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Resumen

La resistencia a los antimicrobianos es uno de los problemas de salud mas graves a nivel
mundial, ya que las terapias antibacterianas disponibles se estan volviendo cada vez mas in-
efectivas en el tratamiento de patologias infecciosas. En el escenario actual, no existe ningln
agente terapéutico eficaz con el potencial de revertir la resistencia a los antimicrobianos, por
lo que muchos laboratorios lideres (a nivel industrial y académico) estan trabajando intensa-
mente para descubrir nuevos agentes terapéuticos. En este sentido, los compuestos natura-
les de origen vegetal estan relativamente poco estudiados en el contexto del desarrollo de
farmacos antimicrobianos.

Los productos naturales han sido de gran interés en el proceso de descubrimiento de farma-
cos debido a su diversidad y complejidad estructural, novedad quimica y bioactividad. Es asi
que, a la fecha, se ha descrito el aislamiento de compuestos naturales provenientes de varios
organismos, incluidos bacterias, hongos, invertebrados, especies marinas y plantas. Todos
ellos han contribuido enormemente al desarrollo de farmacos contra diversas enfermedades
humanas. Por citar algunos ejemplos, doxorrubicina, bleomicinas, penicilinas, epotilonas, pa-
clitaxel, camptotecina, las podofilotoxinas y los alcaloides de la vinca hoy son algunos de los
principios activos mas conocidos derivados de bacterias, hongos o plantas. Es por ello que en
este articulo perspectiva, abordaremos la tematica desde los diferentes enfoques que actual-
mente se utilizan para explorar el potencial terapéutico antimicrobiano de los metabolitos de
origen vegetal o sus derivados.

Finalmente, luego del andlisis de los bloques presentados, arribamos a la conclusion de la
imperiosa necesidad de la investigacion exhaustiva del potencial antimicrobiano de los me-
tabolitos de las plantas. A su vez, estas estructuras privilegiadas biolégicamente relevantes,
pueden constituir nuevas entidades quimicas con eficacia antimicrobiana mejorada median-
te su derivatizacion o vehiculizacion. Otro punto importante por destacar es la necesidad
de examinar el papel de estos compuestos junto con antibidticos usados actualmente en la
practica clinica para explorar posibles efectos sinérgicos.
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Abstract

Antimicrobial resistance is one of the most serious health problems worldwide, as many
pathogens are rapidly developing resistance to the existing treatments. In the current sce-
nario, there is no effective therapeutic agent with the potential to reverse antimicrobial
resistance, so many leading laboratories (at industrial and academic level) are working
intensively to discover new therapeutic agents. In this sense, natural compounds of plant
origin are relatively less studied in the context of antimicrobial drug development.
Natural products have been of great interest in the drug discovery process due to their structural di-
versity and complexity, chemical novelty, and bioactivity. Thus, to date, the isolation of natural com-
pounds from various organisms has been described, including bacteria, fungi, invertebrates, marine
organism and plants. All of these have made significant contributions to the development of drugs
for various human diseases. To cite some examples, doxorubicin, bleomycins, penicillins, epothilones,
paclitaxel, camptothecin, podophyllotoxins and vinca alkaloids are today some of the best-known ac-
tive ingredients derived from bacteria, fungi or plants. For all above, in this perspective article, we will
address the topic from the different approaches that are currently used to explore the antimicrobial
therapeutic potential of metabolites of plant origin or their derivatives.

Finally, after analyzing the sections presented, we arrive to the conclusion of the urgent need for ex-
haustive research into the antimicrobial potential of plant metabolites. Indeed, these privileged bio-
logically relevant structures can constitute new chemical entities with improved antimicrobial efficacy
through their derivatization or vehiculization. Another important point to highlight is the need to exa-
mine the role of these compounds together with antibiotics currently used in clinical practice in order
to explore possible synergistic effects.
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Abreviaturas (a)

02 Oxigeno singlete CIM Concentracion Inhibitoria Mi-
ADMET Absorcion, distribucion, meta nima
bolismo, excrecidny toxicidad CIN Cinamaldehido
ADQCD Amidoquelocardina CtD Complejidad a Diversidad
AgNPs Nanoparticulas de plata CNTs Nanotubos de carbono
ALE Extracto acuoso de hojas de ECDC Centro Europeo para la Preven-
aloe ciény el Control de Enfermedades
BLEE B-lactamasas de espectro ex- EROS Especies reactivas de oxigeno
tendido ESKAPE Enterococcus faecium, Staphylo
BBR Berberina coccus aureus, Klebsiella pneu-
CBM Concentracion Bactericida Mi- moniae, Acine tobacter bauman-
nima nii, Pseudomona aeruginosay es-
Chi Quitosano pecies de Enterobacter
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Eu Eugenol 02 Oxigeno mole-

FC/FD Farmacocinética/Farmacodi- cular
namia 0O2e" Anién supe- R
FDA Administracion de Alimentos y réxido Q
Medicamentos Estadounidense  OHe Radical hidroxilo D)
FoR Frecuencia de resistencia oTC Oxitetraciclina @)
FS Fotosensibilizador PCL Poli(-caprolac- \_I:;
GN Gram-negativo tona) —
GP Gram-positivo PKS Policétido sin O
H202 Peréxido de hidrégeno tasa
HHC Hidrato de hidracina PN Productos na- @
HTS Cribado de alto rendimiento turales
Hz| Centro Helmholtz parala In PLA Acido polilacti-
vestigacion de Infecciones co
ITUc Infecciones del tracto urinario  QCD Quelocardina
complicadas SAR Relaciones estructura-
MoR Mecanismo de resistencia actividad
MRSA Staphylococcus aureus resis SLN Nanoparticulas lipidicas
tente a meticilina solidas
NCEs Nuevas entidades quimicas SmChiB Quitinasa B de Serratia mar-
NE Nanoemulsién cescens
NP Nanoparticulas RAM Resistencia a antimicrobianos
OMS Organizaciéon Mundial de la TFD Terapia fotodindmica
Salud TFDa Terapia fotodinamica antimi
Ofx Ofloxacino crobiana

(a) Las abreviaturas en cursiva corresponden a siglas en inglés

Consideraciones generales

Farmacorresistencia: Relevancia de la problematica

Una era post-antimicrobianos, en la que las infecciones comunes y las lesiones menores pueden
matar, lejos de ser una fantasia apocaliptica, es mas bien una posibilidad muy real para el siglo XXI,
aunque parezca una frase sacada de un tabloide, es la perspectiva de la OMS sobre el problema de
la resistencia a los antimicrobianos en las bacterias, tan grave que amenaza los logros de la medicina
moderna.

La resistencia bacteriana a los antibioticos se define como la capacidad de las bacterias para sobrevi-
vir en concentraciones de antibidticos que inhiben o matan a otras de la misma especie. La presion
selectiva resultante del uso extensivo de antimicrobianos durante las Ultimas décadas ha provocado
la aparicion y la diseminacion de genes de resistencia entre los microorganismos patdgenos. Debido
a que los "mas aptos" sobreviven, las estrategias para sobrellevar la muerte inducida por los antibio-
ticos se transmiten a la siguiente generacion a través de la division celular, lo que garantiza la proli-
feracion de las ventajas evolutivas. Ademas, los mecanismos de resistencia también se comparten
entre las bacterias a través de la transferencia horizontal de genes.™ Los principales mecanismos por
los cuales las bacterias desarrollan resistencia a los antibidticos incluyen cambios en el objetivo del
farmaco, prevencién de entrada a la célula, eliminacion mediante bombas de eflujo o inactivacion
de fdrmacos, entre otros.?
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La rapida evolucién y diseminacion de RAM en multiples especies patdgenas es un
fenémeno natural que supera ampliamente la velocidad del descubrimiento de nue-
vos agentes terapéuticos y constituye una grave amenaza para la salud publica a
nivel global. En este sentido, la OMS prevé para los proximos afnos un desastre sani-
tario debido al aumento rapido y descontrolado de la resistencia al tratamiento con
antibioticos y otros medicamentos que actualmente salvan vidas. De particular pre-
ocupacion es la creciente resistencia de patdgenos nosocomiales del grupo ESKAPE,
causantes de morbilidad y mortalidad significativamente altas, principalmente en
pacientes con infecciones criticas e inmunodeprimidos.® En la actualidad, el fené-
meno de resistencia a los antibioticos representa un problema sanitario, econdmico
y social grave, y ha sido percibido y alertado por diversos organismos a nivel mundial,
incluida la Comisién Europea, el ECDCy la OMS, entre otros, convirtiendo la proble-
matica de RAM en un tema de prioridad en los ultimos afios. Esto se ve reflejado en
importantes informes emitidos por dichas organizaciones en la tltima década.”®) En este sentido,
a nivel nacional, en agosto del afio 2022 se sanciond la ley de Prevencién y Control de la Resisten-
cia Antimicrobiana, que tiene como uno de los objetivos fundamentales el uso responsable de los
antibioticos y regula cuestiones referidas al expendio y uso de estos medicamentos, tanto en salud
humana como animal.®

