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Tengo a bien dirigirme a usted, en relacién al borrador de tesis presentado para optar el
grado de maestro en Produccion y Salud Animal, titulado: “Determinacion de actividad
antimicrobiana in vitro de un sistema conjugado Quitosano - Enrofloxacino de
administracién localizada para el tratamiento de Endometritis Subclinica en vacas”
presentado por la Bach. Simone Angela Herrera Béjar, a fin de hacer conocer la siguiente:

En merito a la evaluacion de las observaciones del borrador en mencién una vez
subsanadas las observaciones procede al desarrollo del borrador final y pase a
sustentacion.

Sin otro particular, aprovecho la oportunidad para expresarle los sentimientos de mi mayor
consideracion.

Atentamente
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Maestro en Produccién y Salud Animal, debo informar que el trabajo presentado ha sido
desarrollado de acuerdo a los objetivos trazados y se han hecho las correcciones de

forma y fondo correspondientes, encontrdndose apto para su sustentacién, por lo que
doy mi dictamen aprobatorio.

Atentamente

Arequipa 14 de junio del 2019
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r. Gonzalo Davila del Carpio
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Lugo de la revision del borrador de tesis, detalle de las observaciones y
correcciones, se ha recibido el levantamiento de las mismas encontrandose apto para su
sustentacion y defensa del trabajo de investigacion.

Atentamente.

Dr. Fernando Fernandez Fernandez.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue formular un sistema conjugado de liberacion
controlada entre el quitosano, biopolimero de propiedades mucoadhesivas,
antiinflamatorias y antibacterianas, y el enrofloxacino, fluoroguinolona de uso
veterinario de alta absorcion y biodisponibilidad; y evaluar in vitro su actividad
antibacteriana. El conjugado se obtuvo mediante una reaccion entre el &cido
carboxilico del enrofloxacino y los grupos amino del quitosan usando N-(3-
Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida) y N-hidroxisuccinimida, como agentes
activantes. Se estudio la talla y el potencial zeta del conjugado. La cuantificacion del
enrofloxacino contenido en el sistema conjugado se realiz6 por fluorescencia a una
longitud de onda de excitacién y emision de 274 nm y 450 nm respectivamente. Se
implementd la prueba para determinar la concentracion minima inhibitoria (MIC) del
conjugado a tres bacterias (Trueperella pyogenes, Bacteroides fragilis y
Fusobacterium necrophorum) encontradas en endometritis subclinica. El conjugado
presenta una talla de 492.73 + 74.39 nm y una carga positiva de 30 £ 5.05, lo cual le
confiere a la formulacion propiedades mucoadhesivas sobre las células de
endometrio que presentan carga negativa. Adicionalmente, el conjugado presenta
23.1 £ 1.95 g de enrofloxacino por mL de formulacion. Este resultado es mayor al
obtenido en la prueba de microdilucién en caldo Miiller-Hinton que se us6 para
determinar la concentracion minima inhibitoria del enrofloxacino libre a las cepas
mencionadas. Se esta optimizando la prueba de susceptibilidad in vitro bacteriana;
que evaluara si las proteasas bacterianas contenidas en el biofilm fragmentan el
enlace amida y provocan la liberacion del enrofloxacino. En resultados iniciales se
observa un efecto sinérgico entre el quitosano y enrofloxacino como conjugado frente
al enrofloxacino solo, ademas el método de conjugacion no altera la accion
antibacteriana del farmaco, lo que se tendra que corroborar en posteriores estudios

de campo in vivo.

Palabras clave: Quitosano, enrofloxacino, conjugado, MIC, fluorescencia.
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Abstract

The aim of the present study was to formulate a conjugated controlled release system
between chitosan, biopolymer of mucoadhesive, anti-inflammatory and antibacterial
properties, and enrofloxacin, fluoroquinolone for veterinary use of high absorption
and bioavailability; and to evaluate in vitro their antibacterial activity. The conjugate
was obtained by a reaction between the carboxylic acid of enrofloxacin and the amino
groups of chitosan using N- (3-Dimethylaminopropyl) -N'-ethylcarbodiimide) and
N-hydroxysuccinimide, as activating agents. The size and the zeta potential of the
conjugate were studied. The quantification of enrofloxacin contained in the conjugate
system was performed by fluorescence at an excitation and emission wavelength of
274 nm and 450 nm respectively. The implementation of the test to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC) of the conjugate to three bacteria
(Trueperella pyogenes, Bacteroides fragilis and Fusobacterium necrophorum) found
in subclinical endometritis was developed. The conjugate has a size of 459.4 + 74.39
nm and a positive charge of 30 £+ 5.05, which gives the formulation mucoadhesive
properties on the endometrial cells that have a negative charge. Additionally, the
conjugate presents 23.1 £ 1.95 pg of enrofloxacin per mL of formulation. This result
is higher than the one obtained in the microdilution test in Muller-Hinton broth that
was used to determine the minimum inhibitory concentration of free enrofloxacin to
the mentioned strains. The in vitro bacterial susceptibility test is being optimized;
which will evaluate whether the bacterial proteases contained in the biofilm fragment
the amide bond and cause the release of enrofloxacin. In initial results, a synergistic
effect is observed between chitosan and enrofloxacin as a conjugate against
enrofloxacin alone, in addition the conjugation method does not alter the antibacterial
action of the drug, which will have to be corroborated in subsequent field studies in

Vivo.

Key words: Chitosan, enrofloxacin, conjugate, MIC, fluorescence.
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l. Introduccion

Uno de los principales factores que afectan la eficiencia reproductiva del vacuno lechero es
la inflamacion uterina que retrasa el retorno de la vaca en sus actividades reproductivas. Las
metritis y endometritis se han relacionado con retrasos en el reinicio de la actividad ovarica
postparto, el incremento del intervalo entre el parto y la primera inseminacion, el aumento
de dias abiertos, el descenso de la tasa de concepcion y prefiez con aumento de la tasa de
eliminaciéon de vacas de alta valor genético y productivo, eliminadas por factores

reproductivos 2.

La endometritis es la inflamacion del endometrio usualmente debido a la persistencia de una
infeccion o al retraso en la involucidn uterina. En ausencia de signos clinicos de endometritis,
las modificaciones del endometrio uterino pueden ser definidas como endometritis
subclinicas (ES) que se caracterizan por la presencia y aumento de Polimorfo Nucleares
Neutré6filos (PMN) en el lumen uterino sin descargas purulentas*,

Un estudio de Reategui et. al sobre la evaluacion del impacto de ES en la performance
reproductiva, indico que a pesar de no haber diferencias significativas para el intervalo parto
concepcion (IPC) entre un grupo de vacas sanas y otro con ES, existe un deterioro en la
eficiencia reproductiva de vacas enfermas. Es asi que se determind la repercusion de ES en
forma negativa con consecuencias econdmicas en diferentes hatos lecheros; aun asi, no

existe un método eficaz para tratar la endometritis subclinica en vacas lecheras °.

Este estudio es pertinente ya que las empresas ganaderas de produccion lactea requieren que
sus vacas se prefien en el menor tiempo posible para lograr la mayor eficiencia reproductiva
y productiva de sus hatos lecheros, por lo que, las patologias reproductivas repercuten de
manera negativa sobre esa performance, una de ellas es la endometritis. Esta enfermedad en
su forma clinica, afecta entre el 15y 20 % de las vacas entre la 4" y 6™ semana después del

parto, mientras que la ES afecta entre el 30 y 35 % de vacas entre la 4™y 91" semana postparto
1,6

Ademas, en el utero con ES, las bacterias forman biofilms para sobrevivir. Estas permiten el
intercambio de material genético y evitan la exposicion a antibidticos, lo que conduce a la
resistencia a estos farmacos 8. En paralelo, la via intrauterina, ampliamente utilizada para
la administracion de antibioticos en la ES, tiene un mecanismo propio de limpieza. Esto
ocasiona que las formas farmacéuticas convencionales como bolos intrauterinos, geles o

espumas presenten un corto tiempo de residencia intrauterina. Adicionalmente, algunos
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antibioticos poseen un tiempo de vida media corto. Por lo tanto, la administracion de
farmacos en la ES se traduce en procedimientos repetitivos, complejos, caros y que
sobretodo producen stress en las vacas. Lo que conlleva a una disminucion de la produccién

y productividad lechera e indices reproductivos no adecuados 71,

Por lo anteriormente indicado, es necesario buscar nuevas estrategias para tratar esta
enfermedad, una de ellas propone formulaciones de antibidticos de liberacion prolongada,
estrategia ya utilizada en Medicina Humana. Estos fArmacos ya encapsulados son en adelante
liberados de manera independiente de factores externos y con una cinética bien establecida.
Asi, estas formulaciones ofrecen numerosos beneficios, los que incluyen, lograr una
concentracion de antibiotico estacionaria, terapéuticamente eficaz (por encima de la
concentracion minima efectiva) y no toxica en el tejido a tratar. Esto, reduce

consecuentemente la frecuencia de dosificacion y la cantidad de farmaco administrado.

Por tal motivo, este proyecto propuso la evaluacion in vitro de un sistema conjugado
polimero-farmaco para optimizar el tratamiento de la endometritis subclinica en vacas
lecheras. Por lo que se formulé un compuesto para realizar su estudio in-vitro en condiciones

que se asemejen al Utero posparto en vacas puerperales.

Si bien existe en la actualidad reportes de estas formulaciones, ninguna de estas ha sido
probada en el campo de la reproduccion animal para su uso en vacas lecheras. Asi, este
proyecto propone un sistema conjugado “Quitosano-Enrofloxacino” con propiedades
mucoadhesivas y bactericidas para utilizarlo en estudios posteriores y asi optimizar el
tratamiento de la enfermedad antes mencionada.

Hipotesis

e Dado que el conjugado “quitosano-enrofloxacino” libera de manera sostenida el
farmaco, es posible que este sistema tenga mayor actividad antibacteriana que el

enrofloxacino libre en el tratamiento de ES.
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Objetivos

Objetivo General:
e Determinar la actividad antimicrobiana in vitro del sistema conjugado “quitosano-
enrofloxacino” de administracion localizada para el tratamiento de endometritis

subclinica en vacas.

Objetivos especificos:
e Desarrollar un sistema conjugado “quitosano-enrofloxacino”.
e Comparar la concentracion minima inhibitoria del conjugado ‘“quitosano-

enrofloxacino” de administracion localizada, sobre enrofloxacino libre.

El presente trabajo de investigacion despliega la revision y analisis exhaustivo de los
fundamentos tedricos y problema en estudio, descripcion de las estrategias metodolégicas
en la ejecucion de la investigacion, los resultados y discusion de la determinacion de
actividad antimicrobiana in vitro de un sistema conjugado quitosano-enrofloxacino de
administracion localizada para el tratamiento de endometritis subclinica en vacas,
conclusiones y recomendaciones considerando una serie de actividades que involucran la
evaluacion in vitro. A manera de anexos se despliega el proyecto completo de investigacion,
las matrices de sistematizacion, constancia de laboratorio, analisis estadistico y secuencia

fotogréfica.
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CAPITULO I:
MARCO TEORICO
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1. El puerperio
Es un proceso fisiologico de modificaciones que ocurren en el Utero inmediatamente
luego del parto hasta la completa involucién uterina y la restauracion de la capacidad
reproductiva 11213,

Esta restauracion del aparato reproductor comprende: Involucidon uterina completa,

regeneracion del tejido endometrial, el retorno a la ciclicidad ovarica y eliminacion de

la contaminacion bacteriana presente en el ttero (Figura 1)*.

