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Resumen

Resumen

Actualmente, la resistencia antimicrobiana se considera una pandemia silenciosa y una
de las mayores amenazas para la salud a las que se enfrenta la humanidad. En este
contexto, la situacion se agrava por la falta de descubrimiento de nuevas moléculas
activas. Ademas, en los ultimos afios, hay un creciente interés por los trastornos
infectivos de la piel y mucosas, por su alta prevalencia y morbilidad. Por lo que, es
urgente reactivar la investigacidn y el desarrollo de nuevas alternativas en estas areas
qgue permitan hacer frente a la farmacorresistencia y superar las complejas
caracteristicas intrinsecas a la aplicacién de farmacos en estos tejidos.

En la presente Tesis Doctoral, el objetivo es evaluar y caracterizar la accién
antimicrobiana de disulfiram en tres formulaciones de uso tépico para abordar el
problema de la resistencia antimicrobiana desde diferentes perspectivas.

En un primer estudio, se ha determinado la absorcion transdérmicay la eficacia in vitro
contra sarna y piojos de una combinacion de bencil benzoato y disulfiram (Tenutex®),
un producto comercial de uso geograficamente restringido que podria ser una
alternativa a los insecticidas estandares. Se empled piel humana dermatomizada para
evaluar la absorcién dérmica mediante un método validado de cromatografia liquida de
alto rendimiento y se utilizaron queratinocitos HEKOO1 para evaluar la citotoxicidad.
Sélo uno de los activos, el bencil benzoato, pudo permear la piel, pero no mostré
citotoxicidad en ninguna de las concentraciones probadas. La eficacia del producto se
ensayd frente a Psoroptes ovis a diferentes tiempos de contacto y frente a cepas
resistentes a permetrina/malation de adultos y huevos de Pediculus humanis capitis. El
estudio contra sarna demostré que la exposicién durante 6 0 24 h al producto erradicaba
completamente el parasito y, respecto la actividad pediculicida, mostré una eficacia
superior a la del tratamiento estandar en piojos resistentes.

En el siguiente estudio, se evalud el reposicionamiento de disulfiram como agente
antibacteriano para tratar infecciones de la piel. Este estudio tuvo como objetivo
determinar las caracteristicas biofarmacéuticas del farmaco y los efectos derivados de
su aplicacién tépica. Las pruebas de susceptibilidad mostraron actividad antibacteriana
contra las bacterias grampositivas Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes. La
absorcién dérmica no revelé permeacidon en la piel de cerdo y la cuantificacidon del
farmaco retenido en tejido demostrd concentraciones en el estrato cérneo y epidermis
suficientes para tratar las infecciones. Ademds, se realizaron analisis de micromatrices y
citotoxicidad in vitro para comprender mejor el mecanismo de accién del farmaco. Estos
estudios revelaron la importancia de disulfiram como quelante de iones metdlicos.

En el tercer estudio, ademds de proponer el reposicionamiento de disulfiram como
agente antifungico, se desarrolld y optimizo formulaciones alternativas para mejorar la
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Resumen

eficacia de los tratamientos administrados por via vaginal. En este caso, se elaboraron
geles mucoadhesivos para la administracién local del farmaco. Dichas formulaciones
estaban compuestas de polietilenglicol y carragenato para mejorar las propiedades
mucoadhesivas y prolongar el tiempo de residencia en la cavidad vaginal. Las pruebas
de susceptibilidad mostraron que disulfiram tiene actividad contra Candida albicans,
Candida parapsilosis y Candida glabrata (Nakaseomyces glabratus). Se caracterizaron
las propiedades fisicoquimicas de los geles y se estudiaron los perfiles de liberacién y
permeacion in vitro con celdas de Franz. Ademas, se demostré que la cantidad de
farmaco retenido en el epitelio vaginal de cerdo era suficiente para tratar la infeccion.

Dada la situacién de emergencia de resistencia a los antimicrobianos existente, los
resultados obtenidos en las tres publicaciones cientificas ponen de manifiesto el
potencial uso de disulfiram como agente antimicrobiano, demostrando que las
formulaciones propuestas son una alternativa interesante para el tratamiento en
infecciones cutdneas y vaginales.
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Resumen

Summary

Currently, antimicrobial resistance is considered a silent pandemic and one of the
greatest health threats facing humanity. In this context, the situation is aggravated by
the lack of discovery of new active molecules. In addition, there is a growing interest in
infective disorders of the skin and mucous membranes, due to their high prevalence and
morbidity. Therefore, it is urgent to reactivate research and development of new
alternatives in these areas that allow us to address drug resistance and overcome the
complex intrinsic characteristics to the application of drugs in these tissues.

In this Doctoral Thesis, the objective is to evaluate and characterize the antimicrobial
action of disulfiram in three formulations for topical use to address the problem of
antimicrobial resistance from different perspectives.

In a first study, the transdermal absorption and in vitro efficacy against scabies and lice
of a combination of benzyl benzoate and disulfiram (Tenutex®), a commercial product
of geographically restricted use that could be an alternative to standard insecticides, has
been determined. Dermatomed human skin was used to assess dermal absorption using
a validated high-performance liquid chromatography method and HEKOO1 keratinocytes
were used to evaluate cytotoxicity. Only one of the actives, benzyl benzoate, was able
to permeate the skin, but it did not show cytotoxicity at any of the tested
concentrations. The efficacy of the product was tested on Psoroptes ovis at different
contact times and against adult permethrin/malathion resistant strains and eggs of
Pediculus humanis capitis. The anti-scabies study demonstrated that exposure for 6 or
24 h of the product completely eradicated the parasite and, with respect to pediculicidal
activity, it exhibited superior efficacy to the standard treatment in resistant lice.

In the second study, the repositioning of disulfiram as an antibacterial agent to treat skin
infections was evaluated. This study aimed to determine the biopharmaceutical
characteristics of the drug and the effects arising from its topical application.
Susceptibility tests showed antibacterial activity against the Gram-positive bacteria
Staphylococcus aureus and Streptococcus pyogenes. Dermal absorption revealed no
permeation in pig skin and the quantification of the drug retained in tissue
demonstrated concentrations in the stratum corneum and epidermis, enough to treat
infections. In addition, micro-array and in vitro cytotoxicity analyses were performed to
better understand the mechanism of action of the drug. These studies revealed the
importance of disulfiram as a of metal ion chelator.

In the third study, in addition to the repositioning of disulfiram as an antifungal agent,
alternative formulations were developed and optimized to improve the efficacy of
vaginally administered treatments. In this case, mucoadhesive gels were developed for
local administration of the drug. These formulations were composed of polyethylene
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glycol and carrageenan to improve mucoadhesive properties and to prolong the
residence time in the vaginal cavity. Susceptibility tests showed that disulfiram has
activity against Candida albicans, Candida parapsilosis and Candida glabrata
(Nakaseomyces glabratus). The physicochemical properties of the gels were
characterized, and the release and permeation profiles were studied in vitro with Franz
cells. In addition, it was shown that the amount of drug retained in the pig vaginal
epithelium was sufficient to treat the infection.

Given the emergency of antimicrobial resistance, the results obtained in the three
publications highlight the potential use of disulfiram as an antimicrobial agent,
demonstrating that the proposed formulations are an interesting alternative for the
treatment of skin and vaginal infections.
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1. Antecedentes

La resistencia antimicrobiana (ARM) se define como la capacidad de un microorganismo
dado a multiplicarse o sobrevivir en presencia de un agente antimicrobiano, en
comparacion con los de su misma especie que son susceptibles. La generacién de
resistencias es un fendmeno natural propio de los microorganismos que se produce por
mutaciones espontaneas o bien por la adquisicidon de genes de resistencia. Ahora bien,
el uso excesivo de antimicrobianos en medicina humana y ganaderia, junto con el
control deficiente de infecciones, contaminacién ambiental, inadecuada manipulacién
de alimentos y movimientos geograficos de humanos y animales infectados, han
ejercido una presion positiva en la seleccidon de estos genes, promoviendo la rapida
propagacion de microrganismos resistentes a nivel mundial (Gil-Gil et al. 2019, da Silva
Dantas 2022).

Esta rapida propagaciéon de los microorganismos resistentes a multiples clases de
antimicrobianos ha sido declarada una gran amenaza para la salud publica (Aslam et al.
2021). Por lo que, para contrarrestar la resistencia al tratamiento, es necesaria la
busqueda de nuevas estrategias, mejorar la administracién de farmacos con vias o
formulaciones alternativas y desarrollar enfoques mas novedosos.

Respecto a las nuevas estrategias y dado que la resistencia a los antimicrobianos es un
problema ecoldgico que se caracteriza por interacciones complejas entre diversas
poblaciones microbianas, tiene sentido abordar el problema utilizando un enfoque
coordinado y multisectorial, como es One health (Salud Unica) (Gil-Gil et al. 2019).

One health se define como “el esfuerzo colaborativo de multiples profesiones de las
ciencias de la salud, junto con sus disciplinas e instituciones relacionadas, que trabajan
a nivel local, nacional y mundial, para lograr una salud 6ptima para las personas, los
animales domésticos, la vida silvestre, las plantas y nuestro medio ambiente”
(Adisasmito et al. 2022). Lo que propone es un abordaje conjunto y global entre tres
ambitos interrelacionados y estrechamente vinculados: la salud humana, la salud animal
y el medio ambiente (Figura 1). One health abarca la colaboracion entre sectores y
disciplinas que contribuyen a proteger la salud, abordar desafios sanitarios como la
aparicion de enfermedades infecciosas, la resistencia a los antimicrobianos y la
seguridad alimentaria, ademdas de promover la salud y la integridad de nuestros
ecosistemas (Aslam et al. 2021; Gil-Gil et al. 2019).

Afrontar la resistencia antimicrobiana solo desde la investigacién y desarrollo de
moléculas activas y/o formulaciones nuevas, no es suficiente para combatir el problema.
La colaboracion entre entidades y el abordaje global es esencial para encontrar
soluciones que se mantengan en el tiempo.
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Figura 1: Concepto One health. Wikimedia Commons, licencia de dominio publico.

En cuanto a la mejora de la administraciéon de farmacos, los avances en tecnologia
farmacéutica han alentado a explorar y mejorar las rutas alternativas (no orales), como
es el caso de la via tépica, con el objetivo de mejorar la liberacion de los principios
activos en su lugar de accién. Este hecho, es especialmente importante en dreas como
la dermatologia y ginecologia, donde los antimicrobianos son el pilar de la terapia para
el tratamiento de las infecciones de la piel, los tejidos blandos y las mucosas. Los
sistemas de administracién tdpica se basan en la aplicacién de la formulacién en areas
superficiales tales como la piel y/o mucosas (ojos, nariz, boca o vagina), para el
tratamiento de enfermedades locales (Maciej Serda et al. 2000). Entre sus principales
ventajas, se encuentran (Torin Huzil et al. 2011; Singh Malik, Mital, and Kaur 2016):

- Mejor cumplimiento y aceptacion por parte del paciente.

- Facil aplicacion.

- Administracién indolora y no invasiva.

- Minima toxicidad sistémica y exposicion a tejidos no diana.

Dadas las ventajas comentadas, la administracion tdpica se usa ampliamente desde hace
décadas para administrar diferentes agentes terapéuticos. En el caso de los
antimicrobianos, los productos semisdlidos han sido cominmente empleados,
destacando su uso a nivel cutdneo para infecciones no complicadas (impétigo,
abrasiones, quemaduras, cortes o foliculitis) y a nivel vaginal para el tratamiento de
infecciones del tracto genital inferior (vaginitis o vaginosis) (Frey Tirri 2011; Spann,
Taylor, and Weinberg 2004).

El desarrollo de un sistema de administracion tépico es un gran reto que requiere de
una cuidadosa seleccion, no solo del principio activo, sino también del vehiculo en el
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gue es administrado, debido a que las barreras asociadas a esta ruta pueden limitar
considerablemente la disponibilidad del principio activo en el lugar de accién. Por
ejemplo, el estrato cérneo es la principal barrera para el acceso de farmacos en la piel.
En cambio, en el caso de la administracion vaginal, la efectividad de las formulaciones
se ve limitada por su corto tiempo de residencia y su distribucién inadecuada sobre el
tejido (Singh Malik, Mital, and Kaur 2016; Wong, Dhanawat, and Rathbone 2014).

Ademas, en los ultimos afos, hay un creciente interés en las infecciones de la piel y
mucosas ya que afectan a millones de personas diariamente y ocasionan importantes
problemas de morbilidad a nivel mundial. Estos se categorizan principalmente como
bacterianos (por ejemplo, impétigo, celulitis y vaginosis bacteriana), fungicos (como la
esporotricosis, cronomicosis, blastomicosis y candidiasis), virales (herpes simple,
eczema, entre otros) y parasitarios (destacando la sarna y piojos) (Singh Malik, Mital,
and Kaur 2016; Dawson, Dellavalle, and Elston 2012).

Las barreras que puede presentar la via topica en cuanto a la llegada del principio activo
al lugar de accidn, junto con el creciente interés en las infecciones de estas vias,
impulsan la necesidad de una extensa investigacion para desarrollar nuevos sistemas de
administracion tépica en esta linea terapéutica. Ademas, para la evaluacién de la
eficacia, son necesarios estudios precisos y robustos de permeacion y biodistribucidn en
el tejido objetivo. Por lo que, el conocimiento de la via es esencial para un correcto
desarrollo del producto.

En este primer capitulo se muestra una descripcién de las vias de administracién de
interés en el estudio, destacando las técnicas de evaluacidn para los medicamentos
destinados a estas vias durante la etapa de desarrollo del producto, describiendo los
desafios que enfrenta la resistencia antimicrobiana y proponiendo medidas para
abordar la nueva amenaza.

2. Piel: estructura y caracteristicas

2.1 Estructura de la piel

La piel es el érgano mas extenso del cuerpo humano, representa el 10 % de la masa
corporal total y cubre, aproximadamente, unos 2 m? de superficie corporal (Dragicevic-
curic and Maibach 2015). Esta formada por epitelio estratificado de estructura compleja,
cada capa del cual consta de varios tipos celulares con funciones bien diferenciadas. La
piel puede dividirse en 3 capas principales: la epidermis, la dermis y la hipodermis (Figura
2).
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1. Epidermis
2. Dermis
3. Musculo erector
del pelo
4. Glandula sebécea
6. Glandula
Apocrina
7. Foliculo
3 7=
Piloso 5. Hipodermis
8. Corpusculo
de Vater-Pacini
9. Glandula

Ecrina

Figura 2: Esquema de la estructura de la piel humana en seccién transversal. Vestita, Tedeschi,
and Bonamonte 2022.

2.1.1 Epidermis

La epidermis es una capa de epitelio escamoso compuesta principalmente por dos tipos
de células: queratinocitos y células dendriticas, siendo las primeras el tipo celular
predominante (95 %) (Zaidi and Lanigan 2010). Ademas, alberga otras poblaciones
celulares como son los melanocitos, las células de Langerhans y las de Merkel (Nicol
2005). No contiene vasos sanguineos, los nutrientes se obtiene por difusidén a partir de
la dermis (Zaidi and Lanigan 2010).

La epidermis comunmente se divide en dos capas que vienen definidas por los cambios
morfoldgicos y de posicidn que sufren los queratinocitos a medida que se van
diferenciando en células corneas. Estas capas son el estrato cérneo (SC) y la epidermis
viable.

2.1.1.1 Estrato corneo

Es la capa mas externa de la piel y estd formado por células cérneas o cornificadas. Es la
encargada de brindar proteccién mecdnica a la epidermis subyacente y hacer de barrera
para evitar la pérdida de agua y la invasién de sustancias extrafas, como pueden ser los
farmacos. Estas propiedades son debidas a su compleja estructura lipidica. Las células
corneas se caracterizan por ser células grandes, ricas en proteinas y bajas en lipidos,
planas y poliédrica, que han perdido el nucleo durante la diferenciacion terminal (Nicol
2005). Forman una matriz de 10 a 20 um de espesor que esta incrustada en una capa
lipidica altamente ordenada. Alteraciones en su estructura estan relacionados con la
aparicion de enfermedades como la dermatitis atépica, la psoriasis o trastornos
congénitos como la ictiosis (Goyal et al. 2015).
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El SC es una barrera fisica para la entrada de microorganismos patégenos del medio
ambiente. La continua descamacién junto con la capacidad de la dermis de producir
sustancias quimicas como las defensinas (péptidos), protegen a la piel de la entrada de
microorganismos (Cardoso et al. 2017).

Ademas, el SC alberga la mayor parte de la microbiota cutdnea, la cual es necesaria para
la homeostasis y el mantenimiento de una piel sana, desempefiando un papel
importante en el desarrollo y regulacion del sistema inmunitario. En la dermis, también
se encuentra parte de la microbiota, pero esta, es menos susceptibles a los factores
ambientales, por lo que cuando se habla de microbiota cutanea y patologias de la piel
asociadas se hace referencia al SC (Sinha, Lin, and Ferenczi 2021).

La densidad de microbiota por centimetro cuadrado de piel es de alrededor de 107, pero
hay una gran variabilidad en la densidad y el tipo de bacterias presentes segun la edad,
ubicacién anatdmica, pH, topografia del area (presencia de pelo, gldndulas sudoriparas
y humedad) y factores externos (cuidado de la piel, exposicidon solar, clima y vestimenta)
(Sinha, Lin, and Ferenczi 2021).

Las actinobacterias comprenden aproximadamente la mitad (36-51 %) de las bacterias
de la piel (Cutibacterium y Corynebacterium), las cuales pueden llegar a ser patégenas
en condiciones favorables cuando ciertos filotipos estan presentes. El siguiente filo de
bacterias mas comun es Firmicutes (24-34 %), como Staphylococcus y Streptococcus,
siendo la especie Staphylococcus epidermidis la bacteria aerobia mds abundante (90 %
aproximadamente). En general, S. epidermidis es una especia comensal, pero se ha
asociado cada vez mas a infecciones adquiridas en el ambito hospitalario (prétesis
quirurgicas y catéteres). En menor porcentaje encontramos los filos, Proteobacteria (11-
16 %) y Bacteroidetes (6-9 %). Ademas de las bacterias, el microbioma de la piel también
alberga organismos fungicos, siendo la especie Malassezia la mas dominante (Sinha, Lin,
and Ferenczi 2021; Byrd, Belkaid, and Segre 2018; Carmona-Cruz, Orozco-Covarrubias,
and Saez-de-Ocariz 2022).