En lo que respecta al proceso de descubrimiento, desarrollo y aprobacién de nuevos antibidticos,
desde 1970, solo se han comercializado tres nuevas clases de antibidticos. De hecho, a pesar del
creciente numero de NCE disponibles, la Ultima nueva clase de antibidtico descubierta fue la dapto-
micina (1986), aprobada por la FDA en 2003.®

Debido a que las dos causas fundamentales de aparicion de resistencia bacteriana se resumen en el
sobre-y mal uso de los mismos, esta problematica debe abordarse a través de diferentes acciones,”
incluidas el estricto control mundial del uso de antibidticos, la investigacion de nuevas dianas biolo-
gicas, el desarrollo de nuevas pruebas de diagndstico para cepas resistentes, procesos de desarrollo
y evaluacion de farmacos mas rapidos y adaptables para la produccion de antibacterianos y la pro-
mocidn de lainvestigacion y desarrollo de nuevos compuestos con nuevos mecanismos de accion. & 9 (10)
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Rol de las especies vegetales medicinales y sus extractos en la medicina humana integral
Desde tiempos inmemoriales, las plantas medicinales y sus extractos han desempefiado un papel
fundamental en una diversidad de tratamientos, incluyendo su uso como agentes antiinflamatorios,
antidepresivos, estimulantes, sedantes y en la lucha contra enfermedades infecciosas."™ En la ac-
tualidad numerosas poblaciones continian empleando extractos de plantas para el tratamiento de
enfermedades, siendo una parte integral de la medicina tradicional.

El sudeste asiatico, el continente africano y los pueblos originarios de Latinoamérica poseen una
rica tradicion en el uso de plantas medicinales. En la Argentina, los pueblos mapuche y toba, entre
otros, son los que mas utilizan la medicina basada en plantas medicinales. Un ejemplo destacado es
el Centro de Salud Intercultural Raguifi Kien, inaugurado en la provincia de Neuquén en el afio 2021,
donde se combina la medicina tradicional mapuche y la biomedicina moderna."? (13)

En la actualidad, la Farmacopea Argentina, reconoce un total de 29 preparaciones medicamentosas
de origen vegetal, entre los que se incluyen ajo, eucalipto, ginkgo, ginseng, hipérico, valerianay yerba
mate entre otros. Estas plantas contindan siendo fuentes valiosas de agentes terapéuticos naturales
y desempefian un papel significativo en la salud y el bienestar de la poblacién.®

La medicina tradicional aborda la salud de manera holistica, ya que los extractos vegetales contie-
nen numerosas moléculas que pueden interactuar con multiples blancos bioldgicos. Por otro lado,
la medicina moderna a menudo adopta un enfoque reduccionista, proponiendo la utilizacion de un
compuesto que actua sobre un solo blanco bioldgico relacionado con la enfermedad en cuestion.
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Ambos enfoques presentan ventajas y desventajas, lo que destaca la importancia de
una integracion, balance y respeto mutuo entre la medicina tradicional y moderna.
Un ejemplo de esta convergencia es el creciente interés en la medicina moderna por
el enfoque polifarmacoldgico, donde se buscan tratamientos que utilicen dos o mas
farmacos con actividades sinérgicas. Esto ha demostrado ser especialmente Util en
la lucha contra la generacion de resistencia en enfermedades infecciosas, un desafio
cada vez mas apremiante.

En cuanto a las ventajas de la medicina tradicional basada en plantas, es importante
destacar en general su coste reducido y la accesibilidad que ofrece a las regiones ru-
rales, que a menudo se encuentran distantes de los centros de salud convencionales.
Sin embargo, esta forma de medicina también enfrenta desafios significativos, como
la falta de estandarizacion del material vegetal o extracto, la posibilidad de adultera-
ciones y la falta de ensayos clinicos que respalden su eficacia y seguridad."™
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Relevancia de los productos naturales como fuente de nuevos farmacos

Los (PN, o metabolitos especializados (compuestos puros aislados luego de un estudio fitoquimico
exhaustivo) se han utilizado en la medicina tradicional a lo largo de la historia de la humanidad, por
lo que son una fuente invaluable de inspiracidn en el disefio y desarrollo de medicamentos.® Como
prueba de ello, de las 1881 NCEs aprobadas para uso como farmacos por la FDA desde 1981 a 2019,
los PN o sus derivados representan casi un 50% de los farmacos existentes en la actualidad. ™ Al res-
pecto, se destacan ejemplos ampliamente reconocidos como el farmaco anticancerigeno Taxol® de
Taxus brevifolia, el farmaco antipaltdico artemisinina "® aislado de Artemisia annua, el analgésico
narcético morfina de Papaver somniferum vy el antibidtico penicilina de Penicillium ssp. Hay muchos
otros ejemplos en los que la Naturaleza se comporta como una fuente potencial de compuestos activos.™
Los PN poseen una clara ventaja de base estructural sobre la contraparte sintética, ya que son consi-
derados estructuras privilegiadas.?® Esto es resultado de la seleccién a lo largo de la evolucién de las
especies, que presupone una alta tridimensionalidad de las moléculas naturales junto a una amplia
variedad de grupos funcionales en orientaciones espaciales Unicas, lo que aumenta la posibilidad
de interacciones especificas con ligandos biolégicos.?” Sin embargo, si bien el éxito clinico de los
compuestos candidatos a farmacos esta directamente relacionado con estos aspectos, a veces la
complejidad estructural de los PN, su toxicidad y farmacocinética desfavorable pueden limitar su
potencial uso clinico. Estas desventajas que, en ciertas ocasiones, comprometen la accién terapéu-
tica de los PN, ha motivado a los quimicos organicos, medicinales y a la comunidad bioldgica a ex-
plorar diferentes estrategias de modificacion estructural sobre estructuras lideres. Otra alternativa
posible es el abordaje de nuevas estrategias de disefio y formulacién para aumentar la selectividad,
la accion terapéutica, mejorar propiedades fisicoquimicas y la farmacocinética de los congéneres
obtenidos;?? donde la nanovehiculizacién se muestra como una herramienta de gran utilidad por
su enorme potencialidad y versatilidad. La obtencién de sistemas en escala nanométrica se focaliza
en el cumplimiento de metas especificas, con el fin de optimizar la performance bioldgica de los PN
bioactivos. 2 (24

Respecto a la obtencidon de NCEs como posibles agentes terapéuticos, actualmente las plataformas
de HTS constituyen una pieza fundamental para el descubrimiento de compuestos lideres.?®) Las
familias de compuestos organicos construidas a partir de esta metodologia resultan estructuralmen-
te diferentes a los PN respecto a la complejidad del esqueleto hidrocarbonado (sistema anular), el
porcentaje de carbonos con hibridizacion sp?, el contenido de heterodtomos y el nimero de este-
reocentros.?® Sin embargo, aunque muchos objetivos bioldgicos puedan ser modulados por este
tipo de compuestos,?” esta estrategia conduce por lo general a moléculas relativamente planas y
carentes de complejidad estereoquimica.

42



En este sentido, para tomar ventaja de las numerosas caracteristicas estructurales y
bioldgicas distintivas de los PN y aprovechando el poder de la quimica organica aplicada a
la derivatizacion y formulacion, los esfuerzos en esta area de investigacion aplicada a la
busqueda de antimicrobianos de origen natural se conjugan sinérgicamente.

Objetivos

Por todo lo anteriormente expuesto, esta revision tiene como objetivo ofrecer una
descripcion general de diferentes abordajes actuales en el uso de PN como antimi-
crobianos. Asimismo, revisaremos diversas estrategias para la generacion de analo-
gos de PN, citando ejemplos representativos de cada caso, como asi también nuevos
enfoques de nanovehiculizacion que pretenden mejorar las propiedades bioldgicas
de los PN en terapia antimicrobiana. A la fecha, las siguientes estrategias constituyen
los ejes de trabajo que abordamos de manera multidisciplinaria en nuestro grupo de
investigacion.

@ articulos

ESTRATEGIAS DE BUSQUEDA @

" Nuevas entidades

e Estrategias
quimicas 8 ,ﬂ
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Figura 1: Principales estrategias de busqueda y mejora de antimicrobianos de origen natural

Reglas eNTRy

abordados en esta revisién.

A continuacion, se desarrollaran las diferentes herramientas usadas como estrategias de bus-
gueda y de mejora de compuestos antimicrobianos. Para cada una de ellas se hara una pre-
sentacion de cada abordaje y se elegiran ejemplos representativos que permitan visualizar los
alcances de cada metodologia.