1.1.Involucion uterina
La recuperacion del tamafio y el funcionamiento del Gtero después del parto se
denominan involucion uterina. Depende de contracciones miometriales,

eliminacion de la infeccion bacteriana y de la regeneracion del endometrio .

[ |
|
I | I
_
_

\‘ INVOLUCION ‘/ CICLO ESTRUAL

Figura N° 1: Procesos durante la involucion uterina 3.

PUERPERIO

La regresion uterina comienza en los cuernos, después se extiende al cuerpo del
utero y termina en el cérvix, que regresa a su estado inicial solo después de 40-50

dias a partir del parto *2,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

La involucion uterina retardada es un factor importante que limita la fertilidad en la
vaca, esta ocurre por enfermedades en el posparto, que incluyen hipolcacemia,
retencion de placenta e infecciones uterinas (endometritis y metritis), asi como en

vacas viejas y en partos gemelares. 141°,

1.2. Regeneracion del endometrio
La regeneracion del endometrio se inicia inmediatamente después del parto y se
completa alrededor de los 25 dias postparto. Las capas mas profundas de tejido no

estaran completamente restauradas hasta 6 o 8 semanas postparto 115,

1.3. Reanudacion de los ciclos estruales
El estro y la ovulacion se suspenden durante la gestacion. Este bloqueo se debe a
los niveles elevados de progesterona, por lo que, si se produce ovulacion, se formara

un cuerpo lateo lo que anuncia el retorno de la ciclicidad ovarica 7,

A su vez el Utero también tiene efectos especificos sobre la actividad ovarica
postparto. La contaminacion uterina después del parto es inevitable y un alto nivel
de contaminacion puede deprimir la seleccion folicular. El efecto es mayor en el

cuerno uterino previamente gravido 8.

1.4. Contaminacion bacteriana
El lumen uterino se encuentra estéril antes del parto, pero durante y después del
parto, las barreras fisicas de la cérvix, vagina y vulva son comprometidas
proporcionando la oportunidad para que las bacterias asciendan al tracto genital
provenientes del ambiente, de la piel del animal y de las heces °. Esta
contaminacion se produce en el 90% de las vacas y la mayoria de las bacterias
contaminantes son removidas normalmente por diversos mecanismos de defensa

del Gtero 4.

La conversion de la contaminacion en infeccion depende de la virulencia de los
microorganismos, de la condicidn del Gtero y de los mecanismos de defensa 3. Esta

infeccién implica adherencia de microorganismos patdégenos a la mucosa,
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colonizacion o penetracion del epitelio y/o liberacion de toxinas bacterianas que

conducen al establecimiento de enfermedad uterina 6.

Una vaca con un posparto normal resuelve la infeccion uterina mediante la descarga
del contenido uterino y movilizacion de las defensas naturales, incluyendo moco,
anticuerpos y células fagociticas . EI ambiente uterino dominado por estrdgeno es
mas resistente a la infeccién debido a que los niveles elevados de estradiol
promueven la leucocitosis en el Gtero y en general en el tracto reproductivo 3. La
resolucién de la inflamacion se produce en el transcurso del tiempo, siendo

restaurado en vacas normales dentro de los 40 a 60 dias después del parto *°.

En contraparte, la presencia de bacterias patogenas en el Gtero causa inflamacién,
lesiones histolégicas del endometrio y retraso de la involucién uterina y puede ser
lo suficientemente grave como para sobrepasar los mecanismos de defensa uterina

y provocar una infeccion que ponga en riesgo la vida del animal *°.

1.5. Bacterias contaminantes del Gtero
En los animales vivos, existe una flora microbiana fluctuante en el Gtero en las
primeras 7 semanas posparto debido a la contaminacion espontanea, limpieza y
recontaminacion °. La mayoria de estos contaminantes ambientales, pueden ser

aislados y son eliminados gradualmente del Gtero en este periodo *°.

La incidencia y especies de bacterias decrecen gradualmente conforme avanzan los
dias, asi la presencia de bacterias es esporéadica de los 20 a 35 dias posparto y la
cavidad uterina debe retornar a la esterilidad después de dicho evento.

Aproximadamente a las 4 semanas el Gtero debe estar estéril en vacas normales %16,

En los primeros 10 dias después del parto se aisla generalmente Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp. y Bacillus spp. del utero de vacas sin signos clinicos visibles,
mientras que Arcanobacterium pyogenes, Prevotella melaninogenicus, Escherichia
coli, Fusobacterium necrophorum y Bacteroides spp. fueron aisladas de vacas
clinicamente enfermas lo cual se asocia usualmente con la infeccion uterina en

bovinos *°.
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1.6. Mecanismos de defensa uterina
Tanto las barreras anatomicas y funcionales, asi como la respuesta inmune
especifica y no especifica son elementos fundamentales del mecanismo de defensa
contra la invasion de microorganismos ambientales del tracto reproductivo de la
vaca *°. Cualquier alteracion de estos mecanismos de defensa permite a los
patdgenos oportunistas, mayormente microorganismos del tracto gastrointestinal
posterior y que se encuentran alrededor del area perineal, colonizar el endometrio

y causar enfermedad uterina °.

2. Endometritis
La endometritis es la inflamacion del endometrio, la capa mas interna del Utero,
usualmente debido a la persistencia de una infeccion moderada o al retraso en la
involucidn uterina. Las pérdidas reproductivas incluyen un incremento del nimero de
dias abiertos, aumento de los servicios por concepcion y un incrementado riesgo de
descarte debido a fallas reproductivas *.

2.1. Patogenia

El desequilibrio entre la infeccion uterina y los mecanismos de defensa
antimicrobianos propios del utero desencadenan el desarrollo de patologias como
la metritis puerperal, piometra, endometritis clinica, y endometritis subclinica.
Todos los procesos inflamatorios del Utero afectan al endometrio, pudiendo o no
extenderse al miometrio y al perimetrio®® 20,

Ademas, en el periodo postparto de las vacas se libera prostaglandina F2a ya sea en
el puerperio normal o en presencia de infecciones uterinas, pero en este Ultimo caso
persisten concentraciones mas elevadas por mas tiempo. Al parecer estas
infecciones bacterianas y sus toxinas hacen que se secreten concentraciones
anormalmente mas elevadas de prostaglandina, lo que demora el inicio del ciclo
hasta que la infeccién ceda. Asi, la endometritis es la inflamacion del endometrio
debido a la persistencia de una infeccion moderada o al retraso en la involucion

uterina 1 2L,
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2.2.Etiologia
Existen varios géneros de bacterias causantes de esta infeccion y pueden estar solas
0 en combinacidn. Algunas son Arcanobacterium pyogenes y Escherichia coli que
usualmente actGian en conjunto 2. En otras ocasiones Arcanobacterium pyogenes
también se encuentra asociado a gérmenes anaerobios como Fusobacterium
necrophorum y Bacteroides Spp. 2. Cuando se aisla del Gtero al Arcanobacteriun
pyogenes el dia 21 postparto es sinénimo de endometritis grave y generalmente es

la principal causa de infertilidad en vacas 2.

2.3.Clasificacion
Se ha propuesto una clasificacion general de endometritis:

a. Endometritis Clinica: Enfermedad en la cual los animales después de los 21 dias
del parto presentan contenido o descarga vaginal visible, ya sea de tipo moco
purulento (50% moco + 50% pus) o purulento (>50% pus).

b. Endometritis Subclinica: Definida por citologia endometrial cuyo resultado indica
un porcentaje de neutrdfilos mayor al 18% entre los dias 21 a 33 postparto, 0 un
resultado mayor al 10% entre los dias 35 y 47 postparto. Para esto, se realiza un
conteo minimo de 100 células endometriales, polimorfo nucleares y células
escamosas.

Los animales con endometritis subclinica no muestran descargas uterinas, pero se
acepta que pueden tener un grado de infeccion suficiente como para alterar su

desempefio reproductivo 2,

3. Endometritis subclinica
La endometritis subclinica (ES) juega un papel muy critico en la industria lactea
moderna. Es altamente prevalente, asintomatica y tiene un profundo efecto perjudicial
sobre el rendimiento reproductivo *>%. La endometritis subclinica es, de hecho, una de
las causas de ineficiencia reproductiva mas importantes en vacas lecheras estudiadas en
la ultima década . Se define como la inflamacion superficial del endometrio (no mas
alla del stratum spongiosum), evidenciada por el aumento relativo (porcentaje) del

namero de neutrofilos polimorfonucleares (PMN; en relacion a células epiteliales
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endometriales) en la luz uterina, sin signos clinicos visibles, pero que perjudica

significativamente la fertilidad 32327,

Dado que la ES no puede ser detectada por simple inspeccion visual, son necesarios
examenes complementarios para su diagnéstico, siendo estos: Histopatologia,

ultrasonografia, tiras de esterasa leucocitarias (TEL) y citologia endometrial %2,

3.1.Diagndstico de la endometritis subclinica
Entre las técnicas mas difundidas se pueden mencionar la palpacion transrectal,
vaginoscopia, ultrasonografia, biopsia endometrial, y la citologia endometrial
(cytobrushy lavaje uterino). En los tambos, la técnica mas utilizada y difundida es
la palpacion transrectal que ofrece datos del Gtero tales como el tamafio de los

cuernos, simetria, textura, tono, contenido luminal, y estructuras ovaricas °.

El empleo de la citologia endometrial consiste en la recoleccion de células del
endometrio a través de dos técnicas diferentes: Cepillado o cytobrush y lavaje
uterino. Esta evaluacion citologica endometrial es muy sensible para el diagnéstico
de endometritis subclinica puesto que mediante el conteo de polimorfonucleares
neutréfilos se infiere la presencia de una inflamacion del endometrio y por ende es

la técnica recomendada para optimizar el diagndstico® 2°.

3.2.Citologia endometrial
La citologia endometrial es la técnica mas utilizada para diagnosticar ES en el
ganado lechero tanto en el campo como a nivel investigativo 3*3L, La evaluacion de
la proporcion de PMN en ldminas de citologia es el sello distintivo del diagndstico
de la ES, hasta el punto en que algunos autores se refieren a la ES bovina como

“endometritis citologica” (CITO) 3132,
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Figura N° 2: Estudios citoldgicos de endometrio bovino tefiidos con
Wright-Giemsa modificado, observados con microscopio 6ptico; A)
10X, B) 40X (las flechas sefialan las células polimorfonucleares).

En general, las vacas afectadas por CITO experimentan un efecto perjudicial con
respecto a su capacidad reproductiva. Aunque no hay impacto de la CITO en la
produccion de leche, su importancia se basa principalmente en el aumento del
tiempo hasta la prefiez: una vaca positiva a CITO tiene en promedio un aumento en

el tiempo de prefiez de 25 dias, y la consiguiente pérdida economica 30 333,

4. Importancia de la Endometritis subclinica
Uno de los principales factores que afecta la eficiencia reproductiva del vacuno lechero
son las patologias uterinas. Las metritis y endometritis se han relacionado con retrasos
en el reinicio de la actividad ovarica postparto, incremento del intervalo entre el parto y
la primera inseminacion, aumento de dias abiertos, descenso de la tasa de concepcion y
aumento de las tasas de eliminacion del ganado, reduciendo la eficiencia reproductiva

del ganado lechero 12,
Es por esto que la salud reproductiva desempefia un importante rol para alcanzar una

correcta performance reproductiva. Las vacas tienen que parir a intervalos regulares

para incrementar la produccion individual y total del establo " 2.
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Cuadro N 1. Efectos de la E.S. sobre la reproduccion del vacuno lechero *.