Por otra parte, el SC puede albergar transitoriamente distintos patégenos de naturaleza
fungica, bacteriana o parasitaria, los cuales, si los mecanismos de barrera anteriores
fallan, pueden acabar afectando a las capas inferiores de la piel produciendo
enfermedades. Destacan los siguientes patdgenos e infecciones (Cardoso et al. 2017;
Carmona-Cruz, Orozco-Covarrubias, and Saez-de-Ocariz 2022):

- Hongos: infeccién por dermatofitos (tifia), dermatitis por candida y pitiriasis
versicolor.

- Bacterias: eritrasma y queratolisis, producidas por corinebacterias y en el
segundo caso, también por Dermatophylus congolensis y Kytococcus
(Micrococcus) sedentarius. Destacan las infecciones por Staphylococcus aureus,
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Enterococcus spp., Pseudomona aeruginosa y Streptococcus pyogenes.

- Pardsitos: importancia de la sarna por su alta prevalencia a nivel mundial. Esta
producida por el acaro Sarcoptes scabiei, el cual produce surcos en el estrato
corneo que acaban afectando a la epidermis.

2.1.1.2 Epidermis viable

Generalmente presenta un grosor de 60 a 800 um de espesor, dependiendo de la parte
del cuerpo. Se encuentra inmediatamente debajo del estrato cérneo y representa la
primera capa de células vivas. Consta de 3 subcapas formadas por fibroblastos y
queratinocitos (Goyal et al. 2015). Estas subcapas incluyen la capa de células basales
(estrato germinativo), la de células escamosas (estrato espinoso) y la de células
granulares (estrato granuloso) (Nicol 2005).

2.1.2 Dermis

La dermis es una capa de tejido conjuntivo intercalada entre la epidermis y el tejido
subcutaneo. Es una estructura fibrosa compuesta de coldgeno, tejido eldstico y otros
componentes extracelulares que incluyen redes nerviosas y vasculares, foliculos pilosos
y diferentes gldndulas. Los componentes de esta matriz, incluidos el coldgeno y el tejido
conjuntivo eldstico, experimentan renovacién y remodelacién constante, ademas, la
cantidad y sus caracteristicas varian dependiendo de la profundidad a la que se
encuentren. Los fibroblastos son las células principales dentro de la dermis, pero los
histiocitos, los mastocitos y los adipocitos también juegan un papel importante en el
mantenimiento de su estructura y funcionamiento normal (Brown and Krishnamurthy
2022). Generalmente, esta capa presenta un grosor de 30 a 500 um (Goyal et al. 2015).

La dermis comprende la mayor parte de la piel y es la que proporciona flexibilidad,
elasticidad y resistencia a la traccién. Protege el cuerpo de lesiones mecanicas, ayuda
en la regulacién térmica y contiene receptores a estimulos sensoriales. La dermis es la
encargada de interactuar con la epidermis manteniendo las propiedades de ambos
tejidos (Nicol 2005).

El componente principal de la dermis es el colageno, una familia fibrosa de proteinas
con al menos 15 tipos genéticamente distintos. Concretamente, el coldgeno tipo | y tipo
Il son los que se encuentran en abundancia y juegan un importante papel en la
resistencia al estrés mecdnico de la piel. Las fibras eldsticas, estdn compuestas por
microfibrillas de elastina y fibrilina. A diferencia del coldgeno, la estructura de la elastina
permite el deslizamiento, estiramiento y retroceso de las fibras (Brown and
Krishnamurthy 2022).
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2.1.3 Hipodermis

El tejido subcutdneo o hipodermis es la capa que se encuentra inmediatamente debajo
de la dermis. Estd formada por l6bulos de lipocitos separados por tabiques fibrosos
compuestos de coldgeno y grandes vasos sanguineos. A medida que varia el grosor de
la epidermis y la dermis, también lo hace el tejido subcutaneo (Vestita, Tedeschi, and
Bonamonte 2022).

2.2 Caracteristicas generales de la administracion de farmacos a través
de la piel

2.2.1 Vias de penetracion cutanea

La absorcion cutanea consiste en el paso de diferentes compuestos a través de la piel.
Puede constar de cuatro pasos principales, en funcion de si el efecto es local o sistémico,
(1) liberacion del principio activo de la formula, (2) entrada o penetracidon del compuesto
en la piel, (3) permeacidon que consiste en el trasporte de una membrana a otra y (4)
reabsorciéon que es la captacion del compuesto en el sistema vascular (este paso solo
tiene lugar si hay efecto sistémico).

En cuanto a los mecanismos de penetracion a través de la piel, se puede dividir en dos
tipos diferentes (Figura 3):

Apéndices (foliculo piloso,
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> \ | \
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Figura 3: Vias de penetracion celular (se muestra el estrato cérneo): a) ruta a través de

apéndices, b) ruta transcelular, c) ruta intercelular.
a) Ruta a través de los apéndices

Esta via abarca la permeacidn a través de los foliculos pilosos, también conocida como
via transfolicular, y/o a través de las glandulas sudoriparas (Figura 3a). Estas estructuras
forman un poro que permite a las moléculas superar la barrera del SC con mayor
facilidad. Anteriormente esta ruta habia sido ignorada debido a la contribucidon
insignificante respecto al total de la superficie de la piel, ahora bien, actualmente se ha
demostrado que esta via es eficiente y puede tener una gran implicacidon en la
penetracién de farmacos (Dragicevic-curic and Maibach 2015).
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b) Ruta transepidermal

En la via transepidérmica, el farmaco atraviesa los espacios intracelulares y/o
extracelulares, desde la epidermis hasta la dermis e hipodermis. Puede hacerlo de dos
maneras diferentes (Dragicevic-curic and Maibach 2015):

- Transcelular: requiere que el fdrmaco atraviese las capas alternas de células
y matriz extracelular (Figura 3b). Generalmente el interior de las células es
mas hidrofilico que la matriz extracelular por lo que esta ruta es
predominante en moléculas hidrofilicas pequefias.

- Intercelular: En este caso, el farmaco cruza a través de la matriz extracelular
sin traspasar por las células (Figura 3b). Ruta habitual para moléculas
lipofilicas.

3. Vagina: estructura y caracteristicas

3.1 Estructura interna de la vagina

La vagina es una estructura tubular fiboromuscular de una longitud de 6 a 12 cm que se
extiende entre la vulva y el cuello uterino (Graziottin and Gambini 2015). La pared
vaginal consta de 4 capas histolégicamente distintas (Figura 4) (Alexander et al. 2004;
Mohammed et al. 2022; Lara Bohdrquez et al. 2011; Haylen et al. 2022):

Ovario

Matriz

Cérvix

Vagina

Capa adventicia
Epitelio escamoso estratificado

Lamina propia (tejido conectivo)

Capa muscular

Figura 4: Esquema que representa las capas de la pared vaginal. Cancer Research UK via
Wikimedia Commons, licencia de dominio publico.

a) Mucosa: estd formada por dos subcapas:

i. Epitelio escamoso estratificado: capa no queratinizada y no secretora
gue tapiza la mucosa. Se divide en varias capas en base a la apariencia
gue adoptan las células en las extensiones citolégicas; la capa basal que
estd constituida por una capa simple de células columnares, la capa
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parabasal constituida de 2 a 5 capas celulares cuboidales y la capa
intermedia y superficial que son de espesor variable.

ii. Lamina propia: también es conocida como estroma, se localiza justo
debajo del epitelio y se caracteriza por contener tejido conectivo
eldstico y denso, donde los nervios y la vascularizacién se concentran.
Estd compuesta principalmente de colageno y elastina.

b) Capa muscular: formada por fibras musculares lisas situadas tanto de forma
circular (capa interna) como en direccién longitudinal (capa externa).

c) Capa adventicia: capa interna de tejido conectivo denso que parte del
tejido conectivo pélvico y contiene vasos linfaticos, plexos venosos y
fasciculos nerviosos. La capa externa esta formada por tejido conectivo laxo
gue proporciona soporte y un abundante suministro de sangre.

3.2 Fisiologia vaginal

La vagina actia como receptaculo durante el coito, salida para la sangre menstrual y
como canal de parto. La fisiologia de la vagina esta influenciada por la edad, el estado
hormonal, el embarazo y el pH. Para mujeres sanas en edad reproductiva, el pH vaginal
se encuentra entre 3,8-4,2; este ambiente ligeramente acido es debido a la produccion
de acido lactico por la microbiota vaginal (Alexander et al. 2004; Mohammed et al.
2022).

A pesar de no poseer glandulas secretoras, la vagina esta continuamente irrigada por
secreciones con un papel fisiolégico importante (Mohammed et al. 2022). Los fluidos
vaginales se originan a partir de diversas fuentes. El liquido es principalmente trasudado
de lavaginay células cervicales del cuello uterino y del Utero, que a través de un proceso
de transduccién en el epitelio vaginal ingresan en la vagina. Ademas, contiene
secreciones de las glandulas sebaceas de la vulva, de las sudoriparas y de las de Bartolino
y de Skene; moco cervical; fluidos endometriales y oviductales; y productos metabdlicos
de diferentes microorganismos (Alexander et al. 2004; Geonnotti and Katz 2010). Se
producen entre 2 y 8 ml de flujo vaginal al dia, viéndose afectada esta cantidad y la
propia composicion de las secreciones por los cambios hormonales del ciclo menstrual,
grado de excitacidn o las propias diferencias entre individuos. En un mismo momento,
se puede producir, aproximadamente, un volumen total de entre 0,5 a 0,75 ml
(Geonnotti and Katz 2010; Wong, Dhanawat, and Rathbone 2014).

Las secreciones juegan un papel fundamental como barrera de difusién para farmacos y
parasitos, ademas de unirse a bacterias, ralentizar la invasidon de patdgenos y ayudar a
mantener la eubiosis de la compleja microbiota vaginal (Mohammed et al. 2022). Los
componentes comunes incluyen: liquido cervical, urea, glucosa, acido acético y lactico,
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proteinas, por ejemplo, inmunoglobulina A secretora, mucina, células epiteliales
inmunitarias y exfoliadas (Gold and Shrimanker 2022).

3.3 Defensas vaginales

3.3.1 Epitelio vaginal

El epitelio vaginal actia como una barrera fisica contra las infecciones. Ahora bien, otros
factores como son el moco cervical, las secreciones vaginales y la microbiota bacteriana
local también contribuyen a su proteccién. Ademas, este epitelio se desprende
constantemente, lo que dificulta que los microorganismos invadan o accedan a la
membrana basal (Alexander et al. 2004). Es un tejido dindmico, cuyo grosor y grado de
maduracion de las células superficiales cambian considerablemente bajo la influencia de
los estrégenos durante el ciclo menstrual en las mujeres premenopdusicas (Mohammed
et al. 2022).

Se caracteriza por ser un tejido altamente permeable a las moléculas pequenas y tener
una gran superficie de 72 + 21 cm? (rango: 34-164 cm?), con alta vascularizacion, lo cual
permite la absorcidon transepitelial de algunos medicamentos. Ademas, su no
queratinizacién permite la facil permeabilidad al agua, proteinas solubles, microbios y
mediadores del sistema inmunitario (Gold and Shrimanker 2022; Luo et al. 2016).

Esta gran superficie, se debe en parte a la presencia de rugosidades. Estas rugosidades,
se concentran en el tercio inferior de la vagina y actian como entornos ricos en
glucégeno que permiten el crecimiento de diferentes especies de lactobacilos. Este
aumento de la superficie efectiva puede favorecer la absorcién tépica de farmacos
administrados por esta via, cuando se busca una accién sistémica. Sin embargo, una vez
mas, la presencia y el grado de estas rugosidades, depende tanto de la edad como de la
presencia de estréogenos. Tras la menopausia, estas arrugas pueden incluso desaparecer
por completo (Mohammed et al. 2022).

Destaca el papel del exfoliado de las células epiteliales, ya que cuando se descaman
hacia al lumen y se descomponen, tiene lugar la despolimerizacién del glucégeno a
glucosa proporcionando asi, una fuente de energia para los lactobacilos que dominan la
mucosa. Ademas, el glucégeno puede formar geles con la mucina que funcionan
eficazmente como una barrera protectora adicional (Alexander et al. 2004; Mohammed
et al. 2022).

La mucina es la principal proteina estructural en el fluido vaginal con capacidad de
formar geles intermoleculares. Son proteinas N-glucosiladas y fuertemente O-
glucosiladas que polimerizan por enlaces disulfuro a través de sus regiones amino y
carboxilo-terminales para formar polimeros largos. Se caracterizan por su gran peso
molecular, alta densidad (aproximadamente 1,4 g/ml) y gran contenido en hidratos de
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carbono altamente glicosilados (50-80 % por peso). Ademas pueden formar fibras
proteicas entrecruzadas y enredadas de 10-40 MDa que se glicosilan por los residuos de
prolina, treonina y/o serina (Gipson 2001).

3.3.2 Microbiota

Las especies de Lactobacillus son bacterias anaerobias aerotolerantes o microaeréfilas,
dominantes en la microbiota vaginal. Son bacterias grampositivas que pueden adherirse
a las células epiteliales vaginales. Se caracterizan por tener la capacidad de formar
biopeliculas a través del epitelio que una vez madurada, producen sustancias
poliméricas extracelulares (EPS) que ayudan a la colonizacién de mas lactobacilos y
actuan como mecanismo protector. En cantidad suficiente, estas bacterias superan a
otras compitiendo por los nutrientes y como consecuencia, disminuyendo la presencia
de patégenos (Mohammed et al. 2022).

Ademas, el caracter protector de los Lactobacillus se ve facilitado por la produccion de
acido lactico y perdxido de hidrégeno, aunque no todas las cepas son capaces de
producir este ultimo compuesto. Asi, regulan el crecimiento de otros microorganismos
en el epitelio vaginal, haciendo que el ambiente sea menos hospitalario para otros
organismos como por ejemplo, Escherichia coli y Streptococcus del Grupo B (Alexander
et al. 2004).

La disbiosis vaginal hace referencia al desajuste del equilibrio de la microbiota normal,
debido a cambios cuantitativos o cualitativos de su composicién, cambios en su
funcionamiento o actividades metabdlicas, o bien, a cambios en su distribucién, que se
asocia frecuentemente con enfermedades ginecoldgicas. Multiples estudios han
demostrado la asociacidén entre la disbiosis vaginal y el aumento de las infecciones
vaginales, como la vaginosis bacteriana (BV), la candidiasis vulvovaginal (VVC) o las
infecciones de transmision sexual (STD) como la tricomoniasis y las debidas a los virus
del papiloma humano, de la inmunodeficiencia humana o del herpes genital y también
a la infeccion causada por la bacteria Chlamydia trachomatis (Chee, Chew, and Than
2020; Hussain and Ahsan 2005).

Una de las caracteristicas mas destacadas de la disbiosis vaginal son los cambios en el
pH. Cuando ocurre una disbiosis, los patdgenos oportunistas desplazan la presencia de
las diferentes especies de Lactobacillus, lo cual provoca un aumento significativo del pH
al disminuir la concentracién de lactato, alcanzandose valores de 6-7. Mantener el
equilibrio de la microbiota vaginal es crucial para promover un ecosistema vaginal
saludable y evitar estados patoldgicos (Chee, Chew, and Than 2020).

3.3.3 pH

El pH acido del epitelio vaginal (3,8-4,2) es de gran importancia en prevencién de
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infecciones por patdgenos oportunistas. Los factores que pueden producir aumento en
los valores de pH son: los niveles de estrégenos (perimenopausia, posmenopausia,
menstruacién), posparto, duchas vaginales, el semen o la colonizacidn por otras
bacterias (Alexander et al. 2004; Mohammed et al. 2022; Hussain and Ahsan 2005).

3.4 Caracteristicas generales de la administracién vaginal

3.4.1 Ventajas, desventajas y desafios

La administracion de farmacos por via vaginal tiene como objetivo principal
proporcionar un efecto local. Ahora bien, debido a las caracteristicas del propio tejido,
también ha sido empleada como ruta para la absorcion sistémica de farmacos con
niveles terapéuticos sostenidos. La administracién vaginal permite el uso de regimenes
de dosificaciéon prolongados, dosis diarias mas bajas y liberacién lenta de medicamentos
(Alexander et al. 2004). Las principales caracteristicas son las siguientes (Mohammed et
al. 2022):

- Evita el efecto de primer paso hepdtico: es una ventaja clave de la
administracion vaginal, al igual que con otros farmacos de administracion
topica.

- Tratamiento directo y localizado que permite reducir la presencia de efectos
adversos.

- Sin dolor, evita el dafio tisular y reduce la posibilidad de infeccion en
comparacion con la via parenteral.

- Es posible la autoadministracidon discreta.

- Niveles de farmaco en plasma consistentes y constantes.

- Alta permeabilidad para farmacos de bajo peso molecular, tanto de naturaleza
hidrofilica como hidrofdbica.

- La microbiota tiene la capacidad de biotransformar algunos farmacos, esto
podria activar moléculas o desactivarlas.

- Mala retenciéon de farmacos debido a la autolimpieza vaginal y al gradiente de
flujo hacia el exterior por gravedad.

- Influencia hormonal del tejido y secreciones que alteran el espesor epitelial y
volumen/viscosidad de las secreciones.

- El moco cervical puede representar una barrera de difusién adicional para los
farmacos.

- Degradacion enzimatica: aunque el epitelio vaginal muestra una actividad
enzimatica baja, los estratos viables contienen enzimas como las
aminopeptidasas, dipeptidil peptidasas y dipeptidil carboxipeptidasas que
pueden tener un impacto en la absorcidn de productos de tipo biolégico.
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3.4.2 Permeabilidad y absorcidn

Aunque en los tratamientos de accidn local no se desea que haya absorcion al torrente
sanguineo, hay que tener en cuenta que este fendmeno puede ocurrir y producir efectos
sistémicos. En general, la administraciéon de farmaco por via vaginal requiere de tres
pasos principales (Mohammed et al. 2022; Cox Gad 2007):

1. Liberacién del farmaco del sistema de administracidon (pomada, gel, crema...).
Disolucién en el fluido vaginal.
Permeacién a través de la mucosa vaginal. El mecanismo de transporte de la
mayoria de las substancias absorbidas es por difusidn simple. Ahora bien, la ruta
de transporte puede ser a través de las siguientes vias:

- Transcelular o viaintracelular: principal via para las sustancias lipofilicas.