A) Busqueda de nuevas entidades quimicas

A-1) Estrategias de aislamiento de compuestos bioactivos a partir de extractos vegetales

En la actualidad, la busqueda de compuestos de origen natural se ha intensificado debido a la
creciente preocupacion por la aparicion de cepas microbianas resistentes a los tratamientos
convencionales. Como resultado, se han realizado numerosos avances focalizados en el des-
cubrimiento de nuevos compuestos bioactivos que puedan hacer frente a esta problematica.
Ademas, se ha ampliado la investigacion hacia fuentes naturales poco estudiadas como las
plantas terrestres no vasculares denominadas briofitas.?®

Por lo general, la seleccidon de las especies vegetales a analizar se suele basar en varios criterios,
como su uso en la medicina tradicional, la presencia de ciertas familias de compuestos, (gj. fla-
vonoides, terpenos y alcaloides, etc.) o su distribucion en regiones especificas.?
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La busqueda de compuestos activos a través de la exploracién fitoquimica de
extractos vegetales se centra en dos enfoques principales, tradicional y bioguia-
do (Figura 2). En el enfoque de fitoquimica tradicional, se evalua la actividad de
cada metabolito obtenido luego de distintas etapas de purificacion del extracto.
Por otro lado, en los estudios fitoquimicos bioguiados o fraccionamientos bio-
dirigidos, solamente se seleccionan aquellos extractos y/o fracciones que pre-
sentan actividad y se procede a su purificacion hasta el aislamiento de los meta-
bolitos puros responsables de la actividad bioldgica. Actualmente, los estudios
de fitoquimica bioguiada son los mas comunes debido a su mayor eficiencia en
términos de tiempo y de recursos.®® No obstante, como desventaja en estos
enfoques, algunos metabolitos activos presentes en los extractos pueden pasar
desapercibidos debido a efectos de sinergia, aditividad, antagonismo y/o varia-
ciones en la concentracién de cada metabolito en el extracto.®" 2
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Figura 2: Enfoques de fitoquimica tradicional y de estudios bioguiados.

Filtro de actividad biolégica

En la Figura 3, se muestran numerosos ejemplos de estudios bioguiados en los cuales se aislaron
prometedores compuestos antibacterianos. En trabajos realizados por Dal Piaz y col. sobre la especie
Psiadia punctulata, se identificaron flavonoides y terpenos con actividad frente a S. aureus y Can-
dida albicans.®® A su vez Donadio y col., determinaron que un diterpenoide, denominado ciadina,
posee actividad sinérgica junto con el antiséptico clorhexidina.®

Otro estudio llevado a cabo por Besbes Hlila y col. sobre Scabiosa arenaria Forssk, permitio aislar los
metabolitos acido oleandlico y 7-O-B-D-glucopirandsido de luteolina, los cuales demostraron activi-
dad frente a cepas bacterianas GN, E. coli y P. aeruginosa y la especie fungica C. albicans.®® En otro
trabajo desarrollado por Castro y col., se aislaron glucésidos de seco-norcicloartanos de las flores de
Cordia lutea con actividad antimicrobiana y antiparasitaria.®® A su vez El-Shiekh y col. mediante un
estudio bioguiado sobre Caralluma quadrangula aislaron ruselidsidos con actividad anti-biofilm en
MRSA siendo el ruseliésido C el de mayor actividad.®”
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Psiadia

arenaria Forssk

Dal Piaz y col 2018
Donadio y col 2022

Ciadina

Cim

S. aureus 125 pg/mL
S. mutans 140 pg/mL
T. denticola 100 ug/mL

Hlila y col 2016
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P. aeruginosa: 680 pM
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R;: a-L-ramnopiranosil
CIM
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S. aureus 31,3 pg/mL

Figura 3: Compuestos con actividad antibacteriana aislados mediante estudios bioguiados de

En la busqueda de compuestos activos a partir de extractos vegetales, emerge de manera sobre-
saliente e ingeniosa una herramienta de busqueda y deteccidn; la autobiografia en capa delgada
aplicada a ensayos fenotipicos o de inhibicion enzimatica.®® #° Esta metodologia consta de tres
versiones, la autobiografia por contacto, directa y de inmersién. Un ejemplo exitoso, es el trabajo
de Morel y col. en el cual se obtuvieron péptidos ciclicos del extracto metandlico de la corteza de

fuentes vegetales.

Condalia buxifolia con actividad antibacteriana utilizando bioautografia directa.*®

Tabla 1. Ventajas y desventajas de las diferentes estrategias

de busqueda de productos naturales bioactivos
Meétodo Ventajas Desventajas
Fitoquimica *Determinacion exhaustiva de *Mayor tiempo y recursos
tradicional actividad de cada metabolito aislado. | necesarios
Fitoquimica *Aislamiento y estudio de actividad *Es posible no detectar
bioguiada de metabolitos presentes en metabolitos bioactivos debido a

extractos o fracciones que ya han
demostrado su actividad.

* Deteccidn de sinergias y/o efectos
aditivos valiosos.

efectos de antagonismo o a la baja
concentracién en el extracto y/o
en la fraccién.

Autobiografia
en capa delgada

*Practicidad en la determinacion de
actividad de los metabolitos

presentes en la placa cromatografica.

Hasta tanto no se aislen los
metabolitos presentes en la
fraccion, se desconoce la
concentracidn e identidad del/los
metabolitos bioactivos.

*Problemas de difusién entre la

placa y el medio de cultivo

bacteriano
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A-2) Estrategias de busqueda y modificacion por bioingenieria

Actualmente, los métodos de obtencidon de antimicrobianos a nivel industrial, en
términos generales, se basan en técnicas de fermentacién partiendo de microor-
ganismos. Esto resulta ventajoso respecto a la sintesis organica convencional; para
ejemplificar, discutiremos diferentes estrategias de obtencidn del antibidtico tetraci-
clina y de un andlogo estructural, quelocardina.

En 1945 se describid por primera vez el aislamiento de clortetraciclina de una mues-
tra de suelo conteniendo un actinomiceto dorado (Streptomyces aureofaciens). A
partir de 1948 se comenzd a producir en grandes tanques de fermentacion comer-
cializandose como Aureomicina®. La obtencién de un metabolito bioactivo por fer-
mentacidn puede dar altos rendimientos o no. Cuando la produccion es ineficiente
se avanza en su generacion de manera sintética.

Asi, luego de 50 afios de la determinacion estructural de la clortetraciclina, se plan-
ted el desafio de su sintesis completa. Dicha sintesis se describe a continuacién (Figura 4) para tomar
dimension del desafio que ello significd desde el punto de vista sintético, econdmico y ambiental.
(41) Para su obtencidn, se parte del precursor D-glucosamina (1), que se convierte en un glucose-
Iénido (2). El tratamiento posterior con borano, seguido de la oxidacion estereoselectiva resulta en
un alcohol, precursor de la olefina, que en un paso subsecuente formara la ciclohexanona (3). Una
cicloadicién [4+2] del producto deshidratado del paso anterior (4), permite arribar regio- y estereo-
selectivamente al biciclo esperado (5). Para la construccién de los anillos restantes, es preciso gene-
rar una cetona a-f -insaturada, que luego de una reaccidn tandem tipo Michael-Dieckmann con la
isobenzofuranona correspondiente, genera el compuesto tetraciclico esperado (6). Uno de los pasos
mas desafiantes de esta via sintética es la introduccidn estereoselectiva del grupo hidroxilo en la po-
sicion C-12; esto se logré mediante la manipulacién de los grupos protectores introducidos al inicio,
capaces de generar un puente oxigenado adecuado, luego de varias reacciones de bromacién y oxi-
dacién. Finalmente, la introduccién de nitrégeno se lleva a cabo mediante la sintesis de un nitrilo (7),
que luego sera convertido en la amida final. Este compuesto es perhidroxidado fotoquimicamente y
luego reducido, para dar el producto final (-)-tetraciclina.?
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Figura 4: Sintesis de (-)-tetraciclina

Si bien la sintesis fue eficiente, (en términos del uso de catalizadores, rendimiento, solventes y sus-
tancias contaminantes), dista de ser el método de eleccién para su obtencién a gran escala, en el
ambito de la industria farmacéutica.
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Por otra parte, y en el contexto actual de descubrimiento de antimicrobianos, el uso
combinado de enfoques multidisciplinarios modernos que incluyen biologia sintéti-
ca, gendmica, metagendmica, protedmica, transcriptdomica, metabolémica y herra-
mientas computacionales, esta permitiendo avances en este campo de investigacion
reemergente.“® ¥4 Un ejemplo representativo lo constituye la reciente revalorizacién
del PN QCD para generar una nueva estructura lider, la 2-carboxamido-2-desacetil-quelo-
cardina (ADQCD), mediante ingenieria biosintética racional (Figura 5).

