bacterias y virus albicans
alternifolia)
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Aceite de
Incienso Mejora el sistema
(Boswellia .\ . inmunoldgico, S. aureus, E. coli, P aeruginosa, K.
. Antiinflamatorio .. .
carteri, alivia el dolor y la pneumonia
Frereana & inflamacion
Sacra)
Aceite de Acelerala
Lavanda Calmante, cicatrizacién de S. aureus, P. aeruginosa, Candida
(Lavandula Antibacteriano  heridas, disminuye albicans
angustifolia) el estrés oxidativo
Inhibe el
. crecimiento de
Aceite de bacterias y virus
Menta Antibacteriano, . y ’ E. coli, P aeruginosa, S. enterica,
.. eficaz contra
(Mentha Antiviral . S. aureus
iperita) bacterias
pip resistentes a
antibioticos
Aceite de Tratamiento de
Tomillo Antibacteriano lesiones cutdneas, S. aureus, Klebsiella pneumoniae
(Thymus sp.) actia
Aceite de Pino Tratamiento de
(Pinus Antibacteriano . . S. aureus, E. coli, C. albicans
. infecciones
sylvestris)
Aceite de
Hinojo . . Tratamiento de Salmonella enteritidis y S.
. Antibacteriano ) . , .
(Foeniculum infecciones typhimurium
vulgare)

I.4 Sistemas de liberacion de farmacos para heridas topicas

1.4.1 Nanomateriales para liberacion de farmacos en heridas

Como se ha dicho anteriormente, el empleo de agentes bactericidas o con
propiedades inhibitorias del crecimiento bacteriano y de la formacién del biofilm
representa una estrategia valiosa en la practica clinica para el tratamiento de
infecciones incluyendo heridas topicas infectadas. No obstante, en términos de
administracion de los mismos, se busca constantemente investigar y desarrollar
métodos mas eficaces y controlados que permitan una liberacion localizada de estos

agentes antibacterianos, con el fin de potenciar sus efectos terapéuticos minimizando
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sus efectos secundarios. Para ello, la nanotecnologia ha emergido como una
prometedora area para aportar soluciones, con la utilizaciéon de diferentes materiales
(Fig. 5) como las particulas nanométricas como sistemas de liberacién controlada,
hidrogeles, la sintesis de copolimeros y la formacién de apdsitos nanoestructurados
mediante técnicas de electrohilado con polimeros innovadores®8. La encapsulacion de
farmacos en nanoparticulas permite, entre otras ventajas, ofrecer liberacién controlada
o sostenida de los principios activos contenidos en ellas, direccionar el fairmaco hacia
las zonas necesitadas de terapia, cruzar barreras bioldgicas, aumentar la solubilidad y
biodisponibilidad, reducir efectos secundarios en tejidos sanos, mejorar la
farmacocinética respecto a la dosis equivalente del mismo farmaco en su estado libre,
aumentar el tiempo de vida media en sangre, etc. Por otro lado, el electrohilado permite
obtener fibras poliméricas a escala nanométrica que muestran una elevada relaciéon
superficie/volumen, la cual facilita la liberacién de principios activos contenidas en
ellas, permite controlar la porosidad, la orientacion de las nanofibras sintetizadas,
permite encapsular principios activos de una manera no-térmica y eficaz, y, entre otras

cosas, proporciona estabilidad a principios activos encapsulados en dichas nanofibras.

NANOPARTICULAS APOSITOS NANOCOMPUESTOS

s . R 1 c PO
@ Organicas Sgs @ Peliculas @ Materiales .."};.ﬁé
&Poliméricas g _ porosos %‘@%@
&No poliméricas </t @ Nanofibras _ 5
1) A ® Coloides /

® Inorganicas o Hidrogeles_"’_' _ ® Copolimeros

8 Metalicas C))t)@ ﬁ ogooff’.%
& No metalicas %

RoO®  CERmE_— e celesigy

Fig. 5 Principales tipos de nanomateriales utilizados en el tratamiento de curacién de

heridas.

La nanotecnologia se enfoca en la sintesis, estructura y dinamica de materiales,
estructuras y dispositivos de tamafio nanométrico (hasta 100 nm)8?, lo cual implica una
relacion superficie/volumen elevada en los nanomateriales, lo cual es favorable para

diversas aplicaciones biomédicas incluyendo la terapia y el diagndstico,
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proporcionando ademdas propiedades mecanicas, magnéticas, Opticas y cataliticas
especificas debido a los fenémenos superficiales®0. El tamafio y la forma de estos
materiales son propiedades cruciales que influyen en su eficacia biol6gica, incluyendo
su capacidad de carga y liberacion de farmacos, permeabilidad y respuesta celular,
siendo el desarrollo de apésitos y de nanoparticulas dos de los sistemas mas
prometedores en la liberacion de farmacos y, concretamente para el tratamiento de

heridas®!.

1.4.2 Apdésitos

Los apositos han sido ampliamente utilizados como tratamiento en heridas para
mantener una cobertura que actie como barrera mecanica y frente a xenobidticos,
mantener el ambiente local y permitir la absorcion de exudados y la transpiracion. Estos
apositos se clasifican seglin su funcion y localizacién en la herida®?. En este sentido, se
distinguen dos tipos de apdsitos: los primarios, que tienen un contacto directo con la
herida y los secundarios, que se utilizan para proteger al apésito primario o para la
absorcion de exudados. Debido a su contacto directo con el tejido lacerado las
caracteristicas que deben tener los apdsitos son de vital importancia para que permitan

que el proceso de cicatrizacion siga su curso correctamente e incluyen:

a) Biocompatibles a nivel celular con el tejido, sin causar ningin tipo de

citotoxicidad, reaccion cutanea o inflamacion.

b) Capacidad de absorber exudados para mantener la herida en un ambiente con la

humedad adecuada.

c) Flexibilidad para adecuarse al movimiento de la piel, pero lo suficientemente

resistente para asegurar tiempos largos en contacto con la herida.
d) Porosidad para permitir el intercambio de oxigeno y agua con el ambiente.

e) Adicionalmente, diversas propiedades bioquimicas apropiadas pueden ser
convenientes por ejemplo que contengan compuestos antibacterianos,
compuestos que puedan facilitar la adhesion celular, que sean antioxidantes,

anestésicos, regenerativos, etc.”*°
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Estas ultimas caracteristicas buscan no solo mejorar las propiedades intrinsecas
de los apositos, sino ademas son capaces de modificar las caracteristicas fisioldgicas de
la herida para optimizar la curaciéon a través de la aceleraciéon de la debridacidn,
fomentando la reepitelizacion, controlando los niveles de exudado y la carga bacteriana.
A este tipo de apoésitos que contienen principios activos en su formulacion se les conoce
como apdsitos avanzados®. Existen diferentes de apdsitos, algunos disponibles
comercialmente, los cuales se muestran en la Tabla 3, entre los tipos de apdsitos cabe

destacar:

1. Apésitos de pelicula semipermeable: estan hechos de poliuretano poroso

transparente y adherente, lo cual les permite el intercambio de vapor de agua,
oxigeno y didxido de carbono, a la vez que son impermeables a las bacterias.
Aunque las primeras peliculas de poliuretano no se utilizaban en heridas con alta
exudacion debido a su capacidad limitada de absorcién y riesgo de maceracion
de la herida, los apoésitos de pelicula semipermeable actuales son altamente
elasticos y flexibles, adhiriéndose a la piel sin requerir adhesivo adicional y son
transparentes, lo que permite inspeccionar la herida sin retirar el apdsito. Se

recomiendan para heridas superficiales y poco profundas con baja exudacién®®.

2. Apdsitos de espuma: son una opcion de tratamiento no oclusivo para heridas

exudativas, compuestos por una espuma de hidrofilicidad controlada con bordes
adhesivos. Son adaptables a la forma de la herida, y su capacidad de absorcién
varia segun el grosor de la espuma. Son adecuados para dlceras en las piernas y
heridas con exudacidon de moderada a alta, y se utilizan como apésitos primarios
debido a su alta capacidad de absorcién y permeabilidad al vapor de agua,

evitando la necesidad de apdsitos secundarios®*,

3. Hidrogeles: son materiales hidrofilicos insolubles hechos de polimeros sintéticos
como los poli(metacrilatos) y la polivinilpirrolidona (PVP). Tienen un alto
contenido de agua (70-90%) que ayuda a la formacidn de tejido de granulacién
y epitelio en un ambiente humedo. La propiedad elastica de los hidrogeles
permite una facil aplicacién y retirada sin dafiar la herida una vez que haya

sanado. Ademas de que proporciona un efecto calmante y refrescante al bajar la
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temperatura de las heridas. Se utilizan para heridas crénicas secas, heridas
necroticas, ulceras por presion y quemaduras. Sin embargo, cuando se tiene une
herida muy infectada o con drenaje abundante no es recomendable utilizar este
tipo de apdsitos porque, por su alto contenido acuoso, puede causar
proliferacién bacteriana. Por otro lado, pueden usarse en cualquier etapa del
proceso de cicatrizaciéon ya que son no irritantes, no reactivos con los tejidos

biologicos y permeables a los metabolitos®%,

4. Hidrocoloides: Son ap6sitos compuestos por una capa interna coloidal y una capa
externa impermeable al agua liquida, como el exudado de una herida. Estan
hechos de agentes formadores de gel como carboximetilcelulosa, gelatina y
pectina, junto con otros materiales como elastémeros y adhesivos. Se utilizan
comuUnmente en heridas con exudado de leve a moderado, como ulceras por
presion, quemaduras menores y heridas traumaticas. Al entrar en contacto con
el exudado de la herida, forman geles que proporcionan un ambiente humedo y
ayudan a proteger el tejido de granulacidon, pero generalmente se utilizan como
vendas secundarias en donde los apositos hidrocoloides se colocan sobre el

apésito primario y se adhieren a la piel circundante?6.101,

5. Alginatos: son derivados de sales de sodio y calcio de algas marinas por lo que
son absorbentes y biodegradables. Forman un gel hidrofilico que limita los
exudados de la herida y minimiza la contaminacion bacteriana. Algunos estudios
sugieren que los alginatos pueden acelerar la cicatrizaciéon al activar a los
macrofagos y producir una sefial pro-inflamatoria. Sin embargo, no son
adecuados para heridas secas debido a que necesitan exudados para formar un
gel hidrofilico y funcionar correctamente. En el caso de quemaduras de tercer
grado y heridas graves con exposiciéon o6sea, los alginatos pueden no
proporcionar el nivel de proteccién y cobertura necesarios, ya que estas heridas
suelen requerir un cuidado mas especializado y enfoques terapéuticos
especificos para promover una adecuada cicatrizacion y prevenir

infecciones!01,102,

24



Tabla 3. Apositos comerciales disponibles®

Tipos de vendaje

Productos comerciales

capitulo | |

Gasas

Curity™, Xeroform™,
Chlodine™

Econdmicas, secan la
herida, pueden causar
lesiones al cambiarse

Pelicula semipermeable

Bioclusive™, Blisterfilm™,
Cutifilm™, Opsite™
Hartmann™

Oclusivas, retienen la
humedad, solo para
heridas no exudativas

Aquacel™, Comfeel™,

Largos intervalos entre
cambios atrapan fluidos,

Hidrocoloides DuoDERM, Granuflex™, oclusivos, no
Tegasorb™ recomendados para
heridas infectadas
A [ ™ Rehidratan heridas
Hidrogeles quacel™, Carrasyn™, secas, faciles de
Curagel, Nu-Gel™, Purilon™, . P
TM retirar/cambiar, pueden
Restore . ./
causar sobrehidratacion
. - ®
3M EspoTr;]a adhesw;anl/l , Moderadamente
Espumas Allevyn™, Lyofoam™, -
A, ™ absorbentes, aislantes
Tielle™, Aquacel
Algisite™, Kaltostat™,
. Sorbsan™, Comfeel Plus™, Altamente absorbentes,
Alginatos

Tegaderm™, Askina®
Aquacel™

hemostaticos

Sustitutos de piel

Integra™, Biobrane™,
Alloderm™, Dermagraft™,
Aquacel™

Promueven el ambiente
hiimedo en la herida,
protegerla de
contaminantes externos,
absorben el exudado y
promueven la
proliferacién celular y la
formacion de tejido
nuevo
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Proporciona una accién

antimicrobiana para el

tratamiento de heridas
infectadas

Acticoat™, Aquacel Ag™,
Mepilex Ag™, Silvercel™,
Biatain Ag™ y PolyMem™

Con particulas
metalicas

1.4.2.1 Apdsitos cargados con bactericidas

Debido a que, como se ha mencionado anteriormente, las heridas crénicas en su
mayoria presentan infecciones bacterianas se han desarrollado apésitos que contengan
agentes bactericidas. Entre los mas utilizados se encuentran los que contienen plata en
su composicion, ya que se sabe que este elemento actiia como antiséptico y tiene un
amplio espectro antimicrobiano y existen estudios que demuestran que reduce la
inflamacion y promueve la cicatrizacion en heridas'®. No obstante, la concentraciéon
requerida para que la plata tenga un efecto bactericida efectivo depende del ambiente
en el que se encuentra la herida, y puede ser considerablemente mads elevada en
comparacion con las necesarias usando antibioticos convencionales. Ademas, su uso
conlleva la induccién de dafio oxidativo en la membrana y organulos de las células
eucariotas, asi como una respuesta inflamatorial%4. El uso de apdsitos que contienen
plata se recomienda principalmente en situaciones de profilaxis o en el tratamiento de
heridas con sospecha de infeccién leve, donde la herida se encuentra en una fase de
colonizacion. Sin embargo, es importante ser cauteloso en la administracion de dosis
elevadas, dado que existen estudios que sugieren la posibilidad de que ciertas bacterias
puedan desarrollar resistencia a la plata. Por consiguiente, es importante llevar a cabo
una investigacion mas exhaustiva para determinar la formulaciéon adecuada de estos

apdsitos en funcion de las caracteristicas especificas de cada tipo de herida®®,

También existen apositos que contienen otros compuestos como
Polihexametileno biguanida (PHMB), que es un antiséptico que se utiliza
principalmente en soluciones de limpieza para lentes de contacto o toallitas humedas,
sin embargo, en los ultimos afios ha llamado la atencién de los profesionales de la salud
para el tratamiento de infecciones. A una concentracion de 0.3% ha demostrado ser no
citotoxico y no causar irritacién, ademads de ser efectivo contra un amplio espectro de

bacterias, incluso aquellas resistentes a antibioticos y hongos97. Eberlein et al. comparé
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los resultados del tratamiento con apdsitos de biocelulosa conteniendo PHMB frente a
apdsitos conteniendo plata, demostrando que los apésitos de PHMB son mas eficaces e
incluso mdas rapidos eliminando la carga bacteriana (S. aureus, Enterococcus,
Streptococcusy Klebsiella) encontrada en pacientes con ulceras infectadas!%8. Aunque el
PHMB presenta muy buenas propiedades tanto bactericidas como para facilitar el
cierre de heridas, no es ampliamente utilizado en el cuidado de heridas, lo que sugiere
que se requiere mas investigacion para aprovechar completamente las propiedades del

PHMB109,

Existen ademads apositos que contienen yodo, ya que es un compuesto efectivo
contra infecciones bacterianas. Sin embargo, su eficacia contra biofilm no es
completamente clara, ya que algunos articulos cientificos muestran que parece ser
efectivo inicamente contra bacterias planctonicas!10111, También existen estudios en
donde diferentes tipos de apdsitos estan cargados con antisépticos, antibioticos o con
la combinacion de ellos. Contardi et al. 112 fabricaron un apoésito de doble capa en donde
la primera capa estaba compuesta por PVP conteniendo el antiséptico
Neomercurocromo™, mientras que la siguiente capa era de PVP con acido hialurénico
conteniendo ciprofloxacino. Este sistema mostro ser efectivo contra S. aureus, E. coli y P
aeruginosa, ademas de no ser citotdxico y ser beneficioso en el cierre de heridas. Mi et
al. desarrollaron un apésito de doble capa que combinaba el antibidtico sulfadiazina
con plata para lograr una liberacion del fairmaco mas controlado, logrando que el efecto
bactericida se prolongue durante 1 semanal!3. Por otro lado, Tamahkar et al. 114 crearon
un sistema de multicapas con alcohol polivinilico, gelatina y acido hialurénico con el
objetivo de controlar y sostener la liberacién de ampicilina. La liberacién del antibiético
contenido alcanzé el 50% durante las primeras 24 h, seguida de una liberacion
constante y controlada durante los siguientes 5 dias. Ademas, el sistema no presento

citotoxicidad frente a fibroblastos.

Uno de los compuestos antimicrobianos que también ha sido objeto de estudio
es la CHXD, conocido por su amplio espectro de accién contra bacterias, incluyendo
aquellas resistentes a los antibidticos. Para evaluar el potencial de un ap6sito innovador

impregnado con CHXD, Chittor et al.ll5 realizaron un estudio piloto utilizando un
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modelo in vivo de herida porcina incisional. Las heridas tratadas con el apdsito de CHXD
mostraron una notoria ausencia de S. aureus resistente a la meticilina (MRSA), lo que
sugiere una actividad antimicrobiana significativa. En contraste, las heridas tratadas
con el control de placebo o la gasa no antimicrobiana presentaron una considerable
proliferacion de MRSA. Ademas, Aubert-Viard et al.''® describen la modificaciéon de un
textil no tejido de poliéster mediante la incorporacion de cloruro de
hexadeciltrimetilamonio (CHT) en la superficie del material. Luego, se aplicé un
recubrimiento capa a capa utilizando dicloruro de piridinio (PCD) y CHXD, lo que
resulté en una mayor capacidad de carga y liberacién sostenida de CHXD segun el
numero de capas. Se encontré que un tratamiento térmico posterior fue efectivo para
estabilizar el sistema multicapa y controlar la liberacién de CHXD durante varias
semanas. Se demostrd una actividad antibacteriana in vitro durante este periodo,

mostrando efectividad contra las cepas de E. coliy S. aureus.

La administracién tépica de antibidticos en heridas es crucial cuando hay
infecciénll’. Sin embargo, el uso indiscriminado de antibiéticos puede llevar al
desarrollo de resistencias bacterianas como se ha mencionado anteriormente. Por lo
tanto, los apdsitos de liberacion controlada ofrecen ventajas significativas en el
tratamiento de infecciones durante la curacion de heridas, ya que permiten la liberacion
controlada del farmaco, una elevada concentracion localizada en la herida, evitidndose

asi su distribucion sistémical18119,

Aunque estos apdsitos presentan caracteristicas beneficiosas para el
tratamiento de heridas, es necesario llevar a cabo investigaciones exhaustivas in vivo
debido a la complejidad y especificidad de cada tipo de herida. Ademas, la evidencia
cientifica que demuestre que los materiales avanzados utilizados en estos apdsitos son
superiores a los apdsitos convencionales (no medicados) todavia es limitada, poco

concluyente y requiere mas estudios cientificos y ensayos clinicos sistematicos29,

Existen diferentes maneras de fabricar apdsitos, pero para este trabajo nos
centraremos en la técnica de electrohilado para la creaciéon de matrices basadas en

nanofibras poliméricas.
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1.4.2.2 Electrohilado

Los apdsitos basados en nanofibras ofrecen varias caracteristicas favorables
para el tratamiento de heridas. Estas caracteristicas incluyen una distribucion
homogénea en el didmetro de las fibras, lo cual asegura una estructura uniforme; un
area superficial alta, que proporciona una amplia superficie de contacto; la posibilidad
de controlar la resistencia de las fibras, lo que permite ajustar sus propiedades
mecanicas segun las necesidades especificas; su buena elasticidad, lo que facilita su
adaptacion a la forma de la herida; su porosidad adecuada, la cual permite el
intercambio de CO2 y vapor de agua y evita la maceracion de la herida y la capacidad de
cargar diferentes compuestos, lo que permite la incorporacion de agentes terapéuticos

adicionales en el aposito*'.

Cepas bioactivos
bacterianas
Aceites
esenciales

° 90 o
e O
2o ©

R
° P

Nanoparticulas

e

Proteinas

Tratamiento de
herida aguda

20 »'
150 )8
1
Tratamiento de
— herida crénica
Polimeros 2 LJH

biolédgicos (@n)
Farmacos

Células

Fig. 6 Compuestos aptos para su carga en fibras electrohiladas.

La técnica mas cominmente utilizada para la fabricacion de nanofibras es el
electrohilado (electrospinning) (Fig. 7A), la cual se basa en la aplicaciéon de una
diferencia de potencial eléctrico para lograr que una solucién polimérica se deposite en
forma de fibras, evaporandose el disolvente durante la deposicién?%. Los parametros
clave a tener en cuenta durante este proceso incluyen la concentracion del polimero a
electrohilar, el voltaje aplicado, el caudal de la solucién polimérica y la distancia entre

la punta de la aguja inyectora y el colector. Esta técnica permite obtener estructuras que
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pueden utilizarse como ap6sitos en el tratamiento de heridas. Estas estructuras de
nanofibras creadas mediante electrohilado imitan la matriz extracelular de fibras de
coldgeno y pueden ser fabricadas a partir de una amplia gama de compuestos

poliméricos sintéticos y naturales con propiedades multidimensionales!23,

Las nanofibras producidas mediante el proceso de electrohilado demuestran una
destacada capacidad de absorcion de fluidos, lo que establece un entorno humidificado
propicio para la promocién de la cicatrizacion de heridas. Adicionalmente, su
permeabilidad facilita la eficaz difusion de oxigeno y otros gases esenciales,
contribuyendo a mantener un ambiente propicio para el proceso de recuperacion.
Asimismo, la porosidad y tortuosidad adecuadas de estas nanofibras evitan la entrada
de agentes patogenos externos, garantizando un entorno aséptico y libre de
contaminantes. Ademas, esta tecnologia versatil ha demostrado ser altamente efectiva
para la carga y liberaciéon controlada de diversos tipos de componentes (Fig. 6), tales
como farmacos, proteinas, moléculas bioactivas, aceites esenciales,
nanoparticulas01.123 cepas bacterianas, como probioticos!24125 y células madre para su
uso en heridas topicas, ya que la adicion de las células madre alrededor del sitio de la
herida promueve vias de sefializacion para factores de crecimiento que regulan la
reconstruccion del tejidol2¢6. De particular interés son las nanofibras cargadas con
compuestos presentes en los aceites esenciales, debido a que ademas de poseer
propiedades antibacterianas, pueden favorecer la adhesion, crecimiento y proliferacion

celular gracias a su alta compatibilidad con la matriz extracelular humana?27-129,

Las nanofibras por si solas son insuficientes en muchos casos para actuar como
bactericida y ademas promover la curacion de la herida, es por ello que es primordial la
carga de agentes terapéuticos en el caso de tratar heridas infectadas crdénicas que no
cicatrizan. Por ejemplo, se ha demostrado que las nanofibras modificadas con factores
de crecimiento epidérmico humano recombinante y gentamicina son efectivas en la
cicatrizaciéon de ulceras de pie diabético, actuando como depodsitos de liberacion
sostenida de dicho antibiético para prevenir la infecciéon bacteriana y, al mismo tiempo,
acelerar la cicatrizacion de la herida gracias a la presencia de la proteinal30. La

funcionalizacion de las nanofibras con aminoacidos y péptidos antimicrobianos
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también ha mostrado ser un método eficaz para la fabricacion de modelos de apésitos
avanzados para heridas. Las nanofibras electrohiladas liberan los farmacos
antimicrobianos lentamente para asegurar una eficacia terapéutica duraderal3l. Zhu et
al. demostraron que el uso de grafeno y fibroina de seda impregnados con
ciprofloxacino mejora la eficacia antimicrobiana y la cicatrizacion de heridas generadas
por quemaduras®*? potencializando la efectividad del antibi6tico con las propiedades
antimicrobianas, mecanicas y de superficie del grafeno. Previamente, dentro del grupo
de investigacion donde se ha realizado esta Tesis Doctoral se ha evaluado la eficacia de
apodsitos de policaprolactona (PCL) cargados con timol (THY) como agente
antibacteriano contra diversas bacterias Gram-positivas, asi como su capacidad para
inhibir la formacién de biofilms y tratar infecciones intracelulares®3. Se han observado
resultados prometedores en cuanto a la reduccién de la carga bacteriana en heridas,
enfatizando en la importancia del contacto directo entre los apdsitos con los
patégenos!33. Ademads, se ha evaluado la capacidad de los apositos electrohilados
cargados con THY, tirosol y escualeno para reducir la inflamacién in vitro, obteniéndose

resultados alentadores en el tratamiento de heridas tépicas®>.

Las nanofibras poliméricas se han identificado como una opcién prometedora en
el campo del tratamiento de heridas. Sin embargo, es importante destacar que existen
otros sistemas, como las nanoparticulas, que también poseen caracteristicas
interesantes para abordar la cicatrizaciéon de heridas liberando principios activos que

favorecen el proceso regenerativo.

1.4.3 Nanoparticulas en tratamiento de infecciones

En el campo de las aplicaciones biomédicas, se utilizan principalmente dos tipos
de nanoparticulas (NPs): nanoparticulas organicas (como polimeros o liposomas) y
nanoparticulas inorganicas (como metdlicas, de carbono, puntos cuanticos y
nanoparticulas ceramicas)!34. Para que una nanoparticula sea adecuada para su uso en
biomedicina, debe cumplir con ciertas caracteristicas, como ser biocompatible, no ser

inmunogénica y ser estable en un entorno fisiolégico3>.

Las nanoparticulas se utilizan para dos funciones principales en el tratamiento

de heridas: a través de sus propiedades intrinsecas, ayudar al cierre de heridas o como
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vectores para la liberacidn de agentes terapéuticos contenidos en ellas?3¢. La efectividad
de estas nanoparticulas depende de su tamafo, funcionalizaciéon en su superficie y
potencial zeta, que influyen en su capacidad de unién a receptores y en la penetracion a
través de barreras celulares. Ademas, su comportamiento bioldgico, incluyendo
biodistribucién e interaccién con biomoléculas, esti relacionado con su estructura
quimica y su porosidad!37-139, Las nanoparticulas pueden adquirir diferentes

estructuras:

Las nanoesferas poliméricas porosas son capaces de encapsular farmacos y
ademas permitir la adhesion de sustancias activas en su superficie, mejorando asi sus

propiedades farmacéuticas en términos de estabilidad y biocompatibilidad140.

Las nanocapsulas son estructuras que encapsulan compuestos activos en su
interior hueco, generalmente acuoso, permitiendo una liberacién controlada a lo largo
del tiempo. Ademas, las nanocapsulas pueden mejorar la penetracion de los mismos en

tejidos como la dermis141,

En el proceso de cicatrizacion de heridas se utilizan principalmente tres tipos de
nanoparticulas: nanoparticulas metalicas e inorganicas, nanoparticulas basadas en
lipidos y nanoparticulas poliméricas. Esta dltimas dos han demostrado contribuir al
proceso de cierre de una herida debido a que pueden proteger a los agentes
terapéuticos de la degradacion por el ambiente en una herida, como el pH, la
temperatura, la presencia de enzimas, etc. Ademas permiten una liberacién de estos
agentes de manera sostenida y controlada logrando asi que la dosis de farmaco se
mantenga a una concentracion efectiva para el tratamiento de potenciales infecciones

en la herida!34139,142,

1.4.3.1 Nanoparticulas poliméricas

Debido a la amplia gama de caracteristicas quimicas y propiedades funcionales
que presentan, los polimeros han sido ampliamente utilizados en el campo biomédico.
Esto se debe en parte a que algunos de ellos son altamente biocompatibles y tienen una
baja respuesta inmunoldgica siendo mas estables en general que los sistemas lipidicos
(i.e., liposomas, particulas lipidicas, etc.)43144 Existen dos tipos principales de
polimeros: los sintéticos, como el &cido polilactico (PLA), PVA, PCLy el &cido polilactico-
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co-glicélico (PLGA)45; y polimeros naturales, como el quitosano, el alginato de sodio, la
celulosa, el acido hialurénico y el colageno. Ambos tipos de polimeros se utilizan en la
preparacion de biomateriales en diversas formas, como nanoparticulas, apdsitos,

esponjas e hidrogeles.