Inicio Superovulacién

Referencia Caracteristicas basicas Impacto en Parametros afectados
del estudio reproduccién
Kasimanickam | n = 228; Exp. = 2; Solo Negativo Dias abiertos,
et al., 2004 vacas sin PVD; Citobrush; Tasa de gestacion
PC. 18%
20-33 DIM; PC. 10% 34-
47 DIM
Gilbert et al., | n = 141; Exp. = 5; Solo | Negativo Anestro  postparto, Tasa de
2005 vacas sin PVD; Lavado; gestacion en 12 1A,
PC. Inseminaciones/gestacion, Dias
~5% 40-60 DIM abiertos, Tasa de gestacion
Barlund et al., | n = 221; Exp. = 8; Solo Negativo Tasa de gestacion en 1% IA,
2008 vacas sin PVD; Citobrush; Inseminaciones/gestacion,  Dias
PC. 8% abiertos, Tasa de gestacion
28-41 DIM
Dubuc et al., ' n = 1044, Exp. = 6; | Negativo Tasa de gestacion
2010 Combinado con PVD;
Citobrush; PC. 6%
35+ 3 DIM; PC. 4% 56 +
3DIM
Plontzke et al., | n = 201; Exp. = 3; Solo | Sin efecto Diasala 12 IA,
2010 vacas sin PVD; Citobrush; Inseminaciones/gestacion, Dias
PC. 5% abiertos, Tasa de gestacion
18-38 DIM; PC. 5% 32-52
DIM
Burke et al, | n = 78; Exp. = 1; Solo | Negativo Anestro postparto
2010 vacas sin PVD; Citobrush;
PC. 6%
42 DIM
Green et al, n = 169; Exp. = 1; Solo
2011 vacas sin PVD; Citobrush;
PC. 18%
21 +3 DIM; PC. 18%
42 + 3 DIM Negativo Anestro postparto
McDougall n = 303; Exp. = 1;| Negativo Anestro  postparto, Tasa de
etal., 2011 Combinado gestacion en 12 IA, Dias abiertos,
PVD,; Citobrush; PC. 9%; Tasa de gestacion
29 £ 2,4 DIM; PC. 7%
43 +2,3DIM
Drillich et al.,, n = 48; Exp. = 1; Solo; Negativo % de embriones transferibles
2012 vacas sin PVD; Citobrush;
PC. 0% IA; PC. 0%
Recogida
Embriones
Fernandez- n = 41; Exp. = 1; Solo | Negativo % de embriones transferibles
Sanchez vacas sin PVD; Citobrush;
etal., 2014 No PC., andlisis lineal

n: nimero de casos; Exp.: explotaciones; PVD: descarga vaginal purulenta; PC: punto de

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

corte; DMI: dias en leche.

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Ademas, los problemas de infecciones reproductivas en la ganaderia causan pérdidas
econdmicas de gran relevancia, ya que los regimenes terapéuticos para tratar infecciones
como la ES en vacas lecheras proponen varias administraciones del antibi6tico por dia,
durante varios dias ademéas de altas dosis del farmaco. Lo que eleva los costos de
servicios veterinarios y de tratamiento. Asimismo, un tratamiento prolongado puede

llevar a perfiles toxicos en tejidos periféricos al tejido a tratar > 3637,

5. Enrofloxacina
El enrofloxacino de féormula quimica Ci19H220FN303, pertenece a la familia de las
fluoroquinolonas y fue la primera patentada en 1984. Se ha establecido que las
fluoroguinolonas pueden destruir activamente a las bacterias mediante la inhibicion de
la ADNgirasa bacteriana o topoisomerasa Il, lo que hace que la molécula de ADN sea
compacta y se destruya la funcion bioldgica 38°,

El primer producto veterinario a base de enrofloxacina fue elaborado por Bayer en 1991,
hoy en dia existen varias formas farmacéuticas de presentacion: solucién inyectable,
comprimidos y bolos para diferentes especies destino como animales domésticos, de
granja y hasta exoticos . El enrofloxacino posee una excelente actividad bactericida a
bajas concentraciones “* 4> 4 y tiene propiedades farmacocinéticas favorables en
mamiferos, incluida una buena absorcion, alta biodisponibilidad y buena penetracion en

el tejido 44 4546,

La enrofloxacina esta indicada en el tratamiento local y sistémico de enfermedades
causadas por agentes Gram-negativos y Gram-positivos. Estd indicada para
enfermedades respiratorias, infecciones digestivas, urinarias, genitales, mamarias e

infecciones de la piel 404,

La enrofloxacina es un poderoso agente antimicrobiano que muestra eficacia frente a
distintas enfermedades bacterianas, posee a la vez efectos adversos que son bien
tolerados y no son de gran importancia comparandolos con los beneficios*’. Los mas
comunes efectos adversos incluyen nauseas, vomitos y diarrea, asi como reaccién
inflamatoria en el sitio de administracipon en el caso de porcinos. Los efectos adversos
también se describen sobre los animales jovenes, afecciones en el sistema reproductivo,

la vista y el sistema nervioso central 4048,
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La enrofloxacina y su metabolito activo ciprofloxacina poseen una alta actividad
bactericida dependiendo de la concentracion, sin embargo, residuos de medicamentos
en lo productos de origen animal, bacterias resistentes y reacciones de hipersensibilidad
alérgica %% han hecho necesario explorar una nueva preparacion para atenuar los
efectos adversos tanto como sea posible, asi como también reducir la frecuencia de

administracion 525354,

6. Nanotecnologia
La nanociencia y la nanotecnologia permiten estudiar fendmenos inéditos que ocurren
a nivel atébmico y molecular. La importancia de la nanotecnologia radica en que en el
mundo nanométrico los materiales, cuyas dimensiones son de una millonésima parte de
un milimetro (1x10° mts), pueden adquirir o realzar propiedades diferentes a las que

tienen a escala macroscopica >>.

Nanotecnologia es el disefio, caracterizacion y aplicacion de estructuras, dispositivos y
sistemas complejos mediante el control de la forma, el tamafio y las propiedades de la
materia a escala nanomeétrica, y por tanto permiten trabajar y manipular de forma
individual atomos y moléculas en disciplinas como la Quimica, la Fisica, la Biologia, la

Medicina y la Ingenieria >>°.

6.1.Nanomedicina
La nanomedicina es una rama de la nanotecnologia con aplicaciones directas en
Medicina, que podria permitir el abordaje de las enfermedades (diagnostico,
prevencion y tratamiento) desde el interior del organismo®®. Es asi que, los
dispositivos con un tamafio menor de 50 nm pueden ingresar facilmente en la
mayoria de las células mientras que, los menores de 20 nm pueden salir de los vasos
sanguineos. Como resultado, los dispositivos a nanoescala pueden interactuar
facilmente con biomoléculas tanto en la superficie celular como dentro de ella, a
menudo en formas que no alteran el comportamiento y las propiedades bioguimicas

de esas moléculas *’.

Ademas, considerando que los sistemas bioldgicos interactian con su medio

ambiente a través de moléculas y estructuras multi moleculares que operan en la
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nanoescala, es facil comprender porque la nanotecnologia tiene tanto potencial en

el area de la salud, en los productos farmacéuticos y en la Biotecnologia 8.

6.2.Sistemas vectorizados de farmacos
El crecimiento de los enfoques terapéuticos basados en la nanotecnologia, que
incluyen numerosos sistemas de administracion de farmacos de tamafio
nanométrico o diagndsticos, se ha desarrollado para mejorar el tratamiento o el

diagnostico de diversas enfermedades °.

Los sistemas de administracion controlada de medicamentos se han convertido en
una técnica muy eficaz para el tratamiento de diversas enfermedades. Estan
disefiados de manera que el medicamento llega al sitio de interés de manera
controlada y predeterminada al mantener una concentracion persistente durante un
periodo de tiempo especifico, regulando asi la biodisponibilidad y minimizando los

efectos secundarios del farmaco®.

6.3.Terapia basada en polimeros
Los polimeros y los sistemas de administracion de farmacos basados en polimeros
han experimentado una enorme expansion en la ultima década, con el desarrollo
clinico y pre-clinico de nanomedicinas basadas en polimeros y otras aplicaciones

biomédicas®®.

Los tratamientos a base de polimeros son preparados a una escala nanométrica. La
definicién abarca medicamentos poliméricos (moléculas poliméricas que son
biolégicamente activas por derecho propio); conjugados polimero-farmaco;
conjugados polimero-proteina; micelas poliméricas a las que se une covalentemente

el farmaco; y vectores poliméricos no virales para la entrega de genes®.

6.4.Conjugado polimero-farmaco
Los polimeros naturales son de gran importancia en diversas aplicaciones
farmacéuticas y biomédicas debido a su no toxicidad y biocompatibilidad. Una de

las diversas aplicaciones es el conjugado polimero-farmaco, que consiste en un
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esqueleto de polimero biocompatible hidrofilico a lo largo del cual las moléculas
del farmaco se unen covalentemente a través de un enlazador biodegradable que
permite la liberacion controlada del farmaco %,

Los conjugados de polimero-farmaco tienen varias ventajas sobre los farmacos
encapsulados fisicamente, algunos de ellos son: 1) la capacidad de lograr una alta
carga Util del farmaco, 2) mayor solubilidad del farmaco, 3) modulacién de la
farmacocinética del farmaco (resultando en una mayor eficacia terapéeutica), 4)
efectos secundarios locales y sistémicos reducidos como resultado de farmacos
altamente irritantes o citotoxicos, 5) estabilidad in vivo aumentada del farmaco y 6)

control del lugar de liberacion del farmaco 6455,

6.4.1. Conjugado quitosano - farmaco

El quitosano se obtiene de la quitina, que es el segundo polimero natural
méas amplio que se obtiene de los esqueletos externos de los insectos y
crustaceos, tiene propiedades mucoadhesivas, de menor citotoxicidad y

antioxidantes ©6-67.68,

La quitina, el quitosan y sus derivados, preparados en diversas formas como
hidrogeles, nanofibras, membranas, micro/nanoparticulas y esponjas son
biomateriales prometedores para aplicaciones biomédicas, como la
administracion de farmacos. Estos tienen excelentes propiedades adhesivas,
biocompatibles, biodegradables, no toxicos, hidrofilicos, y también tiene un

efecto antimicrobiano %79,

Los grupos amino en el quitosano se pueden conjugar con varios grupos
funcionales para permitir el enlace de medicamentos y otros ligandos, lo que

brinda la capacidad de administrar medicamentos de forma local y sistémica
65

Ademas, entre las nanomedicinas, los conjugados de polimeros y
medicamentos a base de materiales hidrofilicos y biocompatibles, como el
quitosano, han llamado la atencion en el tratamiento moderno de la
inflamacion debido a su potencial de ataque pasivo y activo al sitio de la

inflamacion vy la liberacion controlada de agentes activos una vez en alli °.
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7. Pruebas in vitro para la evaluacion del sistema conjugado polimero- farmaco.

7.1.Actividad antibacteriana
Esta prueba se realiza para evaluar la actividad antibacteriana de farmacos, y asi
determinar la resistencia o sensibilidad de las bacterias identificadas, en este caso
de endometritis subclinica en vacas, al sistema conjugado polimero-farmaco de

administracién localizada, como nueva forma de tratamiento.