QCD es un miembro de las tetraciclinas atipicas, aislado por primera vez en los afios 60,
posee un amplio espectro de actividad antibacteriana y modo de accién desconocido.
Considerando la importancia del grupo carboxamido en la bioactividad de las te-
traciclinas, los genes biosintéticos OxyD y OxyP de la PKS de OTC de Streptomyces
rimosus se expresaron en Amycolatopsis sulphurea, productor de QCD. El andlogo
resultante, ADQCD, se produjo con alto rendimiento (400 mg L-1) y exhibié actividad
antibacteriana significativamente mejorada, incluso frente a los patégenos GN del grupo ESKAPE.#®
ADQCD ha sido generado en escala de multigramos por fermentacion (cultivos discontinuos de ~100L)
en un procedimiento de rutina en el HZI con una pureza >95 %.

Debido a la falta de resistencia cruzada con antibiéticos conocidos (actividad frente a patégenos con
multiples determinantes de resistencia a tetraciclinas), el buen rendimiento de produccién y debido
a que este analogo ha demostrado eficiencia de tratamiento en un pequefio estudio clinico de fase
Il, en la actualidad se encuentra en fase de optimizacion. Esto incluye enfoques adicionales de bioin-
genieria y quimica medicinal para un perfil extenso de SAR. Se realizaron estudios de ADMET, FC/FD,
MOoR, FoR, estudios de toxicidad y validacién de la eficacia terapéutica para el tratamiento de ITUc
causada por enterobacterias productoras de BLEE.“®
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Figura 5: Bioingenieria de quelocardina en el desarrollo de analogos estructurales con

propiedades biolégicas mejoradas.

B) Complejidad y diversidad

B-1) Derivatizacion de compuestos puros

Debido a las altas tasas de desercién de compuestos lideres en el proceso de desarrollo de farmacos,
en especial en el campo de los antibacterianos, es imprescindible la diversificacion mediante gene-
racion de multiples andlogos estructurales.
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Esto permite entre otras cosas, la caracterizacion exhaustiva de los mismos para
comprender los requisitos quimicos y fisicoquimicos basados en objetivos bioldgi-
cos especificos, y respecto a todas las caracteristicas que parecen relevantes para el
uso terapéutico previsto. Estos datos son esenciales para mejorar consistentemente
todos los parametros requeridos como base para un avance continuo de las estruc-
turas lideres hacia la seleccion de candidatos (pre)clinicos.

Se utilizan estudios de SAR, variando sistematicamente un compuesto bioactivo,
para identificar la naturaleza y disposicion de los grupos funcionales esenciales den-
tro de una molécula para una determinada actividad o funcién bioldgica.

Si bien la modificacién racional clasica de compuestos de origen natural ofrece la po-
sibilidad de diversificacion selectiva de enlaces C-H o C-heteroatomos en presencia
de diferentes grupos funcionales, recientemente, se han realizado avances notables
en estrategias sintéticas dentro de la quimica organica,””” incluidos desarrollos en
catalizadores selectivos de sitio, funcionalizaciéon de C-H de ultima generacion, fotoquimica, electro-
quimica y biocatalisis, que han contribuido con la funcionalizacién directa de moléculas complejas.®®
Este abordaje selectivo brinda una gran oportunidad para la modificacién rapida y tardia de diversos
productos naturales.

Existe un amplio abanico de reportes bibliograficos referidos a la generacion de derivados semisin-
téticos a partir de PN, provenientes tanto de especies vegetales como de bacterias, actinomyces y
especies fungicas. A continuacion, citaremos algunos ejemplos representativos.

El metabolito de origen vegetal, BBR, es uno de los agentes naturales mas interesantes y prometedo-
res de la actualidad. Se trata de un alcaloide isoquinolinico con propiedades terapéuticas potencia-
les, baja toxicidad, incluso en dosis altas, y amplia gama de efectos farmacoldgicos relacionados con
sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias, antibacterianas y antivirales. Te-
niendo en cuenta la versatilidad de su nucleo, diversos grupos de investigacion han disefiado y sinte-
tizado nuevos derivados con modificaciones estructurales principalmente en las posiciones C-2, C-3,
C-8,C-9, C-10, C-12 y C-13 con el fin de modular sus propiedades farmacocinéticas y terapéuticas.®
Estos estudios han permitido establecer que las sustituciones en diversas posiciones con grupos al-
quilo, arilo o heteroarilo desempefiaron un papel clave en el control de su capacidad para interactuar
con varios objetivos biolégicos clave o biomoléculas involucradas en diversas rutas bioguimicas, que
amplian su espectro de actividad y convierten a la BBR en una molécula lider con elevado poten-
cial de optimizacion en el desarrollo de nuevos farmacos. Por ejemplo, la sustitucién con grupos
heteroarilo como tiazolidinediona, imidazol y tiazol en la posicién C-12 del nucleo de BBR, reveld
una elevada efectividad de inhibicidn sobre el crecimiento de diversas especies bacterianas (GP y
GN) y fungicas (Figura 6). Anlisis adicionales de la viabilidad celular realizados por Zhang,*® Wen,"*"
Sun,®?y Gao® y col. revelaron menor toxicidad de algunos derivados obtenidos respecto al meta-
bolito de partida, BBR.

Olliek y col.®¥ reportaron el disefio, la sintesis y la evaluacién antimicrobiana de nuevos derivados de
BBR (Figura 6) modificados en la posicién C-13. La evaluacidn antimicrobiana reveld que algunos de
los derivados sintetizados exhibieron una potente actividad antibacteriana frente a un panel de ce-
pas GP, incluidas cepas resistentes a antibidticos (valores de CIM entre 3,12 y 6,25 uM), y se mostra-
ron inactivos frente a las cepas GN ensayadas, excepto Helicobacter pyloriy Vibrio alginolyticus (valo-
res de CIM de 1,5 a 3,12 uM). Estos compuestos demostraron baja toxicidad sobre células humanas
normales. Ademas, dichos autores realizaron estudios de mecanismo de accion y racionalizaron los
resultados de los estudios biolégicos mediante estudios de simulacién y acoplamiento molecular.

La introduccion de diferentes sustituyentes en la posicion C-13 de la dihidroberberina ha demostra-
do ser beneficiosa para generar derivados de BBR que poseen actividad mejorada frente a diferentes
cepas bacterianas. Demekhin y col.® sintetizaron derivados de dihidroberberina con el C-13 vinilico
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sustituido (Figura 6) y evaluaron su actividad antibacteriana frente a E. coli, Brucella
abortus, Vibrio cholera (GN) y S. aureus (GP).

Wang y col.®® describieron la sintesis de derivados de BBR disustituidos en las posi-
ciones C-9y C-13, y la evaluacion de la actividad antiestafilocécica de los compues-
tos obtenidos. Entre los derivados sintetizados, el compuesto 8 (Figura 6) exhibid un
promisorio efecto de inhibicion sobre el crecimiento de S. aureus (CIM=0,78 pg/mlL).
Ademas, se observo menor citotoxicidad por parte de los compuestos obtenidos y
una mejor selectividad respecto de las células de mamiferos en relacion con BBR.
Basado en el modo de unién de BBR dentro de la estructura cristalina resuelta del
complejo SmChiB-BBR, Chen y col. disefiaron y sintetizaron una serie de derivados,
dentro de los cuales los analogos sustituidos en la posicion 0-9 (9, 10, 11, Figura 6)
resultaron ser inhibidores competitivos de SmChiB y mostraron actividades inhibi-
doras mas altas (Ki = 0,15-2,36 M) en comparacién con BBR.5”

Inspirandose en los reportes bibliograficos previos y para aumentar la biodisponibilidad del nucleo
de BBR, Ling y col.®® describieron el disefio, la sintesis de nuevos derivados sustituidos en C-9 (Fi-
gura 6) y evaluaron su potencial antimicrobiano. Ademas, los estudios de acoplamiento molecular
revelaron que los compuestos muestran interacciones con la topoisomerasa de tipo Iy, por lo tanto,
inhiben la enzima y el crecimiento de diversas especies bacterianas.

Siguiendo con la sustitucién de BBR en la posicion C-9, Jeyakkumar y col.®® disefiaron vy sintetiza-
ron nuevos derivados del hibrido berberina-benzimidazol (Figura 6) y los evaluaron como posibles
agentes antimicrobianos dirigidos al ADN. La mayoria de los compuestos inhibieron el crecimiento
de diversas cepas bacterianas tanto GP como GN, con valores de CIM relacionados con el patrén de
halogenacion (particularmente Cl) sobre el motivo benzimidazol.