Entre las diferentes formas de nanoparticulas poliméricas, las nanoesferas y las
nanocapsulas son dos de las estructuras mas utilizadas como se ha mencionado
anteriormentel#6. Las nanoparticulas poliméricas pueden ser generadas mediante dos
enfoques distintos: a partir de polimeros preformados o mediante la polimerizacién
directa de mon6meros utilizando diversas técnicas de polimerizacién, ya sea de manera
clasica o mediante multiples reacciones. En el caso de los polimeros preformados, se
pueden emplear procedimientos como la evaporacion de solvente, electrospraying,
precipitacion, didlisis y tecnologias de fluidos supercriticos. Por otro lado, las
nanoparticulas poliméricas pueden ser generadas de manera directa a partir de la
polimerizacién de mondmeros mediante diversas técnicas, entre las cuales destacan la
micro-emulsién, nanoemulsiéon, emulsion libre de surfactante y polimerizacion
interfacial'”. En esta investigacién, nos centraremos especialmente en el
electrospraying, la emulsion y la nanoprecipitacion, explorando sus particularidades

para el proposito de nuestra tesis:

I Electrospraying (Fig. 7A); Este método de obtencion de micro y
nanoparticulas implica la disolucién del polimero y los compuestos activos
en un disolvente adecuado y su posterior descomposicién en gotas finas
mediante la aplicacién de un campo eléctrico intenso. El disolvente se
evapora, dejando en el colector las nanoparticulas sélidas. Para obtener
nanoparticulas hay diferentes parametros a tener en cuenta: como la

concentracion del polimero, el voltaje y la distancia de la aguja al colector*.

IL. Emulsiéon (Fig. 7B): Para crear una emulsion, se utiliza un compuesto soluble
en el medio organico (ej., acetato de etilo) en el que se disuelven polimeros o
compuestos activos. Luego, esta mezcla se emulsiona con una fase acuosa
inmiscible que contiene un estabilizador para evitar que las gotas se

agreguen entre si y se deja evaporar el disolvente organico49.

33



I i o

I11. Nanoprecipitaciéon (Fig. 7C): Para este método el polimero y los compuestos
activos se disuelven en un medio organico (ej., acetona) y se afiaden a una
solucién acuosa con la que es miscible, la acetona se deja evaporar y las

nanoparticulas quedan dispersas en una suspension acuosalso.

(A) (B) Sonicacién
- sovene

Polimero

[701.00 hidréfobo

%

Fase orgénica:

Emulsion
0/Wow/0

. .‘,..\\ Fase orginica
4

Fig 7. Métodos de sintesis de nanoparticulas (A) Electrospinning/electrospraying, (B)

Emulsificacion y (C) Nanoprecipitacion.

.5 Objetivos

En este contexto, el objetivo principal de esta Tesis Doctoral es el desarrollo de
sistemas terapéuticos poliméricos para la liberacion de antimicrobianos en el
tratamiento de infecciones sobre heridas tdépicas. Para este objetivo, se abordaron
diversos aspectos como la adaptacion de los materiales a las caracteristicas de la herida,
la erradicacion de bacterias patdgenas, la inhibicion de formacion del biofilm

bacteriano y la minimizacién de la citotoxicidad frente a células eucariotas.

En primer lugar, se evalu6 la eficacia de apdsitos poliméricos fabricados
mediante electrohilado cargados con tres agentes biocidas modelo (antibiotico:
Rifampicina; antiséptico: Clorhexidina y componente mayoritario presente en el aceite
esencial de tomillo y orégano: Timol) en tres co-polimeros metacrilicos de nombre
comercial Eudragit® (L100, S100 y RS100) con diferentes comportamientos frente al
pH. El objetivo fue el de analizar la posibilidad de ajustar el perfil de liberacién de los
biocidas contenidos en los apésitos desarrollados en funcién del pH de la herida con el
fin de asegurar una dosificaciéon dptima para prevenir o inhibir el crecimiento de
microorganismos relevantes en infecciones topicas. Para ello, se utilizaron diversas
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técnicas de cultivo de microorganismos y ensayos de viabilidad celular, con el fin de
establecer la efectividad de los diferentes agentes y su combinacion en el control de la
proliferaciéon bacteriana manteniendo una reducida citotoxicidad frente a células

humanas.

Con el propésito de obtener una liberacion controlada de dos antibidticos
(Rifampicina y Ciprofloxacino) lo que permite reducir la frecuencia de dosificacion y
maximizar su efectividad en la erradicacién de microorganismos patdégenos, se
desarrollé un sistema de administraciéon basado en el polimero Eudragit RS100 (un
copolimero de acrilato de etilo y de metil metacrilato con grupos amonio cuaternarios).
El disefio del aposito electrohilado incluyé dos morfologias poliméricas distintas y se
emplearon diferentes técnicas de formulacién para conseguir una capa de fibras que
contuviera Rifampicina (RIF) decoradas con particulas que cargaran Ciprofloxacino
(CIP) para tener dos perfiles de liberacion de los antibiéticos, uno inicial rapido que
eliminase una potencial contaminacién accidental tras la formacién de la herida y otro
sostenido en el tiempo para facilitarla profilaxis y la potencial colonizacién durante el
proceso regenerativo. Se evalud la actividad antimicrobiana del ap6sito comparandolo
con la combinacién de ambos antibidticos en su estado libre para demostrar su mayor

eficacia atribuible a la liberacion sostenida de los firmacos contenidos en el apésito.

Debido a la naturaleza polimicrobiana en las heridas topicas infectadas descrita
y con el objetivo de reducir las resistencias a antibiéticos, se buscé obtener una
selectividad especifica del antibidtico RIF hacia S. aureus a través de la sintesis de
nanoparticulas poliméricas de PLGA_PEG (copolimero dibloque de polilactico-co-
glicdlico y de polietilénglicol) funcionalizadas con anticuerpo policlonal anti-
Staphylococcus Aureus. Ademds, con esta estrategia de direccionamiento, se buscd
mejorar la eficacia del antibidtico, reduciendo la concentraciéon necesaria para la
erradicacion de la bacteria plancténica, incluso a nivel de infeccion intracelular ya que
dicho patdégeno pasa parte de su ciclo celular infectando células humanas
intracelularmente (small colony variants). Adicionalmente, se planteé como objetivo de

esta tesis el demostrar que las particulas cargadas con el antibiético y conjugadas con
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el anticuerpo fuesen 6ptimas para la inhibicién y disrupciéon del biofilm incluso en

presencia de otras bacterias.
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II.1 Introduccion

Como se menciond previamente la cicatrizaciéon de heridas es un proceso
fisiologico complejo que puede ser interrumpido por infecciones cutaneas, resultando
en heridas crénicas?s!. La cronicidad puede deberse a un tratamiento inadecuado o a
condiciones patofisioldgicas preexistentes. Si la herida es crdnica, seguira mostrando
signos de inflamacioén, hiperproliferacion tisular y un borde de herida continuo®? La
cicatrizaciéon de heridas cronicas es un proceso que requiere un tratamiento mas
agresivo*®. El tratamiento de las heridas crénicas infectadas que no curan sigue siendo
un desafio sanitario, y los costes directos e indirectos asociados con estas heridas son
altos. El envejecimiento de la poblacion y el aumento global de patologias como la
diabetes podrian empeorar ain mas la carga social y sanitaria actuall>4. Por ejemplo,
como ya se menciond, en Europa, hay mas de 55 millones de pacientes que sufren
diabetes, de los cuales entre el 19 y el 34% son vulnerables a desarrollar ulceras del pie
diabético durante su vida y aproximadamente el 20% de las infecciones moderadas o
graves de pie diabético resultan en amputaciones de extremidades inferiores>. Casi el
33% de los pacientes con lesién en la médula espinal desarrollan ulceras por presidn,
lo que revela una prevencion inadecuada de las heridas cronicas por presionisé . Por
todo esto, es necesario crear un tratamiento eficiente y que se adecue a las necesidades
de las heridas cronicas. Uno de los tratamientos mas comunes es el uso de antisépticos
topicos, como el dihidrocloruro de octenidina, la polihexanida, los iodéforos, 1a CHXD,
la sulfadiazina de plata y combinaciones de estos. Estos antisépticos tienen ventajas
importantes, como su potencial limitado para contribuir al desarrollo de resistencia
bacterianas debido a sus multiples mecanismos no especificos de accion
antimicrobiana, su amplio espectro de actividad, su facil penetracidn a través del tejido
necrotico, del tejido fibrético y de los biofilms bacterianos, y su bajo costel>?. Sin
embargo, algunos de estos antisépticos también tienen limitaciones significativas como
se menciond en el apartado 1.3.1*7**°. La CHXD (Tabla 4) es un agente antimicrobiano
que se utiliza en la desinfecciéon en higiene bucal y heridas y en la prevencién de
infecciones asociadas a procedimientos quirargicos. Actiia mediante la interaccién con

la membrana celular de las bacterias, causando una alteracion en su permeabilidad y en
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su funcion lo que conlleva a la perdida de contenido citoplasmatico y por ende a la
muerte celular’®. La CHXD tiene actividad contra Gram-positivas, Gram-negativas,
hongos y virus, ademas se ha demostrado que tiene persistencia en la piel y mucosas,
lo que permite una desinfecciéon prolongada. A pesar de su amplio uso, la CHXD puede
presentar algunas limitaciones como su toxicidad a nivel celular y el desarrollo de
resistencias bacterianas, que, aunque son poco comunes y poco probables, como se ha

mencionado anteriormente, si que han sido reportadasi6l,

Aunque los antibidticos topicos presentan el riesgo de desarrollar resistencias
bacterianas, son una opcién efectiva cuando se observa un aumento de la carga
microbiana, especialmente cuando hay indicios de formacién de biofilm que pueden
llevar a una infeccién sistémical®2. Es importante destacar que algunos antibidticos
topicos, como la mupirocina, clindamicina, polimixina, neomicina, acido fusidico, entre
otros, desarrollan resistencias bacterianas rapidamentel62, por lo tanto, su uso debe ser

monitoreado cuidadosamente.

La RIF (Tabla 4) es un antibi6tico de amplio espectro que inhibe el crecimiento
de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, en particular S. aureus. Su mecanismo de
accion se basa en la supresion selectiva de la sintesis de ARN bacteriano mediante la
unién a la subunidad 3 de la ARN polimerasa, lo que interrumpe la transcripcion del
ADN bacteriano y la sintesis de proteinas necesarias para la fision binaria y la
supervivencia de las bacterias163. La RIF se usa comtiinmente para tratar la tuberculosis,
meningitis y otras infecciones!®4, pero su biodisponibilidad se reduce en medios
fisiologicos debido a su baja solubilidad, lo que requiere concentraciones altas a nivel

sistémicol65,

EITHY (Tabla 4) es un compuesto organico presente en ciertos aceites esenciales
como el del tomillo y el del orégano. Tiene propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias y antioxidantes que lo hacen util en diversas aplicaciones médicas y
farmacéuticas como en el tratamiento de infecciones de la piel. E1 THY actia como un
agente antimicrobiano al dafiar la membrana celular de las bacterias Gram-negativas,
lo que conduce a una liberacién del contenido intracelular como los lipopolisacaridos y

dafia el equilibrio homeostaticol¢6. En el caso de bacterias Gram-positivas altera su
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membrana citoplasmatica dafiando la bicapa lipidica interfiriendo con su crecimiento y

fision binarialé?.

Tabla 4. Propiedades moleculares y fisicoquimicas de los farmacos a utilizar en los

apdsitos. Datos obtenidos de PubChem®
Peso molecular: 823.06 g/mol
Punto de fusion: 183-188°C
pH en disolucién acuosa:  6.0-8.0

pH 4.3- 1.3 mg/mL

Hidrosolubilidad (25°C):
pH 7.3- 2.5 mg/mL

Cloroformo (CHCl3),
acetato de etilo (AcEt),

Soluble en: metanol, dimetilsulféxido
(DMSO0)
Clorhexidina \
Peso molecular: 505.45 g/mol
- Punto de fusién: 134-136°C
N H
N._N._N
Hy i NHN/\/\/\/ HTHHTH . DPHen solucién acuosa: 5.5-7.0
© Hidrosolubilidad (20°C): 0.8 g/I
Soluble en: CHCIs, DMSO,
' Dimetilformamida (DMF)
Timol
Peso molecular: 150.22 g/mol
Punto de fusion: 48-51°C
n-° pH en solucién acuosa: 6.0-7.0

Hidrosolubilidad (20°C): 900 mg/L

Etanol (EtOH), DMF,

Soluble en: DMSO, CHCI3
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Como ya se comento en el capitulo anterior, las heridas crénicas presentan pH
alcalino a diferencia del pH neutro de las heridas agudas o el pH acido de la piel
intactal®8. Por lo tanto, es interesante desarrollar apositos cargados con bactericidas
con capacidad de respuesta al pH y que ademas presenten una liberacién rapida o
sostenida para coincidir con la cinética de crecimiento bacteriano en la zona de la

herida.

Con este objetivo se han seleccionado tres polimeros basados en
polimetacrilatos de origen sintético (Eudragit®). Esta familia de polimeros se
caracteriza por su biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad para ser
procesados en forma de tabletas, capsulas y peliculas. Se utilizan principalmente como
materiales gastroresistentes para el suministro enteral de farmacos protegiendo al
principio activo de la degradacién acida y enzimatica del estomago. Los polimeros
Eudragit® tienen, por lo tanto, la ventaja de proteger los farmacos de la degradacion
quimica y biolégica, mejorar su solubilidad, estabilidad y biodisponibilidad, asi como
proporcionar una liberacion controlada y prolongada de los farmacos. Se dividen en tres
categorias; Eudragit® L, Eudragit® S y Eudragit® E. Para este capitulo se abordaran tres

tipos especificos de Eudragit®:

Eudragit® L100-55 (L100-55): copolimero anidénico de metacrilato de amonio

cuaternario, metacrilato de metilo y metacrilato de trimetiloaminoetilo. La proporcién
de grupos carboxilo libres respecto al éster, en su estructura quimica, es de 1:1,
conteniendo unidades de etilacrilato hidrofilicas lo cual lo hace soluble en soluciones
con un pH mayor a 5.5 e insoluble a pH <5.5*. El recubrimiento con Eudragit® L.100-
55 se utiliza a menudo en formulaciones que requieren liberaciéon prolongada en el

tiempol70,

Eudragit® S100 (S100): copolimero anidnico derivado de acido metacrilico y

metacrilato de metilo en una proporciéon de 1:2. Es soluble a pHs mayores que 7 debido
a sus grupos acidos carboxilicos libres, y es insoluble en acidos y soluciones acuosas. El
recubrimiento con Eudragit® S100 puede proporcionar resistencia a la humedad,
estabilidad quimica, protecciéon contra la degradaciéon enzimatica y retardo en la

liberacion del farmaco contenido en su estructura. Por ello se utiliza, principalmente,
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como una cobertura secundaria para fortalecer la encapsulacién del farmaco y asegurar

una liberacion dirigidal”1.

Eudragit® RS100 (RS100): copolimero compuesto por mondémeros de etil-acrilato,

metil-metacrilato y un bajo contenido de éster de dcido metacrilico con grupos amonio
cuaternarios, es insoluble en soluciones acuosas a cualquier pH y por tanto la liberacion
de los compuestos cargados es independiente del mismo. Principalmente se utiliza
como matriz de liberacion retardada para firmacos que requieren una liberacion
sostenida en el tracto gastrointestinal, lo que ayuda a mejorar la biodisponibilidad y la
eficacia del farmaco al evitar la rapida eliminaciéon del mismo. Ademas, este polimero
puede proteger el farmaco de la degradacion por factores ambientales, como la luz y la

humedad®.

I1.2 Objetivo

El objetivo de este capitulo es desarrollar apdsitos con una cinética de liberacién
de antimicrobianos que se ajuste a las necesidades temporales y de pH especificas de la
herida. Para ello se han desarrollado apoésitos mediante electrohilado de los
copolimeros Eudragit® L100-55; Eudragit® S100 y Eudragit® RS100 cargados con un
antiséptico (CHXD), un antibioético de amplio espectro (RIF) y con un antimicrobiano de

origen natural (THY).

I1.3 Sintesis de apositos electrohilados y su caracterizacion

I1.3.1 Sintesis de apdsitos y su caracterizacion

Se prepararon diversas soluciones de Eudragit® L100, S100 y RS100 con
diferentes porcentajes de polimero para ser sometidas a electrohilado utilizando
distintos parametros. El objetivo fue encontrar las condiciones 6ptimas que permitieran
obtener fibras libres de defectos como discontinuidades o grumos (beads), mantener
un cono de Taylor estable y asegurar un flujo continuo del polimero sin sufrir problemas

de secado debido a la rapida evaporacién del disolvente.

Las soluciones éptimas de Eudragit® L100-55 y S100 (30% w/v) fueron las que
se prepararon disolviendo los polimeros correspondientes en una mezcla de DMF:EtOH

(4:1) con agitacién durante toda la noche a 600 rpm y a temperatura ambiente (27 2C).
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La soluciéon éptima de Eudragit® RS100 (30% w/v) se obtuvo utilizando como
disolvente CHCIs. Para la sintesis de los apoésitos cargados con RIF, CHXD y THY, se
afiadié la cantidad adecuada del agente terapéutico, (2.5%, 5% y 20% w/w,
respectivamente, con relacion al peso del polimero) a las diferentes soluciones de
Eudragit® L100-55, S100 y RS100, estas concentraciones, de acuerdo con
optimizaciones anteriores, no afectaban a la morfologia de las fibras. Posteriormente se
mezclaron durante 30 minutos. Se prepararon apdsitos de los tres polimeros cargados

con cada uno de los agentes bactericidas seleccionados.

Tras la preparacion de las soluciones, se midi6 viscosidad de las mismas y se
procedi6 a llevar a cabo el proceso de electrohilado, cuyos detalles, procedimiento y
equipo empleado se encuentran detallados en el Anexo I. Los apdsitos electrohilados
fueron caracterizados morfolégicamente mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM). Ademas, se evalud el efecto del pH de las soluciones en la morfologia de los
apdsitos, y se determiné la carga de cada farmaco (DL) y su eficiencia de encapsulaciéon
(EE) mediante espectrofotometria UV-Vis. También se llevaron a cabo observaciones
mediante las espectroscopias Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) y Raman
para detectar la presencia de los farmacos a través de las vibraciones de sus moléculas.
Por tultimo, se realizé un andlisis in vitro para medir la liberacién de farmacos en
soluciones con diferentes valores de pH. Todos los detalles, incluyendo la preparacion

de las muestras y las condiciones experimentales, estan descritos en el Anexo 1.

I1.3.6 Analisis bioldgicos in vitro
Una vez hechas las caracterizaciones fisico-quimicas se procedié a evaluar su
actividad biolégica, todos los procedimientos y técnicas utilizadas se encuentran

detallados en el Anexo 1.

Se evalu¢ la actividad antibacteriana contra la cepa de S. aureus que expresa la
proteina verde fluorescente (GFP), como modelo de bacteria Gram-positiva, y contra E.
coli S17 como modelo de bacteria Gram-negativa. Ambas bacterias se enfrentaron a
distintas cantidades de RIF (0-1 ppm para S. aureus 'y 0-60 ppm para E. coli) y THY (20-
250 ppm para ambas bacterias) disueltos en 2% de DMSO. Ademas, se determinaron la

concentraciéon minima inhibitoria (MIC) y la concentracién minima bactericida (MBC)
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para las membranas electrohiladas cargadas con RIF y THY segtn el método de prueba
estandar ASTM E-2180-18'". Cuando se analizaron muestras de Eudragit® RS100, se
agregd un 2% de Tween® 80 al medio de cultivo debido a su alta naturaleza hidrofébica
para facilitar la liberacién del farmaco. No fue necesario utilizar Tween® 80 al medir la
liberacion del fArmaco de los polimeros Eudragit® L100-55 y S100 debido a su mayor

hidrofilicidad.

La capacidad antibacteriana de los apoésitos cargados con CHXD también fue
evaluada contra S. aureus y E. coli, pero utilizando el test de susceptibilidad
antimicrobiana en disco segun lo descrito en el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) de EE. UU. ya que con la prueba previamente utilizada para RIF y THY,
el antimicrobiano no difundia adecuadamente para llegar a todo el agar dentro del
pocillo y se observé una gran heterogeneidad en comparacién con los resultados
mostrados por el antimicrobiano libre. Este fenémeno no se observé para RIF o THY,
probablemente debido a la alta naturaleza volatil del THY, lo que hizo posible llegar a
todo el pocillo y disolverse desde la fase de vapor en el agar sélido y debido a la alta

eficacia antimicrobiana de la RIF.

Ademas, se llevo a cabo una evaluacidn de la citocompatibilidad de los apdsitos
de Eudragit® L100-55, S100 y RS100 cargadas con RIF, CHXD y THY en macro6fagos
murinos J774 ATCC-TIB-67™. Para ello, se anadié la cantidad necesaria de apdsitos para
alcanzar una concentracion de 4 mg/mL de cada apoésito (Eudragit® L100-55, S100 y
RS100) cargados con RIF, CHXD y THY a cada cultivo de macro6fagos (2 mL). Por otro
lado, se adicionaron los compuestos libres en concentraciones de 40 pg/mL (RIF), 8
ug/mL (CHXD) y 250 pg/mL (THY), de acuerdo con los valores de MBC (concentracion
bactericida minima) obtenidos para los apdsitos cargados con los antimicrobianos. Es
decir, se evaluo el efecto potencialmente citotéxico de los compuestos sobre las células
a las dosis necesarias para eliminar bacterias. Todos los procedimientos y detalles de

las técnicas descritas anteriormente se encuentran detallados en el Anexo 1.
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1.4 Resultados y discusion

I1.4.1 Caracterizacion morfoldgica de los apositos

Las imagenes obtenidas por microscopia SEM de los apoésitos de Eudragit®
cargados y sin cargar de los antimicrobianos se muestran en la Fig. 8. Los resultados
obtenidos de las pruebas de optimizacion se detallan en el Anexo II. Los apésitos finales
obtenidos utilizando soluciones de los polimeros con una concentracion del 30% w/v

presentaron didmetros homogéneos y ausencia de grumos (beads).

La cantidad de antibacteriano que puede afiadirse en cada caso a la disolucién
de polimero para la obtencién de los apdsitos depende de la naturaleza del compuesto.
Mientras que solo se pudo afadir un 2.5% w/w de RIF a la solucién de polimero para
obtener un cono de Taylor estable durante el electrohilado, se pudieron afiadir hasta
5% w/w de CHXD y un contenido de hasta un 20% w/w de THY a las correspondientes
soluciones poliméricas organicas y obtener apoésitos electrohilados sin defectos, es
decir, didmetros homogéneos y sin grumos (beads) ya que los compuestos
antimicrobianos cambian la conductividad y la viscosidad de las disoluciones a

electrohilar.

Hubo una diferencia importante en los didmetros resultantes de las fibras en los
apdsitos, las de Eudragit® L100-55, tienen un didametro de 0.32 + 0.07 um, mientras que
los didmetros medios de las fibras electrohiladas basadas en Eudragit® S100 y RS100
sonde 1.167 £ 0.246 pm y 1.751 * 0.395 um, respectivamente (Fig. 8, Tabla 5).
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Fig. 8 Imdgenes de SEM de apdsitos electrohilados de Eudragit®: (A) L100-55, (B) L100-
55/RIE (C) L100-55/CHXD, (D) L100-55/THY, (E) S100, (F) S100/RIF, (G) S100/CHXD,
(H) S100/THY, (I) RS100, (J) RS100/RIE (K) RS100/CHXD, (L) RS100/THY.
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Tabla 5. Didmetro promedio de las fibras (N = 200), carga del antimicrobiano

encapsulado y eficiencia de la encapsulacion

Polimero FArmaco Diametro Voltaje Viscosidad D.L. E.E.
Eudragit® (um) (1:4] (mPa.s) (% w/w)a (%)
-- 0.32 £0.07 17.6 643 - -
RIF 0.45 +0.09 17.8 645 2.1 95 +7
L100-55
CHXD 0.31+0.09 15.7 680 1.6 3443
THY 0.30 £ 0.07 17.1 632 2.8 16 +2
- 1.16 £ 0.24 20.3 937 - -
RIF 0.53 +0.08 14.2 936 2.3 94+5
S100
CHXD 0.85+0.11 18.3 956 1.5 32+2
THY 0.65 +0.09 17.8 940 11.0 64+3
- 1.75+£0.39 14.7 125 - -
RIF 1.76 £ 0.39 9.8 128 2.2 90+2
RS100
CHXD 1.17 £0.27 16.5 105 1.5 31+2
THY 1.85+0.36 11.2 153 5.2 31+8

aRelativo al peso del polimero.

La importante diferencia entre los diametros de las fibras Eudragit® L100-55 y
S100 podria atribuirse a la diferente viscosidad de las soluciones de electrohilado
iniciales (Tabla 5), ya que el aumento de la viscosidad produce fibras con didmetros
mayores!’4, A medida que aumenta la viscosidad, las fuerzas viscoelasticas se
convierten en el factor dominante obteniéndose fibras con mayores diametros. Como se
menciond antes, la alta volatilidad del cloroformo requirié el uso de una aguja coaxial
que alimentaba solo el disolvente en la aguja exterior para evitar obstrucciones. El uso
de un disolvente diferente y una aguja coaxial cambia por completo las condiciones de
electrohilado y las fibras obtenidas tienen didmetros mayores. Ademads, la
conductividad de la solucion influye fuertemente en el proceso de electrohilado, ya que
amedida que aumenta la conductividad de la solucion, el diametro de la fibra disminuye
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y viceversa'’”®. La conductividad inferior del CHCI3 en comparacion con la del DMF:EtOH

explicaria los mayores diametros de fibra obtenidos para las fibras de Eudragit® RS100.

La adicién de los agentes antimicrobianos a Eudragit® L100-55 modific6 solo
ligeramente la viscosidad de la soluciéon y el voltaje requerido, y como consecuencia, los
diametros de fibra obtenidos fueron similares a los obtenidos para los polimeros no
cargados. En cambio, se obtuvo un resultado diferente con la adicién de los
antimicrobianos a las soluciones de electrohilado basadas en Eudragit® S100. El
aumento del voltaje necesario para producir un cono Taylor estable después de la
adicion de los antimicrobianos correspondientes produjo un aumento en la velocidad
con la que la soluciéon polimérica llegaba al colector, lo que result6 en mayores
didmetros de fibra ya que el tiempo de elongacion de la fibra fue menor.17¢. El voltaje
necesario para producir fibras homogéneas de Eudragit® S100 cargadas con RIF
disminuy6 de 20.3 a 14.2 kV razén por la cual se obtuvo un menor diametro. El efecto
del voltaje aplicado también se pudo apreciar en las fibras de Eudragit® S100 cargadas
de CHXD y THY. La viscosidad parece ser el parametro principal que rige la morfologia
de las fibras de Eudragit® RS100, ya que el diametro de las fibras disminuyé con la
adicién de CHXD y aument6 para las fibras cargadas de THY. Es importante sefialar que
las fibras de Eudragit® RS100 cargadas con THY eran muy fragiles y quebradizas y

colapsaron al recogerlas del papel de aluminio.

I1.4.2 Encapsulacion de agentes antibacterianos

En el caso de los apdsitos cargados con RIF, la eficiencia de encapsulacion (EE)
fue siempre superior al 90%. También se encontraron anteriormente EE altas,
superiores al 75%, para RIF encapsulado en acido polilactico-co-glicolico (PLGA)
mediante electrohilado, estas eficacias fueron atribuidas a las fuertes interacciones
supramoleculares entre RIF y el polimero!’7. Por otro lado, la EE de CHXD fue de
alrededor del 32% para todos los polimeros y como consecuencia, la carga del farmaco
nunca superd el 1.6% w/w. Para THY, la EE depende del polimero encapsulante y fue
tan alta como 64.3% para Eudragit® S100 y tan baja como 16% para Eudragit® L100-
55, mientras que para Eudragit® RS100 fue del 31%. La diferencia de la EE entre los tres

farmacos para cada polimero podria estar relacionada con sus diferentes propiedades
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fisicas. La presion de vapor insignificante de la RIF puede explicar la alta eficiencia de
carga observada para este farmaco en el proceso de electrohilado, ya que su pérdida
durante la evaporacion del solvente es despreciable. Por otro lado, la CHXD tiene una
presion de vapor mas elevada (2-10-14 mm Hg a 25°C), aunque sigue siendo baja, lo que
podria ocasionar una evaporacion parcial durante la formacién de las fibras, resultando
en una menor eficiencia de carga. Ademas, el THY es altamente volatil, y la mayor
distancia entre la punta del electrohilado y el colector (18.5 cm) utilizada en este caso
podria contribuir a una menor eficiencia de carga en las fibras L100-55 en comparaciéon

con las fibras S100 y RS100.