- Paracelular o via intercelular: a través de la difusion entre las uniones
estrechas de las células epiteliales o a través de los poros acuosos
presentes en la mucosa vaginal. Es el principal mecanismo para las
sustancias hidréfilas.

- Transporte vesicular o mediado por receptores.

La magnitud de flujo del farmaco a través de la mucosa vaginal se relaciona
principalmente con su tamafio molecular e hidrofobicidad. En general, los compuestos
con una masa molecular superior a 300 Da tienen velocidades de flujo reducidas,
mientras que las propiedades hidréfobas suelen aumentar la permeacién. No obstante,
se debe tener en cuenta que un grado minimo de solubilidad acuosa siempre se requiere
para asegurar que el farmaco se disuelva en el fluido vaginal (log P< 5). Ademds, el pH,
la viscosidad y el volumen de este fluido puede influir en la disolucién del farmaco. Por
ejemplo, el pH influye en el grado de ionizaciéon del farmaco y, por tanto, en su
solubilidad final (Cox Gad 2007).

Tanto las propiedades fisicoquimicas de las sustancias quimicas (naturaleza quimica,
grado de ionizacidn, peso y tamaio molecular, conformacién y coeficiente de particion
octanol/agua) como la naturaleza biofisicoquimica del tejido, son conocimientos
importantes que considerar en el desarrollo de un producto farmacéutico de uso
vaginal.

3.4.3 Uso clinico y potencial de la via vaginal

Numerosas patologias pueden ser tratadas localmente a través de la via vaginal. Entre
ellas, cabe destacar la vaginitis por su alta prevalencia a nivel global. Esta enfermedad
es una inflamacién de la mucosa vaginal de origen infeccioso causada por bacterias,
levaduras, o protozoos. Numerosos farmacos frente a bacterias (clindamicina y
metronidazol), hongos (nistatina, azoles, y acido bdrico) y protozoos (metronidazol) se
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encuentran disponibles en el mercado para su tratamiento local (Cox Gad 2007).

Actualmente, la investigacién en antimicrobianos se centra en hallar sistemas de
administracion de dosis Unicas que puedan mejorar la retencion del tratamiento en la
zona de aplicacion y lograr un mejor cumplimiento por parte de las pacientes. Ademas
de encontrar principios activos alternativos que sean eficaces para combatir posibles
resistencias a los tratamientos convencionales.

4. Evaluacion farmacéutica de medicamentos de
administracion topica

Los medicamentos de administracion tépica, generalmente, estdn disefiados para
ejercer un efecto local sobre la piel o la mucosa tras su aplicacién superficial. El objetivo
es maximizar la concentracion de farmaco en el lugar de accidon con una minima
absorcidn sistémica. La evaluacién de la biodisponibilidad tdpica es esencial para valorar
su toxicidad y eficacia.

4.1 Ensayos in vitro de liberacién y permeacion

Para los productos semisélidos, la principal técnica para estudiar la difusién y la
permeacion son las celdas de Franz. La celda se caracteriza por tener dos
compartimentos: un compartimento donador donde se localiza la formulacién a
estudiar, y el compartimiento receptor que contiene el medio bajo agitacion magnética
constante.

El medio receptor puede variar en funcidn de las caracteristicas fisicoquimicas del
farmaco y las caracteristicas del tejido empleado en el estudio, pero debe imitar el
medio tisular o el liquido intracelular del tejido. Ademas, el medio debe garantizar el
cumplimiento de las condiciones sink, que es aquella condicién en la que el maximo de
concentracion de la sustancia activa en el medio receptor alcanzada durante el
experimento no supera el 30 % de su maxima solubilidad en el medio receptor, lo cual
normalmente ocurre en un volumen de medio que es al menos 3-10 veces superior al
volumen de saturacién (Hopf et al. 2020; EMA 2018).

Este sistema se encuentra acoplado a una camisa termostatizada conectada a un circuito
de agua o aire que permite controlar la temperatura del ensayo. Las celdas estdn hechas
de materiales que reaccionan minimamente con muchas substancias quimicas (vidrio o
teflén) para minimizar las interferencias con la sustancia de estudio (Hopf et al. 2020).

La zona entre ambos compartimentos es donde se localiza, en funcién del objetivo de
estudio, la membrana, la piel o la mucosa. Las muestras se retiran a través del brazo de
muestreo a diferentes intervalos de tiempo segun la tasa de liberacién/permeaciéon de
la sustancia de interés (siendo lo recomendable 6 a 12 puntos durante 24 horas) y se
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analizan, generalmente, por cromatografia liquida (HPLC) (Hopf et al. 2020). La
representacion esquematica de las diferentes partes mencionadas se ilustra en la Figura
5.
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Figura 5: Representacidon esquematica de la celda de Franz. Debandi, Francois, and Daraio

2011.

La Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmicos (OECD, GD28, GN156,
TGD428), la Administracion de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA) y la
Agencia Europea del Medicamento (EMA) han publicado diferentes guias donde
proporcionan algunas pautas para la evaluacidon de productos tdpicos en estudios de
liberacidn in vitro (IVRT) y estudios de permeacion in vitro (IVPT) (Zsiké et al. 2019; EMA
2018; Hopf et al. 2020; Semisolid 1997).

Ademas, con los valores obtenido en ambos estudios (IVPT y IVRT) se pueden utilizar
varios modelos matematicos para describir la cinética de absorcion y liberacién del
farmaco. El objetivo de estos modelos es poder representar los procesos asociados con
la absorcion/liberaciéon con precision, ser capaz de describir y resumir datos
experimentales con ecuaciones paramétricas y predecir la cinética en condiciones
variables (Elmas et al. 2020). En el Capitulo Il (seccidon 6) se describen algunos de los
modelos habitualmente empleados.

4.1.1 Estudio de liberacion in vitro (IVRT)

El IVRT se ha convertido en una herramienta importante para el desarrollo de formas
farmacéuticas semisdlidas. Este estudio permite evaluar la velocidad y el grado de
liberacion de una substancia activa en la formulacién propuesta y asi poder determinar
la cantidad disponible que es capaz de acceder a la piel y/o mucosa (Siepmann and
Peppas 2001).

Para su realizacidn, se utilizan membranas sintéticas que pueden ser modelos basados
en lipidos o no. La combinacion del medio receptor y membrana escogida debe ser
compatible tanto con la formulacion como con las sustancias activas del estudio,
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evitando cualquier degradacion significativa o fendmenos de union durante la duracién
del ensayo (Zsiko et al. 2019).

La liberacion del activo esta influenciada por diferentes factores, como el tamafio de
particula, la solubilidad del farmaco o la reologia de la férmula; también es una buena
indicadora de la influencia combinada de las caracteristicas de composicion vy
microestructura de las formas farmacéuticas semisdlidas. Ademads, los métodos y
procesos de fabricacidn pueden cambiar los atributos de la formulacién, afectando asi a
la tasa de liberacién y biodisponibilidad del farmaco. Por todo ello, el IVRT tiene
aplicabilidad en la fase de desarrollo, en estudios de estabilidad o en el analisis de
cambios y variaciones del proceso de fabricacion de un medicamento (Zsiké et al. 2019).

Por otra parte, la versidn actual del borrador de directriz de la EMA sobre equivalencia
de productos tépicos, indica que se requiere el IVRT para respaldar el concepto de
equivalencia farmacéutica ampliada y las guias SUPAC-SS de la FDA recomienda los
estudios IVRT para mostrar la similitud de Q3 (disposicion de la microestructura) entre
un genético y su producto semisélido de referencia cuando son similares en Q1
(composicidn cualitativa) y Q2 (composicion cuantitativa), resaltando asi la importancia
del IVRT en los productos semisélidos (Zsiké et al. 2019; EMA 2018; Raney 2016;
Semisolid 1997).

4.1.2 Estudios de permeacion in vitro (IVPT)

Los objetivos de IVPT pueden ser diferentes, desde estudiar qué cantidad de farmaco
permea la piel o mucosa y llega a circulacidon sistémica hasta evaluar la cantidad de
farmaco retenida en el tejido y/o determinar su distribucion en las diferentes capas de
este. Tanto la EMA como OECD han elaborado directrices aceptadas internacionalmente
para la realizacidn de este tipo de ensayos (Hopf et al. 2020; EMA 2018).

En este caso, ambas directrices recomiendan la utilizaciéon de tejido humano. Ahora
bien, los modelos animales son ampliamente aceptados durante las etapas de
investigacidn y desarrollo, donde la piel de cerdo se ha sugerido como alternativa debido
a sus caracteristicas fisiologicas similares. El grosor recomendado es de hasta 1000 um
para piel de espesor completo y de 200 a 500 um para piel dermatomizada mediante un
dermatomo. Antes de la realizacién del estudio, se requiere comprobar la integridad de
la piel. Los métodos aceptados incluyen la resistencia eléctrica a una corriente alterna
(aplicada hasta 2V), TEWL y el agua tritiada (Hopf et al. 2020; EMA 2018).

La permeabilidad puede realizarse a dosis finitas o infinitas, ya que dependiendo de las
limitaciones analiticas puede requerirse velocidades de flujo mas bajas que produzcan
concentraciones mas grandes o intervalos de tiempo mas largos. La seleccion de la dosis
también condiciona el distinto tratamiento de datos de las muestras obtenidas durante
el estudio y también la utilidad de los datos. En las dosis infinitas, se pone en el
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compartimento donador una dosis muy alta de farmaco/formulacién, de tal forma que
al final del experimento de permeacién, el gradiente de concentracién entre
compartimentos todavia es maximo y constante. En el caso de las dosis finitas, se suele
dispensar una dosis de formulacién similar a la que se usa en clinica (1-5 mg/cm2 de
piel), de tal forma que la deplecién de farmaco de la formulaciéon hace que el gradiente
de concentracidon entre compartimentos vaya cambiando a lo largo del estudio. En
general, las pautas recomiendan exponer el tejido sin oclusion, ya que se corresponde a
los escenarios mas comunes. Ahora bien, puede ser necesario trabajar bajo oclusién en
algunos casos como por ejemplo, cuando la sustancia de estudio es volatil o para imitar
un escenario donde la piel esta contaminada y/o cubierta (Hopf et al. 2020).

4.2 Técnicas para determinar la retencion de farmaco en el tejido

Determinar el farmaco retenido en las diferentes capas de la piel o las mucosas es
especialmente importante cuando el objetivo es una accion local, ya que permite
evaluar si se consiguen concentraciones suficientemente eficaces en la diana
terapéutica. Existen numerosas técnicas, tanto cualitativas como cuantitativas, para su
determinacion.

4.2.1 Técnicas cuantitativas

Una de las técnicas utilizadas habitualmente es el tape stripping que consiste en estimar
la cantidad de farmaco retenido en el SC de la piel mediante la aplicacion de una cinta
adhesiva sobre ella, el empleo de una ligera presidn para asegurar un buen contacto con
la piel y la posterior eliminacién secuencial de fracciones horizontales de piel (0,5-1 mm)
a intervalos crecientes de tiempo (Figura 6). Las tiras se someten a una posterior
extraccién para recuperar el farmaco retenido. La técnica se puede aplicar in vitro e in
vivo, en piel humana o animal. Ademas, la estimacién de farmaco en el SC permite
extrapolar por diferencia la cantidad retenida en el resto de las capas de la piel o bien,
por determinacidn del contenido en cada capa se puede establecer el balance de masas
y comprobar la idoneidad del ensayo (EMA 2018; Supe and Takudage 2021; Escobar-
Chavez et al. 2008; Zsiko et al. 2019).

Cinta adhesiva

Estrato cérneo

Epidermis

Figura 6: Representacion esquematica de la técnica tape stripping.

Otras técnicas disponibles para cuantificar el farmaco retenido son (1) Ia
homogenizacion del tejido y posterior extraccion y cuantificacidon del farmaco o (2) la
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realizacion de cortes micrométricos especificos del tejido horizontal utilizando un
criostato y posterior andlisis por técnicas de imagen como microscopia confocal Raman
0 espectroscopia de masas de desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI-
TOF) (Bonnel et al. 2018; Franzen et al. 2013).

La homogenizacidn es una técnica rapida y sencilla que permite detectar bajos niveles
de penetracién del farmaco. Sin embargo, no proporciona datos de la localizacién
especifica de este. En cambio, la técnica de cortes especificos es compleja y lenta, pero
permite conocer la profundidad de la penetracién del farmaco. Ahora bien, es posible
refinar la técnica de homogenizacidn realizando la extraccién por separado en la dermis
y epidermis. Existen diferentes métodos de separacidon dermoepidérmica, incluyendo la
separacion quimica (acido acético, amoniaco, hidroxido de potasio, sales neutras o
ditiotreitol), digestion enzimatica ( por ejemplo, tripsina y pancreatina), separacién
térmica y mecdnica (estiramiento o succién) (Touitou, Meidan, and Horwitz 1998; Zou
and Maibach 2018).

4.2.2 Técnicas cualitativas

Las técnicas cualitativas permiten determinar la biodistribucidn de activos y excipientes
en las diferentes regiones de la piel y mucosas. No solo es importante determinar cuanto
se retiene sino también donde se esta reteniendo. La mayoria de estas técnicas
consisten en un primer paso de corte del tejido en diferentes secciones, marcaje y
posterior analisis mediante técnicas espectroscépicas como son la microscopia
fluorescente o la inmunofluorescencia.

4.2.2.1 Espectroscopia fluorescente

Depende del andlisis de la luz remitida que se detecta después de pasar por un segundo
monocromador. Es decir, sélo se detecta una longitud de onda de emisién especifica.
Existen dos variantes de esta técnica, la directa que implica la detecciéon de la luz
remitida de un farmaco autofluorescente y la indirecta que mide la disminucién de la
fluorescencia del tejido provocada por un farmaco que absorbe la luz. En el caso de la
segunda variante, se requiere el marcaje fluorescente del tejido con un agente como el
cloruro de dansilo antes de la aplicacidon del farmaco de interés. En algunos casos, por
comparacion con escalas de referencia, se puede obtener cierto grado de cuantificaciéon
de sustancias fluorescentes en el tejido. Sin embargo, esta cuantificacion es mucho
menos precisa que los métodos espectroscdpicos anteriormente comentados, confocal
Raman o MALDI-TOF (Rhodes and Diffey 1997; Touitou, Meidan, and Horwitz 1998).

4.2.2.2 Inmunofluorescencia

Se basa en el andlisis de secciones de tejido marcadas con anticuerpos especificos. En
dermatologia, los anticuerpos se utilizan ampliamente para reconocer células
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estructurales especificas, proteinas y principios activos o excipientes que han sido
permeados previamente para determinar su biodistribucién. Incluye técnicas directas,
en la que se utiliza anticuerpos marcados con un fluorocromo que se unen directamente
al antigeno de interés, y técnicas indirectas mediante la utilizaciéon de dos anticuerpos,
donde el anticuerpo secundario que estd marcado con fluorescencia se une al primario.
La inmunofluorescencia indirecta permite amplificar la intensidad de la sefial,
mejorando la precision de la técnica (Odell and Cook 2013; Chhabra, Minz, and Saikia
2012).

4.2.3 Toxicidad y seguridad

La evaluacién de los efectos locales debe realizarse con el fin de conocer el impacto
sobre el tejido diana, antes de la aprobacién de un nuevo producto. En el caso de la
administracion toépica, uno de los efectos adversos mds comunes es la irritacion.
Tradicionalmente, el potencial de causar irritacion/corrosion cutanea de una substancia
se ha evaluado mediante pruebas in vivo en piel y mucosas de animales, principalmente
en conejos. También, se han descrito alternativas in vivo para identificar el riesgo de
irritacion en voluntarios humanos mediante la prueba Patch, donde se evalua la
irritacion a las 24, 48 y 72 horas tras la retirada del parche con el producto de interés
(Basketter et al. 2004; J. H. Draize 1944).

Los ensayos in vivo pueden causar dolor e incomodidad y, ademas, los resultados en
animales pueden no ser predictivos para los encontrados en humanos. Con el fin de
disminuir la experimentacidon animal y mejorar la prediccion del efecto irritante, se han
desarrollado sistemas alternativos de ensayos in vitro que son de gran utilidad durante
las etapas iniciales del desarrollo (Welss, Basketter, and Schroder 2004).

En el caso de la piel, los modelos in vitro que utilizan queratinocitos y fibroblastos se
consideran buenos modelos para determinar la irritacion, especialmente los basados en
gueratinocitos dado que juegan un papel importante en la iniciacion, modulacién y
regulacién de la irritacién cutdnea. El parametro mas utilizado es la viabilidad celular
mediante estudios de citotoxicidad. También existen otros marcadores de irritacion,
como son las interleucinas (1 alfa, 6, 8, 10), el metabolito del 4cido araquiddnico o el
calcio (Praca et al. 2018). Ahora bien, estos modelos difieren de la piel humana en
algunas caracteristicas y son solo una aproximacién para estimar el posible potencial
irritativo.