El estudio de susceptibilidad bacteriana in-vitro se hizo mediante el método de
microdilucion descrito por Patel et al.”, en caldo Mueller-Hinton. Este método se
denomina “microdiluciéon” porque implica el uso de pequefios volumenes de caldo
dispersado en bandejas de microdilucion plasticas estériles que tienen pocillos de

fondo redondos o conicos.

El estudio se realizard con las cepas bacterianas obtenidas de cultivos de
endometritis de ganado vacuno, proporcionadas por el Laboratorio de
Bacteriologia de la Universidad Franche-Comté; para lo cual se determinara
primero la concentracion minima inhibitoria (MIC) necesaria para determinar la

resistencia o sensibilidad al sistema de conjugacion en estudio.
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CAPITULO II:;
METODOLOGIA
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1. Materiales

El quitosano (peso molecular: 100,000 — 300,000; grado de deacetilacion: > 90%)
se obtuvo de ACRROS Organics Fisher (Francia). Enrofloxacino (ENR), N-
hidroxisuccinimida (NHS), y acido 2 -[N-morforlino]etanosulfénico (tampén MES)
se compraron de Sigma-Aldrich (Francia). El N-(3-dimetilaminopropil)-N'-
etilcarbodiimida (EDC) se obtuvo de TCI Chemicals (France), Glicocolle (glicina)
se adquirio de Cooper (Francia) y el agua osmotizada se obtuvo del Laboratorio de
Farmacia Galénica y Biofarmacia de la Universidad de Franche-Comté (Francia).
El &cido clorhidrico (HCI) se adquirié de Merck Millipore (Alemania). El hidroxido
de Sodio (NaOH) y el dimetilsulféxido (DMSO) se compraron de Sigma-Aldrich
(France). El tampon fosfato salino (PBS) fue obtenido de Fisher scientific (Estados
Unidos).

El caldo Mueller Hinton (MH) ajustado con cationes fue adquirido de Bekton-
Dickinson (Estados Unidos), la sangre de caballo desfibrinada de Thermo Scientific
Oxoid (Francia) y la Nicotinamida Adenina Dinucledtido (3-NAD) de Sigma
Aldrich (Francia).

Las siguientes cepas bacterianas se obtuvieron del Laboratorio de Bacteriologia de
la Universidad Franché-Comté y del Hospital Regional Universitario de Besangon
(Francia): Trueperella pyogenes (CIP103129, 15081229 y 15081225; muestras
animales de endometritis), Bacteroides fragilis (1500002541 y 1500009287; cultivo
paciente humano) y Fusobacterium necrophorum (1500032358 y 1500095454,

cultivo paciente humano).

Dentro del equipo de laboratorio se utilizd un liofilizador modelo AlpHa 1-4
LDplus, Zetasizer nanoZS® marca Malvern Instruments (Reino Unido), un
cromatografo liquido marca Agilent 1220 Infinity LC, un lector de placas
multimodo de barrido espectral VVarioskan Flash marca Thermo scientific (Francia),
una camara de cultivo anaerébico modelo Whitley A35 marca Don Whitley
Scientific, una centrifuga y un agitador magnético.
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El material de laboratorio incluyo tubos eppendorf de 1.5 mL, placas de poliestireno
estériles de fondo redondo de 96 pocillos, placas negras de 96 pocillos para
fluorescencia y placas Petri estandar adquiridos de Thermo Scientific (Francia).
Tubos de 50 y 12 mL estériles de Sarstedt (Alemania), parafilm marca Sigma
Aldrich (France). Frascos de 20 y 40 mL, micropipetas, beakers (10, 20, 40, 100 y
200 mL) y jeringas estériles de 10 mL. Membrana para dialisis de 12 - 14 kDa y
membrana de acetato de celulosa de 0.20 pm.

2. Meétodos

Método de formulacion del sistema conjugado polimero-farmaco “Quitosano-

Enrofloxacino”

Inicialmente se prepar6 una solucion de 3 mL de quitosano a una concentracion de
15 mg/mL, en HCI 0.1N, a la que se le afiadié 9 mg de enrofloxacino. Posteriormente
se afiadio 15 ml de tampdén MES vy luego se increment6 el pH a 5.0 con NaOH 1N.
Las concentraciones finales de quitosano y enrofloxacino fueron 2.5mg/mL y

0.5mg/mL respectivamente.

Para obtener el enlace amida entre el grupo carboxilico del enrofloxacino y el amino
del quitosano, se afiadio6 a la solucién anterior EDC y NHS a una concentracion de

2mg/mL, cada uno, y se incubd por 24 horas con constante agitacion.

Posteriormente, se afiadid glicina para detener la reaccion. Luego, con el fin de
remover el enrofloxacino libre, los reactivos y el subproducto urea, el conjugado fue
purificado en dos pasos. Primero se afiadi6 acetona al conjugado en proporcion 4 a
1, precipitando la formulacion mientras que el enrofloxacino libre se solubilizo.
Después de centrifugar a 5000 x g durante 10 minutos a 4'C, el conjugado contenido
en el sedimento fue secado bajo aire constante por 20 minutos y posteriormente

solubilizado en agua osmotizada.
A continuacion, se realiz6 una dialisis en membrana de 12 - 14 kDa por 48 horas en

agua osmotizada, para eliminar los reactivos hidrosolubles, el subproducto isourea

y las trazas de enrofloxacino.
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Finalmente, se filtro la formulacion en membrana de acetato de celulosa de 0.20 um,
para garantizar la esterilidad de la muestra a utilizar en los siguientes estudios in
vitro. En adelante todos los procedimientos se realizaron en una cabina de flujo

laminar en condiciones estériles. (Anexo 4)

Meétodo de liofilizacién del sistema conjugado polimero-farmaco “Quitosano-
Enrofloxacino”
El conjugado obtenido después de la dialisis se almacend en frascos de 40 mL a -
80°C durante 1 hora, después se realiz6 un procedimiento de secado en el liofilizador
modelo AlpHa 1-4 LDplus durante 72 horas, en las siguientes condiciones:

e Primer secado: 12 horas, presién 0.018mbar, -56°C.

e Segundo secado: 60 horas, presion 0.011mbar, -60°C. (dependiendo

del volumen del conjugado).

La Figura 3 resume cada una de las etapas en la formulacién del conjugado

polimero-farmaco “Quitosano-Enrofloxacino”

Solucién
quitosano
(2.5mg/ml en
HCl 0.1N) mas
~nrofloxacino

Tampdn MES pH
a 5.0 NaOH 1N

=

Incubacién 24
horas

Purificacion :
precipitacion y
didlisis

Liofilizacion

Figura N° 3: Diagrama de formulacion del sistema conjugado
polimero-farmaco “Quitosano-Enrofloxacino”. Elaboracion propia
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Método de determinacion del tamafio, indice de polidispersién (PDI) vy
potencial zeta del sistema conjugado polimero-farmaco “Quitosano-

Enrofloxacino”

La talla, PDI y potencial zeta fueron medidos usando el Zetasizer nanoZS®
(Malvern Instruments, Reino Unido). Se analizd6 el conjugado liofilizado
reconstituido con HCI 0.1N a la concentracion de 2.5 mg/mL y posteriormente
diluido 1/100 con agua ultrapura. Las mediciones se hicieron a una temperatura de
25 °C y fueron equilibradas dos minutos antes de analizar.

Método de cuantificacion indirecta de Enrofloxacino en el sistema conjugado
polimero-farmaco “Quitosano-Enrofloxacino” por Cromatografia Liquida de
Alto Rendimiento (HPLC)

Para realizar la cuantificacion indirecta de enrofloxacino se utilizé un cromatografo
liquido marca Agilent 1220 Infinity LC, equipado con una bomba binaria, un horno
de columna LC 480 y con un detector UV visible programado a 274 nm.

La fase estacionaria consistio en una columna RP-18 250 x 4,6 mm. La fase movil,
seguin la Farmacopea de los Estados Unidos de América’, consistié en una mezcla
de buffer &cido fosférico 20 mM ajustado a pH 3,0 con trietilamina y acetonitrilo
(87:13 v/v) la cual paso a través de la columna a 40 ° C a un flujo de 1,5 mL/min.
De cada estdndar y de cada muestra se inyectd 25 pL. Cada adquisicion

cromatografica duré 12 minutos.

La curva estandar fue preparada a partir de una solucion stock de Enrofloxacino a
Img/mL en fase movil. A partir de esta se realizaron diferentes diluciones para

obtener concentraciones de 0.5, 1, 5, 10, 25, 35 y 50 pug/mL.

Las muestras para la cuantificacion indirecta de enrofloxacino en el conjugado
fueron tomadas a partir del sobrenadante que resulté de la mezcla del conjugado con
acetona. Cada muestra fue diluida en fase movil para luego ser inyectadas bajo las

especificaciones descritas anteriormente.
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Meétodo de cuantificacion directa de Enrofloxacino en el sistema conjugado

polimero-farmaco “Quitosano-Enrofloxacino” por fluorescencia

El método de cuantificacion por fluorescencia se escogi6 por la alta sensibilidad y
para restringir la interferencia con otros compuestos de la formulacion. Ademas, la
cuantificacion directa del farmaco conjugado por HPLC no fue posible debido a las
diferencias en solubilidad del enrofloxacino (soluble en solventes organicos) y el

conjugado (insoluble en solventes organicos).

Después de revisar los parametros descritos por Lihua et al.” para detectar la
fluorescencia de enrofloxacino, se realizo este ensayo espectrofluorométrico para
asi obtener la concentracion de enrofloxacino conjugado por miligramo de quitosano

en la formulacién final.

La cuantificacion directa de enrofloxacino en el conjugado “Quitosano-
Enrofloxacino” se realiz6 en un lector de placas multimodo de barrido espectral
Varioskan Flash (Thermo scientific), bajo las condiciones de reaccion ptimas para
medir la intensidad de la fluorescencia: Longitud de onda de excitacion 274 nm y

longitud de onda de emision 450 nm.

Se prepararon soluciones stock de enrofloxacino a 0.359mg/mL, quitosano a
1mg/mL y conjugado a 1mg/mL, los tres en HCI 0.1N. Luego se realiz6 una dilucién
1:100 de cada una de las soluciones. A partir de estas, se obtuvo tres controles
(mezcla fisica de enrofloxacino y quitosano, enrofloxacino libre, quitosano libre) y
una muestra (conjugado), mezclando las cantidades correspondientes de cada
solucién con PBS para obtener concentraciones finales de 1ug/mL de quitosano y
0.027pg/mL de enrofloxacino, que en comparacion con el primero método de
cuantificacion nos permite la deteccion del farmaco en concentraciones mas bajas
haciendo este método mucho mas sensible. Finalmente, se afiadi6 a cada uno de los

controles y a la muestra NaOH 1N para alcanzar el pH 6.0.

Para la curva de calibracion estandar se realizé 9 diluciones en PBS de la mezcla

fisica de enrofloxacino y quitosano (Cuadro N° 2). EI mismo procedimiento fue
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aplicado a los controles de enrofloxacino libre, quitosano libre y la muestra de

conjugado para la cuantificacion de enrofloxacino por fluorescencia.