Sin embargo, la distancia entre la punta del electrohilado y el colector no es el
unico factor que afecta la eficiencia de carga, ya que al utilizar la misma distancia (15
cm), la eficiencia de carga para S100 fue el doble que la obtenida para RS100. Es posible
que los diferentes solventes utilizados para obtener las soluciones de electrohilado
también influyan en estas eficiencias de carga. La baja viscosidad de la solucion de
cloroformo que contiene el copolimero Eudragit RS100 probablemente facilite una
mayor migracion del THY hacia la superficie de las fibras y, como se ha informado

previamente para sistemas similares’8, pueda dar lugar a una pérdida del farmaco.

I11.4.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
La presencia de los agentes antimicrobianos en los apésitos, asi como la posible

interaccion entre los polimeros y los compuestos, se analizaron mediante FTIR (Fig. 9).

La presencia de RIF en los apésitos de Eudragit® L100-55 pudo ser confirmada
por la vibraciéon a 1240 cm! que aparece en el espectro de los ap6sitos cargados, y que
se atribuye a las vibraciones de los grupos C-O-C en la molécula de RIF17°. Ademas, se
observan desplazamientos en la region caracteristica de las bandas relacionadas con el
estiramiento de los grupos C=0 del polimero. La intensidad de la banda asignada a los
grupos de acido carboxilico (1703 cm) disminuyé en comparacion con la banda de
estiramiento C=0 debido a los grupos carboxilicos esterificados (1726 cm1), lo que
sugiere interacciones acido-base entre Eudragit® L100-55 y RIF180, En el espectro de los
apdsitos cargados con CHXD, las bandas en 1530 y 1492 cm-! podrian atribuirse a las

vibraciones de flexién N-H de las aminas secundarias y los grupos imina8! . Esta altima
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banda aparece a 1485 cm! en el espectro de la CHXD, el desplazamiento observado en
el espectro de las fibras cargadas indica algunas interacciones supramoleculares entre
el polimero y los grupos N-H del antiséptico. La presencia de THY en el espectro de
Eudragit® L100-55 cargado con THY se demostré con la aparicion de una banda débil a

942 cm relacionada con la vibracién de flexion fuera de plano =CH182,

Para Eudragit® S100 cargado con RIF, no hay sefales que puedan asociarse a la
presencia de RIF, aun cuando el contenido del antibiotico es similar a la del polimero
Eudragit® L100-55. Esto se debe a que la sefal caracteristica de la RIF (1240cm1) se
superpone con la sefial del polimero a 1239 cm-}, atribuida a la flexién del grupo amino
C-C-NH+180, Por otro lado, las bandas a 1532 y 1577 cm! que aparecen en los apdsitos
cargados con CHXD podrian estar relacionadas con las vibraciones de flexion de N-H de
los grupos de aminas secundarias e iminas como se ha mencionado anteriormentel83,
El desplazamiento de estas bandas indicaria una interaccién entre el antimicrobiano y
la matriz polimérica. Varias bandas relacionadas con el THY pueden ser observadas en
los apodsitos de Eudragit® S100 cargados con THY, confirmando la presencia del
antibacteriano. También hay una superposicién de bandas en los apoésitos de Eudragit®
RS100 cargados con RIF, lo que dificult6 la observacion de las bandas relacionadas con

la presencia del antimicrobiano en los apésitos cargados.

La bandaa 1531 cm causada por la vibracién de flexion de los grupos N-H de la
CHXD se pudo observar en los apdsitos cargados y nuevamente aparecieron bandas
atribuidas a THY en los ap6sitos de Eudragit® RS100 cargados con THY. Es importante
sefialar que en todos los espectros cargados de THY hubo desplazamientos evidentes
de las bandas atribuidas al antimicrobiano, lo que sugiere fuertes interacciones

supramoleculares entre THY y la matriz polimérica.
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Fig. 9 Espectros FTIR de apdsitos de Eudragit® sin cargary cargados, A), B) and C)
Apdsitos L100; D), E) and F) Apésitos S100; G), H) and 1) Apdsitos RS100.

I1.4.4 Espectroscopia Raman

Los espectros Raman de Eudragit® L100-55, S100 y RS100 cargados y no
cargados se muestran en la Fig. 10. Se pueden observar bandas a 1331 y 1570 cm
asignadas a vibraciones de estiramiento C-C en las moléculas de RIF en los apésitos
cargados en Eudragit® L100-55 y S100. En los apdsitos de Eudragit® RS100, una banda
a 1340 cm’, asignada a modos normales con contribuciones de vibraciones de

estiramiento C-C, C-N y C-O confirmo la presencia de RIF 184,

En Eudragit® L100-55 y S100 cargados con CHXD se observd la banda
caracteristica de CHXD a 1604 cm'L. Esta banda se desplaza en comparacién con la de

CHXD pura, lo que sugiere una interaccion del antiséptico con el polimero 185, La banda
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observada a 1294 cm! en el espectro de la fibra cargada también se relacioné con la
molécula de CHXD186, El modo normal de vibraciéon a 1604 cm! presente en el espectro
de CHXD corresponde a grupos clorofenilo!87. En los espectros de Eudragit® RS100
cargado de CHXD no se encontraron estas vibraciones lo que sugiere que el
entrelazamiento de las cadenas poliméricas de Eudragit® RS100 no permite que el

farmaco tenga las vibraciones de la molécula libre.

La banda a 740 cm-!, caracteristica de las moléculas de THY y asignada a un
movimiento combinado de estiramiento de CC (anillo) y flexiéon de CCC (anillo) se pudo
observar en los espectros de los ap6sitos de Eudragit® S100 y RS100 cargadas con THY,
pero en el espectro correspondiente a Eudragit® L100-55 cargado de THY, ese modo se
superpone con el pico a 755 cm-1 que se asocia a las vibraciones CC del polimero88. Sin
embargo, el pico a 1270 cm! asignado a la combinacién de estiramiento C-C y C-0, asi
como la flexién de HCC y el pico a 1622 cm-! relacionado con el estiramiento del anillo
de THY, confirman la presencia del compuesto antimicrobiano en los apdsitos

cargados189.
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Fig. 10 Espectros Raman de Eudragit® (A)L100-55; (B) S100y (C) RS100.
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I11.4.5 Efecto del pH en la morfologia de los apdsitos

El efecto de diferentes pHs (5.5, 7.4 y 8.2) en la morfologia de los apésitos fue
analizado por SEM (Fig. 11). Como se esperaba, la sensibilidad al pH del polimero de
Eudragit® L100-55 fue confirmada, viéndose afectado incluso a pH 5.5. Bajo esas
condiciones las fibras perdieron su forma cilindrica y disminuy6 su didmetro. Como se
esperabal?, gotas de tampoén a pH 7.4 en la matriz de este polimero produjeron la
fusion de las fibras y a pH 8.2 se fusionaron completamente. Por otro lado, aunque en
teoria el polimero Eudragit® S100 es soluble a pH>7, los apésitos no parecieron ser
afectados a pH 7.4, probablemente porque la deposicidn de unas pocas gotas de tampoén
en las matrices no fue suficiente para llevar a cabo la desprotonacién completa de sus
grupos carboxilicos, pero a pH 8.2, las fibras comenzaron a perder su forma cilindrica.
Eudragit® RS100 es un polimero que no es afectado por el pH y, como consecuencia, los
apdsitos no sufrieron ningdn cambio morfologico después de ser expuestos a pH 5.5,
7.4y 8.2,apesar de que en este caso los apdsitos estuvieron completamente sumergidos
en los tampones correspondientes. Probablemente se necesitarian tiempos de

inmersion mas largos para observar la erosion de la matriz.

pH 5.5 pH 7.4 pH 8.2

$100 L100-55

RS100

Fig. 11 Efecto del pH en la morfologia de los apdsitos poliméricos preparadas

caracterizado mediante SEM.
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I11.4.6 Liberacion de agentes antimicrobianos

La RIF se liber6 completamente del polimero Eudragit® L100-55 a todos los pHs
estudiados, aunque los resultados de FTIR sugirieron interacciones acido-base entre el
farmaco y el polimero, la disolucion del polimero desencadenaria la liberacion completa
de toda la RIF cargada después de 24 h (Tabla 6). El mismo comportamiento se pudo
observar en los apo6sitos poliméricos basados en Eudragit® S100, a pH 7.4, cuando los
apdsitos comenzaron a verse afectados por el pH, la liberacion de RIF alcanz6 el 100%,
mientras que en un tampon acido solo se liber6 el 25% de la RIF cargada después de 24
h de contacto. Por otro lado, la liberacion de los apositos de Eudragit® RS100 no
depende del pH, porque, como se mencion6 anteriormente, este polimero mantiene su

estructura a cualquier pH.

La liberacion de CHXD de los apositos de Eudragit® L100-55 se incrementd con
un aumento de pH alcanzando el 100% de liberacién a pH 8.3 En este caso, la interaccion
entre el polimero y los grupos N-H del farmaco evitaria la liberacién repentina y
completa a pHs mads bajos. La liberaciéon de CHXD de los apdsitos de Eudragit® S100
presenté un comportamiento completamente diferente, se observé un aumento
esperado de la liberacién cuando el pH cambi6 de 5.5 a 7.4, en cambio, al llevar el pH a
8.2 se produjo una disminucién en la cantidad de farmaco liberado. Este efecto podria
estar relacionado con la ionizaciéon de la CHXD liberada en la disolucién a este pH, ya
que es mayor que el pKa de la CHXD, lo que causaria su readsorcidn en la superficie de
los apdsitos, como se ha observado anteriormente para otros farmacos!°l. Ademas,
durante el proceso de disolucidon del Eudragit® S100, debido al debilitamiento del
enlace por puentes de hidrégeno entre las cadenas poliméricas, mas grupos
carboxilicos podrian ser accesibles para interactuar con las moléculas cationicas de
CHXD192, La liberacién acumulativa de CHXD del ap6sito de Eudragit® RS100 alcanzé el

88% a pH > 7.4, mientras que en pH 5.5 la liberacion fue del 64%.
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Tabla 6. Liberaciéon de los agentes antimicrobianos cargados en los apdsitos

correspondientes después de 24 h en buffers a diferentes pHs

Liberacion del farmaco a 24h (%)

Polimero  Aptimicrobiano

Eudragit®

pH 5.5 pH 7.4 pH 8.2

RIF 100+ 0.5 100 + 2 1003

L100-55 CHXD 13+2 40+5 100+ 4
THY 100 £ 15 100 £ 10 100 + 16

RIF 25%5 100+ 2 100 £5

S100 CHXD 303 72+7 34+9
THY 306 35+1.7 43.6 +3.1

RIF 55+0.2 49+0.2 69 £ 0.2

RS100 CHXD 64 %2 88+8 100+ 7

THY - - -

El THY, al igual que la RIF, se liber6 completamente del Eudragit® L100-55
debido a la disolucion del polimero después de 24 h inmerso en el medio. Sin embargo,
la liberaciéon de THY de los apdsitos de Eudragit® S100 aumenté lentamente con el pH
y solo se liber6 el 43.6% del firmaco en el pH mas alto evaluado. Este comportamiento
podria deberse a las interacciones supramoleculares entre THY y el polimero de
Eudragit® S100, como sugieren los resultados de FTIR. Como se menciono antes, los
apositos de Eudragit® RS100 cargados con THY eran demasiado quebradizos para

evaluar la liberacion del farmaco, por lo que se descartaron para estudios posteriores.

El pH de la superficie de la piel varia entre 4 y 6, pero aumenta gradualmente con
la profundidad. Esto podria explicar los valores de pH bastante altos, cercanos a la
neutralidad, encontrados inmediatamente después de la destruccién de la integridad
de la piel en una herida agudal?3. Durante la curacién y el restablecimiento del estrato

corneo intacto, la herida, una vez cicatrizada, vuelve a un pH acido?4. Por otro lado, en
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las heridas crénicas, los valores de pH varian en el rango de 5.5 a 8.6, debido al llamado
cambio alcalino!95. La alcalinidad de la herida seria causada por el CO2z disuelto, una
reduccion en la concentraciéon de oxigeno y, posiblemente, por la acumulaciéon de
aniones alcalinos del metabolismo bacteriano. Se postulé en esta tesis que los diferentes
valores de pH encontrados en las heridas requieren de apoésitos cargados con
antimicrobianos que tengan capacidad de respuesta al pH. Deberian estar cargados con
antisépticos y antibiéticos que se liberen con distintas cinéticas para lograr una
coincidencia perfecta entre la liberacidn del antimicrobiano y las condiciones de cada

tipo de herida.

En este escenario, se desarrollaron diferentes membranas electrohiladas
cargadas con antimicrobianos para ser potencialmente utilizadas como apodsitos en
heridas con el objetivo de lograr un tratamiento con éxito de las heridas infectadas.
Como se ha mencionado, las heridas crénicas se caracterizan por tener un pH alcalino
en comparacion con el pH neutro de las heridas agudas o el pH acido de la piel intacta168.
Por lo tanto, de acuerdo con las cinéticas de liberacion observadas en esta tesis doctoral
(Tabla 13, Anexo II) en la profilaxis contra el desarrollo de infecciones sobre piel intacta
con un pH de 5.5, se recomendaria el uso de apositos compuestos de RIF cargado en
Eudragit® L100-55, que liberaria el antibidtico inmediatamente eliminando cualquier
bacteria patdégena potencial presente en la piel. En el tratamiento de heridas crdnicas
infectadas (es decir, con un pH alcalino), se recomendaria el uso de apdsitos compuestos
de CHXD cargado en Eudragit® L100-55 porque liberaria el antiséptico de manera
sostenida, alcanzando un maximo en condiciones alcalinas (Tabla 6). Finalmente, en el
tratamiento de heridas agudas (es decir, con pH neutro), se recomendarian apdésitos
compuestos de Eudragit® S100 cargado con RIF que mostrarian una liberacién

sostenida alcanzando un maximo a pH neutro (Tabla 6).

I1.4.7 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de los tres compuestos libres estudiados se evalu6
contra S. aureus GFP y E. coli S17 para obtener los valores de MIC y MBC que se
compararan mas tarde con los obtenidos para los apoésitos cargados con dichos

antimicrobianos (Tabla 7). Para analizar la respuesta bactericida de los apdsitos
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cargados con antimicrobianos, se sumergieron los apdsitos en 2 mL de agar inoculado
con 105 UFC/mL de cada microorganismo patdgeno. La cantidad de farmaco liberado
de los apésitos correspondientes en PBS en condiciones 6ptimas de pH (7.4) para el

crecimiento bacteriano también se incluye en la Tabla 7 con fines comparativos.

En el caso de los apdsitos cargados con RIF contra S. aureus GFP, se necesitaron
de 10 a 50 pg/mL de material para obtener una respuesta bactericida, dependiendo del
polimero. Los controles realizados utilizando apdsitos no cargados mostraron que no
tienen ninguna actividad antibacteriana. En cuanto a la erradicacién total de S. aureus,
Eudragit® RS100 muestra los mejores resultados en funcion de la cantidad reducida de
RIF que es necesario se libere (1.06 pg/mL) en comparacién con la liberada por
Eudragit® L100-55 y S100 (2.1 ug/mL y 2.3 pg/mL, respectivamente). Este efecto se
puede atribuir a la desintegracion de los apoésitos de Eudragit® RS100 en el medio de
cultivo que conduce a una liberacién subita de RIF. Por otro lado, en comparacion con S.
aureus, se necesitaron mayores cantidades del farmaco libre contra E. coli para provocar
una accion bactericida, ya que RIF no penetra de manera efectiva en la membrana

externa de las bacterias Gram-negativas!?°.

Tabla 7. Actividad antibacteriana de los antimicrobianos libres y de los apésitos

cargados con RIF y THY
< , .
E FArmaco Apdsitos | Concentracion E?)ZT;SS Concentracion ﬁiﬁ?;gg
S Eudragit® | de membrana de membrana
= (ng/mL) (ng/mL)
Libre - 0.03 - 0.05
a L100-55 50 1.05 100 2.10
Lur- RIF
2 S100 10 0.23 100 2.30
D
g RS100 50 0.53 100 1.06
2 Libre - 50 i 250
THY
L100-55 200 5.6 600 16.8
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S100 1000 38.5 1500 57.75
Libre 3 - >12
L100-55 250 5.25 2000 42.00
RIF
S100 200 4.60 2000 46.00
E RS100 3000 32.34 >4000 >43.12
Libre - 80 - 200
THY L100-55 500 14 1500 42
S100 500 19.25 1000 38.5

Como en S. aureus, Eudragit® S100 cargado con RIF mostré una mejor actividad
inhibitoria contra E. coli. En esta linea, nuestros resultados previos sobre el uso de
nanofibras de PCL decoradas con nanoparticulas de PLGA que cargan RIF197 también
mostraron el mismo rango requerido de RIF liberada (3-48 pg/mL) para lograr una
reduccion significativa en el crecimiento bacteriano, siendo nuevamente necesaria una
concentracion mas alta de RIF para erradicar las bacterias Gram-negativas en
comparacion con las Gram-positivas. Sin embargo, en el caso de la actividad bactericida
contra E. coli, Eudragit® L100-55 cargado con RIF muestra una mayor accién en
comparacion con los otros polimeros, ya que requiere la menor carga de antimicrobiano

(42 pg/mL) para lograr los niveles mas altos de reduccion bacteriana.

Aunque Eudragit® RS100 cargado con RIF tiene actividad antibacteriana con una
cantidad de antimicrobiano liberado similar a la de Eudragit® S100 y L100-55 frente a
S. aureus, se necesité una mayor cantidad de apdsito y antimicrobiano liberado para
ejercer su actividad inhibitoria contra E. coli. Esto puede deberse al hecho de que los
apdsitos de Eudragit® RS100 no se ven afectados por el pH, lo que significa que incluso
en contacto con el medio de cultivo mantienen su estructura permitiendo una liberacion
sostenida del antimicrobiano contenido en ellos. Para ambas bacterias, se requirié una
cantidad mayor de antimicrobiano para provocar la inhibicién y la accién bactericida

cuando se cargo en los polimeros en comparacién con la acciéon del antimicrobiano libre.
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Esto podria deberse a que cuando se incorpora RIF en los apdsitos poliméricos, hay
menos antimicrobiano disponible inmediatamente para inhibir la ARN polimerasa, a
pesar de la liberacion subita observada para los polimeros sensibles al pH utilizados.
Un efecto similar fue observado por Gilchrist et al.177, quienes demostraron que cuando
se incorporé RIF en nanofibras de PLGA, sélo se alcanzaron concentraciones de MIC y

no se logré un efecto bactericida.

Los resultados de la evaluacion antibacteriana de los apoésitos cargados con THY
mostrados en la Tabla 7 indican una reduccién en la concentracién necesaria para
producir efectos antibacterianos cuando se utiliza este antiséptico. Como se menciond
antes, el aposito de Eudragit® RS100 cargado con THY no pudo ser evaluado debido a
su estructura fragil y quebradiza. Sin embargo, los apoésitos de Eudragit® L100-55 y
S100 mostraron un gran efecto antimicrobiano contra ambas bacterias a pesar de la
baja cantidad de THY liberado. Contra S. aureus, se necesitaron cantidades mayores de
apdsito de Eudragit® S100 cargado con THY para obtener actividad inhibitoria (5 veces
mas) y bactericida (2.5 veces mas) en comparacion con el apésito de Eudragit® L100-
55 cargado con THY. Por otro lado, Eudragit® L100-55, a pesar de la baja cantidad de
THY liberado, mostré una excelente actividad inhibitoria y bactericida. Contra E. coli,
Eudragit® L100-55 cargado con THY es el sistema mas eficiente como inhibidor y
bactericida; sin embargo, la diferencia entre este polimero y Eudragit® S100 cargado
con THY no es tan importante como en el caso contra S. aureus. Ambos sistemas
muestran una actividad antibacteriana superior en comparacion con la mostrada por el
compuesto libre, lo que sugiere que la combinacién y procesamiento de THY con el
polimero utilizado crea un ambiente donde el efecto antibacteriano del THY se mejora
en gran medida. Aunque la aplicacion de apdsitos cargados con THY no reduce el pH del
medio para crear un ambiente dacido, la disolucién del apésito disminuye
considerablemente el pH del medio. Juven et al.1°8 mostraron que cuando hay valores
bajos de pH, la molécula de THY no se disocia, lo que hace que el farmaco sea mas
hidréfobo, produciendo un ambiente adecuado para una mejor unién a las regiones
hidréfobas de la membrana bacteriana y facilitando la disolucién del antimicrobiano en

la region lipidica de la misma. Estudios previos199-201 en nuestro grupo sefialaron una
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eficacia antimicrobiana superior de apésitos a base de Eudragit® en comparaciéon con
aquellos basados en PCL electrohilado, en los que la inhibicién del crecimiento de S.

aureusy E. coli se logré cuando se liberé THY en concentraciones en el rango de 70-220

ug/mL.

En el caso de los apdsitos cargados con CHXD, como se menciond antes, se utilizo
el método de difusion en disco debido a la limitada difusién del farmaco cargado en los
apdsitos para llegar a todo el agar dentro del pocillo. Esta limitacién impide que la
bacteria crezca en el agar circundante, lo que a su vez dificulta alcanzar la MIC o MBC
necesaria para evaluar la eficacia de los apdsitos. Otros autores han demostrado
previamente la importancia del contacto directo para provocar una actividad
bactericida’®?®. Los discos de apésitos cargados con CHDX (12, 16 y 20 mm de
didmetro) se utilizaron para medir la zona de inhibicién contra S. aureus y E. coli (Fig.

12).

El peso promedio de cada disco fue de =2 + 0.15 mg para los de 12 mm de
didmetro, 2.5 + 0.1 mg para los de 16 mm y 3.1 * 0.11 mg para los de 20 mm. Los
discos se dejaron en contacto con el agar durante 24 horas, lo que significa que los
discos de Eudragit® L100-55 de 12 mm de didmetro liberaron 12 pg/mL de CHXD
creando una zona de inhibiciéon de 15.2 + 1.5 mm contra ambos S. aureus y E. coli,
mientras que los discos de 20 mm de didmetro que liberaron 16 pg/mL lograron una
zona de inhibicién de 21.6 + 1.2 mm para ambas bacterias. En el caso de las muestras
de Eudragit® S100, los discos de 12 mm liberaron 20 ug/mL creando una zona de

inhibicién de 12.5 + 0.8 mm contra S. aureus 'y 14.6 + 2 mm contra E. coli.

Mientras que para los discos de 16 mm la zona de inhibicién se extendié hasta
17.3 + 2.3 mm (S. aureus) y 18.5 + 0.8 mm (E. coli) ; los discos de 20 mm de didmetro
crearon una zona de inhibiciéon de 21.6 £ 0.9 mm (S. aureus) y 23.7 £ 1.2 mm (E. coli).
Los discos de Eudragit® RS100, por su parte, liberaron 29 ug/mL (12 mm) creando
zonas de inhibiciéon de 26 + 2.1 mm contra ambos patégenos, 33 pg/mL (16 mm de
didmetro) creando una zona de inhibiciéon de 24.4 + 0.15 mm para S. aureusy 32.4 + 0.5
mm para E. coli y finalmente 40 pg/mL (20 mm de diametro) creando una zona de

inhibicion de 36 + 1.2 mm y 37 + 1 mm para S. aureus y E. coli, respectivamente. Segun
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la norma 195920-ASTM E2149-01203, todos los discos mostraron efectos

antibacterianos, ya que la zona de inhibicién supera 1 mm.
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Fig. 12 Imdgenes representativas de la prueba de difusion de discos antimicrobianos
para Eudragit® L100-55/CHXD (A), S100/CHXD (C) y RS100/CHXD (E) contra S. aureus
y Eudragit® L100-55/CHXD (B), S100/CHXD (D) y RS100/CHXD (F) contra E. Coli
después de 24 h. Grdfico de las mediciones del disco y su efecto antimicrobiano. Escala:

10mm.

11.4.8 Citocompatibilidad

La citocompatibilidad de los apdsitos sintetizados se evalud, a nivel del
metabolismo celular, en macréfagos ]774 mediante el ensayo de viabilidad celular Cell
Blue® Viability Assay Kit. Las células se expusieron a una concentracion 4 mg/mlL de los
diferentes apdsitos cargados con los farmacos descritos anteriormente. Los resultados
obtenidos se compararon con los obtenidos con células no tratadas (control para la

evaluacion de los antimicrobianos libres) o con células tratadas con los apédsitos
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correspondientes sin carga (control para la evaluacién de los apoésitos cargados con

antimicrobianos).

Como se muestra en la Fig. 13, los antimicrobianos libres alcanzaron porcentajes
bajos de viabilidad en las concentraciones cargadas en los apositos, mostrando
porcentajes inferiores al 60%, siendo la CHXD el farmaco que ejerci6 los efectos mas
citotoxicos en las células. El tratamiento de las células ]J774 con los apdsitos cargados
durante 24 h mostraron porcentajes de viabilidad superiores al 80% en el caso de RIF,
siendo los apositos de Eudragit® RS100 cargados con RIF los mas citocompatibles,
mostrando porcentajes similares a los obtenidos para la muestra de control (~100%).
Los apdsitos cargados con CHXD mostraron viabilidades superiores al 70%, excepto
para el Eudragit® RS100 cargado con CHXD cuyo porcentaje fue ligeramente inferior

(~65%).

Los apdsitos cargados con THY mostraron los porcentajes de viabilidad mas
bajos (<70%), lo que indica que, a la concentracién utilizada, este material cargado con
THY es citotoxico (segun el valor establecido por la norma ISO 10993-5), mientras que

los apésitos cargados con RIF y CHXD cumplen con los requisitos de esta norma ISO.

Nuestros resultados revelaron una viabilidad celular significativamente mayor
al utilizar apdsitos cargados con antimicrobianos en comparacién con el tratamiento
celular con los compuestos libres, destacando la eficiencia de la encapsulacion de

farmacos para lograr una liberacion sostenida y reducir la citotoxicidad.

RIF, como se ha mencionado anteriormente, es un antibiotico de amplio espectro
bien conocido que se administra para tratar una amplia gama de infecciones
bacterianas patogenas. Nuestros resultados mostraron una alta citocompatibilidad de
los apositos cargados con RIF a las concentraciones evaluadas, lo que indica su

idoneidad para fines biomédicos, como también han demostrado estudios anteriores.