Por otra parte, Jia y col.® llevaron a cabo el disefio y la sintesis del hibrido de baicalina (un metaboli-
to vegetal perteneciente a la familia de los flavonoides) y BBR (Figura 6). Los resultados de estudios in
vitro realizados frente a cepas bacterianas (S. aureus, S. hemolyticus, S. pneumoniae, P. aeruginosa,
E. coli, Bacillus thuringiensis, S. paratyphi B) y una cepa de C. albicans, revelaron que el hibrido mos-
tré mejores efectos inhibidores sobre el desarrollo de todas las cepas ensayadas.
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Figura 6: Derivados de berberina con promisoria actividad antimicrobiana.

A pesar de los amplios efectos beneficiosos de BBR, este compuesto presenta una biodisponibilidad
escasa debido a su baja solubilidad, baja absorcién y distribucién en los tejidos, y rapida eliminacion
metabdlica, lo que ha limitado su aplicacion como farmaco potencial contra una amplia gama de
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patologias. En la actualidad estos inconvenientes se abordan mediante el disefio y
aplicacion de sistemas de administracion de farmacos, principalmente basados en
polisacaridos naturales a nanoescala.’®” Esta tematica se abordara en una seccién
posterior.

En el contexto actual de necesidad de nuevos antibidticos con potencial para tratar
infecciones bacterianas causadas por especies GN, los productos naturales peptidi-
cos son candidatos prometedores para satisfacer esta necesidad. En este sentido,
el lipopéptido catidnico battacina (octapeptina B5) fue aislado de suelo a partir de
Paenibacillus tianmuensis y demostrd poseer una potente actividad frente a bacte-
rias GN resistentes a antibiéticos (CIM frente E. coli= 2-4 uM).®? A diferencia de otros
lipopéptidos catidnicos que alteran la membrana, como la polimixina B, battacina
exhibe un perfil de nefrotoxicidad relativamente bajo. Estudios previos informaron
la sintesis de battacina y analogos lipidicos, destacando la importancia del fragmento
lipidico sobre la bioactividad. En particular, la potencia como antibiético mejord reemplazando el
lipido 3-hidroxi-6-metiloctanoato con acido 4-metilhexanoico y con la linealizacién de la estructura
peptidica. Kihara y col.’®® confirmaron la importancia del lipido N-terminal, demostrando la tenden-
cia de diferentes andlogos de battacina “lipidica” a formar diversos estados de agregacion segun el
lipido presente, llevando a diferencias en la actividad antibacteriana. Inspirados por este trabajo, el
grupo de Brimble llevd a cabo un estudio SAR minucioso mediante la generacion de una bibliote-
ca de 12 andlogos lineales con diferentes lipidos insertados mediante CLipPA S-lipidacion (llevada a
cabo utilizando SPPS con estrategia Fmoc) (Figura 7) . La actividad antimicrobiana de los analogos
se evalud frente a cepas GN (E. coli, P. aeruginosa y Acinetobacter calcoaceticus) y frente a una cepa
GP de S. aureus. En general, los analogos que portaban cadenas lipidicas mas largas mostraron una
mayor actividad bactericida, con el andlogo de cadena mas larga (20, lipido decanoato) exhibiendo
un valor de CIM de 8 uM frente a E. coli, P. aeruginosa y S. aureus. Estos hallazgos fueron respaldados
por simulaciones de dindamica molecular, que sugirieron que las cadenas alquilicas mas largas fomen-
taban la insercién en la membrana. Ademas, se observd una correlacion entre el valor delog Dy la
actividad bactericida, lo que respalda aun mas la importancia de la hidrofobicidad para la actividad.
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B-2) Derivatizacion de extractos vegetales.

Otra estrategia abordada en la busqueda de compuestos bioactivos consiste en la
modificacién quimica de extractos vegetales mediante la introduccion de funcio-
nalidades que rara vez son producidas por el metabolismo secundario ©* ¢ ¢ |a
alteracion del esqueleto base. De esta manera, la maquinaria biosintética de la na-
turaleza puede ser complementada para producir toda una gama de nuevos com-
puestos semisintéticos en un paso. Este abordaje implica la diversificacion de extrac-
tos mediante reacciones quimicas directamente sobre el extracto vegetal crudo, en
contraste con el enfoque mas convencional que implica llevar a cabo las reacciones
sobre compuestos aislados puros.®” Esta estrategia, que ha resultado exitosa en la
generacion de diversidad estructural en un paso de reaccién, ha sido escasamen-
te utilizada en la busqueda de compuestos antibacterianos. Por ello, actualmente
nuestro grupo de investigacién aborda esta metodologia con el objetivo de generar
derivados nitrogenados a partir de extractos estratégicamente seleccionados, en la busqueda de
compuestos antimicrobianos, con especial interés frente a bacterias GN.
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C) Derivatizacion de PN enfocada en la actividad frente cepas GN resistentes a antimicrobianos.
Reglas eNTRy

Ha pasado mas de medio siglo desde que la FDAaprobd la dltima clase de antibidticos activos frente
a las especies bacterianas GN mas problematicas, los patégenos ESKAPE,®® ) causantes de la ma-
yoria de las infecciones adquiridas en hospitales, que con frecuencia “escapan” de la accién de las
terapias antibacterianas tradicionales.

El principal desafio con el desarrollo de antibiéticos para tratar infecciones causadas por este tipo
bacteriano, no radica en la interaccidn con el blanco bioldgico, sino mas bien en la incapacidad de la
mayoria de las moléculas pequefias de atravesar las membranas GN, retenerse y acumularse dentro
de la célula.” A pesar de contar con una gran cantidad de compuestos lideres, el conocimiento limi-
tado de las propiedades fisicoquimicas necesarias para la acumulacién de compuestos (o para evitar
sueflujo) ™ en bacterias GN, ha obstaculizado un enfoque generalizado para desarrollar antibiéticos
frente a bacterias con estas caracteristicas bioestructurales.” A pesar de los intensos esfuerzos en
la derivatizacidn y la sintesis de cientos de compuestos destinados a ampliar actividad frente a GN,
se ha logrado poco o ninguin progreso en la ampliacién del espectro de actividad de muchos antibié-
ticos, que siguen siendo efectivos Unicamente frente a GP. En este contexto, dos premisas clave se
complementan para abordar el problema de la resistencia a los antibidticos: desarrollar estructuras
completamente nuevas o modificar estructuras de PN existentes para mejorar su eficacia y potenciar
la actividad bioldgica.

Las estrategias mas recientes proponen un método que posibilita obtener derivados activos frente a
especies GN partiendo de compuestos que solo son efectivos frente a GP, ampliando de esta manera
su espectro de actividad antimicrobiana. Este objetivo se logra modificando las propiedades fisicas y
quimicas mediante reacciones quimicas simples de derivatizacion.

El grupo liderado por el Profesor Hergenrother ha delineado un conjunto de criterios fundamentales
a tener en cuenta al seleccionar antibidticos candidatos, originalmente activos frente a GP, y conver-
tirlos en versiones activas frente a bacterias GN mediante las “eNTRy-rules”.”®

En primer lugar, se observé que es esencial que los antibidticos candidatos posean una actividad
relevante en cepas GN donde la permeabilidad de la membrana o el flujo de salida se han visto com-
prometidos. Ademas, deben poseer enlaces rotables y una estructura globular que se ajuste a las
reglas de eNTRy. En casos en los que se disponga de una estructura cristalina de rayos X del complejo
antibidtico-objetivo bioldgico, esta informacidn resultard invaluable para determinar las dreas don-
de realizar modificaciones. Por Ultimo, la existencia de estudios SAR significativos puede simplificar
enormemente el disefio de nuevos compuestos.”
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Para el desarrollo de esta regla se empled una coleccidn estructuralmente diversa de
compuestos, que abarcaba tanto compuestos similares a farmacos (drug-like) como
compuestos derivados o semejantes a PN. Estos compuestos fueron generados a
través de la estrategia de CtD " que permitié un analisis sencillo de SAR, un andlisis
exhaustivo de distintos descriptores fisico-quimicos, asi como la medicion de la acu-
mulacién y la actividad antibacteriana de estos compuestos frente a E. coli.”