Cuadro N° 2. Concentraciones de la mezcla fisica* para la curva de

calibracion.
Quitosano
1 05 035 025 0175 0.125 0.0875 0.0625 0.04375
(Mg/mL)
Enrofloxacino
27 135 9.45 6.75 473 3.36 2.36 1.69 1.18
(ng/mL)

*Mezcla fisica: quitosano y enrofloxacino

Susceptibilidad bacteriana in vitro al sistema conjugado polimero-farmaco

“Quitosano-Enrofloxacino”

Las propiedades antibacterianas del conjugado liofilizado fueron determinadas en el
Hospital Regional Universitario de Besancon (Francia).

Las Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC) sobre las cepas Trueperella
pyogenes (CIP103129, 15081229 y 15081225), Bacteroides fragilis (1500002541 y
1500009287) y Fusobacterium necrophorum (1500032358 y 1500095454) se
determind por el método de dilucion de Patel J. et al., descrito para determinar la
susceptibilidad in vitro bacteriana a agentes antimicrobianos ™.

El caldo de cultivo de eleccion fue el Miiller-Hinton (MH), ajustado en cationes
divalentes. Este se utiliza para el método de dilucion en medio liquido
(microdilucion) para bacterias aerobicas y anaerobias facultativas mas comdnmente
encontradas 3. Este se preparo y esterilizo de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante, pero con 100 mililitros menos de agua desionizada que luego serian
reemplazados por 100 mililitros de sangre de caballo previamente lisada al 50% a
43 £ 2 °C. En seguida se afiadié un mililitro de solucion B-NAD (a 20mg/ml) por
litro de caldo MH preparado; se mezcld hasta completa homogenizacion y bajo

condiciones estériles.

El procedimiento para la preparacién de muestras fue el siguiente: EIl conjugado
liofilizado fue reconstituido en pH acido con HCI 0.1N a la concentracion requerida.
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Luego, el pH fue incrementado a 7.0 con NaOH 1N. El precipitado fue recolectado
después de centrifugar a 5000 x g por 10 minutos a 4° C, y resuspendido en caldo

MH a diferentes concentraciones (Cuadros N° 3,4,5y 6).

El quitosano control se trabajo de la misma manera. Las concentraciones fueron
ajustadas con caldo MH de acuerdo a la concentracion de quitosano contenido en

las muestras de conjugado.

En el caso del enrofloxacino control, el antibi6tico fue disuelto en DMSO a 5
mg/mL, y diluido con caldo MH para alcanzar las concentraciones en relacion al

contenido de enrofloxacino en las muestras de conjugado.

Para el caso de la mezcla fisica entre el quitosano y el enrofloxacino, se afiadio la
cantidad requerida de solucion stock de enrofloxacino al quitosano control. La
mezcla fue diluida en caldo MH para obtener las concentraciones de farmaco y

polimero de acuerdo a la proporcién en las muestras de conjugado (Cuadros N° 3,4,5
y 6).

Se analizaron ocho concentraciones del conjugado liofilizado (de 64pg/mL a
0.5ug/mL de enrofloxacino), quitosano libre, enrofloxacino libre y la mezcla fisica
(sin conjugar) entre quitosano y enrofloxacino; respetando la proporcion
quitosano:enrofloxacino de la formulacion a evaluar. Se colocd 150 pL de cada
muestra y de cada control en forma decreciente en placas de poliestireno de 96
pocillos (8 filas x 12 columnas), ocho columnas pertenecientes a las diluciones y
cuatro columnas a los controles (tres controles negativos a bacteria que
corresponden a caldo MH y un control positivo a bacteria que corresponde a caldo
MH con el in6culo bacteriano correspondiente) (Cuadros N° 3,4,5y 6).
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Cuadro N° 3. Organizacion de los pocillos en la placa 1: Trueperella pyogenes
CIP103129 y Trueperella pyogenes 15081229

PLACA1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |G inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final C. C.
1 /ml /ml ml ml /ml /ml ml /ml 1 negativo | positivo
Truperella C. inicial C. final
pyogenes 2 2
CIp c | C incial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
103129 3 pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 3
D C. 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
inicial 4 | pg/ml po/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 4
g |G- inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final C. C.
1 /ml /ml ml /ml /ml /ml ml /ml 1 negativo | positivo
C. inicial C. final
Truperella 2 2
13081229 | @ | C nicial | 64 32 16 8 4 2 1 05 | C. final
3 pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 3
H e 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
inicial 4 | pg/ml po/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 4
DConjugado Quitosano D ENR libre D Mezcla
libre fisica

Control inicial y final: corresponde a la manipulacion del caldo MH para las diluciones; control
negativo: caldo MH sin inoculo bacteriano; control positivo: caldo MH con inoculo bacteriano

correspondiente; ENR: enrofloxacino. Elaboracion propia.

Cuadro N° 4. Organizacion de los pocillos en la placa 2: Trueperella pyogenes
15081225 y Bacteroides fragilis 1500002541

PLACA 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A | C inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final C. C.

1 /ml /ml ml ml /ml /ml ml /ml 1 negativo | positivo
C. inicial C. final
Truperella 2 2
1001225 | ¢ | C nicial | 64 32 16 8 4 2 1 05 | C final
3 pg/ml pg/ml pg/ml /ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 3
B C. 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
inicial 4 | pg/ml po/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 4

E C. inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final C. C.

1 /ml /ml ml ml /ml /ml ml /ml 1 negativo | positivo
Bacteroide C. inicial C. final
s fragilis 2 2
15000025 1 | C. inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
41 3 pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 3
o C. 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
inicial 4 | pg/ml po/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 4

D - Quitosano D ENR D Mezcla
Conjugado & libre libre fisica

Control inicial y final: corresponde a la manipulacion del caldo MH para las diluciones; control
negativo: caldo MH sin inoculo bacteriano; control positivo: caldo MH con inoculo bacteriano
correspondiente; ENR: enrofloxacino. Elaboracién propia.
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Cuadro N° 5. Organizacion de los pocillos en la placa 3: Bacteroides fragilis
1500009287 y Fusobacterium necrophorum 1500032358 y 1500095454

PLACA3
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |G inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final C. C.
1 pg/ml po/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 1 negativo | positivo
Bacteroide | g | C- inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
s fragilis 2 pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 2
15000092 | .| C. inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
87 3 pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 3
D C. 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
inicial 4 | pg/ml po/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 4
C. inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final C. C.
Fusobacte E 1 pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 1 Negativo | positivo
rium C. inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
necrophor i 2 pg/ml pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 2
um C. inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
150?3323 ¢ 8 pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 3
e 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
| inicial 4 pg/ml po/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 4
D Quitosano D ENR D Mezcla
Conjugado libre libre fisica

Control inicial y final: corresponde a la manipulacién del caldo MH para las diluciones; control
negativo: caldo MH sin inoculo bacteriano; control positivo: caldo MH con inoculo bacteriano
correspondiente; ENR: enrofloxacino. Elaboracion propia.

Cuadro N° 6. Organizacion de los pocillos en la placa 4:
Fusobacterium necrophorum 1500095454

PLACA 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | C.inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final C. C.
Fusobacte 1 pg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 1 negativo | positivo
rium g | C- inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
necrophor 2 Hg/ml Hg/ml pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 2
um c | G- inicial 64 32 16 8 4 2 1 0.5 C. final
15000954 3 pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 3
* ol ¢ 64 32 16 8 4 2 1 05 | C.final
inicial 4 | pg/ml po/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml 4

O @ O O
Conjugado libre libre fisica

Control inicial y final: controles de la manipulacién del caldo MH para las diluciones; control

negativo: caldo MH sin inoculo bacteriano; control positivo: caldo MH con inoculo bacteriano

correspondiente; ENR: enrofloxacino. Elaboracion propia.

Para la preparacion del in6culo para la prueba de dilucion se utilizd el método de
suspension directa de colonias™. Primero se suspendié en suero fisioldgico las
colonias en estudio aisladas de una placa de agar (incubada 18 a 24 horas). Esta

suspension se ajustd, usando un nefelémetro calibrado, para llegar a una turbidez
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equivalente a 0.5 McFarland (1 a 2 x 108 UFC/mL). Luego, dentro de los 15 minutos
siguientes, se diluyo la suspension en caldo MH para que asi después de inocular las
cepas bacterianas, cada pocillo contuviese aproximadamente 5 x 10° UFC/mL
(rango 2 a 8 x 10° UFC/mL).

En cada pocillo perteneciente a las diluciones de las muestras se colocé 50 pL del
inoculo. Ademas, en cada placa de poliestireno se inocularon dos cepas diferentes
(entotal 7 cepas bacterianas) y cada placa se realizé por triplicado (Cuadros N° 3,4,5
y 6). Incubacion por 36 hrs a 35°C. (Anexo 4)

Método de cuantificacion de colonias en agar para determinar la
susceptibilidad bacteriana in vitro al sistema conjugado “Quitosano-

Enrofloxacino”

Esta prueba se realizo en agar MH distribuido en placas Petri. Primero se hizo una
dilucion 107 en suero fisioldgico de la muestra proveniente de cada pocillo de MIC
de enrofloxacino libre, el doble del mismo y los equivalentes en conjugado,
quitosano libre y la mezcla fisica.

Luego se disperso 100 pL de la dilucion correspondiente en la superficie de la placa
Petri, mediante el método de dispersion por agotamiento. Se procedié a la
identificacion de cada placa.

Las placas Petri fueron incubadas por 24 horas en una camara de cultivo anaerdbico
modelo Whitley A35, Don Whitley Scientific. Finalmente, se realizd un conteo del

numero de colonias.

Tratamiento estadistico
Los datos obtenidos fueron evaluados estadisticamente mediante la técnica de
estadistica descriptiva con el calculo de medidas de tendencia central y dispersion de

datos.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM ”" DE SANTA MARIA

CAPITULO IlI:
RESULTADOS Y DISCUSION

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

1. Desarrollo del sistema conjugado polimero-farmaco  “Quitosano-

Enrofloxacino”

El sistema conjugado “polimero - farmaco” se propone despues de la evaluacion de
una nanoemulsion formulada por una estudiante de la maestria International
LipTherap de la Universidad Franche-Comté. EI principal problema de esa
formulacidon fue que, si bien tenia un alto porcentaje de encapsulacion, el tiempo de
liberacién in vitro no excedia las 8 horas, por lo que no se pudo calificar como un
sistema de liberacion controlada y sostenida de medicamentos "*. Es por esta razon
que en el campo veterinario se tendria que aplicar la formulacion repetidas veces o
con mayor frecuencia, provocando estrés y excesiva manipulacion de los animales

productivos lo que repercute negativamente sobre la produccidn lactea.

Una segunda formulacion de nanoparticulas poliméricas, a base de Poli[acido-
lactico-co-glicolico] (PLGA) y enrofloxacino, desarrollada por el Laboratorio de
Farmacia Galénica y Biofarmacia de la Universidad Franche-Comté, fue probado en
dos diferentes concentraciones. Sin embargo, la cuantificacion por HPLC revel6 que
el porcentaje de encapsulacién del farmaco era nulo. Este resultado se explico por la
solubilidad del enrofloxacino en la fase de dispersion debido a la presencia del

surfactante de alcohol polivinilico (PVA) y de polietilenimina (PEI).