Estudios anteriores indican que la viabilidad celular de osteoblastos humanos en
andamios tridimensionales de PCL cargados con diferentes concentraciones de RIF
alcanzé valores cercanos a los obtenidos para la muestra control sin tratar después de

24 h de incubacion, incluso cuando el andamio liber6 mas de 1 mg/mL del antibidtico,

63



I - pitulo I

una concentracion mucho mas alta que la de esta tesis (<42 pg/mL)204 También se ha
descrito la utilizacién de quitosano y proteinas derivadas de la matriz extracelular en
diferentes proporciones para fabricar andamios cargados con RIF (0.5 mg por
andamio), que mostraron baja citotoxicidad en las células HMEC-1, aunque los perfiles

de liberacion del antibidtico de los andamios no se muestran®.
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Fig. 13 Viabilidad celular en la linea 774 de apdsitos cargados con RIF, CHXD y THY de
Eudragit® L100-55, S100 y RS100 en comparacién con la dosis equivalente del
compuesto antimicrobiano libre. Se asigné una viabilidad del 100% a cada farmaco libre
el de las células de control no tratadas y para cada fibra cargada, los apdsitos no
cargados se utilizaron como muestras de control para las membranas cargadas con
antimicrobianos. Los datos se presentan como media #+ desviacién estdndar (n = 3). Las
diferencias estadisticas significativas entre el fdrmaco libre y los apdsitos cargados se
representan entre corchetes, mientras que las diferencias entre cada fibra analizada y la
cargada se representan encima de cada columna de fibra analizada (*p < 0,05; ***p <

0,01; ***p < 0,0001).
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Estudios previos en nuestro grupo mostraron resultados similares cuando
osteoblastos humanos se sembraron directamente en andamios de PCL cargados con
microparticulas de PLGA que contenian RIF, cuya liberacion de farmaco fue
significativamente mayor que la proporcionada por los apésitos actuales (96-148
pg/mlL frente a <42 pg/mL) debido al uso del polimero de degradacién rapida PLGA1%7.
Los antisépticos THY y CHXD ejercieron efectos mas perjudiciales, como se esperaba
debido a su caracter antiséptico no selectivo. Los macrofagos ]774 tratados con
andamios de PCL cargados con THY durante 24 h también mostraron porcentajes de
viabilidad bajos (<50%), pero superiores a los obtenidos en muestras tratadas con la
dosis equivalente del compuesto librel?’. La liberaciéon de THY de estos andamios (60-
90 pg/mL) se encontraba dentro del rango del actual trabajo (27-194 pg/mL).
Anteriormente, otros andamios, hechos de tereftalato de polietileno modificado por
quitosano reticulado con genipina cargados con CHXD se probaron en cultivos de
células L132 y mostraron resultados similares a los nuestros, pero después de 3 dias de
incubaciéon y con una liberacion del antiséptico mas alta durante las primeras 24
horas2%, Ademas, los recubrimientos de CHXD en nanoparticulas de silice incorporadas
en una formulacién comercial de cemento 6seo de polimetilmetacrilato (PMMA)
(Cemex®) dieron lugar a porcentajes elevados de viabilidad (>70%) cuando se
cultivaron células Saos-2 (linea celular derivada de osteosarcoma primario) con el
medio liberado de estos complejos, aunque se observo una liberacion del antiséptico

baja207,

La regeneracion de la piel después de una infeccion de una herida y el
tratamiento posterior con un antiséptico implica la eliminacién de bacterias patégenas,
pero también de algunas células de la piel. Sin embargo, se reclutan nuevas células en
la zona dafiada debido a la respuesta inmunitaria para regenerar los tejidos y, por lo
tanto, reparar la piel. Después de la eliminacién de las bacterias patégenas, macrofagos,
fibroblastos y células endoteliales son enviados por el organismo para iniciar el proceso

regenerativo: la proliferacion, migracion y regeneracion celular.
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I1.5 Conclusiones

Se han desarrollado apésitos antimicrobianos que podrian ser utilizados como
apdsitos inteligentes con capacidad de respuesta al pH con el fin de ajustar la cinética
de liberacidon de los antimicrobianos contenidos segun las necesidades de la herida en
las diferentes etapas de la cicatrizacion. En la profilaxis contra el desarrollo de
infecciones sobre la piel intacta, con un pH de 5.5, se recomendaria el uso de apoésitos
compuestos de Eudragit® L100-55 cargadas con RIF, las cuales liberarian el antibi6tico
cargado de manera inmediata, eliminando cualquier bacteria patdégena potencial
presente y evitando la colonizacién de una herida potencial. En el tratamiento de
heridas crénicas infectadas (es decir, con pH alcalino), se recomendaria el uso de
apdsitos basados en Eudragit® de L100-55 cargados con CHXD, ya que liberarian el
antiséptico gradualmente, alcanzando un maximo en condiciones alcalinas. Finalmente,
en el tratamiento de heridas agudas (es decir, con pH neutro), se recomendaria el uso
de apositos compuestos de Eudragit® S100 cargadas con RIF, mostrando una liberacion
sostenida que alcanzaria un maximo a pH neutro. Se observé una accién antimicrobiana
eficiente contra bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, mientras que la
citotoxicidad contra células eucariotas se redujo cuando se incorporaron los

antimicrobianos en los apdsitos en comparacion con el efecto de los compuestos libres.
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I11.1 Introduccion

Todas las heridas, desde el momento de la incisién cutdnea, se colonizan con
bacterias presentes en el aire, la piel circundante (microbiota comensal) y cualquier
material involucrado en la producciéon de la herida inicial2%8. A menos que estén
infectadas, la mayoria de las heridas simples cicatrizan sin necesidad de terapia con
antibioticos, pero el tratamiento local con antibidticos (por ejemplo, mupirocina,
nadifloxacina, neomicina, bacitracina, acido fusidico, etc.) puede estar indicado en
circunstancias especiales en heridas infectadas como opcion de segunda linea,
considerando que es necesario prevenir el desarrollo de resistencia y reacciones de
hipersensibilidad. Por lo tanto, aunque es posible recetar antibi6ticos topicos para
prevenir infecciones en heridas simples, alin existe controversia sobre su uso debido a
la posibilidad de reacciones alérgicas locales, una penetracion deficiente en la piel y la
mencionada aparicion de organismos resistentes con la exposicion a dichos
antibidticos20°. Sin embargo, se ha demostrado que los antibioticos tdpicos son efectivos
para reducir el riesgo de infecciones en heridas simples en comparacién con placebo o
antisépticos?10. Ademas, el uso de antibioticos ha dado lugar a varios resultados clinicos
de éxito asociados con la reducciéon de infecciones localizadas tras una cirugia y en
infecciones crénicas en heridas abiertas?!l. Una estrategia para prevenir y tratar
infecciones clinicas en ulceras venosas es el uso de antibidticos/antisépticos topicos.
Las preparaciones topicas pueden consistir en cremas, pomadas y apdsitos
impregnados disefiados para permanecer en contacto con la superficie de la herida. Sin
embargo, las pautas de prescripcion en algunos paises como el Reino Unido son muy
restrictivas sobre el uso de antibidticos topicos e indican que los antibidticos no deben
usarse en heridas crénicas, como ulceras venosas, excepto en casos de infeccion

definida212,

En el caso de utilizar ap6sitos cargados con antibi6ticos, una liberacion inicial
repentina eliminaria cualquier bacteria presente en la herida y una liberacién sostenida
evitaria cualquier reinfeccion posterior, mejorando el resultado clinico?13. Apésitos
electrohilados cargados con compuestos antimicrobianos con cinéticas de liberacion

especificas pueden ayudar simultdneamente a la eliminacién de la carga bacteriana
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inicial tras la generacion y contaminacién de la herida y a la profilaxis posterior
acelerando el proceso regenerativo de curacion de la herida. Algunos ejemplos en la
literatura reciente describen el uso de sistemas de liberacion bifasicos de firmacos que
contienen antimicrobianos (por ejemplo, amoxicilina sédica) para el desarrollo de

apdsitos de liberacion controlada?14,

La RIF, un antibiético semisintético hidrofébico, descrito en el capitulo II, se
utiliza en el tratamiento de una gran variedad de infecciones bacterianas provocadas
por Mycobacterium tuberculosis, Pseudomonas, Klebsiella, Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae, cocos Gram-positivos (Staphylococcus y Streptococcus), entre
otros215216 [,a RIF siempre se utiliza en combinacién con otros antibiéticos para tratar
infecciones bacterianas por su elevada capacidad para generar resistencias. Diversos
autores han evaluado la actividad aditiva o sinérgica de la RIF contra diversas especies
patogénicas. Por ejemplo, Rand y Houck?"” evaluaron la sinergia entre la daptomicina y
otros 18 antibidticos contra 19 cepas de enterococos resistentes a altos niveles de
vancomicina, y encontraron una reduccién del 73.3 % en la MIC para la RIF cuando se

usaba en combinacién con daptomicina.

El ciprofloxacino (CIP, Tabla 8) es un derivado de fluoroquinolona que actia
como agente antibacteriano inhibiendo el crecimiento tanto de bacterias Gram-
positivas como Gram-negativas, y se ha encontrado que su uso en heridas infectadas
mejora el proceso de cicatrizacion de heridas218. Es uno de los antibidticos utilizados
mas ampliamente en la curaciéon de heridas infectadas debido a su baja MIC contra
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas cominmente asociadas a infecciones de
heridas?1°. A diferencia de la RIF, el CIP se ha utilizado tanto en monoterapia como en
terapia combinada. La combinaciéon de RIF y CIP ha demostrado ser altamente eficaz en
el tratamiento de infecciones tempranas en articulaciones protésicas, sin necesidad de
retirar el dispositivo, lo que resulta en una tasa de éxito terapéutico elevada?20. Ademas,
se ha comprobado que esta combinacién es efectiva tanto contra bacterias Gram-

negativas como Gram-positivas, tanto en estudios in vitro como in vivo221,
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Tabla 8. Propiedades molecular y fisicoquimicas del ciprofloxacino. Datos obtenidos de
PubChem®. Las caracteristicas de la RIF ya fueron descritas en el capitulo anterior (ver

Tabla 4)

Ciprofloxacino
Peso molecular: 331.34 g/mol
P Punto de fusion: 253-257°C
FWO pH en disolucién acuosa:  3.5-4.6
O A Hidrosolubilidad (25°C):  pH 7.3- <1mg/mL
Soluble en: Agua, acido clorhidrico

(HCI), DMSO.

Se observo sinergia entre CIP y RIF contra S. aureus?22, sin embargo, también se
han descrito algunos ejemplos en los que la RIF acttia como antagonista de CIP contra
cepas especificas, por ejemplo, contra E. faecalis?23. Por lo tanto, la sinergia o
antagonismo son especificos de cada patogeno analizado y de cada combinacién
antibiotica. La terapia combinada se ha establecido como un enfoque eficaz para reducir
la resistencia a los antibidticos, pero es importante tener en cuenta que su aplicacion es
especifica para cada cepa. Un ejemplo de ello es el estudio realizado por Coe et al.224 en
el cual se demostré que la combinacion de CIP con RIF produce una accién
bacteriostatica aditiva in vitro en dos cepas experimentales de S. aureus, 69898 y 6989R.
Ademas, se ha observado que dicha combinaciéon de antibiéticos resulta eficaz en el
tratamiento de infecciones recurrentes tempranas causadas por S. epidermidis en
implantes posoperatorios?Z5. No obstante, es importante realizar una evaluacién de la
eficacia a largo plazo de las combinaciones de antibidticos, ya que se ha descrito la
disminucidn, en algunos casos, de la eficacia de combinaciones especificas, resultando

en una eficacia inferior a la que se obtendria con cada firmaco por separado?2¢,

Como se menciond anteriormente, una combinaciéon de un antimicrobiano de
liberacion rapida junto con otro de liberacion sostenida podria ser apropiada para las

heridas infectadas para eliminar en primera instancia la contaminacién de la herida y
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posteriormente para producir una profilaxis ante la entrada de un nuevo patégeno. En
este capitulo se demuestra que el CIP debido a su alta hidrofilicidad se liberaria
rapidamente al inicio, mientras que la RIF, al ser hidrofébica, proporcionaria una
liberacion sostenida. Recientemente, se han llevado a cabo estudios sobre apdsitos para
heridas basados en fibras que ofrecen una liberaciéon sostenida de antibidticos y
facilitan la cicatrizacion de heridas2??’. Por otro lado, las microparticulas, debido a su
alta relacién superficie-volumen se han utilizado ampliamente para proporcionar una
liberacion rapida inicial. En esta tesis, el uso de dos morfologias diferentes, fibras para
la carga de RIF y microparticulas para la carga de CIP en el mismo apdsito,
proporcionaria una cinética de liberacion cinética 6ptima gracias a una difusion inicial
rapida y una posterior erosion de la matriz polimérica debida a dos morfologias

distintas (fibras y microparticulas).

I11.2 Objetivo

El objetivo de este capitulo consiste en desarrollar un apésito avanzado
mediante el proceso de electrohilado/electroesprayado conteniendo RIF y CIP y
mostrando una cinética de liberacidon determinada. Se estudia también en este capitulo
la sinergia de los antibiéticos RIF y CIP frente a S. aureus y E. coli. Este apdsito se basa
en la deposicion de fibras del polimero Eudragit® RS100 cargadas con RIF que fueron
decoradas con microparticulas también de Eudragit® RS100, cargadas con CIP. Tanto las
fibras como las microparticulas fueron preparadas mediante técnicas
electrohidrodindamicas. Se llevé a cabo una evaluacion de la actividad bactericida del
apdsito preparado, contra S. aureus y E. coli tanto en su forma plancténica como en la
prevencion de la formacion de biofilms y contra biofilms ya maduros. Ademas, se realizé
un anadlisis de citotoxicidad a las dosis bactericidas en tres lineas celulares humanas
modelo (queratinocitos epidérmicos humanos (HaCat), macréfagos J774 y fibroblastos)

para demostrar su inocuidad frente a células somaticas.
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I11.3 Sintesis de apositos y su caracterizacion

La preparacion de las fibras se llevé a cabo mediante el método de electrohilado.
Para ello, se preparo una solucién al 30% w/v de Eudragit® RS100 en CHCls, que se agit6
durante 30 minutos. En el caso de las fibras cargadas con RIF (RIF/RS100), se afadié

un 2.5% w/w de RIF con respecto al polimero y se agité durante 20 minutos adicionales.

Para la preparacioén de las particulas, se utilizé el método de electrospraying. Se
preparé una solucién al 13% w/v de Eudragit® RS100 en CHCI3, que fue agitada durante
30 minutos. Para las particulas cargadas con CIP (CIP/RS100), se disolvié un 15% w/w
de CIP con respecto al polimero en 200 pL de &cido trifluoroacético (TFA). Esta solucién
se afiadié a la mezcla de RS100/CHCI3 junto con un 0.5% w/v de Tween® 80 para

estabilizarla.

La deposiciéon de las fibras y particulas se realiz6 por electrohilado y
electrospraying, respectivamente, primero por separado y luego colocando las fibras
primero y decorandolas con particulas para formar el apdsito final (RIF-CIP/RS100).
Los detalles sobre el equipo utilizado y las condiciones de deposicion, como la distancia,
el flujo y los voltajes utilizados para depositar las fibras y las particulas, se encuentran
en el Anexo I. Las fibras, particulas y el ap6sito RIF-CIP/RS100 sin carga se utilizaron
para la caracterizacion de los materiales de manera individual, y como control en los

ensayos biolégicos descritos en este capitulo.

Una vez depositadas las fibras, particulas y apdsito RIF-CIP/RS100, se llevo a
cabo un andlisis de su morfologia utilizando microscopia SEM. Con el objetivo de
evaluar las posibles interacciones entre el farmaco y el polimero, se registraron los
espectros de infrarrojo. Para determinar la cantidad de antibi6tico presente en las fibras
RIF/RS100 y en las particulas CIP/RS100, se realizé un andlisis independiente. Tres
muestras de cada sintesis fueron disueltas individualmente en DMSO y se analizaron

mediante espectrofotometria UV-Vis.

La carga de los farmacos en los apdsitos RIF-CIP/RS100 fue determinada

mediante UHPLC, al igual que la liberacion in vitro del apésito RIF-CIP/RS100. Todos los
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equipos utilizados, los detalles de preparacion de las muestras y las caracteristicas de

los métodos se encuentran detallados en el Anexo 1.

I11.3.1 Analisis bioldgicos in vitro

La actividad antibacteriana de RIF y CIP libres contra S. aureus ATCC 25923 fue
evaluada en la tesis doctoral de la Dra. Cristina Yus Argén228, mientras que la actividad
antibacteriana del RIF y CIP libres individualmente frente a la cepa E. coli S17, se
determinaron dentro de esta tesis. Para ello se utilizé una cantidad especifica de RIF (0-
0.5 ppm para S. aureus y 0-60 ppm para E. coli) disuelto en un 2% (v/v) de DMSO y CIP
(0-1.25 ppm para S. aureus 'y 0-0.05 ppm para E. coli) disuelto en agua estéril.

Se determinaron los valores de MIC y MBC para los ap6sitos RIF-CIP/RS100
siguiendo el método de andlisis estandar de diluciones seriadas ASTM E-2180-18%3, Se
llevé a cabo un estudio de sinergia para investigar la interaccion entre los antibidticos
RIF y CIP mediante la determinacion del indice de concentracién inhibitoria fraccional

(FICI), los métodos utilizados se detallan en el Anexo 1.

Ademas, se evalud el efecto del apdsito RIF-CIP/RS100 a concentraciones de
0.05-4 mg/mL en la inhibicion y disrupcion del biofilm de ambas bacterias. Estas
concentraciones fueron comparadas con la combinacién de los fArmacos en forma libre,

liberados de los apo6sitos, en las mismas dosis.

Adicionalmente, se evalué la citotoxicidad del apoésito RIF-CIP/RS100 a
concentraciones que variaron entre 0.05 y 2 mg/mL. Asimismo, se llevo a cabo la
mediciéon de la citotoxicidad del apodsito de RS100 sin carga a las mismas
concentraciones y de la combinacion de los fairmacos en forma libre a concentraciones
equivalentes a las liberadas durante un periodo de 24 horas. Este ensayo se llevé a cabo
utilizando macréfagos J774, HaCat y fibroblastos dérmicos humanos como modelos de

lineas celulares humanas. Los métodos estan detallados en el Anexo .

I11.4 Resultados y discusion

I11.4.1 Caracterizacion fisicoquimica de los materiales
De acuerdo con las imagenes obtenidas por SEM, las fibras cargadas con RIF

mostraron un didmetro medio de 1.7 + 0.4 um (Fig. 14A-B), siendo similar al de las
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fibras sin cargar (Tabla 5). La eficiencia de encapsulacién de RIF segun los resultados
de UHPLC fue de alrededor del 90% (Tabla 9), tanto el diAmetro como la carga del
farmaco concuerdan con los datos presentados anteriormente en la Tabla 5 de la
seccion I1.4.1. De la misma manera que se describié anteriormente, se mantuvo
constante la concentracion de RIF en la solucién precursora polimérica (2.5% w/w)
para asegurar un cono de Taylor estable. Sin embargo, en el presente capitulo se
prescindié del uso de la configuraciéon coaxial debido a que no fue necesaria para
obtener un cono de Taylor estable durante el proceso de electrohilado, ya que la
humedad ambiente presente en las condiciones experimentales ralentizé la
evaporacion del solvente. Como resultado, la carga de farmaco obtenida en las fibras fue

de 2.3 £ 0.07 % w/w, cercano al obtenido anteriormente (Tabla 5).

Las microparticulas cargadas con CIP depositadas en el colector presentaron una
morfologia esférica con un didmetro promedio de 1.2 + 0.4 pm (Fig. 14C-D). De acuerdo
con resultados de la tesis doctoral de la Dra. Cristina Yus Argon228, las microparticulas
de Eudragit® RS100 sin antibidtico preparadas en la misma soluciéon precursora
(CHCl3+TFA+Tween® 80) tenian una distribuciéon de tamafios de 1.4 + 0.5 um, por lo
tanto, la presencia de CIP en la solucion de electrohilado no produjo cambios
importantes en los tamafos de las particulas resultantes. Dentro de la misma tesis
doctoral?28 se identificé una limitacién importante en la encapsulacion de CIP en las
particulas debido a la insolubilidad de este antibidtico en medios organicos, debido a su
alta hidrofilicidad. Para abordar este problema, se utilizé6 un enfoque en dos pasos.
Primero, se disolvio CIP en TFA y posteriormente se preparé una emulsion de esta
solucion en una solucién del polimero en cloroformo, estabilizada con Tween® 80.
Reproduciendo este método se logré una alta carga de farmaco en la solucién
precursora (15% w/w con relaciéon al peso del polimero). Ademas, la eficiencia de
encapsulacion obtenida fue del 88 + 7.2%, lo que resulté en una carga de fArmaco de
aproximadamente 12 * 1% w/w (Tabla 9), datos que concuerdan con resultados
previos 228, La carga de CIP obtenida fue mayor a la de estudios realizados por Dillen et
al?2%, quienes obtuvieron una eficiencia de encapsulacion de alrededor del 65% w/w

utilizando dnicamente Eudragit® RS100 en particulas sintetizadas mediante la técnica
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de emulsificacién y evaporacion de solvente w/o/w seguida de homogeneizacion a alta
presion. Sin embargo, lograron aumentar la carga de farmaco hasta el 70% w/w al
combinar Eudragit® RS100 con PLGA. Por otro lado, se han descrito particulas de
quitosano cargadas con CIP generadas mediante electroesprayado, las cuales
presentaron cargas de farmaco mas altas (alrededor del 15% w/w), pero con una
eficiencia de encapsulacion mas baja (76% w/w)?230, Hasta el momento, no se han
descrito estudios previos sobre la sintesis de particulas cargadas de CIP/RS100

obtenidas mediante electroesprayado.

A) | B)

®=1.75£0.4 um 50 ®=1.2+04 pm

Frecuencia (u.a.)

20 25
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b
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Fig 14. Morfologia de los materiales presentados. Micrografias electrénicas de barrido y su
respectiva distribucién de tamarfio (N = 200) de fibras RIF/RS100 (A, B); particulas CIP/RS100
(C,D); fibras decoradas con particulas RIF-CIP/RS100 (E,F); y seccién transversal de fibras
decoradas con particulas RIF-CIP/RS100 (G).

La decoracion de las fibras con particulas garantiza que ambos farmacos pueden
liberarse desde un Unico apoésito y con distintas cinéticas de liberacion. Las Fig. 14E y
14G muestran imagenes representativas de las fibras RIF-CIP/RS100, una en una vista
superior y otra de una seccion transversal, respectivamente. Fue necesario realizar
modificaciones en las condiciones de sintesis debido al uso del colector de tambor
giratorio, mas apropiado para la obtencidn de fibras decoradas con particulas. Por esta
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razon los didmetros promedio de las fibras cargadas con RIF (1.3 * 0.4 um) (Fig. 14F)
fueron menores a los obtenidos para las fibras sin decorar (Fig. 14B). El uso del colector
rotatorio permiti6 lograr una distribucién homogénea de particulas depositadas sobre
la matriz de fibras. En el caso de las particulas, los didmetros promedio (1.2 + 0.3 pum)
(Fig. 14F) en los apositos RIF-CIP/RS100 fueron muy similares a los obtenidos para las

microparticulas cargadas de CIP depositadas en el colector plano (Fig. 14D).

La eficiencia de encapsulacion de la RIF en las fibras depositadas en el tambor
colector resulté ser menor en comparacion con las fibras recuperadas en el colector
plano (Tabla 9). Esta ligera reduccion del 90% al 87.1% podria atribuirse al voltaje mas
bajo requerido en este caso para lograr un cono de Taylor estable. Se ha observado que
un aumento en el voltaje resulta en un mayor flujo de la disolucion entre la aguja y el
colector?31, Al aplicar un voltaje mas bajo para el tambor colector, la velocidad de flujo
de la disolucion se reduce, lo que prolonga el tiempo para que el fairmaco difunda y se
evapore desde la disolucién inicial, aumentando su pérdida en el trayecto desde la

jeringa al colector.

También se observé una disminucidon significativa en la eficiencia de
encapsulacion de CIP para las particulas depositadas en las fibras. Nuevamente, esto se
debe a que hay una mayor distancia entre la punta de la aguja y el colector, lo que
provoca una posible mayor difusién y evaporacion del fArmaco presente en el disolvente

en su vuelo desde la aguja hasta el colector.

Tabla 9. Parametros de sintesis y resultados de caracterizacion de los materiales

obtenidos
Voltaje  Distancia Diametro E.E.
(kv) (cm) (um) (%)
Fibras
RIF/RS100 15-19 15 1.7+0.4 90 + 2.8 2.2+0.08
Particulas
CIP/RS100 17-20 7 1.2+0.4 88+7.2 12+ 1.0
ng;kr){r;foo 9-13 15 13+04 87.1+76  0.60.1
RIF-CIP/RS100 Particulas
CIP/RS100 16-18 22 12403 561106 2.0+0.1
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El andlisis de FTIR se llevo a cabo para confirmar la presencia de RIF en las fibras
cargadas y una posible interaccion entre el farmaco y el polimero, sin embargo, solo se
detectaron vibraciones relacionadas con el Eudragit® RS100 en las fibras cargadas (Fig.
15A), probablemente debido a la baja concentracién del antibiético presente en las
fibras, que se encuentra por debajo del limite de deteccién de la técnica. También se
investigd la presencia de CIP e interacciones potenciales farmaco-polimero en las
particulas cargadas mediante andlisis de FTIR. La Fig. 15B, complementa los datos
presentados con los obtenidos en la Tesis doctoral de la Dra. Cristina Yus Argon?28, es
conveniente la comparacion con dichos resultados ya que muestran los espectros de
FTIR tipicos de las particulas de RS100, CIP libre y las microparticulas CIP/RS100. Se
pueden observar vibraciones caracteristicas de CIP a 1614 y 1283 cm~! debido a la
vibracion del grupo fenilo conjugado con -COOH y la vibracién de estiramiento del
enlace C-F, respectivamente?3Z, Para las particulas cargadas con CIP, se pueden observar
vibraciones relacionadas con el polimero a 1722 cm-! (estiramiento C=0), 1448 cm-1
(flexion asimétrica de CHz), 1384 cm-! (flexién asimétrica de CHs), 1144 cm™!
(estiramiento C-CO-C) y 1098 cm~1 (estiramiento C-N)233. Un pequefio pico a 1629 cm-1
confirmaria la presencia de CIP en las particulas. El desplazamiento significativo
observado para esta banda sugeriria interacciones farmaco-polimero, ya que los
compuestos acidos como el CIP interactiian con los polimeros de Eudragit® mediante
interacciones electrostaticas entre el grupo carboxilo del fairmaco y los grupos de
amonio cuaternario del polimero229, Se observaron resultados similares en el material
RIF-CIP/RS100 (Fig. 15C), en este caso, el espectro de FTIR muestra picosa 1622y 1596
cm-1, que estarian relacionados con la vibracién del grupo fenilo conjugado con -COOH
de CIP. La interaccion del antibiotico y el polimero también se confirmaria en este caso

por el desplazamiento en el nimero de onda observado.

En la Fig. 15D se muestran el perfil de liberaciéon de RIF y CIP del sistema RIF-
CIP/RS100. Alrededor del 95 % de CIP cargado se liber6 en las primeras 8 h para luego
estabilizarse a un nivel constante. La liberacion inicial estaria relacionada con la
disolucion y la rapida difusiéon del antibiético hidrofilico desde las particulas

superficiales en contacto con el medio de liberacidn acuoso. Esta cinética de liberaciéon
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es muy adecuada para erradicar primero las bacterias iniciales y prevenir su
colonizacion gracias a la liberacion rapida de CIP, mientras que la liberacion paulatina y
sostenida de la RIF podria prevenir el crecimiento de los supervivientes de la liberaciéon

inicial ademas de producir un efecto profilactico?13.
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Fig. 15 Comparacién de los espectros de FTIR de A) RS100, RIF y RIF/RS100; B) RS100,
CIPy CIP/RS100; C) RS100, CIP y RIF-CIP/RS100; y D) liberacién de farmacos de RIF-
CIP/RS100.

La liberacion de RIF en las primeras 8 h solo alcanz6 el 35 % del farmaco total
cargado y luego aument6 lentamente hasta alcanzar el 45 % después de 48 h,
probablemente debido a su baja solubilidad acuosa. Gracias a esto el apésito cargado
produce un efecto antibacteriano prolongado debido a la retencion de la RIF en las
fibras. La diferente solubilidad en agua de ambos antibioticos, asi como la diferente
morfologia de las particulas y de las fibras, influyen en el porcentaje de liberacion

observado. Ademas de la superior solubilidad en agua del CIP en comparacién con la
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RIF, la mayor relacion superficie-volumen de las particulas en comparacion con el de las

fibras, también facilitaria una liberacién mas rapida del CIP de la observada para la RIF.