Por otro lado, en los ultimos afios se han desarrollado varios modelos de piel humana
artificial como por ejemplo EpiSkin®, SkinEthic® y EpiDerm®, los cuales se acercan a la
piel humana en algunos aspectos, tales como la estructura general, composicién y
aspectos bioquimicos pero que presentar algunas desventajas importantes como son la
mayor permeabilidad y las limitaciones en la funcidén barrera aun relativamente débil
(Netzlaff et al. 2005).
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4.2.4 Otros estudios

Segun la farmacopea de Estado Unidos (USP, (3) Topical and transdermal drug products-
product quality test), la Europea (EP, 0132 Semi-solid preparations for curtaneous
appplication) y las guias internacionales (ICH, Q6) a las formas farmacéuticas semisélidas
de aplicacién tdpica se les deberia realizar los siguientes ensayos generales para
controlar y garantizar la calidad del producto final (USP 2013; EP 2005; EMA 2000):

e Descripcion

Informacidn cualitativa de la forma farmacéutica (por ejemplo, tamafio, color y forma).
Los criterios de aceptacion deben incluir la apariencia final aceptable y si esta cambia de
color durante la estabilidad.

e |dentificacion

Las pruebas de identificaciéon deben establecer la identidad del farmaco en el nuevo
medicamento y deben ser capaz de discriminar entre compuestos de estructura
estrechamente relacionada. Las pruebas de identificacion deben ser especificas, por
ejemplo, espectroscopia infrarroja. La identificacion por solo el tiempo de retencién
cromatografico, por ejemplo, no se considera especifico. Sin embargo, el uso de dos
procedimientos cromatograficos, donde la separacién se basa en principios diferentes,
o combinacién de pruebas en un solo procedimiento, como matriz de diodos HPLC/UV,
HPLC/MS, o GC/MS, es aceptable para la correcta identificacion.

e Riqueza e impurezas

Se debe realizar pruebas especificas e indicadoras de riqueza para determinar el
contenido de substancia activa durante la vida del producto. También deben reportarse
las impurezas organicas e inorganicas (productos de degradacién) y disolventes
residuales que pueden estar presentes en el principio activo y los excipientes utilizados
en la fabricacidn del producto farmacéutico. Los limites de impurezas aceptados vienen
definidos en la guia ICH Q3B: Impurities in New Drug Products.

e Propiedades fisicoquimicas

Entre las propiedades fisicoquimicas que generalmente se controlan en los productos
semisélidos, destacan las siguientes:

a) pH

Debe controlarse el pH en el momento de la liberacion del lote y durante la estabilidad.
En algunos casos donde las cantidades de agua o fase acuosa son bajas, no corresponde
su determinacion.
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b) Viscosidad

La reologia se define como el estudio de flujo y deformaciéon de los materiales en
respuesta a fuerzas o tensiones aplicadas durante un tiempo determinado. Las
propiedades de los materiales que describen la forma especifica en que se produce los
comportamientos de deformacion o flujo son las llamas propiedades reoldgicas y estas
se corresponden a la viscosidad, plasticidad y elasticidad. Estas propiedades son
importantes para el desarrollo de nuevos productos, la estimacién de su vida util y la
evaluacién sensorial (Siska et al. 2018; Rawat et al. 2019). Por ello, las diferentes guias
(EP, USP, ICH) recomiendan el control de la viscosidad en este tipo de productos.

La viscosidad puede influir al proceso de fabricacién, la difusién del farmaco, la
estabilidad, la homogeneidad del activo incorporado, la precisién de la dosificacién, la
adhesién al lugar de accion y, por tanto, a su efecto terapéutico. Ademas, la viscosidad
estd influenciada por la estructura fisica y quimica inherente del producto, técnica de
muestreo, temperatura de la muestra, tamano y forma del contenedor, y metodologia
empleada en la medida de la viscosidad. Por lo que su correcto control es critico para
asegurar la calidad del producto.

e Control microbiolégico

El control microbioldgico de los productos no estériles se realizada siguiendo los ensayos
descritos en la monografia de EP 5.1.4, Microbiological quality of non-sterile
pharmaceutical preparations and substances for pharmaceutical use y siguiendo la
metodologia descrita en las siguientes monografias; 2.6.12 Microbiological examination
of non-sterile products: microbial enumeration tests y 2.6.13 Microbiological
examination of non-sterile products: test for specified microorganisms.

Generalmente, en este tipo de productos se realiza el recuento total de aerobios y
anaerobios y la determinacion de microorganismos especificos (Pseudomona
aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella spp. y/o Candida albicans). Los
microorganismos especificos por determinar dependen de la ruta de administracién del
producto (oral, cutaneo, vaginal...).

5. Antimicrobianos
5.1 Definicidon

Los antimicrobianos son sustancias quimioterapéuticas utilizadas para prevenir o tratar
infecciones en humanos, animales y plantas. Incluyen antibacterianos, antivirales,
antifingicos y antiparasitarios. Pueden ser sustancias naturales (antibiéticos),
semisintéticas y sintéticas que tienen la capacidad de matar microorganismos y/o
impedir su crecimiento al afectar pasos clave en el metabolismo celular, como por
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ejemplo, la sintesis de macromoléculas bioldgicas, la actividad de enzimas o las
estructuras celulares como la pared o la membrana celular (WHO 2017; European
Commission. 2017; Di Martino 2022). Los antimicrobianos son probablemente una de
las formas de quimioterapia mas exitosas en la historia de la medicina.

La introduccién de los antimicrobianos en la practica clinica marcé el inicio de la
medicina moderna, conocida como “era antibidtica”, término que se suele asociar a Paul
Ehrlich (1854-1915) y Alexander Fleming (1881-1955). El primero, aporté el concepto de
“bala magica” refiriéndose a aquellas sustancias que se dirigen selectivamente a los
microbios que producen enfermedad y no al huésped, ademds de descubrir y
comercializar el primer farmaco para la sifilis, Salvarsan. En cambio, Fleming, fue el
descubridor de la penicilina mediante la observaciéon fortuita de la actividad
antimicrobiana de Penicillum (Tan and Tatsumura 2015; Aminov 2010).

Estos dos hechos, establecieron el paradigma para futuras investigaciones en el
descubrimiento de antimicrobianos, siendo la década entre 1950 y 1970 la era dorada
en el hallazgo de nuevos antibidticos (Aminov 2010).

5.2 Clase de antimicrobianos

Existen varias formas de catalogar los antimicrobianos, pero los esquemas de
clasificacién mds comunes se basan en los siguientes criterios (Calderén and Perdue
Sabundayo 2007; Campoy and Adrio 2017; Etebu and Arikekpar 2016; Aparicio et al.
2003; Agut 2022; Pérez, Carranza, and Mateos 2009):

e Organismo sobre el que actua: antibacterianos (bacterias), antifungicos (hongos
y levaduras), antiparasitario (parasitos desde protozoos hasta artrépodos) o
antivirales (virus).

e Estructura quimica: los antimicrobianos de una misma clase estructural
generalmente muestran un patrén similar de eficacia y toxicidad. Las principales
clases de antimicrobianos se presentan en la Tabla 1:

Tabla 1: Clasificacion de antimicrobianos seguln estructura quimica.

Antibacterianos Antifangicos Antiparasitarios Antivirales

Beta-lactamicos )
Sulfonamidas

Macrdlidos o o , .
o Azoles Diaminoperidinas | Andlogos nucledsidos
Tetraciclinas o o ) .
. Alilaminas Diamidinas Aminas triciclicas
Quinolonas . o i .
] o Polienos Tetraciclinas Analogos pirofosfatos
Aminoglucdsidos . L.
. Lipopéptidos Carbamatos Interferones
Sulfonamidas o ) , .
Pirimidinas fluoradas Arsenicales Analogos acido-sidlicos

Glucopéptidos
Oxazolidinonas
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En el caso de los antiparasitarios la estructura quimica es muy similar en todos, se
caracterizan por ser estructuras anulares con sustitutos en el anillo como metilos,
metoxi, hidroximetil y amino. Por lo que la division por estructura quimica no esta tan
definida como para el resto de antimicrobianos.

e Modo de accidn: Se pueden clasificar seguin los mecanismos de accién indicados
a continuacion (Tabla 2):

Tabla 2: Clasificacion de los antimicrobianos segun el modo de accién sobre el microrganismo.

Antimicrobianos Mecanismo de accion

- Inhibicion de la sintesis de la pared celular

- Disrupcidn de la estructura o funcién de la membrana celular
Antibacterianos | - Inhibicion de la estructura y funcion de los acidos nucleicos

- Inhibicion de la sintesis de proteinas

- Bloqueo de vias metabdlicas clave

- Inhibicion de la biosintesis de ergosterol

- Disrupcidn de la membrana fungica

- Alteracidn en la sintesis de la pared fungica (inhibidores de B-glucano
Antifangicos 0 quitina)

- Alteracion en la biosintesis de esfingolipidos

- Inhibicidn de la sintesis de acidos nucleicos

- Inhibicion de la biosintesis de proteinas o microtubulos

- Inhibicion de la sintesis de cofactores
. o - Inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos
Antiparasitarios L . , .
- Inhibicidn de encimas y proteinas no enzimaticas

- Alteracion del sistema neuromuscular

- Inhibicidn de la penetracion viral

. - Inhibicidn de la replicacion del genoma
Antivirales L ) L, . L, ,
- Inhibicion del ensamblaje, maduracion y liberacién de las particulas

virales

Ademads, en el caso de los antibacterianos y antifungicos se pueden clasificar
adicionalmente como:

i. Bactericiday fungicida: Sustancia que tienen la capacidad de matar bacterias
y hongos respectivamente.

ii. Bacteriostatico y fungistatico: Substancias que inhiben el crecimiento y
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multiplicacién del microorganismo.

e Espectro de actividad: los antimicrobianos pueden tener accién sobre
microorganismos de diferentes grupos (amplio espectro) o frente a
microorganismos muy concretos (espectro reducido o estrecho).

e Via de administracidn: inyectable, oral y tdpica.

5.3 Resistencia microbiana

La ARM emerge por la presion selectiva que el tratamiento con antimicrobianos ejerce
sobre los patégenos. Ello comporta que dichos patégenos dejen de responder al
tratamiento, ya que sus variantes resistentes se multiplican sin que el farmaco les afecte,
dificultando asi el control de la infeccién e incrementando el riesgo de propagacién de
dicho patdgeno ahora resistente al antimicrobiano (WHO 2017).

Ademas, también pueden emerger variantes resistentes a todos los antimicrobianos
clinicos en uso, lo cual provoca la muerte de los pacientes por no disponer de ningun
tratamiento eficaz (WHO 2017). Es la denominada multiresistencia antimicrobiana,
definida como la no susceptibilidad a un minimo de tres clases o familias de
antimicrobianos diferentes (Liebana et al. 2013).

La ARM presenta una carga social y econdmica grave. Es responsable de 25.000 muertes
al afio solo en la Unién Europea y 700.000 muertes en todo el mundo. Se estima que la
inaccién puede causar millones de muertes y que para 2050 podria causar incluso mas
muertes que el cancer (O’Neill 2016)

5.3.1 Tipos de resistencia

La resistencia a los antimicrobianos puede clasificarse en los siguientes tipos (Christaki,
Marcou, and Tofarides 2019; J. H. Lee 2019):

e Resistencia intrinseca: Es la resistencia debida a las propiedades inherentes del
microrganismo. Por ejemplo, la resistencia que los glucopéptidos exhiben a las
bacterias gramnegativas debido a la imposibilidad de estos compuestos a
atravesar la membrana externa que presentan estas bacterias.

e Resistencia adquirida: es cuando una bacteria previamente sensible adquiere un
mecanismo de resistencia por mutacién o por adquisicién de nuevo material
genético de una fuente exdgena por un proceso de transferencia horizontal de
genes. Esta transferencia puede tener lugar por tres mecanismos diferentes
(Figura 7):
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i Transformacién: adquisicion por una célula receptora de
fragmentos libres de DNA procedentes de una bacteria muerta
donadora.

ii. Transduccién: transferencia de material desde una célula
donadora a una célula receptora mediante un bacteriéfago.

iii. Conjugacién: implica la transferencia de material genético de una
célula donadora a otra receptora por contacto fisico directo entre
ambas células. La informacion genética de la resistencia estd
codificada en un plasmido que es el que la transfiere.

Transformacion

Transduccion

-

Conjugacion

Figura 7: Transferencia genética en bacterias.

Por tanto, la ARM es un fendmeno que ocurre de forma natural por mutacién y por
transferencia de material genético. Las variantes resistentes suelen encontrarse en una
concentracion muy baja en las poblaciones microbianas de personas, animales,
alimentos, plantas y medio ambiente (agua, suelo y aire) y también en objetos
fabricados por el hombre (fomites). Pueden propagarse de persona a persona o entre
personas y animales, incluso a través de alimentos de origen animal o vegetal y también
desde fomites (WHO 2017).

Ahora bien, una continua presién selectiva sobre estas variantes puede llevar a un
incremento muy rapido en la ARM. Es por ello que, actualmente, la ARM se considera

una pandemia silenciosa y una de las mayores amenazas para nuestra salud publica
(O’Neill 2016).

5.3.2 Mecanismo de resistencia a los antimicrobianos

La resistencia a los antimicrobianos puede tener lugar por diferentes mecanismos,
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algunos de los mas habituales son los siguientes (Christaki, Marcou, and Tofarides 2019;
Ben-Ami and Kontoyiannis 2021; Kimberlin et al. 1995; Secor and Dinh 2006):

e Destruccién del antimicrobiano: el ejemplo mas habitual son las B-lactamasas.

e Modificacién del antimicrobiano: tiene lugar por enzimas modificadores como
por ejemplo la acetilacion de cloranfenicol.

e Remplazo, eliminacidn o proteccién de la proteina diana: por ejemplo, proteinas
de unidn a penicilinas o a los azoles.

e Disminucion de la permeabilidad por alteraciones en las membranas
microbianas.

e Bombas de eflujo.

5.3.3 Factores potenciadores de la ARM

La ARM ha aumentado exponencialmente en la ultima década. Se trata de un problema
complejo donde varios factores han acelerado la mayor tasa de aparicién, entre ellos,
destacan los siguientes:

e Mal o excesivo uso de los antibiéticos
Es la principal causa que ha llevado a la seleccién mas rapida de las variantes resistentes.
Como factores a destacar, se encuentran el mal diagndstico y mala calidad de los
antimicrobianos presente en paises en vias de desarrollo, errores en la prescripcion
médica (pautas o seleccién del medicamento errénea) y la automedicacién (WHO 2017;
O’Neill 2016).

Por otra parte, cabe destacar, el uso de antimicrobianos en la practica veterinaria como
agentes terapéuticos y profilacticos, ademds de su uso agricola en los alimentos como
promotores del crecimiento en granjas animales, que ha influido en gran medida en la
prevalencia de resistencia (Michael, Dominey-Howes, and Labbate 2014; Dadgostar
2019).

e Desastres naturales
El clima influye en la aparicidn, incidencia y distribucién de las enfermedades
infecciosas. Las fuertes lluvias y las inundaciones abruman los sistemas de drenaje,
propagando microorganismos, mientras que el clima seco favorece la propagacién de
patdgenos transportados por el aire (Byarugaba 2004).

e Movilidad
Los continuos movimientos de personas, animales y mercancias han contribuido
sustancialmente a la diseminacion de la resistencia a los antimicrobianos en todo el
mundo (Castro-Sanchez et al. 2016; Byarugaba 2004).
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e Pobreza econdmica
La falta de acceso a agua limpia, saneamiento e higiene tanto para humanos como para
animales; escasas medidas de prevencion y control de enfermedades e infecciones en
los centros de atencién de salud y en las explotaciones agricolas, el acceso deficiente a
medicamentos, vacunas y medios de diagndsticos asequibles y de calidad; falta de
sensibilizacidn y conocimientos; y el incumplimiento de la legislacién son factores que
promueven la aparicion de ARM (WHO 2017; Planta 2007).

Ademas, las guerras civiles son responsables del colapso del servicio de salud y han dado
como resultado campamento de refugiados donde a menudo, la mala higiene y poco
saneamiento ayudan a la propagacion de organismos resistentes (Byarugaba 2004).

5.3.4 Posibles soluciones

Los esfuerzos globales para combatir esta gran amenaza incluyen la Declaracién politica
de las Naciones Unidas sobre la ARM de 2016 y el Plan de Accién mundial de la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO) de 2015, que posteriormente fue adoptado por
la Organizacion Mundial de Salud Animal (OMSA) y la Organizacidn para la Agriculturay
la Alimentacién (FAO) (WHO 2017).

En la Asamblea Mundial de la salud del 2015, se adoptd el plan de accién mundial sobre
la ARM, con los siguientes 5 objetivos principales (WHO 2017):

1. Mejorar la concienciacidon y la comprensidon a través de la comunicacién,
educacion y formacién efectivas.

2. Reforzar los conocimientos y la base cientifica a través de la vigilancia y la
investigacion.

3. Reducir la incidencia de infecciones con medidas eficaces de saneamiento,
higiene y prevencion de las infecciones.

4. Optimizar el uso de medicamentos antimicrobianos en salud humana y animal,
haciendo un uso racional de ellos.

5. Preparar argumentos econdmicos a favor de una inversion sostenible que tenga
en cuenta las necesidades de todos los paises, y aumentar la inversién en nuevos
medicamentos, medios de diagndstico, vacunas y otras intervenciones.

Como se indica en uno de los cinco objetivos a nivel mundial, la respuesta mas repetida
y extendida a la resistencia emergente ha sido descubrir nuevos antimicrobianos. Ahora
bien, en los Ultimos afos, esta estrategia ha fallado y la resistencia se ha acumulado mas
rapido que los nuevos antimicrobianos que se han desarrollado (Ardal et al. 2020).

Este estancamiento se ha producido, no solo por las propias dificultades cientifica del
descubrimiento, sino también por la carencia de incentivos financieros para hacerlo. Por
lo que es urgente reactivar la investigaciéon y desarrollo de nuevos agentes
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antimicrobianos, pero abordando el problema desde un enfoque multidisciplinar (One
health) considerando también los factores socioeconémicos y buscando y explorando
alternativas a los antimicrobianos convencionales.

5.4 Situacién actual en tratamiento tépicos

Las infecciones de la piel y mucosas son condiciones comunes que causan considerable
morbilidad. Los microorganismos como las bacterias, parasitos y levaduras a menudo
contribuyen a estas infecciones. Generalmente, se tratan mediante el uso de
antimicrobianos aplicados superficialmente, proporcionando una alta concentracién del
farmaco en el area deseada con efectos sistémicos limitados o nulos. Pero,
desafortunadamente, estan apareciendo resistencia a algunos tratamientos.

5.4.1 Farmacorresistencia en bacterias

Fuera del entorno hospitalario, Staphylococcus aureus, Enterococcus spp, estafilococos
coagulasa negativos (S. epidermidis, S. hominis, S. saprophyticus, S. capitis y S.
auricularis), Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa son los patdégenos mas
prevalentes involucrados en infecciones de piel y tejidos blandos (Lio and Kaye 2009).
Siendo S. aureus la bacteria mds comun involucrada en infecciones bacterianas agudas
de la piel, desde una foliculitis leve y autolimitada hasta una infeccidén necrotizante de
tejidos blandos grave (Hatlen and Miller 2021).