La estrategia CtD se utiliza para introducir modificaciones estructurales en el esque-
leto de carbono de los compuestos, con el fin de obtener derivados que contienen
transformaciones en sus sistemas de anillos, generando una amplia variabilidad es-
tructural en comparacién con el compuesto original. El objetivo principal de estas
alteraciones es obtener bibliotecas de derivados de productos naturales e identificar
nuevos farmacdéforos con actividades bioldgicas diferentes o incluso superiores a las
del precursor natural.”®

Estos principios establecen que es probable que las moléculas pequenas se acumulen en E. coli si
poseen Nitrégeno ionizable, baja Tridimensionalidad (medida a través de la globularidad) y sean Ri-
gidas, es decir, tienen una pequefia cantidad de enlaces rotables.” Este hallazgo podria tener un
impacto significativo en el descubrimiento y desarrollo de antibidticos dirigidos a bacterias GN que
actualmente precisa de cierto dinamismo y automatizacién de busqueda exploratoria. Para lograrlo,
se utilizan compuestos que contienen aminas primarias, las cuales pueden convertirse en N-alquil-
guanidinios y piridinios, facilitando la absorcidon de compuestos en E. coli.

Utilizando este modelo, se logré ampliar el espectro de actividad para tres clases de antibidticos
que involucran tres tipos diferentes de blancos bioldgicos. Los antibidticos originales presentaban
una buena tridimensionalidad y flexibilidad. En primer lugar, se observé que el producto natural
deoxinibomicina presentaba buena actividad como inhibidor de la ADN girasa en GP (CIM S. aureus =
0,06-1,00 ug/mL), pero no presentaba actividad frente a E. coli (CIM >32 pg/mL).%

Ademas, cumplia con los requisitos necesarios para ser un blanco de conversion de GP a GN. Dado
que este compuesto natural ya habia sido objeto de estudios SAR,® el grupo Hergenrother disefié
un derivado que contenia una expansion del anillo de cinco miembros a uno de seis miembros e
incorpord una amina primaria. Este derivado demostré una buena acumulacion en E. coli y buena
actividad frente a los patégenos ESKAPE (CIM E. coli = 0,50 pg/mL). Sin embargo, no tuvo el mismo
efecto inhibitorio sobre P. aeruginosa.”

En la busqueda para implementar las reglas “eNTRy” se evaluaron antibiéticos frente a GP aproba-
dos por la FDA y compuestos lideres en la etapa preclinica de desarrollo. De este estudio, surgio el
compuesto Debio-1452, un inhibidor de Fabl, como un blanco potencial para la conversion, ya que
cumplia con los criterios necesarios, excepto la ausencia de una amina primaria. Se realizaron varias
modificaciones como la introduccién de aminas primarias, y se observo que el compuesto Debio-
1452-NH3 mostré mayor actividad. La actividad frente a E. coli del compuesto original, que tenia una
CIM>32 pg/mlL, se redujo significativamente a una CIM =4 pg/mLen el derivado. Conservo su activi-
dad frente a S. aureus, y ademas, presentd actividad inhibitoria sobre E. cloacae, K. pneumoniae, A.
baumanniiy frente a cepas multirresistentes.”
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Figura 8: Resumen esquematico de la optimizacién de una estructura lider mediante estrategias

de CtD y aplicacién de reglas eNTRy.
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No obstante, Debio-1452-NH3 demostrd la necesidad de ampliar su ventana tera-
péutica, ya que su eficacia en modelos de infeccion murina con patégenos GN se
alcanzaba a las dosis maximas toleradas. En busca de identificar la préxima gene-
racion de inhibidores de Fabl con mayor potencia frente a patégenos GN y mejor
tolerabilidad in vivo, se realizd una extensa campafia de estudios SAR utilizando la
estructura cristalina de Debio-1452 en combinacion con Fabl. Fabimicina, el S(-)-de-
rivado azepanona, se destacd por su actividad sobresaliente frente a S. aureus vy, al
mismo tiempo, mostrd ser mas potente que Debio-1452 y el derivado Debio-1452-
NH3 frente a mas de 200 aislados clinicos de E. coli, K. pneumoniae y A. baumannii.
Fabimicina no presenté actividad sobre bacterias comensales. €

Por otra parte, se logré convertir Ribocil C, un inhibidor de riboswitch FMN identifi-
cado por Merck & Co mediante un proceso de cribado, en un derivado activo frente
a GN, llamado Ribocil C-PA. Este nuevo derivado presento alta acumulacion y activi-
dad antimicrobiana frente a cepas GN.&"

En relacion a la presencia de aminas primarias en los compuestos lideres, este grupo funcional re-
presenta un cambio significativo en la polaridad, al aumentar tanto el nimero de donores como
aceptores de puente hidrégeno, lo que se traduce en un incremento en la solubilidad. No obstante,
en ciertos contextos, estas aminas primarias pueden ser toxicas. Otros grupos funcionales que con-
tienen nitrégeno cargado positivamente, como los N-alquilguanidinios y piridinios, también pueden
facilitar la absorcién del compuesto por las bacterias GN.

En algunos casos, se observo que la gran deslocalizacion de la carga positiva del grupo nitrogenado
y la ausencia de donores de puente hidrégeno, como ocurre con el grupo piridinio, no resultaba
beneficioso para la acumulacion. Curiosamente, los niveles de acumulacién de los compuestos con
guanidinios son similares a los compuestos con aminas primarias, a pesar de que el primer grupo
nitrogenado introduce dos enlaces rotables adicionales en el compuesto. En los casos en los que la
amina primaria no logra alcanzar el objetivo, los guanidinios fueron alternativas viables que demos-
traron un cambio de 8 veces 0 menos en la actividad frente a E. coli. Esto se evidencié en el caso de
Debio-1452 y su respectivo derivado con guanidina, asi como para zantrina y su correspondiente de-
rivado guanidinio, el cual presenté una actividad equipotente comparado con la amina primaria.”

Si bien las reglas eNTRy se descubrieron a partir de datos de acumulacién de E. coli, la actividad anti-
microbiana observada en otros patégenos GN ESKAPE sugiere cierta superposicion en las propieda-
des fisicoquimicas necesarias para la acumulacion de compuestos en estas bacterias problematicas,
gue también presentan dificultades en la permeabilidad.
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D) Productos naturales y nanomedicina

Uno de los logros mas destacados en el campo de la medicina, el cual marca el inicio de una nueva
era en el dmbito de los tratamientos médicos, es la introduccién de la nanomedicina. Esta se puede
entender como la fusién de la nanotecnologia y la nanociencia con el objetivo de prevenir y tratar di-
versas enfermedades. Este enfoque terapéutico implica el uso de particulas con un tamafio que os-
cila entre 10 a 100 nandmetros, lo que le otorga una extensa drea superficial especifica permitiendo
una interaccién altamente efectiva con células y tejidos de interés.® Estas formulaciones también
admiten frecuentemente la funcionalizacién de su superficie, lo que otorga la capacidad de introdu-
cir cambios favorables al sistema. Ademas de lo mencionado, suelen reducir los efectos secundarios
no deseados y mejorar la biodisponibilidad y la farmacocinética de los medicamentos.®*

Como se menciond al principio de este articulo, los PN han demostrado histéricamente ser benefi-
ciosos en el tratamiento de diversas enfermedades. Por este motivo, no parece irracional considerar
la posibilidad de vincularlos con la nanomedicina. Esta idea permitiria superar propiedades desfavo-
rables, orientar tratamientos especificos, sinergizar actividades con otros compuestos, entre otras
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aplicaciones potenciales.® Dentro de los distintos tipos de nanocarriers que pueden ser utilizados
para la vehiculizacién de los PN podemos mencionar los de base lipidica (liposomas, emulsiones, NP
lipidicas), los de base inorganica (NP de oro, NP de plata, NP de déxido de hierro), los de base polimé-
rica (polimerosomas, nanoesferas, micelas),’®® entre otros (ver Figura 9).

9,

Nanoemulsion Nanottbo de Nanoparticula Liposoma Nanoparticula de
Carbono lipidica sdlida plata

Figura 9: Nanovehiculos vinculados a productos naturales descritos en los articulos cientificos

referidos en esta seccion.

Se han logrado exitosos avances en la nanovehiculizacion de productos naturales en diversos cam-
pos. A continuacion, se presentan algunos ejemplos de investigaciones recientes:

La especie vegetal Trigonella foenum-graecum L. conocida cominmente como fenogreco y pertene-
ciente a la familia Fabaceae, exhibe propiedades antimicrobianas relacionadas al aceite extraido de
sus semillas. Abdulkhalik Mansuri y col.®” llevaron a cabo la sintesis de una NE para vehiculizar este
aceite con el propdsito de mejorar su estabilidad, solubilidad y lograr una liberacién sostenida, au-
mentando asi su biodisponibilidad y potencia antimicrobiana. La formulacién de la nanoemulsién in-
cluyd aceite de fenogreco, agua y Tween 80 como surfactante. Para evaluar la actividad bactericida,
se llevaron a cabo pruebas con varias cepas, incluyendo dos GP (Bacillus subtilis y S. aureus) y dos GN
(E. coli y P. aeruginosa). Los resultados revelaron que la nanoemulsion tenia una CIM de 25 pg/mL
para las bacterias GN y 250 pug/mL para las GP, lo que indicaba una potente actividad antibacteriana.
Acompaiiando estos resultados, se realizé un ensayo de permeabilidad de membrana para evaluar
el grado de daiio inducido por la nanoemulsion, dado que estas tienden a fusionarse con la bicapa
lipidica de las bacterias y desestabilizarla, lo que conduce a la lisis y muerte de los microorganismos.
Como resultado se confirmé que la misma produce un incremento en la permeacién de la membra-
na a una concentracién de 25 pg/mL.