I11.4.2 Actividad antibacteriana
111.4.2.1 Actividad bactericida de los antibiéticos libres

Como se mencioné anteriormente los resultados de la actividad bactericida de
ambos antibidticos contra S. aureus, como modelo de bacteria Gram-positiva, se
tomaron de la tesis de la Dra. Cristina Yus Argon228. Estos valores se analizaran
juntamente con la actividad bactericida contra E. coli, como modelo de bacteria Gram-
negativa. Los valores de la MIC y MBC se presentan en la Tabla 10. En el caso de S. aureus,
los valores tanto de la MIC como la MBC para el CIP se encuentran dentro del rango
descrito en estudios previos234, al igual que ocurre con los de la RIF235, Previamente se
ha descrito que CIP posee una fuerte actividad contra cepas de bacterias Gram-
negativas236. En concordancia con esto, los valores de MIC y MBC encontrados contra E.
coli son significativamente bajos. Aunque la membrana externa de las bacterias Gram-
negativas crea una barrera para moléculas polares, el CIP, un antibiético soluble en agua,
tiene la capacidad de atravesarla. Este efecto se debe a que el CIP interfiere con enzimas
esenciales para la replicacion del ADN bacteriano. A pesar de la barrera inicial, su
mecanismo de accion especifico le permite superarla, beneficiando su eficacia contra
bacterias como E. coli. Por otro lado, la RIF se utiliza principalmente para tratar
infecciones causadas por patdégenos Gram-positivos237, mostrando concentraciones
mas altas necesarias para inhibir el crecimiento o eliminar las bacterias Gram-
negativas238. Nuevamente, debido a la naturaleza no polar de RIF, su penetracién a
través de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas esté ampliamente

desfavorecida en comparacion con las bacterias Gram-positivas.
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Tabla 10. Valores de MIC y MBC de CIP y RIF libre (N=12)

S. aureus ATCC 25923 E. coli S17
MIC MBC MIC MBC
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
CIP 0.25 1.0 0.005 0.01
RIF <0.05 0.25 20 40

111.4.2.2 Sinergia de antibidticos

Como se mencion6 anteriormente, las combinaciones de antibiéticos para
reducir las dosis administradas intentan prevenir o retrasar la aparicion de
microorganismos patdgenos resistentes a los antibioticos. Debido a que la RIF provoca
la rapida generacién de resistencia, no debe usarse como monoterapia, por lo tanto, las
combinaciones con CIP podrian proporcionar un tratamiento eficaz a dosis mas bajas
de las requeridas para la monoterapia®’. Para evaluar la posible presencia de
sinergismo entre ambos antibidticos, se calculd el FICI (Fig. 16A-B). El valor de FICI de
ambos antibiéticos contra S. aureus fue de 0.10 y contra E. coli de 0.14. Estos indices
bajos (<0.5) indican que la combinacién se considera sinérgica?®®. Contra bacterias
Gram-positivas, la MIC de RIF se pudo reducir de 0.05 a 0.001 pg/mL (una reduccion de
50 veces) en combinaciéon con CIP, mientras que solo 0.02 pg/mL de CIP en la
combinacién exhibié el mismo efecto que 0.25 ug/mL de CIP solo (una reduccién de
12.5 veces). Contra E. coli, la concentracién de RIF se pudo reducir de 20 a solo 2 pg/mL
cuando se combind con 0.002 pg/mL de CIP. De acuerdo con estos resultados, la
concentracién de ambos antibidticos necesarios para inhibir el crecimiento bacteriano
Gram-positivo y Gram-negativo seria menor cuando se aplican simultaneamente que
cuando se usan de forma independiente. Por lo tanto, la terapia de combinacién
propuesta en esta tesis reduciria las dosis necesarias para eliminar la microbiota

polimicrobiana patégena.
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Fig. 16 Prueba de Concentracion Inhibitoria Fraccional para A) S. aureusy B) E. coli;

actividad bactericida de una mezcla de dosis equivalentes de los farmacos libres y el

sistema RIF-CIP/RS100 contra C) S. aureusy D) E. coli. (*p< 0.05; **p < 0.01; ****p <
0.0001). El circulo azul representa la MIC de CIP, mientras que el circulo rojo representa

la MIC de RIF y el circulo morado destaca el efecto sinérgico observado.

111.4.2.3 Actividad bactericida del sistema

Previamente, en la literatura, se han reportado apdsitos cargados con diferentes
medicamentos. Por ejemplo, se preparé un sistema compuesto por fibras cargadas con
el antibiético mupirocina y fibras cargadas con el anestésico lidocaina mediante un
electrohilado doble24l, El anestésico lidocaina también se cargdé con tetraciclina
mediante impresion electrohidrodindmica coaxial?42. Sin embargo, solo un trabajo
describid la sintesis de fibras cargadas con dos antibioticos, sulfato de gentamicina (GS)
y CIP?43, En ese estudio, las fibras cargadas con ambos farmacos mostraron una

liberacion completa de gentamicina en 6 dias y una liberacion sostenida de CIP durante
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mas de tres semanas, lo que resulté en una reduccion significativa en el nidmero de
bacterias en el lecho de la herida en un modelo de quemadura profunda infectada con
P. aeruginosa. La liberacion rapida de GS y la liberacién prolongada de CIP aceleraron el
proceso de cicatrizacion de la herida al controlar la infeccién en heridas causadas por

quemaduras profundas.

Se evalu¢ el efecto inhibidor y bactericida del sistema RIF-CIP/RS100 frente a las
cepas de S. aureusy E. coli. La Fig. 16C-D muestra la actividad antimicrobiana en funcién
de la concentracion del aposito (peso total de las fibras en el volumen del medio donde
se encuentra el indculo bacteriano) y se compara con mezclas de dosis equivalentes de
los antibidticos libres. La concentracién de cada uno de los antibiéticos en la mezcla fue
igual a la concentracidn liberada por el sistema combinado RIF-CIP/RS100 en 24 h. Se
necesitaron 0.05 mg/mL de apdsito RIF-CIP/RS100 para inhibir el crecimiento de S.
aureus y E. coli. Segun los estudios de liberacion de antibioticos, este sistema liberaria
0.90 y 0.12 ug/mL de CIP y RIF, respectivamente, después de 24 h en contacto con el
medio de cultivo. Para erradicar por completo ambas cepas bacterianas, fue necesario
utilizar 0.1 mg/mL del sistema RIF-CIP/RS100, que, segin el analisis cinético de
liberacion del farmaco, liberaria 1.9 y 0.25 pg/mL de CIP y RIF, respectivamente,
después de 24 h. Aunque la concentracion de CIP liberada por el sistema fue mucho
mayor que la requerida de los antibioticos libres para erradicar S. aureus y E. coli, 1a
concentracién de RIF liberada necesaria para lograr una erradicacion completa se
redujo considerablemente contra la bacteria Gram-negativa, mientras que se mantuvo
similar contra la bacteria Gram-positiva. Esta reduccion de dosis necesaria para
erradicar por completo las bacterias patégenas al combinar tanto RIF como CIP en el
mismo apoésito superaria a la aplicacién de ambos antimicrobianos por separado como

monoterapia, al tiempo que prevendria la seleccion evolutiva de cepas resistentes.

111.4.2.4 Evaluacion de la actividad antibiofilm del sistema RIF-CIP/RS100
Como se mencion6 anteriormente, después de una contaminacion inicial en una

herida, las poblaciones microbianas pueden colonizarla y muchas especies pueden

asociarse formando biofilms. Se ha observado que la erradicaciéon de bacterias en un

biofilm (forma sésil) requiere dosis de antibioticos hasta 1000 veces superiores a las
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necesarias para eliminar las bacterias en su forma plancténica244. Ademads, es
importante destacar que las heridas crénicas suelen estar colonizadas por multiples
especies bacterianas, y los biofilms resultantes pueden contener tanto bacterias Gram-
positivas como Gram-negativas, asi como hongos?45. Se probd la capacidad antibiofilm
del sistema RIF-CIP/RS100 contra biofilms de S. aureus (Fig. 17A), mostrando su
capacidad para inhibir la formacién de estos. Se realiz6 una comparacién entre el
sistema RIF-CIP/RS100 y la mezcla de los antibiéticos en su forma libre, utilizando las
mismas concentraciones que son liberadas por el sistema en un periodo de 24 h. La
combinaciéon de los antibiéticos sin encapsular no logré prevenir la formaciéon de
biofilms de S. aureus y E. coli, incluso cuando se utiliz6 una concentraciéon equivalente a
la cantidad de ambos antibioticos liberados por 4 mg del apésito en 1 mL del medio
bacteriano. Estas concentraciones son mas altas que las necesarias para eliminar
bacterias planctonicas, resultados que se esperaban, ya que, como se dijo
anteriormente, las cepas de S. aureus formando biofilms pueden ser hasta 1000 veces
menos susceptibles a los antibioticos que sus contrapartes planctonicas?46. Por otro
lado, solo se necesitaron 1 mg/mL de fibras RIF-CIP/RS100 para evitar la formacion de
biofilms de S. aureus y 2 mg/mL del sistema fueron suficientes para erradicar los
biofilms preformados (Fig. 17B). La interaccién entre el polimero cationico y el biofilm
bacteriano podria ser responsable del rendimiento 6ptimo del sistema. Muchos de los
componentes del biofilm, asi como el envoltorio celular bacteriano, tienen una carga
negativa en general, por lo que se podria establecer una fuerte interaccion electrostatica
con los grupos de amonio cuaternario de la superficie polimérica de Eudragit®246. En
estudios anteriores se demostrd que se necesita un contacto directo entre los patégenos
y las fibras poliméricas para ejercer una fuerte accion bactericida lo cual seria

corroborado por estos resultados247.

En el caso de inhibicion de biofilm de E. coli, el comportamiento de los fairmacos
libres y el apdsito RIF-CIP/RS100 fue similar a pesar del diferente método experimental
utilizado (Fig. 17C). Este resultado indicaria que el dafio celular de E. coli puede afectar
negativamente la adhesion celular, que representa el primer paso en la formacién de

biofilms248, Como se ha mencionado anteriormente, E. Coli siendo motil forma el biofilm
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en la interfase aire-liquido, por lo que en este caso no se forma adherido fuertemente a

las superficies. Por otro lado, se necesit6 una concentraciéon de antibiético superior

liberado por el sistema en comparacion con las dosis equivalentes de los farmacos libres

para erradicar los biofilms preformados de E. coli (Fig. 17D). Este resultado podria estar

asociado a uno de los componentes extracelulares del polimero del biofilm, la poli §3-

1,6-N-acetil-D-glucosamina, que dificultaria la adhesién a la superficie del sistema

retrasando la accién de los antibiéticos?4%, ademas de la propia naturaleza de este tipo

de biofilms que flotan en dicha interfase.
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Fig. 17 Actividad antibiofilm de la combinacién de RIF y CIP libre, y de RIF-CIP/RS100

contra S. aureus: A) inhibicion de la formacion del biofilm, B) erradicacién del biofilm

preformado maduro y contra E. coli S17: C) inhibicién de la actividad del biofilm, D)
erradicacion del biofilm preformado maduro. (*p< 0.05; **p < 0.01; ****p < 0.0001).
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I11.4.2.5 Citotoxicidad celular

Un apésito para heridas no deberia tener un impacto negativo en las células
regenerativas que participan en el proceso de curacidon de heridas. De acuerdo con la
norma ISO 10993-5:2009%%, se considera que un compuesto es citocompatible cuando
la viabilidad celular se mantiene por encima del 70%. Para evaluar la
citocompatibilidad del apdsito desarrollado, se seleccionaron queratinocitos HaCat,
fibroblastos dérmicos humanos y macréfagos J774. La Fig. 18 muestra el porcentaje de
células viables después de estar expuestas a una mezcla de los farmacos libres (Fig.
18A), al ap6sito RS100 sin antibiotico (Fig. 18B) y al aposito RIF-CIP/RS100 (Fig. 18C)
después de 24 h de contacto.

En todos los casos, la viabilidad celular de las tres lineas celulares fue igual o
superior al 70% en las concentraciones probadas. La concentracién maxima de peso
probada fue de 2 mg por cada mL del medio de cultivo, el doble de la concentracion
necesaria para erradicar por completo los biofilms preformados de S. aureus. Por otro
lado, es 40 veces mayor que la concentracién necesaria para evitar la formaciéon de
biofilms de E. coli y 4 veces mayor que la concentracién necesaria para erradicar los
biofilms de E. coli ya formados. Por lo tanto, el sistema final RIF-CIP/RS100, sintetizado

en esta tesis se considera no citotéxico para las lineas celulares estudiadas.
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Fig. 18 Viabilidad de las células de queratinocitos HaCat, fibroblastos dérmicos
humanosy macréfagos J774 después del tratamiento durante 24 h con A) RIF/CIP libres
combinados RIF-CIP, B) sistema RS100 y C) sistema RIF-CIP/RS100.

II1.5 Conclusiones

En este capitulo, se desarrollaron apdésitos consistentes en fibras de Eudragit®
RS100 electrohiladas conteniendo RIF decoradas con microparticulas de Eudragit®
RS100 electroesprayadas cargadas con CIP, con el objetivo de explorar su potencial
aplicacién como terapia de segunda linea en el tratamiento de heridas infectadas para
aquellos casos en los que el primer tratamiento fracase. Se ha observado una sinergia
entre ambos antibiéticos. Ademas, el sistema desarrollado presenta una liberaciéon
inicial rapida, seguida de una liberacion sostenida a lo largo del tiempo, gracias a la
presencia de los antibidticos en las fibras o en las microparticulas. Los apdsitos
cargados con antibidticos han demostrado ser eficaces en la erradicacion de bacterias

tanto Gram-positivas como Gram-negativas en sus formas plancténicas y sésiles.

Se ha observado que la naturaleza cationica del apoésito polimérico puede
desempefiar un papel crucial en su acciéon antimicrobiana que es superior en

comparacion con los mismos antibidticos en forma libre, lo cual respalda la importancia
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del contacto directo para ejercer una fuerte actividad antimicrobiana. Ademas, este
apdsito ha demostrado ser biocompatible, ya que en la misma concentracion elimina las

bacterias sin causar dano a diferentes lineas celulares eucariotas.

Es importante destacar que, si bien la terapia tépica con antibidticos no se
recomienda generalmente en heridas abiertas, el aposito RIF-CIP/RS100 descrito en
este estudio podria considerarse como una opcién de tratamiento de segunda linea
especificamente para heridas infectadas que no responden al tratamiento inicial
convencional. Sin embargo, es fundamental realizar un seguimiento cuidadoso a largo
plazo de la eficacia de eliminacion de estas combinaciones de antibiéticos para evitar

posibles interacciones negativas.
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IV.1 Introduccion

A pesar de la alta eficacia de los antibidticos actualmente disponibles, las
bacterias han desarrollado resistencia a la presion selectiva de los mismos a través de
diversos mecanismos, los cuales fueron abordados previamente en el capitulo I. Como
resultado, la accién terapéutica de los antibioticos cominmente utilizados se ha visto
reducida progresivamente, mientras que las bacterias multirresistentes y

panresistentes se propagan rapidamente a nivel mundial2>1.

Para tratar de reducir los efectos de la resistencia bacteriana, los nanomateriales
han desempefiado un papel destacado en los avances de la terapia antimicrobiana, ya
que son capaces de aumentar la eficacia y biodisponibilidad de los antibidticos
existentes a través de la vectorizacion y de su administracién localizada. Ademas,
algunos nanomateriales, como las nanoparticulas metdlicas, tienen mecanismos de
accion antimicrobianos intrinsecos?52. La terapia antimicrobiana basada en
nanomateriales ofrece multiples beneficios al combinar el uso de estos como
portadores de agentes antimicrobianos con su propia actividad antimicrobiana
intrinseca. Estos beneficios incluyen mecanismos de acciéon multiples que reducen las
probabilidades de desarrollo de resistencias. Las nanoparticulas, como portadoras de
agentes antimicrobianos, pueden mejorar la eficacia terapéutica al liberar la carga cerca
de las bacterias patégenas mediante grupos direccionadores que presentan tropismo.
La mayor accion antimicrobiana de las nanoparticulas poliméricas funcionalizadas en
superficie con anticuerpos y cargadas con farmacos, en comparaciéon con dosis
equivalentes del fairmaco libre correspondiente, se atribuye a la afinidad de las
biomoléculas dirigidas hacia los receptores sobreexpresados en la superficie de las
células bacterianas?253. La selectividad hacia las células bacterianas se logra mediante el
uso de diferentes biomoléculas direccionadoras, tanto naturales como sintéticas, que
incluyen péptidos, aptameros, carbohidratos, membranas celulares, anticuerpos
monoclonales, policlonales y recombinantes254. Dicha selectividad se ha utilizado en la
identificacion y diagndstico de cepas bacterianas patégenas especificas, asi como para

aumentar la eficacia terapéutica de los tratamientos antimicrobianos.
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Como se mencionod anteriormente, S. aureus es una de las bacterias nosocomiales
comensales comunes que puede volverse patdgena. Las infecciones asociadas a
implantes, la endocarditis, las infecciones de la piel y de tejidos blandos, la neumonia,
la osteomielitis e incluso la bacteriemia son manifestaciones clinicas habituales de su

virulencia?55.

Se han desarrollado nanoparticulas funcionalizadas con anticuerpos especificos
dirigidos a los epitopos de S. aureus con el objetivo de detectar su presencia para el
desarrollo de diversos tipos de sensores. Por ejemplo, se ha reportado sobre la
deteccion inmunomagnética mediante dispersion Raman amplificada por la superficie
(de su acrénimo en inglés SERS, Surface-enhanced Raman spectroscopy) utilizando
nanoparticulas magnéticas recubiertas de oro en suspensiones bacterianas mediante el

uso de anticuerpos monoclonales como agentes de reconocimiento selectivo2>6.

Las nanoparticulas inmunomagnéticas también se han utilizado para capturar y
concentrar S. aureus MRSA a partir de hisopos nasales humanos utilizando un
dispositivo microfluidico para, posteriormente, identificar la cepa utilizando un
anticuerpo funcionalizado con enzimas especificas para su deteccion electroquimicazs7.
Se ha investigado ampliamente la deteccién y el tratamiento antimicrobiano
simultaneos mediante el uso de nanoparticulas teranosticas. Un ejemplo de ello es el
estudio realizado por Huo et al2°8 en el que se funcionalizaron nanoparticulas de
oro/plata con anticuerpos monoclonales anti-MRSA y se utilizaron como agentes de
contraste para tomografia computarizada (CT) en modelos de ratones con neumonia
causada por MRSA asociada a respiradores mecanicos, demostrando una eficiente
inhibiciéon de la proliferacion bacteriana in vivo. También se han utilizado
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con anticuerpos anti-proteina A para la
erradicacion selectiva de S. aureus, mediante hipertermia magnética en el tratamiento
de heridas infectadas que no cicatrizan2s?, asi como en terapia fototérmica, solas o en

combinacién con antibidticos?260.

Otra estrategia utilizada para aumentar la selectividad frente a bacterias cuando
se cultivan junto a células eucariotas, es el uso de nanoparticulas metalicas

funcionalizadas con anticuerpos anti-MRSA y conjugadas con fotosensibilizadores
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aplicadas en terapia fotodindmica2¢l. Ademas de las nanoparticulas metalicas, se han
utilizado sistemas inorganicos como las nanoparticulas de silicio poroso cargadas con
vancomicina y funcionalizadas con un péptido ciclico selectivo de 9-aminodacidos
(CARGGLKSC), que han demostrado una mejor biodisponibilidad y selectividad frente a
S. aureus en un estudio in vivo%62, También se han utilizado estrategias basadas en
nanoparticulas poliméricas para administrar antibiéticos de manera selectiva contra S.
aureus. Siguiendo este enfoque, se cargaron nanoparticulas de acido polilactico-co-
glicolico (PLGA) y polietilenglicol (PEG) con RIF y se funcionalizaron en la superficie
con anticuerpos anti-proteina A, los cuales se utilizaron como ligandos de
direccionamiento y reconocimiento. Esta estrategia demostr6 una mayor eficacia
terapéutica en un modelo murino de infeccidn, inducido mediante la implantacion de
injertos vasculares infectados conteniendo biofilm subcutaneos?63. En comparacion
con las nanoparticulas metdlicas o inorgdnicas, las nanoparticulas poliméricas
presentan una liberacidn controlada y sostenida del antimicrobiano encapsulado.
Ademas, muestran propiedades fisicas y quimicas ajustables que permiten degradacion
tanto enddgena (por ejemplo, enzimatica, hidrolitica, sensible al pH o glutatiéon) como
exdgena (activada por luz, magnética, sensible a ultrasonidos, entre otras). Estas
nanoparticulas ofrecen una flexibilidad de disefio basada en su facil funcionalizacién
superficial, la disponibilidad de diversos polimeros naturales y sintéticos, y una

variedad de métodos de sintesis macromoleculares.

Sin embargo, la escasez de estudios sobre nanoparticulas poliméricas resalta la
necesidad de una investigacion mas amplia en esta drea, lo que representa una
oportunidad para una exploracién extensa de aplicaciones dirigidas. Con el
direccionamiento y la liberacion de antibidticos localizada se consigue hacer un uso mas

racional de los antibiéticos y reducir la potencial aparicion de resistencias.

En resumen, se ha logrado con éxito el tratamiento de infecciones bacterianas
aprovechando la selectividad bioldgica de los anticuerpos por si mismos (por ejemplo,
Panobacumab, Tefibazumab, etc.), los conjugados anticuerpo-antibiotico26* y las
nanoparticulas funcionalizadas con anticuerpos cargadas de antibidticos262263, que se

dirigen a epitopos especificos en las bacterias. Sin embargo, algunas bacterias
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patdégenas tienen la capacidad de llevar a cabo su ciclo de vida intracelularmente en
células fagociticas. En estos casos, el patégeno permanece en el sistema endosémico-
lisosémico, lo que dificulta el reconocimiento por parte de los anticuerpos. S. aureus,
por ejemplo, es un patdgeno facultativo comensal que realiza parte de su ciclo de vida
intracelularmente®>. Ademas de infectar células no fagociticas, la persistencia
intracelular de S. aureus se atribuye a pequefas colonias que se han adaptado
fenotipicamente llamadas small colony variants*®. Se ha propuesto que estas colonias
bacterianas intracelulares persistentes (persisters) actian como reservorios para
episodios recurrentes de infeccién y contribuyen al fracaso del tratamiento2¢?. Como ya
se menciond anteriormente, las infecciones son generalmente de naturaleza
polimicrobiana268269, Por lo tanto, al abordar estas infecciones, los tratamientos
antibidticos o antisépticos deben tener en cuenta las interacciones de la comunidad
microbiana, que involucra tanto a las bacterias patdgenas como a las comensales, asi

como a todos aquellos patégenos que viven parte de su ciclo de vida intracelularmente.

IV.2 Objetivo

El objetivo del trabajo reportado en este capitulo es el de evaluar la eficacia y
selectividad de nanoparticulas funcionalizadas con anticuerpos que transportan
antibidticos especificamente dirigidos hacia S. aureus en diferentes formas bacterianas:
planctdnica, sésil e intracelular. Se utilizara un modelo de cocultivo de E. coli y S. aureus
para demostrar la selectividad del anticuerpo, asi como un modelo de macro6fagos
infectados para mostrar la capacidad de dirigirse a las células bacterianas
intracelulares. Aunque anteriormente se ha mencionado que el uso de RIF no se
recomienda como monoterapia en el tratamiento de bacterias formadoras de biofilm
debido a la alta probabilidad de desarrollar resistencias, en este capitulo se utilizara
como antibidtico modelo para analizar exclusivamente la eficacia de las nanoparticulas
dirigidas en comparacion con las no funcionalizadas. Se han seleccionado
nanoparticulas de PLGA debido a sus propiedades adecuadas para la aplicacion, ya
mencionadas en los capitulos anteriores, que incluyen biodegradabilidad fisiolégica,
capacidad de internalizacion celular y liberacion controlada del farmaco. Al

funcionalizarlas con un anticuerpo selectivo se consigue selectividad local, evitdndose
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efectos secundarios y una consecuente reduccion de la probabilidad de desarrollar
resistencias. Estas caracteristicas hacen de las nanoparticulas de PLGA funcionalizadas
con anticuerpos una opcién prometedora para el transporte eficiente y especifico de los

antibioticos hacia las bacterias objetivo.

IV.3 Sintesis de particulas y su caracterizacion
1V.3.1 Sintesis de copolimero, nanoparticulas, funcionalizacion y
caracterizacion

Para obtener las nanoparticulas poliméricas, primero se sintetizé un copolimero
de PLGA en presencia de N-hidroxisuccinimida (NHS). Luego, se disolvié nuevamente e
incub6 con NH2-PEG-biotina durante una noche para formar el compuesto etiquetado
como PLGA-PEG-biotina. Ambos compuestos fueron analizados mediante
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (H-NMR) para su caracterizacion. Una
vez obtenido el polimero, se procedi6 a la sintesis de las nanoparticulas cargadas con
RIF y sin carga a través del método de nanoprecipitacion. Posteriormente, se llevo a
cabo la funcionalizacién con el anticuerpo biotinilado anti-Staphylococcus aureus
mediante el sistema de Avidina-Biotina. La descripcion esquematica del sistema
conjugado formado mediante la funcionalizacion superficial de las nanoparticulas de
PLGA-PEG-biotina con el anticuerpo anti-S. aureus biotinilado se encuentra en la Fig.
19Ay el proceso de sintesis y las condiciones utilizadas se detallan en el Anexo I para

su referencia.

Una vez sintetizadas las nanoparticulas, se determindé su tamafio mediante
espectroscopia de dispersion de luz (DLS) y se midié su potencial zeta mediante la
técnica de dispersion de luz electroforética. Ademas, se analiz6 su morfologia a través
de microscopia SEM y se evaluaron la carga de fAirmaco y los perfiles de liberaciéon
mediante espectrofotometria UV-Vis. Para estudiar las interacciones quimicas entre los
componentes de las nanoparticulas, se empled espectroscopia infrarroja por FTIR.
También se realizé un ensayo de proteinas BCA para determinar la presencia de la
avidina y del anticuerpo en las nanoparticulas. Todos los equipos, procedimientos y
métodos de preparacién de muestras para estas caracterizaciones se encuentran

descritos en detalle en el Anexo I.
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1V.3.2 Caracterizacion bioldgica

Se evalué la actividad antibacteriana de la RIF libre frente a S. aureus ATCC 25923
como modelo de bacteria Gram-positiva y contra la cepa E. coli S17 como modelo de
bacteria Gram-negativa. También se investig6 la actividad antibacteriana de las NPs
PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo en concentraciones que oscilaban entre
0.1-2 pg/mL. Ademas, se realizé un co-cultivo de ambas bacterias para evaluar la
actividad antimicrobiana de las NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo en
concentraciones de 0.2 a 2 ug/mL durante 24 h. Los procedimientos experimentales

utilizados se detallan en el Anexo I.

Se analizé el efecto de las NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo en
concentraciones de 0.5 a 2 pg/mL para la inhibicién y disrupcion del biofilm. Esta
evaluacion incluy6 la incubaciéon y conteo de células bacterianas, asi como la
visualizacién de dichos efectos mediante microscopia SEM y confocal. Ademas, se llevo
a cabo un estudio de citotoxicidad de las NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-
Anticuerpo en cultivos de macrofagos ]774, utilizando concentraciones de

nanoparticulas entre 0.2 y 2 pg/mL.