Debido a las dificultades para encapsular el farmaco dentro de las nanoparticulas, la
alternativa de eleccion fue el conjugado “Quitosano-Enrofloxacino”. El quitosano es
conocido por sus propiedades mucoadhesivas y actividad antibacteriana®®, lo que
puede originar un efecto sinérgico con el enrofloxacino. Ademas, la presencia del
acido carboxilico en el enrofloxacino y el grupo amino en el quitosano facilita la
reaccion de conjugacion. La activacion del &cido carboxilico usando el reactivo EDC
permitird la formacion de un enlace amida entre el polimero y el farmaco, ademas
se espera mayor eficiencia agregando NHS a la reaccion. Esto resultara en la
formacién de un sistema conjugado y la eliminacion de una molécula de agua. Un
sistema de liberacion controlado se espera luego de la ruptura del enlace amida

gracias a las proteasas producidas por las bacterias.
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2. Optimizacion del sistema conjugado polimero-farmaco “Quitosano-

Enrofloxacino”

El conjugado final se logré mediante una reaccion de crosslinking (proceso de unir
quimicamente dos o mas moléculas por un enlace covalente). Esta reaccion se dio
entre quitosan, un biopolimero conocido por sus propiedades mucoadhesivas y
antiinflamatorias usado como wun nano transportador, Yy enrofloxacino,
fluoroquinolona de uso veterinario conocida por su buena absorcion y alta

biodisponibilidad oral #4.

Con el fin de optimizar la conjugacion, se modifico la concentracion de farmaco y

agentes activantes o crosslinkers.

Inicialmente se realizé6 un estudio piloto para determinar la formulacion maés
adecuada (Tabla 1). En adelante se hicieron replicaciones para determinar la

reproducibilidad de los conjugados formulados.

Se trabajé con una concentracion base de 2.5 mg de quitosano por mililitro de
formulacion final y se utilizaron distintas concentraciones de enrofloxacino (2, 1, 0.5
y 0.25 mg/mL) ademas originalmente sélo se agregé EDC como agente activante a
una concentracion de 1mg/mL y por un tiempo de incubaciéon de 24 horas. Se
tomaron en cuenta dos controles F1(mezcla fisica entre quitosano y enrofloxacino) y
F2 (enrofloxacino libre), para verificar la eficiencia de la reaccién (Tabla 1).

Tabla N° 1. Porcentaje de farmaco conjugado. *

., Composicion (mg/mL %ENR
Formulacion EN RF?EDC:Qt(Jitgsano) conjugado MENR/mL
F1 2:0:25 5.78 114.25
F2 2:1:0 5.46 108.86
F3 2:1:25 11.98 238.3
F4 1:1:25 14.54 148.6
F5 05:1:25 32.65 166.9
F6 0.25:1:2.5 18.49 48.27

*Cuantificacion indirecta de Enrofloxacino conjugado por HPLC; ENR: enrofloxacino; EDC: N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
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Los resultados para comparar las formulaciones iniciales fueron obtenidos de una
cuantificacion indirecta por HPLC de enrofloxacino libre en el sobrenadante (Tabla
1). A partir de estos resultados se optimizaron las formulaciones 5 y 6. Esto en razén
a que las concentraciones 0.5 y 0.25 mg/mL de enrofloxacino tenian un porcentaje

mayor de conjugacion que las otras formulaciones.

El método de cuantificacion por HPLC posteriormente fue cambiado a cuantificacion
por fluorescencia, ya que los resultados no demostraban deteccion al 100% de
enrofloxacino libre como control. Ademas, los resultados obtenidos por el método de
cuantificacion indirecta por HPLC no eran reproducibles y mostraban gran margen
de diferencia con el método directo, el cual fue parcialmente validado en el

laboratorio (Tabla 2).

Tabla N° 2. Comparacion de métodos de cuantificacion de Enrofloxacino (n=2)

Py Fluorescencia
Formulacion Composicion (mg/mL) HPLC

ENR:EDC:NHS :Quitosano | ,gENR/mL HOENR/mL

F5 05:2:2:2.5 1563« 2205067

F6 0.25:2:2:2.5 52.65% 1845152

HPLC: Cuantificacion indirecta. / Fluorescencia: Cuantificacion directa; ENR: enrofloxacino; EDC:

N-(3-dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimida; NHS: N-hidroxisuccinimida; *n=1

La cuantificacion de enrofloxacino en el conjugado se realiz6 mediante
cuantificacion directa por fluorescencia. La longitud de onda de excitacion y emision
fueron de 274 nm y 450 nm, respectivamente. Estos valores provienen del estudio
realizado por Lihua et al.” y fueron confirmados por los espectros de emision y
excitacion a pH 6.0 en el presente estudio. Ademas, se realizd una curva estandar con
diferentes concentraciones de una mezcla fisica entre enrofloxacino y quitosano
libres, esto para determinar la fluorescencia del quitosano y evitar interferencias al

momento de interpretar los valores obtenidos.
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El EDC, una carbodimida soluble en agua que activa los grupos carboxilo para la
reaccion espontanea con aminas primarias, se utilizé junto al NHS para aumentar la
eficiencia de la reaccion’®. Sin embargo, el incremento de las concentraciones mayor
a 3mg/mL de ambos agentes activantes, resultd en particulas de gel de diferentes
tamafios incapaces de solubilizarse para la cuantificacién por fluorescencia, mientras
que una concentracion de 2 mg/mL de EDC y 2 mg/mL de NHS permitieron

optimizar la cantidad de farmaco conjugado (Tabla 3).

Tabla N° 3. Impacto de distintas concentraciones de EDC y NHS sobre la conjugacién
de Enrofloxacino* (n=2)

Formulacion Composicion (mg/mL) HgENR/mL
ENR:EDC:NHS:Quitosano

F5 0.5:2:2:2.5 21.58 +0.64
F5a 0.5:2:3:2.5 15.68 +1.83
F6 0.25:2:2:2.5 18.45+1.51
F6a 0.25:2:3:2.5 11.86 + 0.37
Control 0.5:0:0:2.5 9.54 +0.61

*Cuantificacion directa por método de fluorescencia en conjugado liofilizado

Se trabajo a pH 5.0 ya que la reaccion de acoplamiento es 6ptima cuanto mas cerca
a pH neutro esté la mezcla’®; pero la solubilidad del quitosano y el enrofloxacino
tiende a ser en pH &cido. Por esto es que polimero y farmaco se disolvieron primero
en medio &cido (HCI 0.1N), y después de haber agregado tampon MES se pudo

incrementar el pH a 5.0.

Después del acoplamiento, y para obtener un conjugado mas puro, fue necesario
separar los remanentes de los reactivos utilizados en el conjugado. El primer paso
fue eliminar el enrofloxacino libre usando acetona como solvente, ademas, con este
método fue posible aislar el conjugado después de centrifugacion. Luego, con el fin
de remover los reactivos hidrosolubles, el subproducto isourea y los remanentes de
enrofloxacino libre, se realizé una dialisis en agua con una membrana de 12-14 kDa.
Adicionalmente, se realizd una cuantificacion de enrofloxacino en el medio de
dialisis para comprobar que no quedaban trazas de farmaco libre, y asi finalmente

liofilizar y almacenar.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM =@  DE SANTA MARIA

La cuantificacion por fluorescencia fue repetida en tres lotes diferentes para

determinar la reproducibilidad del método de conjugacion (Tabla 4).

Tabla N° 4. Cuantificacion directa de Enrofloxacino en la formulacién final por
fluorescencia (n=3)

FORMULACION Composicion (mg/mL) HgENR/mL
ENR:EDC:NHS:Quitosano

F5 ‘ 0.5:2:2:2.5 AL ES LS

Estos resultados demostraron que es posible obtener un conjugado conteniendo
valores de farmaco reproducibles, 23.1ug + 1.95 (n=3) de enrofloxacino por mL de
formulacion. El estudio antibacteriano permitira verificar si el enrofloxacino puede
ser liberado del quitosano después de incubacion con bacterias; y si el método de
conjugacion utilizando el grupo carboxilo del enrofloxacino no alterara su actividad

antibacteriana.

3. Determinacion del tamario, indice de polidispersion (PDI) y potencial zeta del

sistema conjugado polimero-farmaco “Quitosano-Enrofloxacino”

El tamafio se determind a partir del conjugado liofilizado y posteriormente
reconstituido en medio &cido (HCI 0.1N). Si bien, la definicion de nanoparticula
comprende la talla entre 1 nm a 100 nm, el tamafio del sistema conjugado
“Quitosano-enrofloxacino” obtenido, se encuentra en la segunda categoria de
clasificacion de nanoparticulas (500 nm> talla >100 nm) segln la comunidad europea
“Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks
(SCENIHR)”"" (Tabla 5).
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Tabla N° 5. Tamafio, PDI y potencial zeta del sistema conjugado “Quitosano-
Enrofloxacino” (n=3)

Potencial
Formulacion | Composicion (mg/mL) Tamafio PDI zeta
ENR:EDC:NHS:Quitosano (nm) (mv)

F5 0.5:2:2:2.5 492.73+74.39 | 0.86+0.01 | 30.0£5.05

El PDI con un valor de 0.8, indica que hay diferentes poblaciones de particulas.
Debido a que la medicién del PDI se hizo a partir del conjugado liofilizado y
reconstituido, los siguientes estudios deben enfocarse en disminuir este indicador
para obtener una formulacién con una poblacion mas uniforme, asi como un

conjugado mas estable (Anexo 1).

El conjugado presenta una alta carga positiva de 30.0 mV, lo cual le confiere a la
formulacién estabilidad, resistencia a la agregacion y propiedades mucoadhesivas
sobre las células de endometrio que presentan carga negativa '8°. Ademas, las
bacterias presentan una carga negativa en su pared, lo que facilita su adhesion al
sistema conjugado. Una vez degradado el enlace amida gracias a las proteasas
secretadas por las bacterias, el farmaco pasara a través de la membrana celular y se
unird a los sitios de accion, las topoisomerasas bacterianas tipo Il (girasa y
topoisomerasa 1V), convirtiéndolas en enzima toxicas que fragmentaran el

cromosoma bacteriano®%82,

4. Implementacion de la prueba de susceptibilidad bacteriana in vitro al sistema

conjugado polimero-farmaco “Quitosano-Enrofloxacino”

El método de microdilucion o dilucion en caldo fue el de eleccién. Con este método
se puede determinar la concentracion minima inhibitoria con volimenes de hasta 0.1
mL de solucion antimicrobiana por pocillo, obteniendo asi resultados cuantitativos

con diferentes diluciones del compuesto a estudiar 82,
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En comparacion con el sistema de difusion por zonas, el método de dilucion en caldo
se usa con menos frecuencia porque es mas complejo, consume mas tiempo y es
costoso. Sin embargo, debido a que los ensayos de difusion de zona solo categorizan
los resultados de laboratorio como susceptibles, intermedios o resistentes, no es
posible cuantificar la resistencia por las concentraciones reales del antimicrobiano®®.
La ventaja de conocer la MIC (obtenida por dilucién en caldo) es que la resistencia
se puede cuantificar con mayor precision. Ademas, en el método de microdilucion o
dilucion en caldo se utiliza menos agente antimicrobiano, y es posible su

homogenizacion completa en el medio de cultivo’>,

El caldo Mueller Hinton ajustado en cationes divalentes, es el medio que se usa para
el método de microdilucion o dilucién en medio liquido™ . EI caldo presenta un
ajuste en cationes calcio y magnesio recomendado por el Subcomité del Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), para su uso en bacterias de crecimiento
lento seglin la norma 1SO 20776-1, 2006 3. Ademas, se le afiadié 5% de sangre de
caballo, previamente lisada, ya que la sangre de cordero posee un contenido alto de
timina que interfiere con las determinaciones de susceptibilidad en la prueba. La
combinaciéon del caldo MH, sangre de caballo y solucion B-NAD posibilita el
crecimiento de microorganismos fastidiosos, segun las recomendaciones del Comité
Europeo de Pruebas de Sensibilidad Antimicrobiana (EUCAST) y CLSI.