Los patrones de sensibilidad conocidos y predecibles de las bacterias anteriores han
cambiado considerablemente en los Ultimos afos. La diseminacién de los mecanismos
de resistencia adquiridos dentro y entre las especies de estafilococos es motivo de
preocupacion, especialmente para S. aureus. Esta bacteria presenta casi un 100 % de
resistencia a penicilina debido a la produccion de B-lactamasas. Ademas, la aparicion de
S. aureus resistente a meticilina (MRSA) es alta en los hospitales de todo el mundo, con
tasas de mas del 50 % en América y Asia y entre 25-50 % en la mayoria de los paises
europeos. Estas tasas tan elevadas son especialmente criticas en las unidades de
guemados, los cuales tienen un mayor riesgo de infeccidn por MRSA debido a la pérdida
parcial de la barrera de la piel (Perera and Hay 2005; Stefani et al. 2012; Williamson,
Carter, and Howden 2017; Pangli and Papp 2019).

El gran inconveniente de MRSA es que se ha demostrado que algunos aislados
transfieren resistencia a diferentes clases de antibidticos como mupirocina,
eritromicina, clindamicina, tetraciclina, sulfonamidas, cloranfenicol, las cefalosporinas y
las quinolonas a otros estafilococos previamente sensibles (Adachi, Akamatsu, and Horio
2002).

A nivel tépico los antibidticos mas utilizados son la mupirocina y el acido fusidico pero
el uso generalizado de estos, ha producido un aumento de la resistencia bacteriana, lo
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gue limita la eficacia potencial de dichos agentes. La prevalencia de resistencia
reportada es 0,5-7 % para el acido fusidico y entre un rango 2-28 % para la mupirocina.
A pesar de que la mayoria de los agentes tdpicos no se usan sistémicamente, en el caso
del acido fusidico, la resistencia generada por el uso tépico ha impedido el uso sistémico
en algunos entornos. Ademads, existen preocupaciones sobre el posible impacto
ecolégico nocivo del uso generalizado de antisépticos tépicos, como la clorhexidina y el
triclosan (Williamson, Carter, and Howden 2017; McNeil et al. 2011; Hajikhani et al.
2020).

5.4.2 Farmacorresistencia en parasitos

Las enfermedades parasitarias afectan a mas de mil millones de personas en todo el
mundo y tienen un gran impacto sanitario, social y econédmico. La carga de estas
enfermedades la soportan en gran medida los paises subdesarrollados, donde el
problema de resistencia a los antimicrobianos incide también en la mayoria de las ramas
de la parasitologia humana y animal (Muhaj et al. 2022). La larva migratoria cutdnea, la
sarna, la pediculosis y la tungiasis son las enfermedades epidérmicas parasitarias de la
piel mas comunes (Feldmeier 2014).

Se ha descrito resistencia a agentes tripanocidas (benznidazol, nifurtimox, melarsoprol),
antileishmania (estibogluconato de sodio), antitrematodos (praziquantel) (Muhaj et al.
2022) y a agentes antiectoparasitos como son la sarna y los piojos (permetrina)
(Gunning, Kiraly, and Pippitt 2019).

5.4.3 Farmacorresistencia en hongos

Entre las infecciones fungicas, las micosis superficiales son las formas de infeccién mas
frecuentes y afectan al 20-25 % de la poblacién mundial. Estas incluyen dermatofitosis
o tifia, candidiasis superficial o infecciones por Malassezia. En las cuales, la evolucién de
las resistencias a los antifungicos ha aumentado significativamente en la Ultima década.
El tratamiento se basa en 3 clases de farmacos principalmente: azoles, alilaminas y
polienos. Considerando la cantidad limitada de medicamentos flngicos existente, la
resistencia a una clase deja pocas opciones de tratamiento y se asocia con resultados
clinicos deficientes, especialmente en huéspedes vulnerables (inmunocomprometidos),
y con mayores costos de atencién médica (Muhaj et al. 2022; Pai, Ganavalli, and Kikkeri
2018).

Destaca la resistencia de los azoles (itraconazol, fluconazol y clotrimazol) ya que son la
primera linea terapéutica para tratar micosis superficiales. Por ejemplo, en los
dermatofitos la tasa de resistencias es del 19 %. Los dermatofitos que afectan a los
humanos pertenecen a tres géneros principales: Trichophyton, destacando T. rubrum,
Microsporum o Epidermophyton (Hay 2000; Gupta and Venkataraman 2022).

69



[. Introduccién

En el caso de las candidiasis, se tratan de infecciones producidas por levaduras del
género Candida concretamente por las especies C. albicans, C. glabrata (Nakaseomyces
glabratus), C. tropicalis, C. parapsilosis y C. krusei, siendo C. albicans la principal causa
de candidiasis en la mayoria de los entornos clinicos (80 %). La propagacion de la
resistencia a los azoles es muy comun en estas levaduras, se han descrito
farmacorresistencia primaria a fluconazol en todas las cepas anteriores, siendo la tasa
de prevalencia muy diferente segun el pais. Ademas, los recientes brotes de C. aquris en
varios paises se considera una grave amenaza para la salud mundial puesto que es un
patdégeno emergente que puede causar infecciones invasivas con alta mortalidad. Se
trata de una levadura resistente a multiples farmacos, entre ellos los azoles, la
anfotercina B y la caspofungina. Por ejemplo, un estudio de 2017 informd que el 93 %
de los aislamientos de C. auris eran resistentes al fluconazol (Pristov and Ghannoum
2019; Cui et al. 2022; Ben-Ami and Kontoyiannis 2021).

Por otra parte, para especies de mohos no dermatofitos (Aspergillus) que pueden dar
lugar a infecciones oportunistas también se han reportado resistencias a azoles, incluido
a los nuevos antifingicos triazoles (voriconazol) (Gupta and Venkataraman 2022). Este
hecho se ha relacionado con el uso de azoles en la agricultura desde la década de 1960
(Marguez and Quave 2020).

5.4.4 Farmacorresistencia en virus

Dada la emergencia de nuevas infecciones virales en humanos y el incremento de
persona inmunocomprometidas, cada vez hay un mayor uso de los medicamentos
antivirales. Estos tratamientos generalmente van dirigidos a los mecanismos de
replicacion viral. Si el tratamiento es efectivo y la capacidad de multiplicacién viral se
deteriora lo suficiente, no se producirdan genomas virales que se repliquen con éxito,
pero si el tratamiento no es tan eficaz y algunos genomas se replican, puede producirse
una presidn selectiva en rapida adaptacién hacia la resistencia antimicrobiana. Esto se
ve agravado por la alta tasa de mutacion que caracteriza, en particular, a virus de RNA
(Hayden and De Jong 2011).

En el caso de enfermedades tdpicas, el tratamiento habitualmente empleado es el
aciclovir. La resistencia a este fdrmaco es rara entre las personas inmunocompetentes,
con tasas reportadas por debajo del 1 %. Por el contrario, se ha notificado altas tasas de
virus herpes simple resistente en pacientes con uveitis o queratitis que oscilan entre 40
y 50 % (Chaplin 2016).

6. Descubrimiento y desarrollo de medicamentos

El descubrimiento de farmacos es un proceso costoso que, en promedio, lleva mas de
una década, desde la etapa inicial de descubrimiento hasta la aprobacién y su
comercializacién final (Figura 8). La FDA, divide el proceso de comercializacién de un
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nuevo farmaco en 5 etapas principales (R. Shukla, Handa, and Pardhi 2020; Narayan
2011; FDA 2018):

1.

Descubrimiento y desarrollo: identificacién de candidatos potenciales vy
desarrollo de estos en medicamento, en base a estudios de farmacocinética,
mecanismos de accidn y caracteristicas galénicas.

Evaluacidn preclinica: antes de testar los fdrmacos en humanos, estos deben ser
evaluados mediante pruebas in vitro e in vivo (animales) y asi detectar el
potencial de causar dano o toxicidad. Los estudios preclinicos incluyen estudios
de seguridad en animales, de toxicidad a dosis repetida, de carcinogénesis, de
metabolismo y de escalado de dosis.

Investigacion clinica: fase en la que el farmaco es ensayado en humanos. Hay
diferentes etapas en funcién del objetivo evaluado y el nimero de participantes:

e Fase |: Pequeiios ensayos con bajo nimero de voluntarios, generalmente
entre 20-100. El objetivo es estudiar la seguridad, tolerabilidad,
farmacocinética (absorcidn, metabolismo y excrecion) y farmacodinamia del
farmaco.

e Fase II: son ensayos mas grandes que los de Fase I, donde el nimero de
pacientes oscila entre 100 y 300. En esta etapa se estudia la eficacia del
farmaco y se obtiene informacién preliminar sobre los efectos adversos.
Ademas, se evallan varias dosis para establecer el rango éptimo dosis-
respuesta.

e Fasellll: El nGmero de pacientes se encuentra en un rango de 300 a 1000 para
seguir estudiando la eficacia y los efectos adversos del medicamento en una
poblacién mayor.

Evaluacidon y aprobacion del dosier: Las agencias reguladoras evaluan la
informacién aportada y gestionan la autorizacidn de comercializacidn.

Fase IV: es la monitorizacién de la seguridad de los medicamentos una vez
comercializados, haciendo un seguimiento de los efectos adversos.

BN ~

\ Etapa de descubnmlenlc y 0pt|m|zac|on Y ,/ Il. Etapa de desarrollo N ,~ IH Mercado
P Identificacion i 3 ' !
‘ Investigacion liecgngzg:g: de Hits ; Evaluacién Fase Fase Fase | Aprobamon Fase
ba'slca e dianm compueslos prec\lnlca clinica | clinica Il clinica 11l ™ regu\aiorla \V
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Figura 8: Etapas principales en el desarrollo cldsico de un medicamento. Saldivar-Gonzalez,

Prieto-Martinez, and Medina-Franco 2017.
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Al tratarse de un proceso largo y costo, el drea industrial de investigacién y desarrollo
(R&D) busca continuamente nuevas metodologias para acelerar e impulsar el
descubrimiento, reduciendo costes y tiempos. Sin embargo, la identificacion de un
candidato robusto y viable desde la etapa inicial hasta el farmaco final sigue siendo un
desafio que la industria farmacéutica esta tratando de superar (Berdigaliyev and Aljofan
2020).

Actualmente, existen diferentes estrategias para mejorar el proceso de descubrimiento
de candidatos potenciales. Desde la cldsica busqueda de compuestos naturales hasta la
utilizacidn de técnicas computacionales, siendo el reposicionamiento de farmacos una
estrategia de especial interés.

6.1 Fuentes naturales

Histdricamente, el descubrimiento de farmacos se basaba Unicamente en productos
naturales. Estos productos han influido significativamente en los avances de la biologia
y han inspirado el descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos. Los farmacos
naturales y medicamentos de origen natural son aquellos que contienen ingredientes
farmacoldgicamente activos derivados de procesos biolégicos o fuentes minerales,
destinados a ser utilizados en el diagndstico, cura, mitigacion o prevencién de
enfermedades (Berdigaliyev and Aljofan 2020; Chin et al. 2006).

A pesar de sus potenciales, las compaiiias farmacéuticas parecen reducir su uso debido
a los desafios en la purificacidn y caracterizacion que presentany a los notables avances
en sintesis combinatoriay en el cribado de alto rendimiento (HTS) que, en consecuencia,
han permitido la generacién de una gran cantidad de bibliotecas sintéticas de moléculas
pequeiias. Sin embargo, dada las estructuras quimicas tan amplias y diversas que
presentan estos compuestos, el interés sobre ellos podria resurgir de nuevo para asi
poder hacer frente a los nuevos desafios que se presentan en areas terapéuticas tan
importantes y cruciales, como son, las enfermedades metabdlicas, la inmunosupresién
y los antiinfecciosos (Berdigaliyev and Aljofan 2020; J. T. Baker et al. 1995; Xu et al.
2022).

6.2 Bibliotecas de moléculas pequehas y High-Throughput
Screening (HTS)

El avance de la ciencia y la tecnologia cambio el enfoque del descubrimiento de farmacos
tradicional basado en plantas y microorganismos a la utilizacién de bibliotecas de
moléculas pequenas (masa molecular inferior a 500 Da) (Berdigaliyev and Aljofan 2020).

Por lo general, un cribado de moléculas pequefias es un proceso en el que cientos o
miles de moléculas son examinadas sistematicamente frente a un objetivo bioldgico
determinado (diana). Este procedimiento es muy utilizado por la industria farmacéutica,
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donde se generan y analizan diferentes bibliotecas en grandes cantidades utilizando
HTS. El objetivo es detectar moléculas que modulen un proceso bioldgico particular vy,
por lo tanto, puedan convertirse en un posible candidato. Esto permite a la industria
producir moléculas a gran escala a un coste muy bajo. HTS es un punto de partida en el
descubrimiento, para posteriormente optimizar estas moléculas y convertirlas en el
candidato final (J. Larsen et al. 2014; Auld et al. 2018).

Uno de los modelos de cribado HTS mas utilizado es el método basado en cultivos
celulares, que puede proporcionar una cantidad considerable de informacidn bioldgica.
Este tipo de cribado es ampliamente utilizado para seleccionar farmacos con accion
antimicrobiana. Ademas, la combinacién de los cultivos celulares junto con el
procesamiento de imdgenes y el andlisis de datos permite la monitorizacién de
respuestas no solo para la busqueda de posibles candidatos sino también para la
identificacidon de posibles nuevas dianas terapéuticas (Berdigaliyev and Aljofan 2020; An
and Tolliday 2010; Zang et al. 2012).

Ahora bien, la principal desventaja es la limitacién en cuanto a dianas que presentan las
moléculas pequefas. Este tipo de moléculas debido a su estructura y propiedades
fisicoquimicas puedan interaccionar con un bajo niumero de dianas bioldgicas.

6.3 Meétodos de disefio de farmacos computacionales

El diseno de farmacos mediante sistemas computaciones (CADD) ha acelerado
considerablemente el tiempo de descubrimiento reduciendo el costo. Utiliza dos
enfoques principales (Joy Macalino et al. 2015; S. Zhang 2011; Leelananda and Lindert
2016):

i. Meétodos basados en la estructura: consiste en el andlisis de la estructura de la
diana bioldgica y en la identificacion de los lugares que son cruciales para las
funciones biolégicas de esa diana. Entonces, el sistema computacional ayuda a
diseflar compuestos capaces de interactuar con la diana objetivo y de afectar
su funcidn bioldgica.

ii. Métodos basados en el ligando: se evalua las propiedades y actividades
fisicoquimicas de ligandos conocidos, y luego se proporciona diferentes disefios
de nuevos compuestos con actividades deseadas. Método especialmente util
cuando la informacién de una diana es limitada o ausente.

Generalmente, CADD utiliza algoritmos que permiten disefiar compuestos novedosos
con alta probabilidad de ser altamente activos, facilmente sintetizables y evitando
propiedades indeseables.
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6.4 Origen bioldgico

Los productos bioldgicos son medicamentos derivados de células vivas o de procesos
bioldgicos. Son moléculas relativamente complejas que, generalmente, consisten en
proteinas, carbohidratos, dcidos nucleicos, células o tejidos, o0 un compuesto complejo
formado por varias de estas sustancias. Algunos ejemplos incluyen hormonas, vacunas,
hemoderivados, alergénicos, anticuerpos monoclonales, proteinas terapéuticas
recombinantes, terapias génicas y celulares, factores de crecimiento, citocinas e
insulina, entre otros (Makurvet 2020).

Los medicamentos bioldgicos son de interés creciente en los ultimos anos, por delante
de las moléculas quimicas pequefias. Las terapias bioldgicas se han empleado desde
hace muchos afios, como es el caso de la hormona de crecimiento. Ahora bien, el
aumento del conocimiento en gendmica y procesos biolégicos ha dado como resultado
el hallazgo de nuevas dianas bioldgicas hasta ahora desconocidas.

Las principales desventajas, se basan en la estructura grande y compleja que presentan
estos medicamento, su alto precio y su menor estabilidad en comparacién con las
moléculas quimicas (Berdigaliyev and Aljofan 2020; G Lawson 2012).

6.5 Reposicionamiento

El ritmo lento de desarrollo de nuevos farmacos, su alto costo y la alta tasa de fallas en
las uUltimas etapas del proceso (fase preclinica y clinica especialmente) hacen que la
reutilizaciéon o reposicionamiento de medicamentos “antiguos” sea un enfoque mas
atractivo y rentable (Berdigaliyev and Aljofan 2020). El término reposicionamiento hace
referencia al proceso de busqueda de nuevas indicaciones terapéuticas a medicamentos
ya comercializados. Esta via es cada vez mas comun y permite superar las barreras
asociados a un nuevo desarrollo, como son el poco apoyo financiero, cronograma largo
o restricciones de uso por efectos adversos (Rudrapal, J. Khairnar, and G. Jadhav 2020).

Esta estrategia ofrece varias ventajas sobre el desarrollo de un farmaco completamente
nuevo para una determinada indicacién. Primero, y quizas lo mas importante, el riesgo
de fracaso es menor; debido a que ya se ha encontrado que el fdrmaco reutilizado es lo
suficientemente seguro en modelos preclinicos y en humanos. Si se han completado los
ensayos en etapa inicial, es menos probable que fracase, al menos desde el punto de
vista de la seguridad, en los ensayos de eficacia posteriores. En segundo lugar, el marco
de tiempo para el desarrollo de farmacos se puede reducir, porque la mayoria de las
pruebas preclinicas, la evaluacion de la seguridad y, en algunos casos, el desarrollo de la
formulacidon ya se habrd completado. En tercer lugar, se necesita menos inversion,
aungue esto variara mucho segun la etapa y el proceso de desarrollo del candidato a
reutilizacidn. En definitiva, todos los datos de seguridad, preclinicos y de eficacia estan
facilmente disponibles para una molécula reutilizada, lo que permite al investigador
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tomar una decision informada en cada etapa del desarrollo del medicamento
(Parvathaneni et al. 2019; Pushpakom et al. 2018).

Historicamente, el reposicionamiento de medicamentos ha sido, en la mayoria de los
casos, oportunista y fortuito. Una vez se descubria que un farmaco tenia un efecto fuera
del objetivo o un efecto en el objetivo recién reconocido, se seguia adelante para la
explotacién comercial. Los ejemplos mas exitosos de reutilizacion de medicamentos
hasta el momento no han implicado un enfoque sistematico. Estos son, la reutilizacion
del citrato de sildenafilo para la disfuncion eréctil que se basd en la experiencia clinica
retrospectiva, y la reutilizacién de la talidomida para el eritema nodoso leproso y el
mieloma multiple que fue casualidad (Pushpakom et al. 2018; Rudrapal, J. Khairnar, and
G. Jadhav 2020).