Se investigo la eficacia de las NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo
(0.2 pg/mL) en infecciones intracelulares, utilizando un modelo de infecciéon con
macrofagos J774 infectados con S. aureus, E. coli y en un cocultivo de ambas bacterias.
También se evalud la viabilidad de los macréfagos después de la infeccion mediante
microscopia confocal, utilizando el kit de viabilidad/citotoxicidad Live/Dead para
células de mamiferos. Todos los equipos, procedimientos y detalles necesarios para

estas investigaciones se encuentran descritos en el Anexo I.
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IV.4 Resultados y discusion

IV.4.1 Caracterizacion de las nanoparticulas

Los resultados del analisis de H-NMR mostraron la correcta incorporacién de
NHS al polimero de PLGA terminado en acido (Fig. 19B) y su posterior conjugacion a
NH2-PEG-biotina, lo que resulta en la formacion del copolimero PLGA-PEG-biotina (Fig.
19C). Las seiales caracteristicas de PLGA estan presentes en ambos espectros de H-
NMR. La sefial a 1.5 ppm esta relacionada con el grupo CHs del acido lactico, y las
vibraciones a 4.8 y 5.2 ppm se atribuyen al CH del acido lactico y al CHz del acido
glicdlico, respectivamente, de acuerdo con la literatura previa279. El pico a 2.8 ppm en la
Fig. 19B confirma la activacion de los grupos de Aacido carboxilico del PLGA
obteniéndose un derivado de NHS-éster utilizado en la conjugacion de la amina-PEG-
biotina a través de un enlace amida covalente. Los picos a 1.2 y 3.5 ppm se detectan
debido al éter dietilico residual utilizado en la sintesis. En la Fig. 19C, se puede observar
una nueva sefial a 3.6 ppm, atribuida a la cadena CH:z de la cadena de PEG que confirma
la formacién del copolimero PLGA-PEG. Los picos de biotina estan en su mayoria ocultos
por las sefales de la cadena polimérica, pero se pueden detectar dos picos con una sefial
débil a 4.3 ppm, confirmando la presencia de biotina. La cantidad molar de PEG en el
sistema PLGA-PEG se estim6 a partir del drea bajo los picos y el valor calculado fue de
aproximadamente 14 mol.%. Se utiliz6 avidina como conector para unir el anticuerpo
anti-S. aureus biotinilado comercialmente disponible a las NPs biotiniladas sintetizadas

para aprovechar la fuerte interaccién no covalente entre avidina y biotina.
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Fig. 19 A) Descripcion esquemadtica del sistema conjugado formado mediante la
funcionalizacion superficial de las nanoparticulas de PLGA-PEG-biotina con el
anticuerpo anti-S. aureus biotinilado. Caracterizacién de las nanoparticulas. Espectros
de H-NMR de B) la incorporacion de NHS al polimero de PLGA terminado en dcido y de
C) la conjugacion del polimero de PLGA modificado a NHz-PEG-biotina. Micrografia SEM
e histograma de distribucién de tamarios de (N=100) D) las NPs de PLGA-PEG-biotina, E)
las NPs de PLGA-PEG-RIE Y F) de las NPs de PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo. G) Espectros de
FTIR de RIE NPs no cargadasy NPs cargadas con RIE H) Perfil de liberacion de RIF de
NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo (n = 3).
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La Tabla 11 recopila la caracterizacidn fisicoquimica de las NPs cargadas con RIF
y las NPs vacias en dispersiéon acuosa a un pH de 6.5. Se observa, que el tamafo
hidrodindmico promedio aumenta en las NPs no cargadas después de la conjugacién
avidina-biotina, debido a la aglomeracion incipiente causada por el conector (avidina).
Sin embargo, los resultados del potencial zeta indican que la suspensiéon coloidal se
mantiene estable con valores entre -22 y -50 mV a pH neutro. La interaccion
supramolecular entre la avidina cargada positivamente y las NPs cargadas
negativamente y funcionalizadas con biotina podria ser responsable de la aglomeracién
observada, como se ha descrito previamente en la literatura2’l. Sin embargo, esta
aglomeracion es reversible mediante sonicaciéon o agitacién. La avidina es un
homotetramero con cuatro subunidades idénticas que muestran una alta afinidad con
hasta cuatro moléculas de biotina, lo que podria explicar el aumento en los tamafios de
particula observado. Este aumento de tamafio no se observa en las NPs PLGA-PEG-RIF-
Anticuerpo, posiblemente debido a la competencia del anticuerpo biotinilado presente
en la superficie de las NPs por los sitios de unién de la avidina, lo que reduce la
aglomeracion. Los resultados del potencial zeta mostrados en la Tabla 11 también
demuestran la efectiva funcionalizacion de las NPs, evidenciada por una disminucién en
el valor del potencial zeta después de la conjugacidon con avidina, lo que neutraliza
parcialmente la carga superficial negativa de las nanoparticulas. A través del ensayo
BCA, se determin6 que la eficiencia de funcionalizacion con avidina durante el proceso

de sintesis fue del 75 + 5 % en peso.

Una vez completada la conjugacidn, las particulas se cargaron con el anticuerpo
policlonal, logrando una eficiencia de funcionalizacién del 64 * 2 % en peso. Las Fig.
19D-F muestran imagenes SEM representativas de las NPs de PLGA-PEG-biotina y las
NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo, junto con la distribucién de tamafios
de cada tipo de particula. Estos tamafios coinciden con las medidas realizadas por DLS,
teniendo en cuenta que el didmetro de las particulas puede ser ligeramente mayor
debido a la aglomeracién causada por el proceso de secado durante la preparacion de
las muestras para su andlisis mediante SEM. Nuevamente, se observaron tamafios

mayores en las NPs después de la conjugacién avidina-biotina (Fig. 19G) debido a la
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aglomeracion inducida por la avidina, que, como ya se menciond, puede unirse con
hasta 4 moléculas de biotina. Sin embargo, esta aglomeracién se redujo después de la
conjugacién con el anticuerpo mediante una agitacion intensa durante el proceso de
union, lo que resulto en NPs mas pequeinias y monodispersas (Fig. 19H). La RIF tiene dos
pKa debido a su naturaleza de zwitteridon (con pKa 1.7 relacionado con el grupo 4-
hidroxi y pKa 7.9 relacionado con el nitrégeno de la piperazina en posicion 3), lo que
implica que a pH neutro el nitréogeno de la piperazina proporcionara a la molécula una

carga positiva que interactuaria con el PLGA cargado negativamente.

Tabla 11. Caracterizacion de las nanoparticulas: tamafo, potencial zeta (a pH 6.5) e
indice de polidispersidad (PDI) determinados por DLS. Los resultados se expresan

como media * desviacidn estandar de cuatro medidas de tamafio y potencial zeta

Potencial ¢

Tipo de particula

(mV)
PLGA-PEG-Biotina 102 +2 -51+2 0.22 +0.03
PLGA-PEG-Biotina-Avidina 224 + 24 -33+1 0.21+0.07
PLGA-PEG-Biotina-Avidina-Anticuerpo 20319 301 0.20 £ 0.07
PLGA-PEG-Biotina-RIF 192 +£13 -41+2 0.10+0.03
PLGA-PEG-Biotina-Avidina-RIF 218+ 19 -24+2 0.22 +0.10
PLGA-PEG-Biotina-Avidina-RIF- Anticuerpo 190 £ 17 -22+1 0.21 £ 0.05

La Fig. 19F muestra los espectros de FTIR del antibiotico libre y de las particulas
cargadas y no cargadas. Se observa una clara sefial a 1230 cm! en las nanoparticulas
cargadas con RIF que no esta presente en las no cargadas, lo que confirma la presencia
del antibiotico en las particulas. Este pico se atribuye a las bandas de estiramiento
asimétrico de los grupos C-O-C en el antibi6tico?72. El desplazamiento observado en el
pico podria ser resultado de la interaccion quimica entre el antibidtico y las

nanoparticulas, la cual seria responsable de una liberacién sostenida en el tiempo.

También se observaron las bandas de vibracion caracteristicas del PLGA en

1090-1170 cm-1, atribuidas al estiramiento C-O-C, y en 1130 cm, atribuidas a la
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vibraciéon de balanceo del CH3%73. También se detectaron las bandas de vibracion
caracteristicas del RIF en 1365 cm™1, relacionadas con las vibraciones CHz y C=C, en
1060 cm™1, relacionadas con los enlaces quimicos -CH, CO y C-H, y en 987 cm~! (=C-H,
C-H) en acuerdo con la literatura previa274. A pesar de esta interaccion, la actividad de
RIF se mantuvo después de la encapsulaciéon, como se corroboré en estudios

posteriores de eficacia antimicrobiana.

La carga de RIF en las NPs PLGA-PEG-RIF sin anticuerpo fue del 2.6 %, mientras
que las NPs funcionalizadas con el anticuerpo mostraron un DL de RIF del 0.9 %. La
carga de farmaco en derivados de PLGA puede verse afectada por varios factores, como
la masa molar, la arquitectura de la cadena y la naturaleza de los grupos terminales. La
capacidad de carga reducida de las NPs PLGA-PEG-RIF podria atribuirse al hecho de que
el sistema PLGA-PEG tiene una masa molar alta, lo que resulta en interacciones
limitadas entre los grupos carboxilicos no enlazados restantes de PLGA después del
acoplamiento con el PEG y los grupos amino de RIF. Esto limitaria la captura de

cantidades significativas del antibiotico275276,

En el caso de las NPs funcionalizadas, otra explicacién posible es la pérdida de
RIF durante el proceso de funcionalizacion con el anticuerpo y los lavados
subsiguientes. Es bien sabido que una fraccion de los farmacos atrapados en las
matrices de PLGA permanece en la capa mds externa de las NPs y produce una
liberacion inicial rapida. Posteriormente, la liberacidn del fArmaco atrapado restante se
regula mediante la erosion gradual de la matriz y la difusion del farmaco, lo que confiere
al sistema la capacidad de una liberacion sostenida. La cinética de liberacion de RIF (Fig.
19G) mostr6 una fase inicial de liberacidn rapida antes de la funcionalizacién con el
anticuerpo, posiblemente atribuida a la liberacién de RIF desde la capa mas externa de
las NPs. Tras la funcionalizacion de la superficie, se observé una liberacién lineal, lo cual
sugiere que, durante la funcionalizacion con el anticuerpo, se eliminé todo el antibi6tico
presente en la superficie externa de las NPs y la cantidad de RIF medida se atribuye a la
difusion del farmaco desde el interior de las NPs después de la hidrdlisis y erosion de la

matriz de encapsulaciéon. A pesar del DL reducido, la elevada eficacia de la RIF es
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suficiente para ejercer una alta accion antimicrobiana, incluso a concentraciones muy

bajas, como se demostrara las secciones siguientes.

IV.4.2 Actividad bactericida

Se evaluaron los efectos bactericidas de las nanoparticulas sintetizadas en
cultivos planctonicos de E. coli, S. aureus y en un cocultivo de ambas cepas bacterianas.
Ademas, se realizaron pruebas en modelos de biofilm de ambas bacterias cultivadas de
forma individual y en un biofilm mixto. La Fig. 20 muestra la actividad antimicrobiana
y los resultados de susceptibilidad in vitro de dosis equivalentes de RIF libre y
encapsulado frente a ambos tipos de modelos bacterianos y en cocultivo.

La RIF libre (Fig. 20A y 20B) mostr6 una accién antimicrobiana superior contra
las bacterias Gram-positivas, lo cual concuerda con la literatura previa donde
generalmente se establece que la RIF es bacteriostatico contra E. coli y bactericida
contra S. aureus?’?. Los valores de MIC y MBC contra S. aureus fueron de 0.05 y 0.125
ug/mL, respectivamente, en acuerdo con nuestros resultados previos23>. Por otro lado,
se requirieron concentraciones de 6 y 40 pg/mL para lograr la inhibicion y la accién
bactericida contra E. coli (Fig. 20B). La superioridad en la accidon antimicrobiana de la
RIF contra bacterias Gram-positivas es consistente con otros informes previos278279 y
se atribuye a su reducida capacidad de penetracion a través de la membrana
lipopolisacarida externa de las bacterias Gram-negativas como se ha mencionado

anteriormente.

Considerando las relaciones MIC/MBC para la RIF contra ambas especies
bacterianas, podemos definir su accién como bacteriostatica (es decir, MBC/MIC > 4).
El efecto en bacterias Gram-positivas se muestra en la Fig. 20C, donde se observa una
diferencia en la eficacia de las NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo. Las
inmunonanoparticulas demostraron una accién antimicrobiana mejorada con dosis
equivalentes del antibiético cargado, lo que demuestra la importancia del agente de
direccionamiento. A una concentracion de 0.2 pg/mL, se logré la erradicacion
bacteriana completa con las NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo, mientras que a la misma

concentracion solo se observé una reduccién de 5 logaritmos para las NPs PLGA-PEG-
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RIF sin anticuerpo. Como se mencion6 anteriormente, la RIF inhibe la ARN polimerasa

dependiente de ADN, la enzima citoplasmatica responsable de la transcripcion del ADN.
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Fig. 20 Actividad bactericida de la RIF libre y de las NPs cargadas con RIF en cultivos
bacterianos plancténicos: Efecto de la RIF libre en el crecimiento de A) S. aureusy B) E.
coli. Efecto de las NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo en el crecimiento de C)
S. aureus, D) E. coliy E) el cocultivo de ambas cepas. El crecimiento bacteriano se
expresa en CFU/mL. Los datos se muestran como media * desviacion estdndar de 4
experimentos independientes en triplicado (n = 12). (*p< 0.05; **p < 0.01; ****p <
0.0001).

La mayor eficacia de las inmunonanoparticulas en comparacién con las no
funcionalizadas puede atribuirse a una mejor internalizacion y captacién bacteriana de
la RIF cuando las NPs estan dirigidas con el anticuerpo policlonal anti-S. aureus, que se

une a antigenos estructurales en la superficie de la bacteria. La selectividad también se
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confirm6 en un modelo de cocultivo de ambas bacterias (Fig. 20E). En las dosis
probadas, no se observo reduccion antimicrobiana contra E. coli (Fig. 20D), lo cual es
consistente con resultados previos. Sin embargo, en el modelo de cocultivo, se demostré
claramente la selectividad contra S. aureus y se observé un incremento de la accion
antimicrobiana, en comparacién con el efecto en monocultivo. Esto se debe al efecto
aditivo de la competencia bacteriana interespecies por el espacio y los nutrientes, y la
inhibicién inherente causada por el propio antibiético. Algunos autores han atribuido
la principal responsabilidad de esta ventaja competitiva de las bacterias Gram-
negativas sobre las bacterias Gram-positivas a la liberacion de polisacaridos

antiadhesivos, en este caso por parte de E. coli?8°,

La Fig. 21 presenta la comparacién de los efectos de las inmunonanoparticulas
cargadas con RIF en comparaciéon con las no funcionalizadas en la inhibicién de la
formacion de biofilm (Fig. 21A-C) y contra los biofilms maduros ya formados (Fig. 21D-
F). En la prevencion de la formacion de biofilm de S. aureus (Fig. 21A), se observo una
inhibicidn superior del crecimiento bacteriano (hasta 2 logaritmos) con las NPs PLGA-
PEG-RIF-Anticuerpo en comparacion con las no funcionalizadas. Sin embargo, ambos
tipos de NPs mostraron resultados similares contra los biofilms ya formados (Fig. 21D).
Una vez mas, las nanoparticulas funcionalizadas demuestran su capacidad para acercar
el antibiotico de manera mas efectiva a la superficie bacteriana en comparacién con las
no funcionalizadas, lo que contribuye a la inhibicion de la formacion de biofilm. Estos
resultados son consistentes con investigaciones previas donde se alcanzaron
concentraciones similares de RIF para lograr la erradicacion minima del biofilm de S.
aureus?81, Sin embargo, una vez que el biofilm se forma, los componentes extracelulares
como polisacaridos, proteinas y ADN protegen a las bacterias y dificultan los

tratamientos antibioticos.

Es probable que la capacidad de reconocimiento del anticuerpo policlonal se vea
altamente afectada al estar impedida su difusién y migraciéon a través de biofilms
maduros ya formados. Estos efectos minimos en la interrupciéon de los biofilms
concuerdan con la literatura, donde las dosis necesarias para ejercer accién

antimicrobiana aumentan significativamente cuando las bacterias se encuentran en
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forma sésil en comparaciéon con su estado planctonico. Por ejemplo, Laverty et al. 282
demostraron que se necesitaba una dosis de 0.24 pg/mL para inhibir el crecimiento
bacteriano en su estado plancténico contra S. aureus ATCC 29213, mientras que la
concentraciéon minima de erradicacion del biofilm (MBEC) se alcanzé a 15.63 pg/mlL,
una concentracion mucho mas alta que la mas alta probada en nuestro trabajo (3
pg/mL). En un estudio realizado por Thill et al.?83 se analizaron 51 cepas clinicas de S.
aureus sensibles a RIF, encontrando que el 60% de las cepas mostraron una MBC entre
0.016y 0.064 ug/mL, mientras que el 26% de las cepas mostraron un MBEC por encima
de 4 pg/mL.

Otro estudio realizado por Reiter et al.28* demostré que los valores de MIC para
RIF fueron notablemente bajos (<0.03 pug/mL) en comparacion con la MBEC (64
ug/mL), lo que generd una diferencia estadisticamente significativa en comparaciéon con
otros antimicrobianos probados. Las NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo demostraron una
reduccion significativa de al menos 5 logaritmos en el recuento de S. aureus a una
concentracion de 0.5 pg/mL, pero cuando la concentracion de NPs se increment6 hasta
2 ug/mL, no hubo una mejora considerable en la accién antimicrobiana observada (Fig.
21A). En las dosis evaluadas, las NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo no ejercieron ningun
efecto antimicrobiano en la formacion de biofilm de E. coli y no fueron capaces de
reducir los biofilms maduros de E. coli. La falta de efecto antibiofilm contra E. coli
corrobora los resultados obtenidos con sus correspondientes en estado plancténico

(Fig. 20).

Bajo las condiciones de cocultivo de ambas cepas bacterianas, se observé una
disminucion en la formacién de biofilm de S. aureus (Fig. 21C) siguiendo la misma
tendencia que se describi6 en el caso de los biofilms independientes. La adiciéon de NPs
PLGA-PEG-RIF sin anticuerpo mostré una inhibicion mas moderada en la formacién de
biofilm, con una reduccion de hasta 2 logaritmos, en comparacion con las NPs PLGA-

PEG-RIF-Anticuerpo.
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Fig. 21 Actividad bactericida del tratamiento con NPs en biofilms: Efecto de las NPs
PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo en la inhibicién de la formacién de biofilms
(A-C) y en la disrupcion de biofilms ya formados (D-F). Se utilizaron S. aureus (Ay D), E.

coli (By E) y el cocultivo de ambas cepas (Cy F) para generar los biofilms. El crecimiento
bacteriano se expresa en CFU/mL. Los datos se muestran como media * desviacion
estdndar de 4 experimentos independientes triplicados (N = 12). (*p< 0.05; **p < 0.01;
**+¥p < 0.0001).
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Por otro lado, la adiciéon de las NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo al biofilm en
formacion de S. aureus resulté en una reduccion significativa de hasta 4 logaritmos en
la concentracién mas alta evaluada, en comparaciéon con las muestras usadas como
control. No se observé una dependencia significativa de la concentracion en el rango

analizado.

En cuanto a los biofilm de cocultivos ya formados, la adicién de NPs PLGA-PEG-
RIF-Anticuerpo (Fig. 21F) mostr6 una ligera disminucion en el crecimiento de S. aureus
(1 logaritmo) en comparacion con las NPs sin anticuerpo, dicha reduccién no es
significativa. Sin embargo, se logré una reduccidén de 2 logaritmos cuando se afiadieron
NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo en las concentraciones mads altas probadas (1 y 2
pug/mL) en comparaciéon con las muestras control. Al igual que se describi6 para los
biofilms independientes (Fig. 21B y E), en el modelo de cocultivo no se observaron
cambios en los biofilms de E. coli a pesar del tratamiento utilizado (Fig. 21 Cy F). Estos
resultados enfatizan la efectividad de las NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo en su
capacidad de discernir de manera efectiva entre ambas cepas bacterianas en el modelo

de biofilm de cocultivo.

La morfologia de los biofilms S. aureus también se analizé6 mediante SEM. La Fig.
22 muestra la morfologia de las bacterias no tratadas utilizadas como control, donde los
cocos (para el caso de S. aureus) estan rodeados por una matriz extracelular organica
asignada a la EPS de acuerdo con la literatura previaZ85, El efecto de las NPs PLGA-PEG-
RIF a concentraciones inhibitorias (0.5 pg/mL) en los biofilms de S. aureus se muestra
en el panel central de la Fig. 22, donde se observa una reduccion en el crecimiento
bacteriano en comparacion con el control. Sin embargo, cuando se utilizan NPs PLGA-
PEG-RIF-Anticuerpo (0.5 pg/mL), se observa una reduccién critica en el crecimiento
bacteriano, incluso se pueden apreciar agregaciones de las particulas, posiblemente
debido al efecto de la avidina, indicado en la imagen mediante flechas rojas, mientras

que las bacterias se indican mediante los circulos verdes.

La microscopia de fluorescencia confocal confirmo este efecto inhibitorio, como
se muestra en las imagenes confocales en la Fig. 23. Se utiliz6 la tincién con SYTO 9 para

tefiir el ADN bacteriano en verde tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-
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negativas vivas y muertas, y se utiliz6 calcofluor white como un tinte fluorescente azul
que se une a los polisacaridos [-ligados, como los presentes en los biofilms
bacterianos286. En la Fig. 23, el control muestra una capa superior espesa de EPS (azul)
que protege a las bacterias presentes debajo (verde), como se observa en la proyeccion
ortogonal (parte inferior de la imagen). En el biofilm de S. aureus tratado con NPs, tanto
con anticuerpo como sin él, se observa una interrupcidn significativa de la capa de EPS,
ademdas se observan colonias bacterianas aisladas, siendo esta interrupcién mas
pronunciada cuando se emplean NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo. Estos resultados
apuntan nuevamente a la especificidad de las NPs sintetizadas y a su capacidad para

reducir significativamente el biofilm.

Las imagenes de SEM de los biofilms preformados de S. aureus representados en
las Fig. 22, muestran una disminuciéon en la poblaciéon de bacterias después del
tratamiento con NPs PLGA-PEG-RIF (0.5 pg/mL) en comparacion con la muestra usada
como control, y estd disminucién es ain mas evidente cuando se utilizan NPs PLGA-
PEG-RIF-Anticuerpo. Es posible que la interrupcion de la EPS sea una via inhibitoria
potencial. Sin embargo, en las imagenes de microscopia confocal (Fig. 23), se puede
observar que las NPs sintetizadas no interrumpieron por completo la matriz
extracelular, aunque cuando el biofilm se traté con NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo, las
bacterias (tanto vivas como muertas) son mas evidentes que el biofilm, lo que podria

implicar una reduccidn en la viabilidad bacteriana.
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Fig. 22 Micrografias de SEM de biofilms bacterianos. Se utilizaron cepas de S. aureus, E.
coliy el cocultivo de ambas para generar el biofilm. Se incluyeron muestras control sin
tratamiento para comparacion. Las imdgenes muestran el efecto de las NPs cargadas

con RIFE, tanto con anticuerpo como sin anticuerpo, en los biofilms. Se evalué la inhibicion
de la formacion del biofilm y la interrupcion de los biofilms maduros ya formados. Las
flechas rojas indican la agregacioén de las particulas, mientras que los circulos verdes

sefialan la presencia de bacterias para facilitar la visualizacién. La escala corresponde a

10 um.
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Contra E. coli, las imagenes de SEM (Fig. 22) revelaron un crecimiento bacteriano
uniforme, sin mostrar diferencias entre las muestras de control y las tratadas, asi como
entre ambos tratamientos (sin anticuerpo y con anticuerpo), lo cual es consistente con

la especificidad de las NPs sintetizadas dirigidas contra S. aureus.

Sin embargo, en las imagenes de microscopia confocal, la tincion reveld que la
produccidén de EPS puede llevar hasta 48 h en esta bacteria, de acuerdo con la literatura
previa, por lo tanto, su produccion se ve ligeramente obstaculizada?8’. Como
consecuencia se observd una ligera disminuciéon en la produccion de EPS. Es
importante sefialar que, mientras que los biofilms de S. aureus estan firmemente
adheridos al sustrato, E. coli, al ser una bacteria moévil, forma biofilms en la interfase

aire-liquido, lo que dificulta su tincion.

En condiciones de cocultivo, las imagenes de SEM (Fig. 22) mostraron una
reduccion significativa en la formacion de biofilms de S. aureus cuando se utilizaron NPs
PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo, a una concentracién de 0.5 pug/mL, en comparacion con las
muestras de control, asi como en comparacién con las tratadas con NPs PLGA-PEG-RIF
sin anticuerpo. Ademas, se observaron diferencias entre ambos tratamientos, ya que la
presencia de las bacterias S. aureus era menos evidente en las muestras tratadas con
NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo. Estos efectos fueron confirmados por las imagenes de
microscopia confocal (Fig. 23), las cuales mostraron una reduccién en el espesor del
biofilm, siendo mdas evidente en las muestras de biofilm tratadas con NPs
funcionalizadas con anticuerpo en comparacidon con las no funcionalizadas. Ademas, se
observaron diferencias en la eficacia de la inhibicion de la formaciéon del biofilm y la
interrupcion del biofilm preformado, siendo los tratamientos menos efectivos contra
este ultimo. En resumen, estos resultados son prometedores ya que subrayan la
eficiencia y especificidad de las NPs sintetizadas en el tratamiento del biofilm de S.

aureus.
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Fig. 23 Imdgenes de microscopia confocal de barrido ldser de biofilm. Se utilizaron
cepas de S. aureus, E. coli y el cocultivo de ambas para generar biofilm. Se incluyeron
muestras de control sin tratamiento para comparacion. Las imdgenes ilustran el efecto
de las NPs cargadas con RIE tanto sin anticuerpo como con anticuerpo, en los biofilms.
Se evalud la inhibicién de la formacién del biofilm y la interrupcién de los biofilms ya
formados. En todas las muestras, las bacterias estdn tefiidas de verde con SYTO 9 y
adheridas al sustrato, mientras que el tinte de calcofluor muestra la EPS en azul. Las
imdgenes inferiores de cada muestra muestran las imdgenes de proyeccién mdxima en el

eje z. La escala corresponde a 50 um.
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1V.4.3 Citocompatibilidad de nanoparticulas y actividad bactericida
en un modelo de infeccion in vitro

Se realizd el ensayo de viabilidad celular (Fig. 24) para evaluar la toxicidad in
vitro de las nanoparticulas PLGA-PEG/RIF, con y sin el anticuerpo, en los macrofagos
murinos J774 después de 24 h de incubacién. Ambos tipos de nanoparticulas
demostraron una viabilidad celular superior al 70% en las dosis ensayadas, lo cual
cumple con el valor minimo establecido por la norma ISO 10993-5%2 para considerar
un material como no citotdxico. Los resultados son légicos dada la inocuidad de las NPs
de PLGA a las dosis ensayadas y a la propia naturaleza del antibiético, el cual es

obviamente citotdxico frente a células procariotas pero no frente a células eucariotas a

las dosis de uso.
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Fig. 24 Viabilidad de los macréfagos 774 después del tratamiento durante 24 h con NPs
PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo. Los resultados (media # desviacion estandar
de tres réplicas) se muestran con relacién a las muestras de control (células no tratadas),

que se establecieron como una viabilidad del 100%.

Para experimentos posteriores, se seleccionaron las NPs con y sin anticuerpo a
una concentracién de 0.5 pg/mL, ya que como se determindé previamente, estd
concentracion es bactericida para los cultivos planctonicos de S. aureus, ademas de no
presentar efectos citotéxicos. Se ha demostrado que las nanoparticulas PLGA-PEG no

tienen efectos citotéxicos en dosis de hasta 400 pg/mL no solo en macroéfagos, sino
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también en fibroblastos y queratinocitos?89. Varios articulos cientificos también
muestran el comportamiento no citotoxico de RIF en macréfagos murinos ]774
(concentracion inhibitoria media, IC50 = 65 pg/mL), corroborando su naturaleza

antibioticaz90,291,

Las células fueron infectadas con S. aureus a multiplicidades de infecciéon (MOIs)
de 8:1, 10:1 y 20:1, mientras que E. coli se utilizé6 a MOIs de 3:1, 5:1 y 8:1. Para el
cocultivo, se combinaron las mismas MOIs. La viabilidad de los macréfagos después de
la infeccion se evalu6 mediante el ensayo de Live/Dead y se analiz6 mediante
microscopia confocal (Fig. 25). En general, se observo una viabilidad celular similar a la
de la muestra control en la mayoria de las dosis infecciosas (Fig. 25A). Sin embargo, a
dosis mas altas en el cocultivo, se observé una ligera disminucion en la viabilidad. No

obstante, a estas dosis, el nimero de células vivas (tinciéon verde) se mantuvo mucho

mayor que el nimero de células muertas (tincién roja).

Fig. 25 Andlisis de viabilidad de macréfagos mediante microscopia confocal bajo
diferentes condiciones experimentales. A) Imagen representativa de macroéfagos no
infectados. Infeccion de macréfagos con S. aureus a MOIs de B) 8:1, C) 10:1 y D) 20:1.
Infeccién de macréfagos con E. coli a MOIs de E) 3:1, F) 5:1 y G) 8:1. Infeccién de
macréfagos con el cocultivo de S. aureusy E. coli a MOIs de H) 8:3:1,1) 10:5:1y ]) 20:8:1.
Magnificacion de 10x.

Se evalud la actividad antibacteriana intracelular de las NPs PLGA-PEG-RIF y
PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo a una concentraciéon de 0.5 pg/mL (determinada en el

estudio de citotoxicidad; Fig. 26). Después del tratamiento, las bacterias intracelulares
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supervivientes se cultivaron en placas TSA y medios de cultivo selectivos y se contaron
después de 24 h de incubacion. Los efectos bactericidas de la concentraciéon
seleccionada de NPs también se analizaron en cultivos bacterianos sin macréfagos como
control, y también se incluy6 otro control sin NPs en el estudio. Las colonias resultantes
de las bacterias control sin macréfagos no mostraron crecimiento alguno, como era de
esperar, ya que se utilizé sulfato de gentamicina durante el proceso para eliminar las
bacterias extracelulares, lo que demuestra que el crecimiento en el modelo de
bacterias/células se puede atribuir exclusivamente a las bacterias intracelulares. Los
resultados de la infeccién de cada cepa por separado se presentan en la Fig. 26A como

CFU/mL.