Las cepas utilizadas en este estudio fueron repicadas en el Hospital Regional
Universitario de Besangon (Francia) a partir de muestras de endometritis en vacuno
(Trueperella pyogenes) y muestras de paciente humano (Bacteroides fragilis y
Fusobacterium necrophorum). El uso de bacterias anaerobicas para el estudio de la
actividad antimicrobiana, se debi0 a la creciente resistencia reportada a los
antimicrobianos comdnmente utilizados en clinica en diferentes especies’*%2,
Ademas, los microorganimos anaerobios son parte de la microbiota normal, por lo
que el uso de antimicrobianos de manera indiscriminada y sistémica lleva a la

aparicion de cepas multiresistentes828,

Se realizo inicialmente la prueba de microdilucion en caldo MH para determinar la
concentracion minima inhibitoria del enrofloxacino a cada una de las cepas. Esto

para analizar las diferencias en cuanto a patogenicidad entre las cepas aisladas de
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muestras reales y las que podemos encontrar en literatura o en otros reportes. Las
cepas bacterianas fueron evaluadas frente a las concentraciones de 64, 32, 16, 8, 4,

2, 1y 0.5 pg/mL de enrofloxacino.

Los valores para interpretar el MIC de una gama de agentes patdgenos y
antimicrobianos veterinarios se encuentran en la base de datos del CLSI (2018) .
Ademas, encontramos también resultados derivados de patogenos humanos y
antimicrobianos que pueden ser tomados de valores referencia en veterinaria, estos
son publicados por EUCAST . Sin embargo, es poco la informacion acerca de las
cepas bacterianas aisladas de muestras de Utero bovino y utilizadas en este estudio.

La prueba de susceptibilidad antimicrobiana se realiz6 bajo los pardmetros descritos
por Patel J. et al 2015 (CLSI, 2015). El pocillo conteniendo la menor concentracion
del agente antibacteriano que se encuentra sin crecimiento bacteriano aparente, fue

el resultado de MIC para la cepa correspondiente (Tabla 6).

Tabla N° 6. MIC por método de microdilucion en caldo para Enrofloxacino libre

Cepa bacteriana MIC (ug/mL)

Trueperella pyogenes CIP 103129 8
Trueperella pyogenes 15081229 8
Trueperella pyogenes 15081225 16
Bacteroides fragilis 1500002541 8
Bacteroides fragilis 1500009287 16
Fusobacterium necrophorum 1500032358 32
Fusobacterium necrophorum 1500095454 32

MIC: concentracion minima inhibitoria

Para Trueperella pyogenes, descrita como un microorganismo de crecimiento dificil
o “fastidioso” y una cepa bacteriana que puede actuar sinérgicamente con otras
bacterias Gram- resultando en un impacto negativo sobre la performance
reproductiva’-8%%3 el MIC fue de 8 a 16 pg/mL (Tabla 6). CLSI y Trek Diagnostic
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Systems Ltd. comparfiia microbiologica, sugieren y calculan el rango de 0.5 a 2
ng/mL para Trueperella pyogenes ATCC utilizada como control de calidad®!. Este
resultado fue corroborado por un estudio en el que evaltan la frecuencia de
distribucion del MIC de diferentes antibacterianos, incluyendo el enrofloxacino, en
los dias en leche (DEL) entre el dia 2 a 43, obteniendo un rango entre 0.5 a 1 pg/mL®.
Ademaés, otro estudio elaborado por Sheldon et al.® analizd 22 cepas
correspondientes Trueperella pyogenes aislada de dGtero bovino encontrando un MIC
de I pg/mL.

Para Bacteroides fragilis, microorganismo anaerobio frecuentemente aislado de
infecciones mixtas con una alta resistencia a antibacterianos, el rango obtenido fue
de 8 a 16 ug/mL (Tabla 6). En este caso se le compar6 con el MIC de ciprofloxacino,
metabolito del enrofloxacino, en 8 ug/mL ®'. Se encontrd ademas el MIC en un valor
de 0.125 a 16 mg/mL, en un estudio de cepas del género Bacteroides aisladas de

muestras de perros y gatos 84,

Finalmente, para F. necrophorum, microorganismo patégeno oportunista aislado de
boca, tracto gastrointestinal y genitourinario en animales que ademas posee
diferentes mecanismos de defensa en el hospedero, asi como la capacidad de crear
un ambiente anaeroébico para colonizar y ocasionar dafio tisular, el MIC encontrado
fue de 32 ug/mL (Tabla 6). Segun resultados obtenidos por otro estudio, el analisis

de 22 cepas de este microorganismo resulté en un MIC en el rango de 4 a 8 ug/mL%,

Los resultados para el MIC en las diferentes cepas bacterianas estudiadas son mas
elevados que el de los puntos de corte establecidos en los diferentes estudios
mencionados anteriormente. Esta comparacion sirve de referencia para establecer la
patogenicidad del microorganismo y su susceptibilidad frente al farmaco, ademas ya
que obtenemos una cantidad de enrofloxacino conjugado por mililitro de formulacion
podemos trabajar variando la concentracién a administrar localizadamente para el

tratamiento de ES segun la patogenicidad de las cepas en posteriores estudios in vivo.

Ademas, hay evidencia de que A. pyogenes (Trueperella pyogenes), Bacteroides sp.

y Fusobacterium necrophorum actian sinérgicamente y son asociados a casos
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severos de infecciones uterinas®. Esta fue una de las razones para seleccionar las

cepas bacterianas estudiadas.

Asimismo, debemos tener en cuenta que las cepas bacterianas como el F.
necrophorum producen unas enzimas llamadas proteasas®®. Esto puede ayudar a
fragmentar el enlace amida formado entre el quitosano y el enrofloxacino en la
reaccion de conjugacion, y asi poder liberar el farmaco para su union a las enzimas

bacterianas 21,

A partir de estos resultados se realizaron varios ensayos para determinar el MIC del
conjugado a las tres cepas bacterianas en estudio. Primero se determind las
concentraciones a trabajar, estas fueron de 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1 y 0.5 pg/mL de
enrofloxacino, en base a los resultados obtenidos en la cuantificacion por

fluorescencia en el conjugado.

Luego se determind que para evaluar la actividad antibacteriana del conjugado se
debia conocer también las propiedades antimicrobianas de los compuestos
principales del conjugado. Es asi que se analizd6 una muestra (el conjugado
liofilizado) y tres controles (quitosano solo, enrofloxacino solo y una mezcla fisica
entre el quitosano y enrofloxacino). Ademas, por cada cepa bacteriana analizada se
afiadio el control positivo a bacteria con el inoculo correspondiente y un control

negativo a bacteria.

Finalmente, en el proceso de preparacion de las placas de poliestireno de 96 pocillos
y debido a la manipulacién de las muestras es que se optd por efectuar controles del
caldo MH, antes y después de la manipulacion para excluir posible contaminacion e

interferencia con los resultados.

Sin embargo, al momento de reproducir la prueba e interpretar los resultados se
determind que esto no era posible, ya que en los pocillos conteniendo el quitosano
en forma de conjugado, mezcla fisica y quitosano libre, habia un sedimento que

variaba en cantidad segun la dilucion utilizada.
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Ya que para obtener el MIC, se debe identificar el pocillo que posea la minima
cantidad de antimicrobiano que inhiba el crecimiento de la cepa inoculada™, el
quitosano sedimentado imposibilitaba definir visualmente si las cepas eran

susceptibles o no al sistema conjugado quitosano-enrofloxacino.

En razén a esto, se optd por hacer un cultivo en agar para determinar la
susceptibilidad de las cepas a la muestra y controles. Se analiz6 el pocillo
correspondiente al MIC de enrofloxacino, de las tres cepas en estudio (Tabla 6), y se
compard con el pocillo correspondiente a la misma dilucion de la muestra y los
controles (quitosano y mezcla fisica). Esta prueba alternativa se realizd en agar MH,
primero se hizo una dilucion 10 de la muestra de cada pocillo, luego se dispersd
100 pL de la dilucién en la superficie de una placa petri de agar. Se incub6 por 24
horas y se hizo un conteo del nimero de colonias (Tabla 7).

Los resultados muestran que, en el pocillo del MIC de enrofloxacino correspondiente
a cada cepa bacteriana, el conteo de colonias es bajo o casi nulo (lo que es normal,
ya que este farmaco es de caracteristica bacteriostatica); ademéas al evaluar la
concentracion anterior del MIC (el doble de la concentracion), segun la organizacion
de las placas de poliestireno de 96 pocillos (Cuadros N° 3,4,5 y 6), quedan menos o
ninguna colonia bacteriana (Tabla 7).
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Tabla N° 7. Comparacion del namero de colonias después de sembrar a una dilucion

a 10
Cepa bacteriana Agente antimicrobiano  Pocillo pg/mL N° de colonias
. MIC 8 0
Conjugado MIC+L 16 0
MIC 8 0
uitosano libre
Trueperella pyogenes Q MIC +1 16 0
CIP 103129 Enrofloxacino libre MIC 8 23
MIC +1 16 1
L MIC 8 1
Mezcla fisica MIC +1 16 10
. MIC 8 0
Conjugado MIC+1 16 0
MIC 8 2
uitosano libre
Bacteroides fragilis Q MIC +1 16 0
1500002541 Enrofloxacino libre MIC 8 X
MIC +1 16 1
Mezcla fisica MIC 8 3
MIC +1 16 2
. MIC 32 22
Conjugado MIC+1 64 4
i Quitosano libre MIC 32 52
‘nectophorm. IS N 0
MIC 32 114
1500032358 ino li
Enrofloxacino libre MIC +1 64 0
Mezcla fisi MIC 32 86
ezcla fisica MIC +1 64 0

MIC: pozo equivalente al MIC de enrofloxacino, MIC + 1: pozo correspondiente al doble del MIC
de enrofloxacino; conjugado: quitosano y enrofloxacino unidos por enlace covalente; mezcla fisica:

quitosano y enrofloxacino no conjugados.

Al evaluar los pocillos correspondientes al control quitosano libre, estos resultados
preliminares indican que el quitosano posee actividad antimicrobiana, posiblemente

en la misma proporcion a la del enrofloxacino.

Por otro lado, los resultados indican que el MIC del conjugado es menor al del
enrofloxacino libre, lo que probablemente indique que es mas eficiente (Tabla 7).
Esto ademaés indica que la actividad antibacteriana del enrofloxacino no es alterada
por el método de conjugacion; esto debido a que el &tomo de fltor presente en la
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segunda generacion de quinolonas, quien le confiere mayor espectro antibacteriano
sobre bacterias Gram+ y Gram- &, no se ve afectado por el proceso de formulacion.
Conjuntamente, al evaluar el conteo de colonias del MIC y MIC+1 del conjugado
encontramos que en el caso de T. pyogenes y B. fragilis es nulo, y en el caso de F.
necrophorum es menor al de los resultados del enrofloxacino solo. Luego de ingresar
a la bacteria, las quinolonas tienen dos efectos: bacteriostatico a bajo nivel de
concentracion y bactericida a altos niveles de concentracion®™ %2, Esto puede indicar
que las concentraciones estudiadas de conjugado inducen un efecto bactericida en las
cepas bacterianas ocasionando una fragmentacion del cromosoma bacteriano

provocando muerte celular o mutacion genémica®®.
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Conclusiones

Primera: Se logro el conjugado quitosano-enrofloxacino mediante una reaccion de
conjugacién usando dos agentes activantes de los grupos amino del quitosano
y el grupo carboxilo del enrofloxacino, esto se demostr6 mediante la
cuantificacion directa por medio de fluorescencia del farmaco contenido en
el conjugado. El resultado fue de 23.1 pg/mL de enrofloxacino en la
formulacion final.