Actualmente, la estrategia de reutilizacién de farmacos consta de tres pasos antes de
llevar al candidato a la comercializacién final para la nueva indicacién (Parvathaneni et
al. 2019; Pushpakom et al. 2018; Rudrapal, J. Khairnar, and G. Jadhav 2020):

i) Identificacion de una molécula candidata para una indicacién determinada.
Las nuevas indicaciones pueden identificarse por casualidad, como los
ejemplos histéricos anteriores, o pueden basarse en hipdtesis a través de
enfoques racionales. Las estrategias basadas en hipdétesis pueden incluir
estrategias experimentales y computacionales que tienen un enorme
potencial para establecer una mejor comprension de los mecanismos y vias
involucrados en la patogénesis de la enfermedad.

ii) Evaluacidon mecanicista del efecto del fdrmaco en modelos preclinicos.

iii) Evaluacion de la eficacia en ensayos clinicos de fase Il, suponiendo que haya
suficientes datos de seguridad de los estudios de fase | realizados como parte
de la indicacion original.

Hay una serie de barreras legales y de propiedad intelectual para la reutilizacién de
medicamentos. Las dificultades asociadas con patentar una nueva indicacién reutilizada
y hacer cumplir los derechos de patente, son los obstaculos criticos para incentivar la
reutilizacion de medicamentos, ya que tienen un gran impacto en las ganancias
potenciales esperadas del producto reutilizado. Ademads, existen consideraciones
normativas que limitan la exclusividad de mercado de estos medicamentos. Por lo que,
el reposicionamiento puede no ser tan atractivo econdmicamente para las empresas
como lo son las demas estrategias (Berdigaliyev and Aljofan 2020; Parvathaneni et al.
2019; Pushpakom et al. 2018).
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7. Tenutex®

Tenutex® es una emulsién cutdnea que contiene dos principios activos: 22,5 % de bencil
benzoato (BB) y 2 % de disulfiram (D). Este medicamento se registré en Suecia en 1982
y en Islandia en 1997 para el tratamiento de sarna y pediculosis (piojos de la cabeza y
pubis) tanto en adultos como en nifios. Actualmente su uso esta restringido a estas areas
geograficas y no se han descrito resistencias (G. Brinck-Lindroth, Lundgvist, and Nilsson
1984; Soerensen et al. 2021).

Ademas, contiene dos principios activos diferentes, los cuales pueden inhibir al
patégeno objetivo por diferentes vias o inhibir objetivos diferentes que acaban dando
una sinergia en la respuesta final. Generalmente, la resistencia a monoterapias suele
aparecer de manera mas rdpida que en terapias combinadas (Pokrovskaya and Baasov
2010).

Esta restriccién geografica junto con el hecho de contener dos principios activos
diferentes, puede ser una oportunidad para evitar o retrasar la posible resistencia al
tratamiento de estas infecciones. Este hecho es especialmente interesante, dada la
situacion de emergencia actual de farmacorresistencia a algunos tratamientos tépicos
como la permetrina (Gunning, Kiraly, and Pippitt 2019).

Sin embargo, aunque Tenutex® es un farmaco bien establecido en Suecia, sus
propiedades biofarmacéuticas, como la absorcion a través de la piel y sus efectos in vitro
sobre la sarna no se han descrito en la bibliografia. También cabe mencionar que los
efectos in vitro sobre los piojos son de principios de la década de 1980. Con lo cual, la
informacién disponible para poder plantear el uso de este medicamento en otros paises
se encuentra desactualizada (G. Brinck-Lindroth, Lundqvist, and Nilsson 1984).

El BB, activo mayoritario de la crema, es una molécula de éster de benzoato obtenido
por la condensacién formal del dcido benzoico con alcohol bencilico (Figura 9). Se
encuentra en estado natural en el balsamo del Perd y el balsamo de Tolu y también en
los aceites esenciales de Jazmin y Ylang-ylang. Presenta actividad como escabicida,
acaricida y metabolito vegetal (‘Benzyl Benzoate | C14H1202 - PubChem’ 2023).

O

O

Figura 9: Estructura quimica de bencil benzoato. Wikimedia Commons, licencia de dominio
publico.
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El papel como agente antiparasitario del BB es ampliamente conocido, y se emplea en
diferentes paises para tratar infecciones por piojos y dcaros de la sarna ya que presenta
accién neurotdéxica sobre estos organismos. Es uno de los tratamientos recomendados
en las guias europeas para el manejo de la sarna (Salavastru, Chosidow, Boffa, et al.
2017). Ademas, es una sustancia ampliamente utilizada en cosmética como ingrediente
de fragancias y como solvente. Se considera un compuesto con un uso seguro en la
practica habitual (Johnson et al. 2017).

El BB también se caracteriza por ser el principal componente de muchos aceites
esenciales, algunos de los cuales, tradicionalmente, se relacionaban con propiedades
antimicrobianas. Por ejemplo, Kaempferia rotunda es una planta medicinal tipica en
Indonesia a la que se le asociada actividad antioxidante, insecticida, antiinflamatoria,
antihelmintica, antihiperglucémica, antinociceptiva, antimicrobiana y antiandrogénica.
El aceite esencial de esta planta estd formado por 75 compuesto diferentes, pero el
mayoritario es BB (70 %). Tras testar el aceite frente a diferentes bacterias mostré accién
antibacteriana moderada para Escherichia coli, Enterobacter aerogenes y Bacillus cereus
(Diastuti, Chasani, and Suwandri 2019).

El posible mecanismo antibacteriano no se ha estudiado en gran detalle y por ahora es
desconocido, los compuestos de hidrocarburos ciclicos parecen no tener dianas
celulares especificas. Ahora bien, dada su alta lipofilia tienen la capacidad de traspasar
la pared celular y la membrana citoplasmatica, interrumpiendo la estructura de las
diferentes capas de polisacdridos, acidos grasos y fosfolipidos, hecho que puede
producir la coagulacion del citoplasma y daiar los lipidos y proteinas. Esta alteracién
celular es la que pudiera explicar la actividad antibacteriana hallada (Diastuti, Chasani,
and Suwandri 2019).

Por otra parte, el segundo componente de la crema, disulfiram, es un disulfuro organico
gue resulta de la dimerizacién oxidativa formal del acido N,N-dietilditiocarbamico
(Figura 10). Este ditiocarbamato fue comercializado por primera vez como Antabuse®,
un medicamento indicado para el tratamiento del alcoholismo que fue aprobado por la
FDA en 1951 y que se ha utilizado ampliamente en clinica durante mds de 70 anos sin
efectos secundarios graves (‘Disulfiram | CLOH20N2S4 - PubChem’ 2023).

S
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Figura 10: Estructura quimica de disulfiram. Wikimedia Commons, licencia de dominio publico.
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A principios de la década de 1940, el Dr. Jacobsen junto con el Dr. Jens estudiaron el
efecto del D para curar animales domésticos con sarna. Los hallazgos de estos
investigadores suecos fueron recibidos con interés en Copenhague, donde la empresa
quimica Medicinalco Inc. establecid la primera produccidn propia de un ungiiento de D
para tratar la sarna. Durante 1940-1945, el Dr. Jacobsen y el Dr. Hald, se dieron cuenta
que el efecto sobre Sarcoptes scabiei del D era debido a su capacidad para absorber
cobre y formar quelatos con el metal, ya que en las formas inferiores de vida el oxigeno
se transporta por cobre y no por hierro como en el caso de los vertebrados (Raos et al.
2008; Lanz et al. 2023). Dada la estructura quimica que presenta, D es una molécula
especialmente interesante para un potencial reposicionamiento.

8. Disulfiram

El D fue sintetizado por primera vez en 1881 por el quimico aleman M. Grodzki, pero en
ese momento, recibid poco reconocimiento. Cincuenta afios mas tarde, el compuesto
fue redescubierto como un agente para acelerar la vulcanizacion del caucho. En 1937,
el médico estadounidense EE. Williams observé que los trabajadores de la planta de
caucho experimentaban efectos fisiolégicos negativos después de la ingestién de
alcohol, pero pasaria otra década antes de que este efecto Unico del D se investigara por
primera vez para un uso clinico. Fue entre 1948 y 1953, cuando realmente se estudio el
D, sus efectos y su posible utilidad como tratamiento para el trastorno por consumo de
alcohol. Siendo en 1951, cuando se convirtié en el primer tratamiento aprobado por la
FDA para el alcoholismo en los Estados Unidos (Suh et al. 2006; Lanz et al. 2023).

Desde la introduccién de otros tratamientos farmacoldgicos aprobados por la FDA,
como la naltrexona y el acamprosato, el D ha perdido popularidad como tratamiento
para el alcoholismo. Sin embargo, siguiendo el razonamiento del reposicionamiento,
sigue siendo un farmaco de interés en muchas facetas de la medicina clinica, ya que se
siguen descubriendo nuevos mecanismos y posibles nuevos usos (Ehrie et al. 2020).

8.1 Mecanismo de accion

El D es un compuesto electrofilico de amonio cuaternario que se ha demostrado que
inhibe potentemente diversas enzimas. Entre ellas, se ha descrito inhibicién sobre las
siguientes enzimas: aldehido deshidrogenasa (ALDH), metiltransferasa, ureasa y
guinasa. Contiene un enlace disulfuro que se reduce facilmente por los grupos sulfhidrilo
libres de las proteinas a través de la reaccion de intercambio tiol-disulfuro. Esta reaccién
irreversible modifica covalentemente los residuos de cisteina de las enzimas anteriores,
provocando la inhibicidn de la funcion enzimatica y dando como resultado la liberacion
de una molécula de dietilditiocarbamato (DDTC) (Frazier, Moore, and Long 2019; Lin et
al. 2018).

El DDTC es la forma reducida de D (Figura 11) y es un poderoso quelante de iones de
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metales divalentes de transicidn, incluidos el cobre y el zinc. A través de la quelacion de
cofactores esenciales, el DDTC puede afectar la funcién de las enzimas que contienen
metales, incluidas la ALDH, la carboxilesterasa, la colinesterasa, la superéxido dismutasa
y la dopamina B-hidroxilasa (DBH) (Lewis et al. 2014; Lanz et al. 2023).

S
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Figura 11: Estructura quimica de dietiltiocarbamato. Wikimedia Commons, licencia de dominio

S° Na*

publico.

El D también es capaz de alterar el entorno intracelular mediante la manipulacion
directa o indirecta de la concentracion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las ROS
son generadas por las células de forma enddgena durante el proceso de fosforilaciéon
oxidativa o en respuesta a patdgenos extrafios. Cuando la concentracion de ROS supera
la respuesta antioxidante de la célula, esta sufre estrés oxidativo que conduce al dafio
de componentes celulares como el DNA, las proteinas y las membranas lipidicas, que
puedan acabar provocando la muerte celular (Ray, Huang, and Tsuji 2012; Peniche et al.
2015).

8.2 Caracteristicas farmacocinéticas

El D es un farmaco administrado por via oral con dosis estandar que oscilan entre 250y
500 mg diarios, donde el 80-90 % de la dosis se absorbe en el tracto gastrointestinal.
Debido a su alta solubilidad en lipidos, el D y sus metabolitos se distribuyen ampliamente
en el tejido adiposo de todo el cuerpo y cruzan facilmente la barrera hematoencefalica.
La farmacocinética no se conoce bien, hay escasez de datos farmacocinéticos completos
debido en parte a las limitaciones de los métodos de deteccién. En estudios humanos,
las vidas medias de D y DDTC se estiman en 7 h y 15 h, respectivamente. Ahora bien, se
observa una alta variabilidad entre sujetos y estudios. Aunque no se ha establecido el
motivo de esta variabilidad, puede deberse a diferencias en el metabolismo del
paciente, el contenido de lipidos, la circulacion enterohepatica o la capacidad de unidn
a proteinas en el plasma (Faiman, Jensen, and Lacoursiere 1984; Johansson 1992).

Disulfiram se metaboliza ampliamente in vivo y se biotransforma rdpidamente en
productos metabdlicos que son responsables de sus usos clinicos (DDTC). Una vez que
se reduce a DDTC, tiene tres destinos metabdlicos posibles (Lanz et al. 2023):

- Degradacidon espontanea: el DDTC es acido-labil. En un ambiente acido, se
descompone en dietilamina y disulfuro de carbono.

- Formacion de glucurénido: Se produce mediante la enzima
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glucuronosiltransferasa, que se expresa en gran medida en el higado.

- Formacion de ésteres metilicos: las enzimas tiol metiltransferasa (microsomal)
y tiopurina metiltransferasa (citosdlica), que se encuentran en el higado y otros
tejidos, incluido el tracto Gl, los pulmones y los riflones, catalizan la metilacién
de DDTC.

8.3 Potenciales usos clinicos

8.3.1 Trastorno por consumo de alcohol

El D se ha utilizado en el tratamiento de la dependencia del alcohol por su efecto
inhibidor sobre la ALDH. Se trata de una terapia de aversion, en la cual se produce un
efecto de rechazo al consumo de alcohol por estimulo eléctrico, quimico o conductual
del farmaco administrado y que produce un efecto farmacolégico muy desagradable si
se consume con alcohol. D inhibe irreversiblemente la ALDH al competir con el
dinucledtido de nicotinamida y adenina (NAD) en el residuo de cisteina del lugar activo
de la enzima. Es capaz de inhibir todas las isoformas citosdlicas y mitocondriales
actualmente identificadas. La ALDH es una enzima hepatica de la principal via oxidativa
del metabolismo del alcohol, que convierte el acetaldehido en acetato. El consumo de
alcohol junto con D, provoca un aumento del acetaldehido sérico, lo que provoca
diaforesis, palpitaciones, enrojecimiento facial, ndauseas, vértigo, hipotension y
taquicardia (Figura 12). Este conjunto de sintomas se conoce como la reaccidon
disulfiram-alcohol y es lo que desalienta la ingesta de alcohol facilitando su
deshabituacion (Wright and Moore 1990; Skinner et al. 2014).

Acetaldehn’dof
Alcohol i

Aldehido’
’ deshidrogenasa deshidrogénasa

Disulfiram

-

Figura 12: Metabolismo del alcohol y mecanismo de accidn de disulfiram.
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8.3.2 Adiccién ala cocaina

D es capaz de inhibir la DBH, una enzima que convierte la dopamina en noradrenalina,
lo que provoca la acumulacidon de dopamina en el sistema nervioso central corrigiendo
el déficit subyacente en pacientes adictos a la cocaina. Por lo general, el uso de cocaina
provoca un aumento en la liberacién de dopamina en las hendiduras sinapticas dentro
del sistema nervioso central, lo que produce una repuesta eufdrica. Sin embargo, el uso
cronico de cocaina conduce a la tolerancia del sistema dopaminérgico, lo que resulta en
una disminucién de la capacidad de respuesta de la dopamina a los estimulos. Se cree
que la liberacion de dopamina inducida por D provoca efectos indeseables con el
consumo de cocaina, como ansiedad, depresidn y paranoia. Similar a la reaccién de
disulfiram-alcohol, esta reaccidn negativa disminuye las ansias y aumenta la abstinencia
del consumo de cocaina en los pacientes. Otro estudio encontré que, en lugar de
aumentar los efectos indeseables, el D fue eficaz para disminuir los efectos deseables
de la cocaina (Gaval-Cruz and Weinshenker 2009; J. R. Baker, Jatlow, and McCance-Katz
2007).

Independientemente del mecanismo de accién, estudios recientes han demostrado una
reduccion en la frecuencia y la cantidad del consumo de cocaina en pacientes tratados
con D, demostrando ser un tratamiento clinico eficaz para el tratamiento de la adiccién
(Qian and Cantrell 2017; Lanz et al. 2023).

8.3.3 Céncer

Dada la estructura quimica de D y su principal metabolito (Figura 10 y 11) puede actuar
como quelante de iones metalicos bivalentes como son el zinc o el cobre.
Recientemente, D ha destacado como posible terapia contra el cancer por su
citotoxicidad selectiva mediada por cobre. Se ha encontrado en varios cdnceres niveles
altos de ceruloplasmina sérica, la principal proteina transportada del cobre y asociada a
la angiogénesis, hecho que pudiera explicar la citotoxicidad selectiva de D (Lanz et al.
2023).

El cobre es un micronutriente esencial involucrado en los procesos vitales
fundamentales de todas las formas de vida, juega un papel crucial en las reacciones
redox y desencadena la generacién de ROS. El D, quela al cobre formando un complejo
con este (D/Cu), que es mas facilmente absorbido por las células y ejerce efectos
citotoxicos en una variedad de células cancerosas (Li et al. 2020; Liu et al. 2012).

Por otra parte, en estudios mecanisticos adicionales, se ha demostrado que D en
combinacidn con iones de cobre inhibe o suprime la senalizacion de NF-kB, la actividad
del proteosoma, la actividad de ALDH vy los niveles de antioxidantes, lo que induce la
apoptosis celular. El agotamiento de cobre y otros iones metdlicos puede inhibir
importantes enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa, alterando aun mas
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el equilibrio pro y antioxidante de la célula (Lu et al. 2021; Lanz et al. 2023).

Otro mecanismo potencial para la induccion de la muerte celular es la inhibiciéon de D
sobre procesos intracelulares como la via de la ubiquitina-proteasa, que es responsable
de marcar y eliminar las proteinas mal plegadas. La inhibicidn de este sistema permitiria
la acumulacién de proteinas citotdxicas o innecesarias que podrian producir estrés
celular y finalmente matar a la célula (R. Kona, Buac, and M. Burger 2011).

Actualmente hay 22 ensayos clinicos de fase I-lll enumerados en Clinicaltrials.gov en los
cuales se esta investigando la accién de D para el tratamiento del cancer, incluyendo
cancer de mama, de préstata, de pancreas, de higado, de pulmén de células no
pequefias, tumores testiculares de células germinales, mieloma multiple, sarcoma,
melanoma y glioblastoma (Lanz et al. 2023).