Los datos indican que S. aureus mostr6 diferencias estadisticamente
significativas en el crecimiento cuando se incub6 con las NPs PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo
en un modelo de infeccion solo con este patégeno. Cuando se incub6 con particulas sin
anticuerpos, se observaron diferencias minimas en comparacién con el control, lo que
sugiere un efecto inhibitorio reducido de las nanoparticulas. En contraste, E. coli no
mostré diferencias, de acuerdo con la MIC y MBC, lo que indica que no presento
variaciones en el crecimiento en presencia de las NPs. En la Fig. 26B, cuando ambas
bacterias se incubaron en cocultivo en el modelo de infeccidn, S. aureus mostré una
disminucion en el crecimiento al entrar en contacto con las nanoparticulas
funcionalizadas con anticuerpos, diferencia estadisticamente significativa en
comparacion con las no dirigidas. En resumen, se concluye que las nanoparticulas
dirigidas mostraron una acciéon antimicrobiana mejorada contra las bacterias
intracelulares, incluso al infectar macr6fagos con ambos patdégenos (E. coliy S. aureus),

siendo este efecto claramente especifico contra S. aureus.
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Fig. 26 Recuento de CFU/mL de bacterias intracelulares después de la infeccion de
macroéfagos J774 con S. aureus o E. coli de manera independiente (A) y con el cocultivo
de ambas cepas (B). Los resultados se presentan como media * desviacion estdndar de

cuatro experimentos independientes realizados por triplicado (N = 12). (*p < 0.05; **p <

0.01; ****p < 0.0001).

IV.5 CONCLUSIONES

Mediante los resultados descritos en este estudio se ha demostrado de manera
concluyente que el direccionamiento de bacterias a través de anticuerpos policlonales
anti-Staphylococcal ofrece una ventaja selectiva en la eliminacién de bacterias
infecciosas planctdnicas, sésiles e intracelulares. Ademas, se han realizado pruebas
comparativas utilizando modelos de cocultivo de E. coli y S. aureus, empleando
inmunonanoparticulas tanto direccionadas como no direccionadas, para simular in
vitro la naturaleza polimicrobiana de las infecciones. En este contexto, se ha demostrado
con el trabajo realizado que las nanoparticulas funcionalizadas presentan alta

selectividad hacia las bacterias Gram-positivas.

Las nanoparticulas obtenidas presentaron direccionamiento gracias a un efecto
profilactico superior en la prevencion de la formacién de nuevos biofilms debido a la
interaccion del anticuerpo con el metabolismo bacteriano. Sin embargo, no se han
logrado erradicar por completo los biofilms maduros ya formados. Asimismo, en
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modelos de infeccidn de células eucariotas infectadas, macréfagos murinos J774, se ha
observado que las inmunonanoparticulas dirigidas redujeron la infeccién intracelular
de la bacteria patégena S. aureus. En resumen, mediante la estrategia experimental
desarrollada, se ha demostrado que las nanoparticulas poliméricas cargadas de
antibidtico y funcionalizadas con anticuerpos selectivos representan un enfoque
superior para la eliminacion de bacterias patégenas sésiles, planctoénicas,
polimicrobianas e intracelulares, a través de la comparacion con el uso de

nanoparticulas poliméricas cargadas de antibiético no direccionadas.
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Conclusiones generales

A través de los resultados obtenidos en cada capitulo, se ha recopilado la
informacion necesaria para contribuir de manera significativa al desarrollo de
estrategias para el disefio y fabricacion de nuevos sistemas de liberaciéon de
antimicrobianos para su aplicacién en heridas topicas con el fin de prevenir o eliminar

infecciones bacterianas en las mismas.

e Mediante el método de electrohilado, se logr6 desarrollar apositos basados en
fibras homogéneas de tres tipos diferentes del polimero Eudragit® (L100-55,
S100 y RS100) con diferente respuesta al pH del medio. El electrohilado permitié
controlar la morfologia del apoésito, cargar eficientemente distintos farmacos y
escalar la produccién de los mismos. La seleccion de cada tipo de polimero
permitioé ajustar la cinética de liberacién de los antimicrobianos contenidos en
las fibras derivadas de la sintesis, lo cual resulta crucial para adaptar el
tratamiento a las distintas etapas de cicatrizacion de la herida. Esta capacidad
de personalizar el tratamiento en funcion de la etapa de cicatrizaciéon de la
herida proporciona un enfoque mas eficaz y adaptado a las necesidades
individuales de cada paciente.

e Los resultados obtenidos demuestran que las moléculas terapéuticas de RIF,
THY, CHXD, RIF y CIP, si bien se establecieron en algunos casos interacciones con
la matriz polimérica utilizadas como material encapsulante, mantuvieron sus
estructuras quimicas intactas al ser cargadas en los apdsitos mediante las
técnicas eletrohidrodindmicas, lo que les permitié conservar su actividad
antimicrobiana.

e Para el caso de heridas ya infectadas, donde es posible la formacion de biofilm,
se desarrollé6 un apoésito innovador que combina dos antibi6ticos en dos
estructuras diferentes: fibras de Eudragit® RS100 cargadas con RIF, decoradas
con microparticulas de Eudragit® RS100 cargadas con CIP. Al utilizar dos
estructuras distintas, permiti6 un enfoque terapéutico efectivo para la
erradicacion de bacterias. Por un lado, la rapida liberacién del CIP contribuye a

una accién antimicrobiana inmediata, mientras que las fibras cargadas con RIF
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permitieron una liberaciéon sostenida a lo largo del tiempo, manteniendo la
actividad antimicrobiana de forma prolongada para garantizar la inocuidad y
prevenir posibles recidivas. La combinaciéon de estos antibidticos gener6 una
sinergia que mejord la actividad de ambos farmacos. Esto presenta ventajas
significativas, ya que permite minimizar las concentraciones requeridas de cada
uno, reduciendo asi el riesgo de desarrollo de resistencias bacterianas. Al
mantener una actividad antimicrobiana efectiva con concentraciones mas bajas,
se contribuye a la preservacion de la eficacia de los antibiéticos en el tratamiento
de infecciones. Utilizando este apdésito que combina RIF y CIP (RIF-CIP/RS100),
se observo una mejora significativa en la actividad antimicrobiana tanto contra
S. aureus como contra E. coli tanto en su forma plancténica como sésil, en
comparacion tanto con las mismas cantidades de farmacos combinados libres
como con el apésito que solo contiene RIF mostrado en el Capitulo II.

e En un modelo de viabilidad in vitro en macréfagos, se evalué la citotoxicidad de
los apésitos poliméricos cargados con RIF, CHXD, THY y CIP. Los resultados
demostraron que los apoésitos no presentaron toxicidad celular a las dosis
ensayadas, incluso cuando se compararon con las concentraciones equivalentes
de farmacos libres. Salvo en el caso de los apédsitos de RIF-CIP/RS100 a una
concentracién de 2 mg/mL para los que se observé una disminuciéon de la
viabilidad de los fibroblastos, se observé una mejora en la citocompatibilidad de
los agentes terapéuticos cuando se cargaron en los apdsitos frente a su estado
libre. Estos hallazgos respaldan la aplicabilidad potencial de los apdsitos
hibridos en el tratamiento de heridas tdpicas, ya que facilitan la eliminacién
efectiva de bacterias y mejoran la respuesta bioldgica de las células cutaneas.

e Se explord la estrategia de la selectividad al funcionalizar particulas de PLGA-
PEG-RIF, sintetizadas mediante nanoprecipitacién, con un anticuerpo anti-S.
aureus biotinilado. Las nanoparticulas funcionalizadas permitieron un
direccionamiento especifico hacia bacterias S. aureus. La incorporacion de
anticuerpos en las particulas resulté en una disminucién de la concentracién
requerida de RIF cargada en las particulas para lograr la erradicaciéon de S.

aureus, tanto en su estado plancténico como en la inhibicién del biofilm. Este
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efecto se observo incluso en presencia de E. coli en un modelo de cocultivo. Sin
embargo, no se logré una erradicacion completa de los biofilms maduros ya
formados en ninguno de los casos.

e A través de las inmunoparticulas se observé una reduccién de la infeccion
intracelular de la bacteria S. aureus en modelos de células eucariotas, lograda a
una concentracion de 0.5 pg/mL. Estos hallazgos destacan el potencial de estas
particulas funcionalizadas como una estrategia prometedora para mejorar la
accion bactericida y reducir las dosis de antibidticos necesarias mediante su

incorporacion futura en un apdsito.

En resumen, los procedimientos y resultados obtenidos en el trabajo de esta tesis
abren nuevos horizontes para el desarrollo de sistemas inteligentes, y su
implementaciéon como agentes antimicrobianos dentro del proceso de cicatrizacion de
heridas. El control de las cinéticas de liberaciéon en dependencia del pH, la liberacién
controlada de antimicrobianos, la sinergia de diferentes combinaciones de antibidticos
y el direccionamiento selectivo de bacterias mediante nanoparticulas funcionalizadas
representan nuevos avances hacia el desarrollo de terapias mas efectivas y
personalizadas para el tratamiento de heridas infectadas, mejorando la salud y calidad

de vida de los pacientes.

Usando los métodos descritos, nuevas combinaciones de polimeros con
antibidticos y/o antimicrobianos especificos pueden ser exploradas para la elaboracion
de apositos inteligentes. Asimismo, nuevas respuestas y cinéticas de liberacion podrian
ser desarrolladas haciendo posible ajustar el perfil de liberaciéon para la aplicaciéon
requerida y brindar especificidad para el tipo de patégeno presente, aumentando la

eficacia.

Sin embargo, existen retos por superar y nuevas propiedades por revelar para
trasladar este tipo de desarrollos a la aplicacién clinica diaria. Para una aplicacion
efectiva de apdsitos inteligentes, es esencial comprender cdmo estos materiales
interactian con las células epiteliales y c6mo afectan el proceso de formacion de tejido
en la superficie de la herida. Ademas, es crucial investigar si la superficie proporcionada

por estos apdsitos actia como obstaculo o coadyuvante en la regeneracion epitelial
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natural. Otro aspecto fundamental es identificar como se podria mejorar el proceso
regenerativo. Explorar estas caracteristicas y propiedades de los materiales en sistemas
inteligentes proporcionara informacion valiosa para disefiar nuevas estrategias de

tratamiento de las heridas topicas de manera integral.

En el campo de la terapia dirigida, es posible la innovacién dentro del disefio, y
de la elaboracién de inmunoparticulas. Una perspectiva prometedora es la exploraciéon
de nuevas rutas para la incorporacién de nuevos farmacos, tanto solubles como no
solubles en medios biol6gicos, asi como el aumento de la carga terapéutica en las
particulas. Protocolos nuevos o la adaptacion de los existentes son necesarios para el
anclaje de anticuerpos, aptameros, péptidos y otras moléculas con potencial de
direccionamiento y tropismo brindando la posibilidad de anclar la molécula adecuada
para combatir una infeccion especifica. Ademas, se pueden realizar estudios adicionales
para evaluar la estabilidad a largo plazo de los sistemas desarrollados y su aplicabilidad
en diferentes tipos de heridas. Estos esfuerzos continuaran impulsando el campo de la
terapia antimicrobiana en la cicatrizacion de heridas y contribuiran a mejorar atin mas

la eficacia y versatilidad de estos sistemas.
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AlL.1 Materiales y Métodos
Al.1.2 Materiales
Reactivos quimicos:

Se utilizaron varios reactivos quimicos suministrados por diferentes empresas. Evonik
Industries AG (Essen, Alemania), proporcion6: Eudragit® L100-55 (L100-55),
Eudragit® S100 (S100), Eudragit® RS100 (RS100) y Poly(D,L-lactide-co-glycolide)
(PLGA-COOH, Resomer RG 503 H, peso molecular de 20k Da) . Ademas, se adquirieron
los siguientes reactivos de Sigma-Aldrich (Darmstadt, Alemania): Cloroformo (CHCl3,
anhidro, 299%), N,N-Dimetilformamida (DMF, >99%), dimetil sulféxido (DMSO, >99%),
Tween® 80, fosfato salino tamponado (PBS), tris(hidroximetil)aminometano (Tris),
rifampicina (RIF, 297%), clorhexidina (CHXD, 299.5%), timol (THY, >98.5%),
acetonitrilo (anhidro, 99.8%), trifluoroacético (TFA), acetona (ACS reagent, 299.5%),
cloroformo-d (99.8% de atomos de D), éter dietilico (99.7%), metanol (99.8%) y
diclorometano (99.8%), N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida hidrocloruro
(EDC), Avidina de clara de huevo (Millipore), N,N-Diisopropiletilamina (DIEA, >99.5%)
y N-Hidroxisuccinimida (NHS, 98%). Ademas, se adquiri6 Etanol absoluto (EtOH) de

Panreac AppliChem (Barcelona, Espafia).

Reactivos bioldgicos:

Se utilizaron las siguientes cepas bacterianas:

e Staphylococcus aureus que expresan GFP, donado por la Dra. Cristina Prat del
Institut d'Investigacié en Ciencies de la Salut Germans Trias i Pujol (IGTP),
Badalona, Espana.

e FEscherichia coli S17, donado por el Dr. Jose A. Ainsa de la Universidad de
Zaragoza, Espana.

e Staphylococcus aureus ATCC 25923, adquirido a través de lelab, Espana.

Se utilizaron células de diferentes tipos, incluyendo:

e Fibroblastos dérmicos humanos (NHDF-Ad) de Lonza ( Basilea, Suiza).

e Macrofagos de raton ]J774A.1 ATCC-TIB-67™ de LGC Standards (Barcelona,
Espafia).
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e Queratinocitos humanos HaCaT proporcionados por el Dr. Pilar Martin-Duque
de la Universidad de Zaragoza (Zaragoza, Espafia).
Se utilizaron diversos reactivos biolégicos suministrados por diferentes empresas y
colaboradores. De Laboratorios Conda-Pronadisa SA ( Madrid, Espafia) se adquirieron
los siguientes medios de cultivo: Caldo de soja con triptona (TSB) y el Agar de soja con
triptona (TSA). El ensayo de viabilidad celular Blue® fue adquirido de Abnova GmbH
(Taipei, Taiwan). El medio modificado Eagle de Dulbecco con alta concentracién de
glucosa (DMEM; DMEM con glutamina estable), el antibiético-antimicético (60 pg/mL
de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina y 0.25 ug/mL de anfotericina B) y el suero
fetal bovino al 10% (v/v) fueron adquiridos de Biowest (Nuaille, Francia). Las placas
de Agar de Soja Triptona (TSA) se adquirieron en Avantor VWR (Radnor, USA). De
ThermoFisher (Waltham, MA, USA) se adquiri6 el Anticuerpo de cabra policlonal contra
Staphylococcus aureus biotinilado. Por ultimo, se adquirié Biotina-PEG3400-NH:z de

Xi'an Ruixi Biological Technology Co., China.

AlL1.3 Técnicas de sintesis de materiales

Al 1.3.1 Electrohilado y electrospraying

Para sintetizar los apositos fabricados mediante el proceso de electrohilado descritos
en los Capitulo II y III, se utiliz6 un electrohilador modelo Yflow 2.2 D500
(Electrospinning Machines / R&D Microencapsulation, Espafia). El electrohilador esta
equipado con dos tipos de colectores: un colector de placa plana y un tambor rotatorio.
Para la obtencion de los apositos, los colectores fueron recubiertos con papel de
aluminio. La deposicién de los apdsitos se llevd a cabo a temperatura ambiente (25-
27°C) con una humedad relativa del 30-50%.

En el caso de los apdsitos del Capitulo II, las soluciones precursoras, descritas en la
seccion 11.3.1 se cargaron en jeringas de 10 mL. Para todas las soluciones, se estableci6
una velocidad de flujo de 1.0 mL/h. La distancia entre la punta de la aguja y el colector
plano se fijo en 18.5 cm cuando se electrohilaba Eudragit® L100-55, y a 15 cm para
Eudragit® S100 y RS100.

Para este capitulo, debido a la baja humedad ambiente (30%), se utiliz6 una

configuracion de aguja coaxial para para producir las fibras de RS100 sin carga y
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cargadas con RIF. En este caso, se aliment6 CHCIs a través de la aguja externa para evitar
obstrucciones, mientras que el firmaco disuelto en el polimero fluia a través de la aguja
interna.

En todos los casos se aplico un voltaje negativo dentro del rango de -2 a -4 kV, y un
voltaje positivo a las agujas que variaba de +7.69 a +15.07 kV. Este voltaje se ajusté en
cada caso hasta alcanzar un cono de Taylor estable durante el proceso de electrohilado.
Los resultados de la optimizacion tanto de las soluciones como del proceso de
electrohilado se encuentran descritos en la Tabla 12 del Anexo II.

En el Capitulo III, la solucién descrita en la seccién 111.3.1 para las fibras cargadas con
RIF (RIF/RS100) se aliment6 con un flujo de 1mL/h, con una distancia de 15 cm entre
la punta de la aguja y el colector plano, aplicando una diferencia de voltaje de 15-19 kV.
Mientras que la solucidn resultante para particulas cargadas con CIP (CIP/RS100) se
electrospray6 a un flujo de 0.5 mL/h, con una distancia de 7 cm entre la aguja y el

colector plano, aplicando una diferencia de voltaje de 17-20 kV.

Para la preparacion de fibras decoradas con particulas (RIF-CIP/RS100), se emplearon
las mismas soluciones descritas anteriormente. La deposicion de fibras se realiz6 sobre
el tambor rotatorio a 100 rpm aplicando una diferencia de voltaje de 9-13 KkV,
obteniéndose laminas homogéneas de fibras. Se llevaron a cabo dos sintesis una para
fibras sin carga y otra para fibras cargadas con RIF. Después de 3 h de electrohilado de
las fibras, se procedi6 a electroesprayar la solucién de las nanoparticulas cargadas y sin
cargar, a una distancia de 22 cm, aplicando una diferencia de voltaje de 16-18kV a un
flujo de 1 mL/h sobre la capa electrohilada inicial. De esta manera, se obtuvieron fibras

decoradas con particulas después de 3 h de electrospray.

Todos los apésitos y particulas sin carga se utilizaron para la caracterizacion de los

materiales de manera individual y como control para los ensayos bioldgicos.

AlL1.3.2 Sintesis del copolimero de PLGA-PEG-biotina

Para preparar el copolimero utilizado en el Capitulo IV, se disolvié 1 g de PLGA-COOH
en 4 mL de diclorometano y se agité a temperatura ambiente (27°C) en presencia de N-
hidroxisuccinimida (NHS; relacion molar PLGA:NHS de 1:8) y N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC; relaciéon molar PLGA:EDC de 1:8) para
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formar un éster reactivo de amina que posteriormente se conjugdé con PEG-NH:
biotinilado. El exceso de NHS y EDC se eliminé mediante un lavado con una solucién de
éter etilico y metanol en una proporcion de 70/30% v/v, después del lavado, los

disolventes residuales se eliminaron a vacio durante 4 h.

El polimero se volvi6 a disolver en 5 mL de cloroformo purgado con argén y se incub6
bajo agitacidn suave durante una noche con NHz-PEG-biotina (peso molecular de 3400,
relaciéon molar PLGA:PEG de 1:1.3) y 2 mL de N,N-Diisopropylethylamine (DIEA).
Posteriormente, el producto se lavé con metanol para eliminar el PEG no unido. El
material obtenido se recuperé utilizando éter etilico, se sec6 a vacio durante 2 h y se
almacen¢ a -20 °C, etiquetado como PLGA-PEG-biotina.

Al 1.3.3 Sintesis de nanoparticulas sin cargary cargadas con RIF mediante
nanoprecipitacion

Para la sintesis por nanoprecipitacion de nanoparticulas (NPs) se prepararon
soluciones precursoras de la siguiente manera: utilizando acetona como disolvente se
prepar6 una solucion de 10 mg/mL de PLGA-PEG-biotina y, en paralelo, una solucién de
5 mg/mL de RIF. En el caso de las NPs sin carga de RIF, solo se utiliz6 la solucién de
PLGA-PEG-biotina con acetona como disolvente. La solucion final para las particulas
cargadas con RIF se obtuvo mezclando la soluciéon de PLGA-PEG-biotina al 50% v/vy la
solucion de RIF al 20% v/v en un volumen final de 1 mL. Esta solucion se afiadid luego
a 1 mL de agua ultrapurificada bajo agitaciéon (300 rpm) utilizando una bomba de
jeringa Harvard Apparatus Standard PHD Ultra, a una velocidad de flujo de 2 mL/h. La
solucidén recogida se agit6 a 300 rpm durante 2 h a temperatura ambiente (27°C) para
permitir la precipitacion del polimero y la evaporacion del disolvente. Las NPs
resultantes se recogieron mediante ultrafiltracion a 5500 rpm durante 5 min
(centrifuga EBA21, Hettich, Tuttlingen, Alemania) utilizando un filtro Amicon Ultra-4,
100 kDa (Millipore). Las NPs resultantes (PLGA-PEG-RIF o particulas sin cargar) se

redispersaron en 0.3 mL de agua ultrapurificada y se almacenaron a 4°C.

Al 1.3.4 Funcionalizacién de NPs con anticuerpo anti-Staphylococcus aureus
Se utiliz6 el sistema avidina-biotina para funcionalizar las nanoparticulas de PLGA-PEG-

RIF con el anticuerpo biotinilado?71. Para la unién de la avidina, se incubaron 500 mL
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de dispersion de NPs (20 mg/mL) con 2 mL de solucién de avidina (2 mg/mL) en un
matraz cerrado y se agitaron suavemente en un agitador de rodillo durante 30 min a
4°C. Transcurrido este tiempo, las NPs se lavaron con el objetivo de eliminar la avidina
no unida mediante ultrafiltraciéon a 5500 rpm durante 5 min utilizando un filtro Amicon.
Las nanoparticulas resultantes se resuspendieron utilizando 0.3 mL de agua. Después,
se mezclaron 150 pL (20 mg/mL) de nanoparticulas modificadas con avidina y 2.8 pL
(4.5 mg/mL) de anticuerpo policlonal anti-S. aureus biotinilado y se incubé la mezcla
durante 15 min a 4 °C. Las muestras (PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo) se almacenaron a 4 °C

para analisis posteriores.

AlL1.4 Técnicas de caracterizacion fisicoquimica

AlL1.4.1 Viscosidad

Las viscosidades de las soluciones del Capitulo II antes del proceso de electrohilado se
determinaron utilizando un viscosimetro FUNGILAB V.1.0 VISCO BASIC con un

adaptador de 8 pL, a una velocidad de rotacién de 30 rpm y a una temperatura de 20 °C.

Al 1.4.2 Efecto del pH

El efecto del pH en las fibras resultantes del Capitulo II se estudid primero
introduciendo las fibras en soluciones tampén a diferentes pH (5.5, 7.4 y 8.2) durante 1
h, secandolas durante 12 h y luego analizando su morfologia resultante por SEM,
preparacion descrita mas adelante. Pero como para los polimeros Eudragit® L100-55,
las fibras se disolvieron por completo después de sumergirlas en soluciones de pH 7.4
y 8.2, la prueba se llev6 a cabo tan solo depositando 10 pL del tampén correspondiente

en la superficie de las membranas electrohiladas fabricadas.

Al 1.4.3 Caracterizacion morfolégica

La morfologia de los materiales sintetizados fue analizada mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). Previamente a la observacién, las muestras fueron
recubiertas con una capa de paladio (Pd) y las imagenes fueron adquiridas utilizando

un microscopio electrénico de barrido Inspect® F50 FEG (compafiia FEI, USA)

En el Capitulo II, se midieron los didmetros de las nanofibras en las imagenes de SEM,

mientras que en el Capitulo III se realizaron mediciones separadas de los didmetros de
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las fibras y las particulas, asi como del apdsito combinado. En todos los casos, se utilizo

el software DigitalMicrograph® (version 2.31.734.0) para el analisis de las imagenes.

En el Capitulo IV, se midieron los didmetros de las nanoparticulas en las imagenes de

SEM (100 mediciones) utilizando el software Image] (Version Java 1.8.0_172).

Al 1.4.4 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

Para evaluar las interacciones quimicas entre los fArmacos y los polimeros utilizados,
se analizaron los materiales sintetizados mediante espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR) utilizando un espectrémetro FTIR Bruker VERTEX 70
(Bruker, Billerica, MA, USA), con un dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR)
Golden Gate. Los espectros se registraron promediando 40 barridos en el rango de

numero de onda de 4000-600 cm-! con una resoluciéon de 4 cm-!.

Al 1.4.5 Espectroscopia Raman

Se realizaron mediciones Raman en los apdsitos del Capitulo II para obtener
informacion sobre las vibraciones moleculares de los agentes farmacéuticos presentes
en las fibras. Estas mediciones se llevaron a cabo utilizando un microscopio confocal de
sobremesa WITec Alpha 300 con una resolucién espectral de 2 cm1. Se utilizé una
longitud de onda de excitacién de 785 nm y una potencia de laser de 30 mW para las
fibras con RIF, mientras que para las fibras cargadas con CHXD y THY se utilizé una
longitud de onda de excitacién de 633 nm con una potencia de laser de 10 mW. Todas

las mediciones se realizaron en la configuracion de retrodispersion.

Al 1.4.6 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Con el fin de estudiar la estructura molecular del PLGA-NHS resultante y el PLGA-PEG-
biotina utilizados para la sintesis del copolimero de PLGA-PEG-biotina del Capitulo IV,
se recogieron 10 mg de cada muestra después de su sintesis, se almacenaron a -20 °C
para su analisis mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (H-NMR) 270,
Las muestras analizadas se disolvieron en cloroformo deuterado (10 mg/mL) y se
colocaron en un tubo de vidrio para H-NMR. Las muestras se analizaron en un

espectrometro de resonancia magnética nuclear Bruker Advance de 400 MHz para
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verificar la conjugacion efectiva del PEG con PLGA y evaluar la posible presencia de

productos intermedios.

Al 1.4.7 Dispersion dinamica de la luz y Potencial zeta

Para evaluar la carga eléctrica en la superficie de las particulas sintetizadas en el
Capitulo IV y analizar su estabilidad electrostatica, se utiliz6 la técnica de dispersion
de luz electoforética (ELS). El potencial zeta se midié utilizando un analizador de
tamafno de particulas Brookhaven 90plus fabricado en Holtsville, NY, USA. Para
determinar los tamafios hidrodindmicos de las nanoparticulas, se emple6 la técnica de
dispersion dindmica de la luz (DLS) en el mismo equipo, la cual se basa en la deteccién
de las fluctuaciones en la dispersion de la luz causadas por el movimiento por difusion

de las particulas.

AlL1.4.8 Carga del farmaco y eficiencia de encapsulacion

Con el fin de cuantificar la capacidad de los sistemas sintetizados para contener una
cantidad especifica de cada agente terapéutico, se determind la eficiencia de
encapsulacion (EE) y la carga de farmaco (DL) utilizando las ecuaciones (1) y (2),

respectivamente:

Masa del farmaco cargado (m
EE (%) = f gado (mg)

100 (1
Masa del farmaco cargado aiiadida inicialmente (mg) x @

Masa del farmaco cargado (mg)
DL (%) = - x100 (2)
Masa total de las fibras cargadas (mg)

Para la determinaciéon de los valores del contenido de los agentes terapéuticos se
utilizaron dos métodos:

UV-Vis

La espectrofotometria UV-Vis se realiz6 utilizando un espectrofotémetro V-670 UV-VIS-
NIR Jasco (Jasco Applied Science, Eschborn, Alemania).

En el Capitulo II, el contenido de RIF, CHXD y THY en las fibras se midié a una longitud
de onda de 340 nm, 254 nm y 276 nm, respectivamente, mediante la disolucién de 2 mg
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de las fibras cargadas de fArmacos en 1 mL de DMSO. Se rest6 la linea base de la misma
cantidad de cada polimero no cargado y disuelto para eliminar cualquier posible
interferencia.

En el Capitulo III, la carga de antibidtico alcanzada en las fibras RIF/RS100 y en las
particulas CIP/RS100 fue analizada independientemente. Tres muestras de cada
sintesis fueron disueltas individualmente en DMSO y se analizaron mediante

espectrofotometria UV-Vis a longitudes de onda de 340 nm la RIF y 280 nm el CIP.