Ademas, se llevo a cabo un importante control adicional para evaluar el efecto citotdxico de la NE
en células hepaticas humanas (WRL-68) en concentraciones que oscilaron entre 100 y 800 pg/mL.
Estos estudios permitieron concluir que las mismas podrian ser utilizadas de manera segura en la
preservacion de alimentos, ya que no producen dafio a las células del higado.

Un ejemplo altamente practico y siguiendo la idea de antimicrobianos para la conservacién de ali-
mentos mediante el uso de productos naturales, se encuentra el trabajo realizado por el equipo de
Rui Cuiy col.®® En su investigacion, desarrollaron un film de liberacién controlada disefiado para ser
utilizado en envases de alimentos, con propiedades antibacterianas. Este film se elabord a partir de
una combinacién de PLA, PCL, CNTs y CIN, un compuesto de origen natural conocido por sus pro-
piedades antimicrobianas. Para evaluar la eficacia antibacteriana del mismo, se realizaron pruebas
in vitro utilizando cepas de S. aureus y E. coli. En particular, las peliculas PLA/CIN y PLA/CNTs/CIN
demostraron una disminucién sustancial en los valores de recuento bacteriano en comparacion con
las peliculas que no contenian CIN. Para S. aureus, las peliculas con CIN redujeron los valores en 6,51
y 5,65 log10 CFU/mL, respectivamente. De manera similar, en el caso de E. coli, las peliculas con CIN
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lograron reducir los valores en 4,05y 3,07 logl0 CFU/mL. Estos resultados reflejan la
eficacia del compuesto natural CIN como un agente antimicrobiano potente, y cabe
destacar que las peliculas que contenian CNTs para vehiculizar el producto natural,
también mostraron una mejora en la actividad antibacteriana. Este enfoque tiene
un gran potencial en la industria de envases de alimentos, ya que podria contribuir
significativamente a la conservacién de alimentos y a la prevencion de infecciones
alimentarias.

Teniendo otra perspectiva de trabajo, Rodenak-Kladniew y col.®® decidieron tomar
un antibidtico sintético como el Ofx, el cual presenta baja solubilidad y una biodis-
ponibilidad variable, y vehiculizarlo en SLN, junto a Chi, biopolimero catidnico con
actividad antimicrobiana, y sumar Eu, producto natural que interfiere con la comu-
nicacién bacteriana por quérum, con el objetivo de obtener sinergia y mejorar los
caracteres desfavorables. Las SLN fueron preparadas mediante la homogeneizacion
ultrasonica, utilizando miristato de miristilo. La actividad antimicrobiana fue determinada por la
medicion de la CIM en P. aeruginosa ATCC 15442 y S. aureus ATCC 6538, sembrando 25 L de las
distintas preparaciones. Mientras que la CIM de Ofx libre sobre el crecimiento de P. aeruginosa fue
de aproximadamente 1,73 pg/mL, la nanoestructuracion con Eu y Chi (SLN/Chi/Eu-Ofx) dio lugar a
valores de inhibicion mas altos, con una CIM tan baja como 0,29 ug/mL, es decir, 6 veces menor que
la obtenida para el Ofx libre. Sobre S. aureus Ofx presentd una CIM de 0,31 pg/mLy SLN/Chi/Eu-Ofx
0,02 pg/mlL, lo que significa una concentracion 16 veces menor que la Ofx libre. Ademas, se realizd
un estudio de citotoxicidad en células humanas (Wi-38). SLN/Chi/Eu-Ofx no presento efectos toxicos
en el rango de 0,3 a 3,0 pug/mL sobre las células normales.

Es importante destacar que los productos naturales no solamente son utilizados con el objetivo de
funcionalizar los nanovehiculos, sino que también se pueden emplear en la biosintesis de nanopar-
ticulas con el objetivo de reducir costos y ser respetuosos con el medioambiente, en comparacion
con otros métodos de obtencion, ya sean quimicos o fisicos. Un ejemplo ilustrativo de esto son las
AgNPs sintetizadas a partir de plantas medicinales, que tienen un potencial uso como agentes an-
tibacterianos. Yonggiang Zhang y col.®® optaron por formular AgNPs a partir de un ALE. Mientras
que anteriormente se menciond un ejemplo en el que el extracto de Aloe se encapsula en el interior
de liposomas, en este estudio se propuso la sintesis directa de la nanoparticula deseada a partir del
mismo extracto. Para obtener esta formulacion, se partié de una mezcla de AgNO3, ALE y solucién
de HHC. Se variaron las proporciones de todos los componentes para identificar cual de ellas produ-
cia las nanoparticulas de menor tamafio y mayor estabilidad. Se observé que el mejor rendimiento
se alcanzaba con una concentracion de AgNO3 1,0 mM, 10,0 mLde ALE y 1,0 mM de solucién de HHC.
El motivo detras de la eleccion de algunos PN en estas reacciones radica en su contenido de com-
puestos fendlicos, terpenos y proteinas, los cuales contienen grupos amino y carboxilicos libres que
interactuan con la superficie de las nanoparticulas de plata, proporcionandoles estabilidad. Ademas,
las proteinas evitan la aglomeracién, formando una capa protectora alrededor de las mismas. Es am-
pliamente conocido que las AgNPs suelen mostrar actividad antimicrobiana per se, por este motivo
se llevd a cabo un andlisis de actividad antibacteriana mediante la medicién de zonas de inhibicion
en cultivos de E. coliy S. aureus. Como resultado se observé que, efectivamente, presentaban una
actividad antiproliferativa sobre ambas cepas generando un halo de inhibicién de aproximadamente
8,0 mm en ambas.
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E) Terapia Fotodindamica. Un nuevo enfoque para el tratamiento de patologias infecciosas

La medicina moderna esta en constante evolucidn, y una de las innovaciones mas recientes en el
area es la TFD, un enfoque no invasivo que promete revolucionar la forma en que abordamos en-
fermedades cronicas v resistentes a los medicamentos. La TFD se establecid hace mas de 100 afios
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en el campo de la microbiologia; sin embargo, su aplicacion se hizo mas comun en el
campo de la oncologia. El reciente aumento en el nimero de informes de bacterias
que desarrollan farmaco-resistencia contra los antibiéticos comercializados ha per-
mitido que la TFD resurja con fuerza como una alternativa potencial para las terapias
antimicrobianas convencionales, especialmente para el tratamiento de infecciones
multirresistentes.

En referencia particular a la TFDa, su naturaleza multiobjetivo minimiza el riesgo de
desarrollo de resistencia. Incluso después de 20 ciclos sucesivos de su aplicaciéon con
reduccién parcial, seguidos de recrecimiento de cultivo, no se ha demostrado que
produzca resistencia bacteriana. Ademas, su naturaleza de amplio espectro implica
que el tratamiento puede iniciarse antes de que se hayan identificado los agentes
infecciosos, lo que proporciona una ventaja sustancial sobre los antibiéticos de uso
convencional. ©"
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Mecanismo implicado en la fotosensibilizacion: Esta técnica se basa en la interaccién entre un com-
puesto FS, luz de una longitud de onda especifica y el oxigeno. Este compuesto, ya sea aplicado
localmente o administrado sistémicamente, idealmente se acumula de manera selectiva en células
cancerosas, microbianas y/o tejidos patoldgicos estableciendo las bases para una terapia altamente
dirigida. Cuando el FS absorbe luz de la longitud de onda adecuada, desencadena un proceso de
activacion y lleva, en una Ultima instancia a la formacién de un estado triplete excitado a través de
un proceso conocido como "cruce entre sistemas". El estado triplete del FS transfiere su energia al
interaccionar con el 02, conduciendo a la formacion de '02, mediante una reaccién conocida como
un “proceso fotoquimico de Tipo II”. También puede ocurrir un “proceso fotoquimico de Tipo I” por
el cual el FS en estado excitado sufre reacciones de transferencia de electrones que eventualmente
forman EROS como el 02¢-, H202, OHe y '02 que, al interactuar con diferentes biomoléculas (pro-
teinas, acidos grasos insaturados, acidos nucleicos, mono y polisacaridos), generan estrés oxidativo
y citotoxicidad selectiva en las células donde se ha unido o ingresado la molécula de FS (en la figura
10, se representa el proceso de inactivacion fotodinamica de células microbianas). De esta forma, se
logra un alto nivel de selectividad, evitando efectos secundarios con la activacion local del farmaco
mediante luz. Este avance ha allanado el camino para aplicaciones terapéuticas destinadas a erradi-
car enfermedades desde su origen.®?