8.3.4 Infecciones

Desde la década de 1940, el D se ha investigado como un posible medicamento
antiparasitario, antibacteriano, antifungico y antiviral para infecciones que van desde la
tuberculosis multirresistente hasta el nuevo coronavirus SARS-CoV-2. Este interés en el
uso de D frente a infecciones es debido a dos razones principales. Primero, la necesidad
de nuevos medicamentos que puedan minimizar el riesgo de resistencia a los
antimicrobianos. En segundo lugar, el hecho de que utilizar un medicamento existente
es mas econdmico y requiere de menor tiempo hasta la comercializacion (Lanz et al.
2023; Meneguello et al. 2022).

La capacidad de D para formar enlaces disulfuro con compuestos que tienen tioles le
permite unirse y modificar enzimas y cofactores microbianos. Estudios in vitro de D y sus
metabolitos contra organismos grampositivos han determinado que inhibe el
crecimiento de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus del
grupo A, Enterococcus faecium y Bacillus cereus (Long 2017; Meneguello et al. 2022).

También hay estudios publicados que muestran la eficacia de D frente a Mycobacterium
tuberculosis sensible y resistente a multiples farmacos y frente a la espiroqueta causante
de la enfermedad de Lyme, Borrelia burgdoferi (Horita et al. 2012; Gao et al. 2020;
Potula et al. 2020).

Como se ha indicado en la seccién 7, D destacé originalmente por sus propiedades
antiparasitarias frente a sarna. Ahora bien, también ha mostrado potencial como posible
tratamiento para otras infecciones parasitarias tales como la malaria, por inhibicién de
las enzimas oxidasas de Plasmodium falciparum e infecciones por Gardia, por inhibicién
de la enzima carbamato quinasa necesaria para la sintesis de ATP. También, existe cierta
evidencia que D podria ser eficaz frente a trematodos del género Schistosoma o
protozoos del género Leishmania (Lanz et al. 2023).
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En cuanto a las infecciones por hongos, mediante el cribado de pequeiias bibliotecas
moleculares se ha identificado a D como posible farmaco antifingico y se ha demostrado
su actividad frente a diferentes especies de Candida (Hao et al. 2021; Stylianou et al.
2014).

Por otra parte, el zinc desempefia un papel fundamental en las reacciones catalizadas
por enzimas en multitud de virus, incluidos el VIH, el virus de la hepatitis C y el
arenavirus. Por ello, farmacos como el D que tienen la capacidad de eliminar zinc de
estas enzimas virales podrian inhibir la replicacion viral y ser candidato potencial para la
terapia antiviral. Diferentes estudios frente el VIH y hepatitis C han mostrado la actividad
antiviral de D y sus metabolitos (Y. M. Lee et al. 2016; Knights 2017).

Mas recientemente, se ha realizado un estudio donde D muestra actividad inhibitoria
sobre las proteasas de los virus MERS-CoV y SARS-CoV. Estas proteasas y muchas otras,
contienen residuos de cisteinas que son cruciales para la funcion del enzima. D puede
unirse y modificar covalentemente estos residuos, inhibiendo asi la actividad del
coronavirus (Lin et al. 2018).

8.3.5 Otros usos

Debido a la capacidad de D de inhibir el factor nuclear kB se esta empezando a estudiar
sus efectos antinflamatorios sobre afectaciones como la endometriosis, pancreatitis y
fibrosis. Asimismo, la alta solubilidad en lipidos de D y su capacidad para cruzar la
barrera hematoencefalica indica que tiene un potencial interés en enfermedades
neurolégicas como por ejemplo el Alzheimer (Lanz et al. 2023).

D destaca por sus muchas potenciales aplicaciones y desafios. Por lo que la investigacidn
adicional es una herramienta fundamental para determinar el potencial clinico completo
de esta molécula.
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La Organizacion Mundial de la Salud considera que la resistencia antimicrobiana es una
de las mayores amenazas globales para la salud publica. Estdn emergiendo patégenos
microbianos mas dificiles de tratar y las infecciones se complican aumentando las tasas
de morbilidad y mortalidad. En este contexto, la situaciéon se agrava por la falta de
desarrollo de nuevas moléculas antimicrobianas.

Como posible estrategia para atenuar este problema se encuentra el reposicionamiento
de farmacos, el cual trata de buscar una nueva indicacién a farmacos ya aprobados,
acortando los costes y tiempos asociados al lanzamiento de un nuevo producto al
mercado. Entre estos posibles farmacos detecta disulfiram, molécula administrada
tépicamente para el tratamiento de la sarna y la pediculosis que, ademads, puede
presentar actividad frente a otros microorganismos.

Hoy en dia, el nUmero de trabajos que buscan nuevas indicaciones a disulfiram ha ido
en aumento. Diferentes autores han centrado sus investigaciones, principalmente, en el
campo de la oncologia, pero también en diferentes areas de la microbiologia. El gran
interés que suscita esta molécula reside en su caracteristica estructura fisicoquimica
capaz de quelar iones esenciales en el funcionamiento de las células eucariotas y
procariotas, lo cual la hace una buena candidata frente a diferentes dianas bioldgicas.
Pese a ser conscientes de las posibles nuevas indicaciones de esta molécula, son escasos
o nulos los estudios dirigidos al tratamiento de infecciones superficiales.

Por tanto, el principal objetivo de la presente tesis es evaluar y caracterizar las
propiedades biofarmacéuticas de diferentes formulaciones con disulfiram para el
tratamiento de infecciones tdpicas causadas por microrganismos de diferente
naturaleza.

El objetivo principal propuesto se pretende alcanzar por medio de los objetivos
especificos que se describen a continuacién:

1. Desarrollar y validar un método sensible para la cuantificaciéon del farmaco
durante los diferentes ensayos con las formulaciones de interés. Se evalla la
linealidad, especificidad, precisién intermedia, exactitud, limite de cuantificacién
y estabilidad de las soluciones.

2. Caracterizar el perfil de absorcion topica de las diferentes formulaciones con
disulfiram.

3. Estudiar la eficacia in vitro de Tenutex® (emulsién que contiene disulfiram vy
bencil benzoato) frente a sarna y a pediculosis humana resistente a insecticidas
comunes.

4. Evaluar la eficacia in vitro de disulfiram frente a diferentes bacterias que pueden

87



[I. Objetivos

causar infecciones superficiales de la piel, tales como; Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes y Pseudomonas aeruginosa.

Examinar el perfil citotdxico de disulfiram y representar el transcriptoma de
células tratadas con el farmaco para evaluar los potenciales efectos adversos.

Determinar la eficacia in vitro de disulfiram frente a diferentes especies de
levaduras: Candida albicans, C. parapsilosis y Nakaseomyces glabratus (C.
glabrata).

Disefiar una nueva formulacién mucoadhesiva con disulfiram para uso vaginal,
en base a disefio de experimentos para la optimizacion de sus propiedades
farmacéuticas.

Caracterizacion de la férmula mucoadhesiva final y evaluacién de su idoneidad
para la administracion de disulfiram por via vaginal.

Estudiar la penetracion cutanea y vaginal de disulfiram tras su aplicacién para
evaluar la concentracion retenida en el tejido.
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1. Acaros y piojos

El dcaro Psoroptes ovis empleado en el estudio de eficacia in vitro y ex vivo del producto
Tenutex® frente a sarna fue adquirido de una oveja donante (Arctech Innovation,
Degenham, Reino Unido) y almacenado a temperatura ambiente hasta el momento del
ensayo (<24 h).

Para el estudio de eficacia de Tenutex®, se utilizaron piojos de cabeza resistentes a
permetrina y malatidon (Pediculus humanus capitis, cepa BR-HL). Estos piojos fueron
originalmente recolectados de nifios infestados en Bristol (Arctech Innovation,
Degenham, Reino Unido), alojados en trozos de algodén en frascos de plastico
ventilados a 30 + 1°C y con un 70-80 % de humedad relativa (RH) que se mantuvieron
en crecimiento in vitro mediante el dispositivo de transfusiéon de sangre Hemotek®
(Hemotek Ltd., Blackburn, Reino Unido). Este sistema permitio la alimentacién de los
piojos con sangre de conejo (TCS Biosciences Ltd, Buckingham, Reino Unido) mediante
una membrana artificial hasta el momento del ensayo.

Para la obtencién de los huevos, se colocaron los piojos BR-HL machos y hembras
adultos en mechones de cabello humano (3-400 cabellos de 4 cm de largo) y se dejaron
hasta que hubieron puesto aproximadamente 50 huevos por mechdn de pelo. Después
se retiraron los adultos y se conservaron los huevos hasta el momento del estudio
alojados en trozos de algoddn en frascos de plastico ventilados a 30 + 1°Cy 70-80 % de
RH.

2. Cepas microbianas y condiciones de cultivo

Las cepas microbianas fueron obtenidas de la coleccién americana de cultivos tipo
(ATCC®). Las cepas Staphylococcus aureus ATCC® 25923, Streptococcus pyogenes ATCC®
12344 y Pseudomona aeruginosa ATCC® 27853 (LGC Standards, S.L.U, Barcelona,
Espafia) se emplearon para la determinacién de la Minima concentracién inhibitoria
(MIC) que es la concentracion mas baja a la que un antimicrobiano inhibe el crecimiento
del microorganismo después de su incubacion.

Antes del estudio de MIC, todas las cepas se cultivaron de forma rutinaria en medio
solido durante 16-24 horas siguiendo las indicaciones descritas en las guias del Instituto
de estdndares para el laboratorio clinico (CLSI). Las condiciones especificas de cada una
de las cepas se muestran en la Tabla 3:
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Tabla 3: Condiciones de crecimientos para cada una de las cepas bacterianas utilizadas.
Condiciones de

Cepa Medio de crecimiento . L.
incubacion
. . 35+ 2°C
S. aureus Miueller-Hinton (MH) agar o
. - Aerobiosis
(ATCC® 25923) (Condalab, Madrid, Espafia)
16-20 h
. 35+ 2°C
P. aeruginosa . . L
Mdeller-Hinton agar Aerobiosis
(ATCC® 27853)
16-20 h
35+ 2°C
S. pyogenes Agar chocolate 20-24 h
(ATCC® 12344) (Condalab, Madrid, Espafia)

Aerobiosis con 5 % CO;

En el caso de las levaduras, las cepas fueron adquiridas de la Coleccién Espafiola de
Cultivos Tipo (CECT, Valencia, Espaiia). Se utilizaron las cepas Candida albicans CECT
1002, C. parapsilosis CECT 10434 y C. glabrata CECT 1448 (Nakaseomyces glabratus)
para la prueba de susceptibilidad antifungica.

Las 3 cepas empleadas en el estudio de MIC fueron cultivadas previamente al estudio
siguiendo las indicaciones de las guias CLSI. Se incubaron en agar de Sabouraud dextrosa
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) a 35+ 2°C durante 46-50 h en condiciones
de aerobiosis.

A partir de los cultivos sélidas frescos de cada una de las cepas bacterianas y de
levaduras se prepararon los indculos iniciales para la realizacién de la MIC indicada en
la seccion 9.3 del presente capitulo.

3. Técnicas cromatograficas

Para la deteccidn y determinacién de las concentraciones de D y BB en los diferentes
ensayos de evaluacion y caracterizacidn realizados, se desarrollé y validé un método de
HPLC-UV (Water Alliance 2695, Cerdanyola del Vallés, Espaiia) que permite la
cuantificacién simultanea o individual de ambos principios activos.

Las condiciones de trabajo utilizados se detallan a en la tabla siguiente (Tabla 4):
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Tabla 4: Condiciones de trabajo del método de HPLC desarrollado para cuantificacién de D y BB.
Thermo HyPurity RP C18 3u 4,6:150 mm, YMC-Pack ODS-

Columna: .
AM C18 3. 4,6-:150 mm o equivalente
. Tampon fosfato pH 5,5 / Metanol (30/70) (Scharlab, S.L.,
Fase movil: .
Sentmenat, Espafia)
Modo: Isocratico
Flujo: 1,2 ml/min
Tiempo inyeccidn: 10 0 15 min

Temperatura columna:  30°C

Temperatura muestra: 25°C
Volumen inyeccidn: 40 pl
Longitud onda: 215

3.1 Validacién de la metddica analitica

La validacién analitica consiste en la realizacion de pruebas correctamente
documentadas y demostrativas de que el método es suficientemente fiable como para
obtener resultados precisos y reproducibles de concentraciones de farmaco realistas en
las muestras de trabajo dentro del intervalo definido. En esta contexto, varias agencias
reguladoras han propuesto varias directrices sobre cémo llevar a cabo la validacién,
como la EMAYy la FDA (Kumar Bhardwaj 2015; Marson et al. 2020). En este caso, el rango
de estudio se fijé de 0,080 a 15,85 pg/ml para Dy de 0,899 a 71,97 ug/ml para BB.

La validacién del método se ha llevado a cabo de acuerdo con las directrices ICH,
concretamente con la directriz Q2 (EMA 1995). Como principales criterios de validacion
analitica se utilizaron los siguientes parametros: linealidad, especificidad, precision
intermedia, exactitud, limite de cuantificacion y estabilidad de las soluciones.

3.1.1 Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad (dentro de un rango dado)
para obtener resultados que son directamente proporcionales a la concentracién de
analito presente en la muestra (EMA 1995).

Para comprobar la linealidad se tomaron tres réplicas de diferentes niveles de
concentracién dentro del rango establecido correspondiente a 0,080 pg/ml, 0,160
ug/ml, 0,32 pg/ml, 3,2 pg/ml, 6,40 ug/ml, 15,85 ug/ml para D y a 0,899 pg/ml, 1,799
ug/ml, 3,6 pg/ml, 35,99 ug/ml, 71,97 pug/ml para BB. Todas las muestras se analizaron
en orden creciente de concentracion. Con todos los resultados obtenidos se llevaron a
cabo los siguientes célculos y criterios de aceptacion:
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i) Recta de regresidon por minimos cuadrados
Se debe determinar el coeficiente de correlacidn (r), la interseccién y y la pendiente de
la recta de regresién. Se recomienda un valor de r 2 0,990.

i) Homogeneidad de varianza
Se aplica la prueba de Levene con significacién estadistica del 5 %. Las varianzas se
consideran iguales con un valor de p > 0,05.

iiii) Analisis de residuales
Los residuales son la diferencia entre los valores observados y los valores estimados
calculados con la ecuacion de regresion. El andlisis de normalidad de los residuos se
realizé graficamente. Los residuos deben mostrar una distribuciéon normal y no reflejar
ninguna tendencia.

iv) Desviacidn estandar relativa del factor de respuesta
El factor de respuesta (f) expresa la relacion entre la respuesta (drea D y BB) y la
concentracion y puede ser una medida de la sensibilidad de calibraciéon. En una
calibracion lineal, los f deben ser similares al valor de la pendiente.

El valor medio de todos los factores de respuesta y su desviacidn estandar relativa se
calcula de la siguiente manera (Ecuacién 1):

RSD (%) = = #100

S
? (1)

Dénde:
e S =Desviacion estandar
e f =Media aritmética de los factores de respuesta

La desviacion estandar relativa debe ser inferior a 5 %.

V) Analisis de la varianza (ANOVA)
El valor p de la pendiente de la tabla ANOVA debe ser inferior a 0,05, lo que indica que
la pendiente es estadisticamente diferente de cero.

El valor p del intercepto en y de la tabla ANOVA debe ser superior a 0,05, lo que indica
gue el intercepto es estadisticamente igual a cero.

3.1.2 Especificidad

La especificidad es la capacidad de evaluar inequivocamente el analito en presencia de
componentes que se espera que estén presentes en la muestra. Para su evaluacion, se
analizaron las siguientes muestras (EMA 1995):
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a. Medio receptor como blanco.

b. Placebo de Tenutex® (Bioglan AB, Malmo, Suecia) diluido en la fase movil
(tampdn fosfato pH 5,5 / Metanol en una proporcion 30/70).

c. Placebo de Tenutex® diluido en el medio receptor de las celdas de Franz
(15 % (p/p) de hidroxipropil beta ciclodextrina (HPCD) en PBS ajustando
el pH a 5,5) (VidraFoc, Barcelona, Espaiia).

d. Estandar de Dy BB en fase mdvil a una concentracion equivalente de 31,7
ug/mly 356,5 ug/ml respectivamente.

Criterio de aceptacion:

El método analitico se considera selectivo cuando no existen picos interferentes
procedentes de las soluciones descritas previamente en los tiempos de retencién de los
analitos de interés.

3.1.3 Precision intermedia

La medida en que debe establecerse una precision intermedia depende de las
circunstancias en las que se pretende utilizar el método. Se debe establecer los efectos
de eventos aleatorios sobre la precision del procedimiento analitico. Generalmente, las
variaciones a estudiar incluyen dias, analistas, equipos, laboratorios, entre otras (EMA
1995).

En este caso, la precisidon intermedia se realizd estimando la variacidn en los resultados
cuando las mediciones se realizan en un mismo laboratorio. Fue utilizado como un
parametro de la precisidn, la cual se define como la proximidad de la concordancia
(grado de dispersion) entre una serie de mediciones obtenidas a partir de multiples
muestreos de la misma muestra homogénea en las condiciones prestablecidas (EMA
1995).

Para ello, se llevaron a cabo 9 determinaciones que cubrieran el rango especificado, 3
concentraciones diferentes con 3 réplicas de cada una de ellas. Esto fue realizado por
dos analistas diferentes en dias diferentes.

La precisidn intermedia se calculd interpolando los valores de area obtenidos en una
curva de calibracion preparada con estandares de D y BB desde 15,85 pug/ml hasta
0,080/ml para D y desde 71,97 ug/ml hasta 0,899 pug/ml para BB e inyectandola antes y
después de las soluciones de prueba.

Criterio aceptacidon

El coeficiente de variacion (CV) debe ser inferior a 6,71 %.
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3.1.4 Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico expresa la proximidad de la concordancia
entre el valor, que se acepta como un valor verdadero convencional o como una
referencia aceptada, y el valor encontrado (EMA 1995).

Para su evaluacidon se emplearon las 9 determinaciones de la precisién intermedia
(valores obtenidos para el analista 1 durante el dia 1) y se calculd la concentracidn frente
a la misma recta que la empleada en el punto 3.1.1. La exactitud se reporté como el
porcentaje medio de recuperacién (Ecuacién 2):

Xm
R = 7*100 (2)

U

Dénde:
e R=recuperacion (%)
e Xm: valor calculado
e u:valortedrico

Se aplicd la prueba de Levene con significacion estadistica del 5 %, de tal manera que las
varianzas se consideraron iguales con un p-valor > 0,05.