En el Capitulo 1V, la RIF se midi6 a una longitud de onda de 340 nm, las muestras se
prepararon disolviendo 0.1 mL de las NPs cargadas con el antibiotico en 0.9 mL de

DMSO.

Ultra-high performance liquid chromatography (UHPLC)

En el Capitulo III, la carga en los apésitos RIF-CIP/RS100 se determindé mediante
UHPLC utilizando un equipo Waters Acquity equipado con un detector Waters 2998
Acquity PDA, una columna C18 Excel (3 pm, 4.6 x 100 mm) a una longitud de onda de
280 nm. Para esta medicion se disolvieron 2 mg de fibras decoradas con particulas en
una mezcla de acetonitrilo/agua (2:1), cada muestra se filtr6 a través de un filtro

CLARIFY-NY de 0.22 pm.

AlL1.4.9 Evaluacion de la cinética de liberacion

La evaluacién de la cinética de liberacion de los compuestos cargados se realizd
utilizando un agitador rotatorio J.P. Selecta Movil-Rod a una temperatura de 37 °C. Para
cada material sintetizado, se tomé un peso conocido y se colocé en un medio de
liberacion especifico correspondiente a cada material.

En intervalos de tiempo predefinidos, se recogi6 1 mL del sobrenadante y
posteriormente se centrifugd durante 1 minuto a 3000 rpm. Luego, se reemplazo el
volumen recogido con una cantidad equivalente de disolucion fresca.

En los apésitos sintetizados en el Capitulo II, se utilizaron diferentes soluciones
tamponadas con diferentes pH (pH = 5.5, 7.4 y 8.2) para emular los diferentes valores
de pH de una herida. Se utiliz6 una solucién tamponada a pH 5.5 basada en acetato de
sodio 2.05 g + acido acético 1.5 mL + NaOH 2 N para simular el pH de la piel intacta, una
solucién tamponada a pH 7.4 basada en 0.1 M de PBS para imitar la fase de cicatrizacion

132



Anexo | _

de la herida en la que se produce la proliferacion celular y la granulacién, y una solucién
tamponada a pH 8.2 basada en una solucién de TRIS 0.1 M para simular el pH de las
heridas infectadas. Para realizar este estudio, se sumergieron 5 mg de fibras de cada
polimero cargado con farmaco en 5 mL de cada soluciéon tamponada durante 24 h bajo
agitacion (60 rpm). Cuando se utilizaron muestras de Eudragit® RS100, se agreg6 un
2% de Tween® 80 para facilitar la liberacion de los agentes antimicrobianos cargados.
Para cada material, cuatro muestras diferentes fueron analizadas independientemente
por espectrofotometria UV-Vis, restando la linea de base obtenida utilizando los
polimeros no cargados. La cinética de liberacién se determind ajustando los datos
experimentales a diferentes modelos matematicos (Tabla 13, Anexo II).

La liberacion in vitro del apdsito RIF-CIP/RS100 sintetizado en el Capitulo III, se realizd
sumergiendo 5 mg de material final en 5 mL de PBS con un 2% de Tween® 80 y cada
alicuota obtenida se filtr6 con un filtro CLARIFY-NY de 0.22 pm para su analisis
utilizando el equipo UHPLC mencionado previamente. La liberacién se analiz6 en un
total de seis muestras independientes.

En el caso de las NPs de PLGA-PEG-biotina_RIF, sintetizadas en el Capitulo IV, se
dispersaron las muestras a una concentracion de 1mg/ mL en PBS. Las muestras fueron

analizadas por UV-Vis y se hicieron tres repeticiones de 3 sintesis independientes.

Al 1.4.10 Bicinchoninic Acid (BCA)

La presencia de la avidina y el anticuerpo en las NPs de PLGA_PEG_RIF con anticuerpo
sintetizados en el Capitulo IV se determinaron indirectamente utilizando un kit de
ensayo de proteinas Pierce BCA (Thermofisher, Waltham, MA, USA) mediante la
recuperacion, durante los lavados, de la avidina y del anticuerpo no unidos y realizando
un balance de masa. Se prepararon estandares de diferentes concentraciones que
variaban desde 0 hasta 2000 pg/mL. La solucion de trabajo para los estandares y las
muestras desconocidas se prepararon mezclando el reactivo A del kit BCA con el
reactivo B del kit BCA en una proporcion de 50:1. Se mezclaron 25 pL de cada estandar
y muestra desconocida con 200 pL de la solucién de trabajo en una placa de
microtitulacion (Thermo Scientific Pierce 96-Well plate, ThermoFisher, Waltham, MA,

USA) y se agitaron durante 30 s. La placa se cubrié con papel de aluminio y se incubé a
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37 °C durante 30 min. La placa se enfri6 a temperatura ambiente y la absorbancia se
midié a 562 nm en un lector de microplacas Synergy HT Multi-Detection (BioTek

Instruments, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA).

AlL1.5 Evaluacion biolégica

AL1.5.1 Cultivo de bacterias

Todos los microorganismos se cultivaron colocando una colonia en 4 mL de TSB,
incubandolo durante 16 h a 37 2C con agitacion continua (150 rpm) hasta alcanzar la

fase estacionaria de crecimiento (10° CFU/mL).

La actividad bactericida de los agentes bacterianos y los apoésitos cargados sintetizados
en el Capitulo II fue evaluada frente a la cepa de S. aureus GFP, como modelo de bacteria
Gram-positiva, y frente a E. coli S17 como modelo de bacteria Gram-negativa.

Por otro lado, la actividad bactericida de los antibioticos libres, el apésito RIF-
CIP/RS100 del Capitulo III y las NPs de PLGA_PEG_RIF con y sin anticuerpo
sintetizadas en el Capitulo 1V, fueron evaluadas frente a S. aureus ATCC 25923y frente

aE coliS17.

Al 1.5.2 Actividad bactericida

Para evaluar la actividad bactericida de los compuestos libres y cargados en los
materiales sintetizados, se determinaron la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) y
la Concentracion Minima Bactericida (MBC).

Para llevar a cabo la evaluacion, se realizaron dos tipos de incubaciones dependiendo
del tipo de material:

1. Para los compuestos libres y las nanoparticulas, se incubaron junto con la
bacteria (105 CFU/mL) seleccionada en medio de cultivo TSB durante 24 h.
Después de transcurrido este tiempo se procedi6 a plaquear para su conteo.

2. Paralos apositos realizados, se incubaron junto con las bacterias seleccionadas
en medio de cultivo TSA, siguiendo el método de prueba estandar ASTM E-2180-
18%2 Este método involucré el corte de las membranas y su colocacién en placas
de 24 pocillos. Cada pocillo se llené con 2 mL de TSA inoculado, conteniendo 105
CFU/mL de la bacteria seleccionada. Las placas se incubaron en una caja cerrada

con agua a 37 °C durante 24 horas para permitir el crecimiento bacteriano.
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Después de la incubacion, cada muestra se transfirié a un falcon y se sometio6 a
sonicacion y agitacién en vortex para despegar las bacterias. Y se procedi6 al
plaqueo para su conteo.
El conteo celular se realizé utilizando el método de microdilucién estandar. Se
realizaron diluciones seriadas 1:10 de cada muestra en DPBS, y se sembraron tres gotas
de 25 pL de cada diluciéon en placas de Petri con TSA estéril. Las placas se incubaron a
37 °C durante la noche para permitir el crecimiento de las colonias bacterianas.
Se llevaron a cabo tres repeticiones del experimento con tres sintesis diferentes, y se
incluyeron controles de bacterias no tratadas, de los materiales no cargados y con el
disolvente utilizado para cada material. Ademds, todos los materiales fueron

esterilizados mediante exposicion a luz UV durante una hora.

Al 1.5.3 Actividad bactericida en cocultivo bacteriano

Para el cocultivo bacteriano realizado en el Capitulo IV, las bacterias S. aureus y E. coli
se cultivaron siguiendo el procedimiento descrito en el apartado AI1.5.1.
Posteriormente, se evalué la selectividad de las nanoparticulas PLGA-PEG-RIF o PLGA-
PEG-RIF-Anticuerpo mediante la colocaciéon del mismo volumen de suspension de

ambas bacterias en cada pocillo, junto con las nanoparticulas.

Después de la incubacidn, se llevé a cabo el método de diluciones seriadas?93 descrito
anteriormente utilizando medios de cultivo selectivos para cada bacteria. Se empled
agar Columbia CNA suplementado con un 5% de sangre de oveja para el aislamiento y
cultivo selectivo de S. aureus, mientras que se utiliz6 agar MacConkey para el
aislamiento y cultivo selectivo de E. coli. Estos medios de cultivo proporcionaron las
condiciones adecuadas para la identificacion y cuantificacion de las colonias

bacterianas presentes en cada muestra.

Al 1.5.4 Ensayo de Susceptibilidad Antimicrobiana en Disco

Para realizar esta evaluacion en las fibras cargadas con CHXD en el Capitulo II se
cortaron discos de diferentes didmetros (12, 16 y 20 mm). Las placas de Petri con agar
se inocularon con 300 uL de una suspensién de cada bacteria (S. aureus GFP y E. coli) a
107 CFU/mL. Las fibras se colocaron en las placas de Petri inoculadas (3 muestras por

placa, repitiendo el experimento en 3 placas diferentes) y después de una incubacién
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durante la noche a 37 2C se midi6 la zona de inhibicién (4rea sin crecimiento) con un
calibre.

AlL1.5.5 Estudio de sinergia mediante la determinacion del indice de
concentracion inhibitoria fraccional (FICI)

Las posibles interacciones in vitro entre ambos antibidticos utilizados en el Capitulo IV
(RIF y CIP) se evaluaron mediante el método de tablero de damas (Checkerboard)?°4,
que representa graficamente el comportamiento conjunto de dos compuestos. Los
ensayos se realizaron en placas de 96 pocillos, para cada cepa bacteriana (S. aureusy E.
coli) se prepard una solucion stock que contenia una concentracion igual a cuatro veces
la MIC de cada uno de los antibidticos (RIF y CIP). La RIF se diluy6 en direccién
horizontal y el CIP se diluyé en direccion vertical, haciendo una placa para cada bacteria.
Se afiadieron 10 pL de cada bacteria (S. aureus o E. coli) a una concentraciéon de 103
CFU/mL en cada pocillo y se utilizé una placa sin bacterias como control negativo. Las
placas se incubaron durante 24 h a 37 °Cy se observo la turbidez mediante inspeccién
visual. El ensayo se realizé por triplicado. Los valores de FICI se calcularon utilizando la

siguiente férmula:
FICI = FICgr + FICeip (Eq. 3)

En donde

MIC en presencia de CIP MICcipen presencia de RIF
FICqy = —RIESRP (Eq.4) and FICgp = —<EP (Eq.5)

MICRIF MICcrp

Tal y como indica el método, cuando el valor de FICI < 0.5, se considero sinergia, cuando

0.5 < FICI = 4, se considero indiferente y antagonismo cuando FICI > 4.

AlL1.5.6 Formacion y disrupcion del biofilm

Se evaluo el efecto de los antibioticos RIF y CIP libres, asi como de los ap6sitos RIF-
CIP/RS100 (Capitulo III) y las NPs PLGA_PEG_RIF con y sin anticuerpo (Capitulo IV)
tanto en la inhibicion de la formacién como en la eliminacién de biofilms preformados

de las bacterias S. aureus y E. coli. Se llevaron a cabo los siguientes procedimientos:
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e [Inhibicion de formacién de biofilms: Las bacterias se diluyeron a una

concentracién de 107 CFU/mL en placas de 24 pocillos. Luego, se expusieron a
los agentes antibacterianos y se incubaron durante 24 h a 37°C sin agitacion.
e Disrupcion de biofilms: Las bacterias se diluyeron a una concentraciéon de 107
CFU/mL en placas de 24 pocillos y se incubaron a 37°C sin agitacion durante 24
h para permitir la formacion de biofilms maduros. Después de este periodo, se
eliminaron las células plancténicas y se realizaron dos lavados con PBS para
eliminar cualquier residuo. A continuacion, se afadié el agente antibacteriano,
junto con un medio de cultivo fresco, y se incubaron durante 24 h a 37°C sin
agitacion.
Tras la incubacion, se retir6 el medio de cultivo y se realizaron dos lavados con PBS para
eliminar cualquier célula plancténica restante. Posteriormente, los biofilms resultantes
se rompieron mediante sonicacién (15 minutos, 200 W; Ultrasons, JP Selecta, Barcelona,
Espafia) para contar las bacterias viables (CFU/mL) utilizando el método estandar de
diluciones seriadas descrito anteriormente. Se utilizaron bacterias no tratadas y

sistemas no cargados como controles experimentales.

Para evaluar el efecto en la inhibicidn de biofilms, se afladieron nanoparticulas a medios
de cultivo inoculados con bacterias (107 CFU/mL) y las muestras se incubaron durante
24 ha37°Csin agitacion. En el caso del cocultivo, se afiadi6 la misma cantidad de ambas
bacterias para lograr una concentracion final de 107 CFU/mL. Para la siembra de las
colonias obtenidas del biofilm del cocultivo, se utilizaron los medios selectivos

anteriormente mencionados.

En el Capitulo IV, también se realizé el estudio antibiofilm que incluyé un cocultivo de
S. aureus y E. coli. Se agregé la misma cantidad de ambas bacterias para alcanzar una
concentracion final de 107 CFU/mL. Las colonias obtenidas del biofilm del cocultivo se

sembraron utilizando los medios selectivos mencionados anteriormente.

Ademas del conteo celular, en este capitulo, se llevaron a cabo dos metodologias para
evaluar el efecto de las nanoparticulas de PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo

en la prevencion de la formacion de biofilms y en la disrupcion de biofilms preformados.
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e SEM: Las bacterias se cultivaron para los analisis de inhibicién y disrupcién de
biofilms y se trataron con las nanoparticulas como se mencioné anteriormente
en placas de 24 pocillos con un cubreobjetos de vidrio en el fondo. Después del
tratamiento, cada lamina se lavdo con PBS y se sumergi6 en 500 uL de
paraformaldehido durante la noche. Posteriormente, las muestras se enjuagaron
con agua destilada y etanol al 70% y se dejaron secar al aire. Los cubreobjetos
se recubrieron y observaron como se mencion6 anteriormente en el apartado
AL1.4.3.

e Microscopia confocal: S. aureus, E. coli y el cocultivo de ambas bacterias se

cultivaron en placas de vidrio con ocho pocillos revestidos con poli-L-lisina
(Ibidi, Alemania) para los analisis de formacion y disgregacion de biofilms. Las
muestras se trataron con NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo
durante 24 h, como se describié anteriormente. Posteriormente, se eliminé el
medio de cultivo y se lavaron los biofilms con PBS para eliminar las bacterias no
adheridas. Posteriormente, se afiadieron 300 pL de paraformaldehido al 4% en
PBS a cada pocillo. Después de 45 minutos, se lavo el paraformaldehido dos
veces con agua estéril y se afiadieron 200 pL de SYTO 9 a una concentracion de
1.67 uM y se incubaron durante 30 minutos. Se lavé cada pocillo con agua estéril
y se tin6 con 200 pL de Calcofluor White al 0.025% durante 30 minutos para su
posterior visualizacién mediante microscopia confocal (Confocal Zeiss LSM 880
con Airyscan, Zeiss, Jena, Alemania). También se utilizaron biofilms no tratados

y biofilms no tefiidos como controles.

AlL1.5.7 Citotoxicidad

El cultivo de células para las pruebas de citotoxicidad se realiz6 en medio de cultivo
Eagle con Dubelcco de alta glucosa (DMEM con glutamina estable, Biowest, Francia)
suplementado con un 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS, Gibco, Reino Unido) y una
solucién de antibidtico-antimicotico al 1% (w/v) (penicilina-estreptomicina-
anfotericina B, Biowest, Francia) a 37°C y 5% de CO2. Para determinar la
citocompatibilidad de los materiales del Capitulo I y IV, se utilizaron macréfagos ]774

ATCC-TIB-67, mientras que para el Capitulo III para determinar la citotoxicidad del
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apdsito RIF-CIP/RS100, ademas de los macrofagos se emplearon HaCat y fibroblastos
dérmicos humanos como modelos de lineas celulares humanas.

La citocompatibilidad se midi6 utilizando el ensayo de viabilidad celular Cell Blue®
Viability Assay Kit, el cual mide el metabolismo celular asociado con la viabilidad

celular.

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos para los apdsitos y de 96 pocillos para
los compuestos libres y nanoparticulas (18,000 células/cm?), y se adicionaron los
materiales a probar. Las placas se incubaron a 37°C, 5% de CO2 durante 24 h.
Posteriormente las células se lavaron dos veces con PBS. Luego, se incubaron las células
con el reactivo celular Blue® (10% (v/v) en DMEM suplementado) y se incubaron
durante 4 h a 37°C y 5% de CO2. Se midio la fluorescencia en longitudes de onda de
excitacion/emision de 530/590 nm en un lector de microplacas Varioskan LUX

microplate reader (Thermo Scientific, Waltham, USA).

La evaluacién del efecto citotéxico se realizé mediante la comparacién de los valores de
fluorescencia entre las células tratadas y las células no tratadas (utilizadas como control
y representando una viabilidad del 100%). Cada concentracion fue analizada en cuatro

réplicas y se realizaron tres repeticiones independientes del experimento.

AL1.5.8 Modelo de infeccion

Para evaluar la eficacia de las NPs PLGA-PEG-RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo del
Capitulo IV en una infeccion intracelular provocada por S. aureus, E. coli o ambas
bacterias, se llevd a cabo un protocolo previamente reportado?9s. Las NPs PLGA-PEG-
RIF y PLGA-PEG-RIF-Anticuerpo, se afiadieron a las células sembradas en placas de
microtitulacion de 24 pocillos (18,000 células/cm?) a la concentraciéon bactericida
determinada previamente para las nanoparticulas funcionalizadas con el anticuerpo
(0.2 pg/mL) 20 h antes de la infeccién. Posteriormente, los macroéfagos fueron
infectados con S. aureus a una multiplicidad de infecciéon (MOI) de 20:1, mientras que la
infeccién por E. coli se indujo por separado mediante la adicién de una MOI de 8:1 29,
También se realizaron pruebas con cocultivo de S. aureus y E. coli mediante la adicion
de ambas bacterias a las mismas MOI utilizadas por separado (20:8:1). Como control se

utilizaron muestras no tratadas y no infectadas. Después de la infeccidn, las placas se
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centrifugaron a 200 g durante 5 minutos y se incubaron durante 30 minutos a 37 °C.
Posteriormente, las células fueron sometidas a lavados con PBS y se trataron con una
solucién de 100 pg/mL de sulfato de gentamicina durante 1 hora a 37 °C, con el fin de
eliminar las bacterias no internalizadas. Posteriormente, se incubo con 250 pL Triton X-
100 (0.5%) durante 15 min para lisar la membrana celular y obtener las bacterias
intracelulares. Las suspensiones finales se diluyeron en PBS y se sembraron siguiendo
el método de diluciones seriadas??3 en agar TSA y para el cocultivo en los medios de

cultivo diferenciales antes mencionados.

A su vez, la viabilidad de los macréfagos después de la infeccion se evalué mediante
microscopia confocal utilizando el kit de viabilidad/citotoxicidad Live/Dead para
células de mamiferos (ThermoFisher Scientific™, Waltham, MA, USA). Se realizaron
pruebas de viabilidad para asegurar que se utilizaran las MOIs adecuadas en el modelo
de infeccidn con las nanoparticulas descritas. Las células se sembraron en una placa de
12 pocillos y luego se infectaron como se describi6é anteriormente. Después, las células
se lavaron dos veces con PBS y se afnadi6 una solucién que contenia 20 pL de una
solucion madre 2 mM de etidio homodimero-1 (EthD) y 5 pL de una soluciéon 4 mM de
calceina AM. Después de 15 minutos de incubacién a 37 °C, las muestras se analizaron
mediante microscopia confocal (microscopio confocal de barrido laser Leica TCS SP2,

Wetzlar, Alemania).

AlL1.6 Analisis estadistico

Todos los resultados se presentan como media * desviacion estandar (DE). Los
experimentos celulares se analizaron utilizando andlisis de varianza de dos vias
(ANOVA) con el software GraphPad Prism 9 (San Diego, USA). Se consideraron

estadisticamente significativas aquellas diferencias con un valor de p < 0.05.
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Tabla 12. Pruebas de sintesis mediante la modificacién de diferentes variables para
identificar los valores 6ptimos de deposicion de las fibras que conforman los apdsitos finales

Eudragit Parametros Desventajas Imagenes SEM
Polimero: 15%
Farmaco: ---
Disolvente: DMF:EtOH *Formacién de
Distancia: 18.5 cm particulas
n Flujo: 1 mL/h
bt Voltaje: -3.2/13.1kV
=
a Polimero: 30%
] Farmaco: 5% RIF
Disolvente: DMF:EtOH *Formacién de beads
Distancia: 18.5 cm *Solucidn mas viscosa
Flujo: 1mL/h
Voltaje: -3.9/13.8kV
Polimero: 15%
Farmaco: -
Disolvente: CHCl3 *Formacién de
Distancia: 18.5 cm particulas
Flujo: 1mL/h
Voltaje: -4.1 /159 kV
Polimero: 30%
Farmaco: 5% RIF *Voltaje muy alto
Disolvente: DMF:EtOH *Formacién de beads
Distancia: 18.5 cm en fibras
Flujo: 1mL/h
= Voltaje: -3.6/ 25.3kV
(=)
a Polimero: 30%
Farmaco: 20% THY
Dl.solven.te: CHCl; *Polimero fundido
Distancia: 15cm
Flujo: 1mL/h
Voltaje: -3.8/11.2kV
Polimero: 30%
Farmaco: 10% CHXD
Disolvente: DMF:EtOH *Formacién de
Distancia: 18.5 cm particulas y fibras
Flujo: 1mL/h
Voltaje: -3.5/12.5kV
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RS100

Polimero: 30%
Farmaco: - *Cono de Taylor
Disolvente: CHClIs , inestable
. . *Polimero seco en la
Distancia: 15cm punta
Flujo: 0.5mL/h *Formacién de beads
Voltaje: -3.6/ 149 kV
Polimero: 30%
Farmaco: --- *Cono de Taylor
Disolvente: CHCI3 , inestable
. . *Polimero seco en la
Distancia: 18.5 cm punta
Flujo: 1mL/h *Formacién de beads
Voltaje: -3.2/13.6kV
Polimero: 30% =N
Farmaco: - ' i\‘vw’
Disolvente: CHCls *Polimero seco en la ‘ &“ {
Distancia: 15 cm @- s
1mL/h punta g’.é“ ‘ N
. s *Formacién de beads L)L \¥ 28
Flujo: (Coaxial - \\ﬁ‘s
0.1mL/h) WY Sy
Voltaje: -3.2/15.6 kV
Polimero: 20%
Farmaco: ---
Disolvente: CHCI3 *Formacion de
Distancia: 15 cm particulas
Flujo: 1mL/h
Voltaje: -3.1/10.68kV
Polimero: 30%
Farmaco: ---
" L
Disolvente: DMF:EtOH Formacién de beads
. . *Cono de Taylor
Distancia: 15cm inestable
Flujo: 1mL/h
Voltaje: -3.63 /18.92 kV
Polimero: 30%
Farmaco: 2.5% RIF
" L
Disolvente: DMF:EtOH Formacién de beads
. . *Cono de Taylor
Distancia: 15cm inestable
Flujo: 1mL/h
Voltaje: -2.95/18.02 kV
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RS100

Polimero: 30%
Farmaco: 10% THY
Disolvente: CHCl3
Distancia: 18.5 cm *Formacion de beads
1mL/h
Flujo: (Coaxial
0.3mL/h)
Voltaje: -3.4/17.6 kV
Polimero: 30%
Farmaco: 5% CHXD
Disolvente: CHCI3
Distancia: 15 cm *Sales de CHXD entre
1mL/h fibras
Flujo: (Coaxial
0.4mL/h)
Voltaje: -3.2 /13.2kV
Polimero: 30%
Farmaco: -
Disolvente: CHCI3
Distancia: 15cm *Formacién de beads
1mL/h
Flujo: (Coaxial
0.5mL/h)
Voltaje: -2.9/13.4kV
Polimero: 30%
Farmaco: ---
Disolvente: CHCl3
Distancia: 10 cm *Formacién de beads
1 mL/h
Flujo: (Coaxial
0.2mL/h)
Voltaje: -3.4/ 129 kV
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Tabla 13. Cinéticas de liberacién de los apoésitos cargados con RIF, CHXD y THY a diferentes
valores de pH
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AIIL.1 Publicaciones

Landa, G.; Miranda-Calderon, L.; Sebastian, V.; Irusta, S.; Mendoza, G.; Arruebo, M.

Selective point-of-care detection of pathogenic bacteria using sialic acid functionalized
gold nanoparticles. Talanta 2021, 234,p.122644.D0I: 10.1016/j.talanta.2021.122644.
IF=6.1

Miranda-Calderon L.; Yus C.; Landa G., Mendoza G.; Arruebo M.; Irusta S.

Pharmacokinetic control on the release of antimicrobial drugs from pH-responsive
electrospun wound dressings. International Journal of Pharmaceutics 2022, pp.

624:122003. DOI: 10.1016/j.ijpharm.2022.122003. IF= 5.8

Miranda-Calderon, L.; Alejo, T;; Santos, S.; Mendoza, G.; Irusta, S.; Arruebo, M. Antibody-

Functionalized Polymer Nanoparticles for Targeted Antibiotic Delivery in Models of
Pathogenic Bacteria Infecting Human Macrophages. ACS Applied Materials &
Interfaces 2023.DO0I:10.1021 /acsami.3c07367. IF= 9.5

Miranda-Calderon, L.; Yus, C.; Remirez de Ganuza, C.; Paesa, M.; Landa, G.; Tapia, E.;

Lujan, L.; Perez, M.; Sebastian, V.; Arruebo, M.; Mendoza, G.; Irusta S. Combinatorial
wound dressings loaded with synergistic antibiotics in the treatment of chronic infected

wounds. (En revisién por Chemical Engineering Journal)

Landa, G.; Miranda-Calderon, L.; Gomez, A.; Perez, M.; Sebastian, V.; Arruebo, M.;
Lamarche, I.; Tewes, F; Irusta, S.; Mendoza, G. Real-time in vivo monitoring of the
antimicrobial action of combination therapies in the management of infected topical

wounds. (En revisién por International Journal of Pharmaceutics)
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AIlIL.2 Congresos
XXXIX Reunion Bienal de la Sociedad Espafiola de Quimica, Zaragoza, Espafia (Junio
25-29, 2023). Poster: “Synthesis of polymer nanoparticles functionalized with

antibodies for drug delivery in intracellular infections”

II Encuentro de Investigadores Predoctorales en Biomedicina, (Junio 2, 2023).
Poster: “Synthesis of polymeric nanoparticles functionalized with antibodies for

targeted drug delivery in intracellular pathogenic infections”.

I Encuentro de Investigadores Predoctorales en Biomedicina, Zaragoza, Espafa
(Mayo 31, 2022). Poster: “Desarrollo de nuevos sistemas poliméricos de liberacién de

agentes terapéuticos para prevenir infecciones cronicas”.

32nd European Congress of Clinical Microbiology & Infectious Diseases, Lisboa,
Portugal (Abril 23-26,2022). Poster: “Evaluation of fibre-particle hybrid material based

a commercial antimicrobial controlled-release system”.

XIV Spanish-Portuguese Conference on Controlled Drug Delivery, Tenerife, Espafia.
(Enero 26-28, 2022). Poster: “Evaluation of Eudragit s100 nanofibers as pH responsive

antimicrobial release system”.

XXII Congreso Argentino de Fisicoquimica y Quimica Inorganica, La Plata,
Argentina. (Abril 19-29, 2021). Poster: "Influencia del pH en nanofibras de Eudragit
1100-55 cargado con agentes terapéuticos para su evaluacion como sistema de

liberacion controlada".

ler Congreso Internacional de Educacion Quimica-en linea: la ensefianza de la
Quimica y los retos de los Objetivos del Desarrollo Sostenible. (Noviembre 12-14,

2020). Asistente.

II Congreso Internacional de NanoBiolngenieria, Foro Virtual del Centro de

Investigacion en Biotecnologia y Nanotecnologia (Octubre 24-30, 2020). Asistente.
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