Segunda: Se obtuvo el MIC del enrofloxacino sobre las cepas bacterianas Trueperella
pyogenes (CIP103129, 15081229 y 15081225), Bacteroides fragilis
(1500002541 y 1500009287) y Fusobacterium necrophorum (1500032358 y
1500095454) cuyos valores fueron 8, 8, 16, 8, 16, 32 y 32 ug/mL
respectivamente. Al realizar el cultivo para el conteo de colonias de los
pocillos correspondientes al MIC de enrofloxacino y su equivalente para el
conjugado, se demostré que el este posee igual o mayor actividad
antimicrobiana frente al enrofloxacino libre. EI método de conjugacién no
altera la actividad antimicrobiana del enrofloxacino y ademas existe un efecto

sinérgico entre polimero y farmaco.
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Recomendaciones

1. Realizar el cultivo y posterior conteo de colonias de cada pocillo de la placa
de poliestireno de 96 pocillos, para asi tener resultados mucho mas exactos y

determinar la reproducibilidad de la prueba.

2. Continuar con las pruebas in vitro para determinar la citotoxicidad del

conjugado en células pertenecientes a endometrio de ganado bovino.

3. Implementar un sistema de datos acerca de la MIC de las cepas bacterianas

aisladas de muestras de Utero bovino.

4. Comparar los resultados de la MIC de enrofloxacino obtenidos de
enfermedad uterina de ganado bovino de la ciudad de Besancon (Francia) y

nuestra localidad Arequipa (Peru).

5. Optimizar la prueba de susceptibilidad microbiana para hallar la
concentracion minima inhibitoria del conjugado a las cepas identificadas en

ES en la localidad de Arequipa (Peru).

6. Evaluar la capacidad de traspaso del conjugado a través de tejido endometrial

y moco uterino obtenido de animales con ES.

7. Realizar trabajo de campo in vivo para evaluar la efectividad del sistema

conjugado quitosano-enrofloxacino.
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Sample Details
Sample Name: MPs Simone 1

S0P Mame: Claudia plga.sop

General Notes:

Dispersant Name: Water
Dispersant RI: 1330
Viscosity (cP): 08872
Measurement Date and Time: vendredi 12 avril 2019 08:4...

File Mame: Raphasl dis
Record Number: 2502
Material RE 159
Material Absorbtion: 0.010

System
Temperature ("C): 25,0 Dwration Used (s): 180
Count Rate (keps): 38,6 Measurement Position (mm): 4,65

Cell Description: Disposable sizing cuvetie Attenuator: 11
Results
Size (dn.. “ Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 5786 Peak 1: TE2 4 BarT 1784
Pdl: 0,248 Peak 2: 12,82 o8 2352
Intercept: 0,064 Peak 3: 41,47 6.5 7.281
Result quality Refer to quality report
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Sample Details
Sample Name: NPs Simone 2

SOP Name: Claudia plga.sop

General Notes:
File Name: Raphaél dts Dispersant Name: Water
Record Number: 2503 Dispersant RI: 1,330
Material R: 159 Viscosity (cP): 0,8872
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: vendredi 12 avril 2019 09:5...
System
Temperature ("C): 250 Duration Used (s): 180
Count Rate (kcps): 352 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 11
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 4475 Peak 1: 7197 86.4 1716
Pdl: 0,867 Peak 2: 15,61 125 4178
Intercept: 0,955 Peak 3: 5,805 11 1.066
Result quality Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
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Sample Details
Sample Name: NPs Simone 3

SOP Name: Claudia plga.sop

General Notes:
File Name: Raphaél dts Dispersant Name: Water
Record Number: 2504 Dispersant RI: 1,330
Material R: 159 Viscosity (cP): 0,8872
Material Absorbtion: 0.010 Measurement Date and Time: vendredi 12 avril 2019 09:5...
System
Temperature ("C): 250 Duration Used (s): 180
Count Rate (kcps): 358 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 11
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 4521 Peak 1: 7400 828 1904
Pdi: 0,857 Peak 2: 14,87 121 5,055
Intercept: 0,937 Peak 3: 40,80 40 7.942
Result quality Refer to quality report
Size Distribution by Intensity
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Sample Details
Sample Name: NPs Simone 1

S0P Name: Paul PLGA Zeta sop

General Notes:
File Mame: Raphasl dts Dispersant Mame: ‘Water
Record Number: 2595 Dispersant RE 1,330

Date and Time: vendredi 12 avril 2018 10:45:40 Viscosity (cP): 0.8872
Dispersant Dielectric Constant: 785

System
Temperature (*C): 250 Zeta Runs: 27
Count Rate (kcps): 6163 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 11
Results
Mean (mV) Area (%) 5t Dew (mV)
Zeta Potential (mV): 246 Peak 1: 0,00 0,0 0,00
Zeta Deviation (mV): 0,00 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSiem): 439 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality Good

Zeta Pobenitial Distribution

—— Racord 259% NPs Simones 1
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Sample Details
Sample Name: NPs Simone 2

S0P Name: Paul PLGA Zeta sop

General Notes:
File Mame: Raphasl dts Dispersant Mame: ‘Water
Record Number: 2596 Dispersant RE 1,330

Date and Time: vendredi 12 avril 2018 10:47:40 Viscosity (cP): 0.8872
Dispersant Dielectric Constant: 785

System
Temperature (*C): 250 Zeta Runs: 17
Count Rate (kcps): 3744 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 11
Results
Mean (mV) Area (%) 5t Dew (mV)
Zeta Potential (mV): 33,1 Peak 1: 0,00 0,0 0,00
Zeta Deviation (mV): 0,00 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSicm): 44,9 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality Good

Zeta Pobenitial Distribution

————  Rscord 2596 NPs Simone 2
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Sample Details
Sample Name: NPs Simone 3

S0P Name: Paul PLGA Zeta sop

General Notes:
File Mame: Raphasl dts Dispersant Mame: ‘Water
Record Number: 2597 Dispersant RE 1,330

Date and Time: vendredi 12 avril 2018 10:48:36 Viscosity (cP): 0.8872
Dispersant Dielectric Constant: 785

System
Temperature (*C): 250 Zeta Runs: 13
Count Rate (kcps): 4629 Measurement Position (mm): 2,00
Cell Description: Clear disposable zeta cell Attenuator: 11
Results
Mean (mV) Area (%) 5t Dew (mV¥)
Zeta Potential (mV): 336 Peak 1: 0,00 0,0 0,00
Zeta Deviation (mV): 0,00 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mSiem): 451 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality Good

Zeta Pobenitial Distribution

————  Rscord 2587 NPs Simane 3
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CUADRO CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Cepa bacteriana _A_gente_ MIC
antimicrobiano

Conjugado NA

Trueperella pyogenes CIP Quitosano libre NA
103129 Enrofloxacino libre 8

Mezcla fisica NA

Conjugado NA

Truperella pyogenes 15081229 Quitosant_) "bfe NA
Enrofloxacino libre 8

Mezcla fisica NA

Conjugado NA

Truperella pyogenes 15081225 Quitosant_) "bfe S
Enrofloxacino libre 16

Mezcla fisica NA

Conjugado NA

, - Quitosano libre NA

Bacteroides fragilis 1500002541 T

Enrofloxacino libre 8

Mezcla fisica NA

Conjugado NA

Bacteroides fragilis 1500009287 Suljpsane I b
Enrofloxacino libre 16

Mezcla fisica NA

Conjugado NA

Fusobacterium necrophorum Quitosano libre NA
1500032358 Enrofloxacino libre 32

Mezcla fisica NA

Conjugado NA

Fusobacterium necrophorum Quitosano libre NA
1500095454 Enrofloxacino libre 32

Mezcla fisica NA
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NUMERO DE COLONIAS POR PLACA LUEGO DE UNA DILUCION A 10° DE CADA

Cepa
bacteriana

Trueperella
pyogenes CIP
103129

Bacteroides
fragilis
1500002541

Fusobacterium
necrophorum
1500032358

POSILLO
Agente Pocillo
antimicrobiano correspondiente
. MIC
Conjugado MIC+1
. ) MIC
Quitosano libre MIC+1
L MIC
Enrofloxacino libre MIC+1
Mezcla fisica MIC
MIC+1
. MIC
Conjugado MIC+1
. . MIC
Quitosano libre MIC+L
L MIC
Enrofloxacino libre MIC+1
Mezcla fisica MIC
MIC+1
. MIC
Conjugado MIC+1
MIC
it i
Quitosano libre MIC+1
MIC
Enrofl ino lib
nrofloxacino libre MIC+1
Mezcla fisica MIC
MIC+1
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1
1
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ANEXO 3: Andlisis estadistico descriptivo para tamafio, PDI y potencial zeta.

I

Promedio 492.733333
SD 74.3982751
Coef. Variab. 0.150991

Promedio 0.85666667
SD 0.01050397
Coef. Variab. 0.012261

Promedio 30.4333333
SD 5.05799697
Coef. Variab. 0.166199
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Reactivos para la formulacion del sistema conjugado polimero-farmaco “Quitosano-

Enrofloxacino”

FiguraN° 5. NHS y [ Figura N° 6. Glicina.]
EDC.
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Secuencia fotografica de la formulacion del sistema conjugado polimero-farmaco

“Quitosano-Enrofloxacino”

Figura N° 7. Solucion quitosano (2.5 mg/mL en
HCI 0.1N), enrofloxacino (0.5mg/mL) y tampon
MES.

Figura N° 9.
Solucion
incrementada a pH
5.0 con NaOH 0.1N.

Figura N° 8.
Dialisis 12hrs.
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Figura N° 11. Materiales para filtrar y
eliminar contaminantes del conjugado

Quitosano-Enrofloxacino.

Figura N° 12. Proceso de filtrado de la

formulacion en membrana de acetato de

celulosa de 0.20 um
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Secuencia fotografica evaluacién MIC de la formulacion del sistema conjugado

polimero-farmaco “Quitosano-Enrofloxacino”

SafeFAST Elite

Figura N° 13. Materiales en la cAmara

de flujo laminar.

Figura N° 14. Identificacion de las

muestras en tubos falcon.

Figura N° 15. Mezcla del caldo MH
con las muestras y controles en tubos

falcon.
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Figura N° 16. Inoculacion de
las placas de poliestereno de
96 pocillos.

Figura N° 17. Inoculacion de las placas
de poliestereno de 96 pocillos.

Figura N° 19. Preparacion Figura N° 20. Preparacién Figura N° 18. Preparacion

del in6culo bacteriano. del in6culo bacteriano. del in6culo bacteriano.
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Figura N° 21. Placas de poliestereno de

96 pocillos inoculadas.

Figura N° 22. Placas en la cAmara de

cultivo anaerdbico a 35°C.

Figura N° 23. Cepas bacterianas
repicadas.
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