Fotosensibilizador a Fotosensibilizador
(estado fundamental) excitado

Disrupcion de membranal

| Daiio a ADN

s

’\Dr
oy

'L
¥

hv

Daiioa
componentes
intracelulares

Actividad antimicrobiana

Figura 10: Representacion esquematica del proceso de inactivacion fotodinamica

antimicrobiana.

Rol de los Productos Naturales como fotosensibilizadores: El uso terapéutico de la luz en medicina
se remonta a los antiguos griegos y egipcios con el uso de la luz solar y extractos naturales seleccio-
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nados para tratar trastornos especificos de la piel. En la medicina china, el extracto
de Ammi majus L. que contiene los compuestos naturales psoralenos y furanocro-
monas se ha utilizado para tratar la psoriasis y el vitiligo. Las plantas utilizan la gene-
racion fotosensibilizada de EROS para protegerse contra el estrés abidtico y bidtico.
La importancia de los metabolitos naturales fototdxicos en la defensa de las plantas
inspird el uso de la luz solar y los FS naturales en la TFDa.

En su mayoria, los FS son moléculas orgdnicas insaturadas y altamente conjugadas,
lo que les confiere un alto coeficiente de absorcién. 2 El campo de la TFD también
ha encontrado inspiracion en la naturaleza, particularmente en los metabolitos na-
turales. Muchos de estos compuestos funcionan como pigmentos fotoactivos, pero
no todos poseen las propiedades requeridas para aplicaciones terapéuticas, es decir,
no todos participan en la generacién de EROS. Las principales clases de FS naturales
presentes en plantas incluyen los curcuminoides, antraquinonas, perilenoquinonas,
furanocumarinas, alcaloides, clorinas y flavinas (algunos ejemplos se presentan en la Figura 11). Esto
amplia ain mas el potencial terapéutico de las plantas en términos de compuestos FS antimicrobia-
nos, aplicables también en la conservacién de alimentos. %
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Figura 11: Ejemplos de FS naturales con aplicacién terapéutica. La barra de colores indica el
espectro de absorcion de luz de UV a IR. Los compuestos se ubican segln sus rangos de longitud

de onda de maxima absorcion.

TFD en el tratamiento de biofilms microbianos: Un aspecto importante de la TFD es que puede
utilizarse para combatir la formacién y provocar la disrupcion de biofilms microbianos.®® Un biofilm
bacteriano es un consorcio estructurado de bacterias incrustadas en una matriz de polimero de pro-
duccidn propia que consta de polisacarido, proteina y ADN. Los biofilms bacterianos pueden causar
infecciones crénicas debido a que muestran una mayor tolerancia a los antibidticos y productos qui-
micos desinfectantes, ademas de resistir la fagocitosis y otros componentes del sistema de defensa
del cuerpo. La prevencion de la formacién de biofilms mediante profilaxis o terapia antibidtica
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temprana y agresiva, y su eliminacién mediante terapia de supresion crénica repre-
senta una problematica en el uso de antibidticos comerciales dados sus valores mas
altos de CIM y CBM, lo que puede provocar toxicidad in vivo. ® En este sentido, la
TFD representa una alternativa prometedora para reducir la carga microbiana en
infecciones cronicas. En la actualidad, el uso de la TFD para tratamientos de biofilms
se ha expandido al tratamiento de caries dental, Ulceras diabéticas, fibrosis quistica,
sinusitis cronica, infecciones asociadas a implantes, entre otros.

TFD y nanotecnologia: La combinacion de fotosensibilizadores con nanomateriales
mejora la eficiencia y reduce los efectos secundarios de la TFD. Las nanoparticulas
permiten una terapia dirigida, aumentando la selectividad al enfocarse en recepto-
res especificos.

La mayoria de los fotosensibilizadores son sustancias altamente hidrofébicas que se
agregan en un ambiente acuoso. El proceso de agregacion reduce la eficiencia de la terapia fotodina-
mica. Los fotosensibilizadores deben permanecer en forma monomeérica para ser fotoactivos. Man-
tener esta configuracion es posible gracias a la conjugacion de fotosensibilizadores con nanoparticu-
las. El uso de nanoparticulas poliméricas, por ejemplo, micelas, permite el suministro dirigido de mas
moléculas fotosensibilizadoras a la regidn afectada y evita la degradacién del fotosensibilizador antes
de llegar al objetivo. Ademas, el uso de polimeros permite la unidn simultanea de mas ligandos a las
moléculas de FS, por ejemplo, sustancias de contraste o marcadores fluorescentes que permiten la
exploracion de imdagenes clinicas. El aumento de las propiedades hidrdfilas del fotosensibilizador da
como resultado una mejor selectividad y una mayor eficacia de la terapia fotodindmica. Las sustan-
cias inorganicas se pueden utilizar para crear conjugados fotosensibles. Una forma prometedora de
aumentar la selectividad de la TFD es utilizar nanoparticulas de oro como sistema de administracion
de farmacos.®®® 7
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Conclusiones

Desde la antigliedad, los PN han sido fuentes importantes de moléculas lideres para el desarrollo
de farmacos. El uso de extractos de plantas y compuestos puros con propiedades antimicrobianas,
sin duda puede tener gran importancia en los tratamientos terapéuticos actuales. Tal como hemos
puntualizado, en los Ultimos afios se han realizado numerosos estudios en diferentes grupos de in-
vestigacion a nivel mundial para demostrar dicha eficacia. De hecho, numerosos extractos de plantas
y sus metabolitos son antibidticos eficaces contra bacterias resistentes y no resistentes. El hecho de
que se hayan explorado menos del 20% de las especies vegetales y que el nimero de metabolitos
aislados de plantas supera los 100.000, fomenta la busqueda de nuevos compuestos con propieda-
des antimicrobianas. Esta bioprospeccion es particularmente importante en el contexto de especies
vegetales de la rica flora argentina, que han sido poco estudiadas.

Las estrategias que abordamos en nuestros trabajos de investigacion (puntualizadas en esta revi-
sién), ofrecen una alternativa a las metodologias clasicas de descubrimiento de antimicrobianos,
permitiendo el acceso a un espacio quimico inexplorado que, a su vez, ofrece la posibilidad de des-
cubrir nuevos objetivos antimicrobianos. Un beneficio principal de estas estrategias es que se puede
acceder a estas diversas bibliotecas de manera rapida, ya que se pueden realizar transformaciones
en una serie diversa de sustratos que introducen una mayor complejidad quimica. Si bien todavia no
se han empleado con éxito para desarrollar un antibidtico aprobado para uso en la practica, estas
estrategias ciertamente inspiran a los quimicos a correr los limites de la quimica combinatoria y pro-
porcionar estructuras mas solidas para investigar la actividad biolégica y el mecanismo de accién de
los compuestos obtenidos.

Otro punto importante a destacar es que la comprensién acabada de la relacién entre la estructura de los
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compuestos, los parametros farmacocinéticos, la solubilidad y la actividad antimi-
crobiana, ha permitido a los quimicos medicinales ajustar regularmente las caracte-
risticas necesarias para la sintesis de derivados. Esto les permite, por ejemplo, adap-
tar o derivatizar estructuralmente a los compuestos para lograr su acumulacion y
actividad contra las bacterias GN. Ademas, se puede disefiar una estrategia de nano-
vehiculizacion a partir de la estructura del PN, que permita aumentar la selectividad
y/o biodisponibilidad.

Respecto a la TFD, ésta se presenta como una innovacion crucial en medicina, ofre-
ciendo un tratamiento altamente selectivo para diversas enfermedades de manera
efectiva. Los desafios y oportunidades en la TFD son variados e impactantes. La se-
lectividad lograda mediante fotosensibilizadores localizados, el desarrollo de com-
puestos anti-biopeliculas y la combinacidn de terapias luminosas y nanotecnologia
son ejemplos de dreas en las que la investigacion avanza. Su capacidad para atacar
microorganismos patdgenos de manera especifica y su potencial para transformar el abordaje de
infecciones crdnicas y resistentes a medicamentos la convierten en una herramienta terapéutica
excepcional. La combinacion de luz y quimica, inspirada en la naturaleza, presentan un futuro pro-
metedor para la medicina.

De esta manera, a lo largo de estas paginas se resume la importancia y urgencia del trabajo interdis-
ciplinario abocado a la busqueda de antimicrobianos para patdgenos resistentes, lo cual debe ser
tomado como un desafio crucial y prioritario por los distintos grupos de investigacion del area.
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