Criterio de aceptacion

El porcentaje de recuperacion global debe estar entre el intervalo 90,0 — 110,0 %.

3.1.5 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacién (LOQ) es la cantidad minima de analito que se puede
cuantificar con una precision y exactitud aceptables (EMA 1995). Se puede establecer
mediante la relacion sefial/ruido (S/N) calculada a partir de la Ecuacién 3:

2H
S/IN=—
h (3)

Dénde:

e H = altura del pico correspondiente al componente de interés, en el
cromatograma obtenido con la solucidon de referencia prescrita, medida desde el
maximo del pico hasta la linea de base extrapolada de la sefial observada sobre
una distancia igual a 5 veces el ancho a media altura.

e h = rango del ruido de fondo en un cromatograma obtenido después de la
inyeccidn o aplicacién de un blanco, observado a una distancia igual a 5 veces el
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ancho a la mitad de la altura del pico en el cromatograma obtenido con la
solucién de referencia prescritay, si es posible, situado igualmente alrededor del
lugar donde se encontraria este pico.

Criterio de aceptacion:
Una relacion sefial/ruido de 10 es aceptable para el limite de cuantificacion.

3.1.6 Estabilidad de las muestras

Para determinar la estabilidad de las muestras en el muestreador automatico del HPLC,
se utilizé una solucién de D y BB (STD, Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA) a una
concentracién equivalente a 63,25 ug/ml para D y a 711,14 pg/ml para BB. Las
soluciones se mantuvieron a 25°C (en el automuestreador) 48 horas y se analizaron a las
0y 48 horas.

Criterios de aceptacion:
La desviacidn estandar relativa (RSD %) para los valores de drea y tiempo de retencién

obtenidos debe ser inferior al 2 %.

4. Preparacion de las formulaciones de estudio

Durante el desarrollo de los diferentes ensayos, se estudiaron 3 formulaciones
diferentes: el producto comercial Tenutex® (Bioglan AB, Malmo, Suecia), y dos
preparaciones con D; una emulsién para la aplicacion sobre la piel y un gel
mucoadhesivo de uso vaginal.

4.1 Emulsiéon con 2 % disulfiram

Se preparé una emulsidon con un 2 % de D con el objetivo de obtener un efecto local
sobre la piel tras su aplicacién tépica. La composicion porcentual (p/p) de la formulacion
fue la siguiente:

Disulfiram 2%
Manteca de cacao 7 %
Acido esteérico 6 %
Acido cetoestearilico 1%
Agua c.s.p. 100 %

La férmula se preparé mediante la elaboracién de dos fases por separado; una oleosa
gue contenia la manteca de cacao, el acido estearico y el cetoestearilico (Bioglan AB,
Malmo, Suecia), ademas del principio activo D (Bioglan AB, Malmo, Suecia); y una
segunda fase de naturaleza acuosa, la cual contenia agua. Ambas fases se calentaron a
75°C en un bafio térmico y se mezclaron con el homogenizador de alta cizalla (Ultra-
Turrax, IKA T-25, Staufen im Breisgau, Alemania) a 11.000 rpm durante 10 min. Los
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excipientes y porcentajes escogidos se hicieron en base a la composicion de Tenutex®
para facilitar la comparacion de los resultados obtenidos en los diferentes
experimentos. Todos los excipientes escogidos cumplen con la monografia europea
correspondiente para ser empleados en medicamentos.

4.2 Geles mucoadhesivos con disulfiram

Se prepararon geles mucoadhesivos para, mediante un disefio de experimentos y
posterior optimizacién, seleccionar la composicion final con las propiedades
fisicoquimicas mas idéneas para su aplicacion vaginal. Mediante la herramienta del
software Minitab 17, disefio de experimento, se consigue organizar y disefar una bateria
de ensayos que permiten conseguir toda la informacién necesaria para optimizar la
configuracion de un proceso mediante la realizacién del menor nimero de pruebas
experimentales posibles. Es un método sistémico que utilizando la estadistica aplicada
evalla alternativas posibles en una o varias variables del experimento para encontrar la
mejor combinacién de factores que afectan a la respuesta o al resultado. Permite reducir
los costes del disefio, eliminar complejidades y agilizar resultados. En este caso, esta
herramienta se empled para estudiar el efecto de la concentracién de polimeros
presentes en la férmula sobre las caracteristicas fisicoquimicas de esta (mucoadhesién,
mucoadhesion con flujo vaginal simulado (SVF), viscosidad, viscosidad con SVF y
porcentaje de fluoresceina adherida).

Los componentes del disefio de experimentos son (‘Analisis DOE - Minitab Engage’
2023):

- Factores o parametros de entrada: pueden clasificarse como variables
controlables o incontrolables.

i) Variables controlables: se refiere a los factores que pueden modificarse o
cambiarse en un experimento o un proceso. Por ejemplo, los excipientes
utilizados.

ii) Variables incontrolables: se refiere a los factores que no pueden modificarse.
Por ejemplo, la temperatura ambiente del laboratorio. Hay que reconocerlos
para entender como pueden afectar a la respuesta.

- Niveles o ajustes de cada factor: pertenecen a la cantidad o calidad que se
utilizard en el experimento de las variables establecidas. En el ejemplo de los
excipientes, los factores serian las concentraciones utilizadas de los polimeros.

- Respuestas: se refiere al resultado del proceso que mide el efecto deseado. En
el ejemplo anterior, las caracteristicas fisicoquimicas estudiadas de la formula
son las respuestas. Estan influenciadas por los factores y sus niveles.
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El disefio de experimentos es una herramienta muy util en la industria para comparar
alternativas, maximizar o minimizar una determinada respuesta, reducir variaciones o
mejorar los procesos.

Por otra parte, los excipientes se seleccionaron teniendo en cuenta las caracteristicas
que debe tener un polimero ideal para un sistema de administraciéon de farmacos
bioadhesivo. Entre estas caracteristicas destacan (Shaikh et al. 2011):

1. El polimeroy sus productos de degradacion no deben ser téxicos ni absorbibles.
No debe ser irritante.
Deberia formar un fuerte enlace no covalente con el moco vaginal o la superficie
de las células epiteliales vaginales.
Adhesidn rapida al tejido humedo y cierta especificidad de sitio.

5. Debe permitir una facil incorporaciéon del farmaco y no debe obstaculizar su
liberacion de la formulacién.

6. Estable durante el almacenamiento y la vida util del producto.

7. Coste bajo para permitir que el producto sea competitivo.

En base a estos criterios se seleccionaron dos polimeros diferentes: carragenato
(DuPont, Wilmington, DE, USA) y polietilenglicol (PEG-90M, Colorcon Limited, Kent,
Inglaterra), y asi obtener una mezcla multifuncional. Las formulaciones presentaron la
siguiente composicion porcentual (p/p):

Hidroxipropilciclodextrina 20 %
Polietilenglicol 0,5-1,5%
Carragenato 1-2%
Agua purificada c.s.p. 100 %

Para la preparacién de los geles, el agua se calenté a 50°C junto con la HPCD (Pracofar,
S.L., Martorell, Espafia). EIl PEG-90M se afiadié bajo agitacion con palas a 750 rpm y
después, se redujo la agitacion a 150 rpm hasta su completa disolucidn. Finalmente, el
carragenato se afiadié a 75 rpm hasta total incorporacion.

Una vez seleccionada la composicidon final, las formulaciones con D (0,5 y 1 %) se
fabricaron de la misma forma, afiadiendo el compuesto activo en la mezcla de agua con
HPCD. Ademads, durante el cribado de la composicidn, se prepararon formulaciones con
0,01 % de fluoresceina para poder estudiar las propiedades mucoadhesivas de cada una
de ellas.

La seleccion de la formula candidata se realizdo mediante un disefio central compuesto,
el analisis estadistico del cual se llevd a cabo mediante el software Minitab 17. Con este
analisis estadistico se obtuvieron los modelos matematicos de cada una de las variables
estudiadas y como estas, eran influenciadas por las diferentes concentraciones de

99



[Il. Material y Métodos

polimeros.

Posteriormente, se realizd un ensayo de optimizacidn de las variables estudiadas, para
obtener la mucoadhesién mas alta y la menor viscosidad, con el fin de obtener la
formulacion candidata final. Para comprobar la capacidad predictiva de los modelos
matemadticos obtenidos se determiné el sesgo del sistema, mediante la Ecuacién 4:

| Ref—7Z1]|

% Bias = v

-100 (4)

dénde Ref es el valor tedrico de referencia del modelo y Z; es la media del valor
experimental obtenido.

5. Caracterizacion fisicoquimica de las formulaciones

Para la caracterizacién y evaluacion de las férmulas con D se ha utilizaron las diferentes
técnicas que se describen en este apartado.

5.1 Preparacion del fluido vaginal simulado

El SVF se prepard segun lo descrito por Owen y Katz (Owen and Katz 1999): 0,351 % de
cloruro de sodio (NaCl, Quimivita, Barcelona, Espaia), 0,14 % de hidréxido de potasio
(KOH, Scharlab, S.L, Sentmenat, Espaia), 0,022 % de hidréxido de calcio (Ca(OH),,
Scharlab, S.L, Sentmenat, Espaiia), 0,0018 % de albumina de suero bovino (Merck Life
Science, S.L. U, Madrid, Espana), 0,20 % de acido lactico (Escuder, S.L, Rubi, Espaiia), 0,1
% de acido acético (Scharlab, S.L, Sentmenat, Espafia), 0,016 % de glicerol (Caila & Pares,
S.A, Barcelona, Espaia), 0,040 % urea (Quality Chemicals, S.L, Esparraguera, Espafia),
0,50 % de glucosa (Quimidroga, S.A, Barcelona, Espafia) y agua Mili-Q en cantidad
suficiente para el 100 %. Las materias se agitaron mecanicamente hasta su completa
disolucién y posteriormente, el pH de la mezcla se ajustd a 4,3 usando acido clorhidrico
(HCl).

5.2 Fuerza adhesiva de los geles

Los polimeros mucoadhesivos son macromoléculas hidrofilicas que contienen grupos
organicos como hidroxilos, carboxilos, aminas y amidas capaces de establecer
interacciones con la mucosa vaginal, concretamente con la proteina mucina. Esta unién
entre el polimero y la mucosa se denomina mucoadhesién. Las fuerzas adhesivas de los
geles se evaluaron mediante la modificacion de los dispositivos descritos por Mei et al
(Mei et al. 2017), los cuales se representa en la Figura 13.
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Figura 13: Esquema de los dispositivos utilizados para evaluacion de la fuerza adhesiva, para
esfuerzo de traccién (A1) y el esfuerzo cortante (A2). Mei et al. 2017.

En nuestro caso, en lugar de utilizar tejido vaginal, se prepararon hidrogeles de agar al
4 % p/p con mucina de cerdo tipo Il (Sigma—Aldrich, Missouri, USA) al 0,34 % p/p para
simular las propiedades de este tejido. Dos geles de agar se unieron a ambas placas
(inferior y superior) respectivamente y 0,5 g de la formulacién se colocé encima del gel
de la placa inferior. Ademds, para evaluar el efecto del fluido vaginal en las
formulaciones, se aplicé SVF (0,25 ml) a la formulacién antes de la unién de las placas.
Finalmente, se colocé la placa superior sobre la placa inferior.

Tras la union, un mililitro de agua se fue anadiendo en el vaso de precipitados
(previamente tarado) cada 15 segundos. Una vez las dos placas se separaban, el peso de
agua (W1) se utilizé para calcular el esfuerzo de traccion (o; mN/cm?) de acuerdo con la
siguiente formula (Ecuacion 5):

o=(Wi-g)/s (5
Donde g es la gravedad (m/s?) y s es la superficie del hidrogel de agar (cm?) utilizado.

5.3 Propiedades mucoadhesivas

Para los estudios mucoadhesivos se simuld una vagina artificial en condiciones
fisioldgicas. Para ello, se utilizd un tubo al cual se le afiadié una porcién de agar (8 x 2
cm) con mucina, anteriormente descrito en la seccion 5.2. Encima del agar en la parte
superior se colocé 1 g de gel mucoadhesivo con fluoresceina (0,01 % p/p). Los tubos se
montaron en un angulo aproximado de 70° simulando asi el angulo de inclinacidén de la
vagina en condiciones fisioldgicas.

Una vez hecho el montaje, se hizo pasar a través del tubo, SVF a un flujo de 0,0133 ml/s
(Shenchen Pump YZ1515x, Hebei, China). Los muestreos se adaptaron al caudal de este
sistema y se extrajeron muestras a los siguientes intervalos de tiempo: 1,15 min, 2,30
min, 3,45 min y 7,30 min.
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Al final del estudio, se determind la concentracion de fluoresceina liberada (F2) en cada
uno de los tiempos muestreados. Antes del analisis de muestra, se prepard una curva
de calibracion midiendo soluciones de fluoresceina en agua en un rango de
concentraciones de 7,6:10* pg/ml a 2:10™ pug/ml (R2 = 0,999928). La fluoresceina es una
molécula hidrosoluble la cual tiene un espectro maximo de excitacién a unos 490 nm,
por ello la lectura se realizé a una longitud de onda de 485 nm utilizando el
espectrofotémetro de placas multimodo Victor Nivo (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).
Tras obtener la recta de concentraciones, se procedid a la lectura de las muestras del
experimento.

Una vez cuantificadas las muestras, se determind la cantidad de fluorescencia
remanente en el agar (F3) calculando la diferencia respecto a la fluoresceina sembrada
inicialmente (F1) siguiendo la Ecuacién 6.

F3=F,—F1 (6)

De tal manera que el valor de F3 se utilizd como parametro indirecto de la mucoadhesién
de la formulacioén. Es decir, cuanto mayor es el valor de F3, mas farmaco queda adherido
al gel de agary, por lo tanto, mayor mucoadhesién presenta la formula.

5.4 Propiedades reoldgicas

La reologia estudia como responde un determinado material a las fuerzas vy
deformaciones aplicadas. Los conceptos basicos de esfuerzo (fuerza por area) y tension
(deformacion relativa) son clave para todas las evaluaciones reoldgicas. La direccion de
la fuerza, con respecto a la superficie impactada, determina el tipo de estrés/esfuerzo
(o). Por ejemplo, si la fuerza es directamente perpendicular a una superficie, se produce
un esfuerzo normal y se puede lograr bajo tensidon o compresion. Si la fuerza actua en
paralelo a la superficie de la muestra, se experimenta un esfuerzo de cizalla (t). La
tensidn es una cantidad adimensional que representa la deformacidn relativa de un
material, donde la direccién de la tensién aplicada con respecto la superficie del material
determina el tipo de deformacidn. Si el estrés es normal (perpendicular) a una superficie
de muestra, el material experimentara una deformacién normal (€). Por otro lado,
cuando la muestra es sometida a un esfuerzo paralelo la deformacién es de cizalla (y).
Por tanto, la velocidad de cizalla (y), se usa tipicamente para cuantificar la tension
durante el flujo del fluido y representa la cantidad de deformacién por unidad de
tiempo, se expresa con las unidades s o Hz (Joyner and Daubert 2017).

Los materiales que se consideran sdlidos ideales (por ejemplo, geles de gelatina)
obedecen la Ley de Hooke, donde el esfuerzo se relacionado directamente con la
deformacion a través de un mddulo. Por otra parte, los materiales que se consideran
fluidos ideales (por ejemplo, agua o miel) obedecen los principios newtonianos, y la
proporcionalidad constante se conoce comunmente como viscosidad, definida como
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una resistencia interna del fluido al flujo (p). Sin embargo, para la mayoria de los liquidos
la viscosidad no es constante, sino que cambia en funcidon de la velocidad de cizalla, son
los llamados materiales no newtonianos. En este caso, la viscosidad es aparente (n) y
depende de la cizalla aplicada (Joyner and Daubert 2017; Aho, Hvidt, and Baldursdottir
2016; Rha 1975).

Para determinar la viscosidad los equipos mas empleados son los siguientes (Joyner and
Daubert 2017):

i) Redmetro: instrumento que permite medir el comportamiento de un
material con la aplicacién de diferentes tipos de fuerzas (torsion, compresion
o extension). Permite determinar la viscosidad y otras propiedades
reoldgicas (elasticidad, tixotropia...) tanto de materiales newtonianos como
no newtonianos.

i) Viscosimetro rotacional: permite la medicién rapida, facil y econdmica de la
viscosidad. Ahora bien, es un instrumento empirico y no tan preciso como un
redmetro. Mide la viscosidad a una sola velocidad de cizalla, por lo que no
son Utiles para fluidos no newtonianos.

En este caso, se realizaron dos tipos de estudios reoldgicos de las formulaciones; uno de
ellos con el objetivo de seleccionar la férmula candidata, en el cual solo se determind la
viscosidad de los posibles candidatos mediante un viscosimetro rotacional (Brookfield,
Manassas, VA, USA) y otro; para la caracterizacidon de la candidata final, en el que se
estudid el caracter reoldgico, tixotrépico y viscoelastico de la férmula final mediante un
redmetro (Haake Rheostress®, Thermo Fisher, Karlsruhe, Alemania).

5.4.1 Cribado de la formula final

Para seleccionar la formula final de los geles mucoadhesivos se determiné la viscosidad
de los prototipos mediante un viscosimetro de tipo rotatorio. La viscosidad de las
muestras se determind a las 24 h tras su produccién. También se realizd la viscosidad
con las mismas férmulas y SVF, en una proporcién 1:6,67 (SVG:gel), con el objetivo de
poder determinar si la reticulacion del carragenato en presencia de los iones
monovalentes del fluido producia alguna modificacién de la viscosidad.

Para ello, 10 g de cada una de las formulaciones se anadieron al contenedor del
viscosimetro a una temperatura de 25°C, durante 30 min a 10 rpm vy utilizando como
husillo el tipo SC4-29.

5.4.2 Caracterizacion de la formula final

En este caso, la caracterizacion se realizé en un reémetro mediante estudios rotacional
y oscilatorio para representar graficamente el comportamiento del material mostrando
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la relacion entre el esfuerzo y la deformacion o velocidad de cizalla:

i) Estudio rotacional

El ensayo rotacional reproduce el comportamiento de la férmula cuando es sometida a
un esfuerzo de cizalla constante, es decir cuando se aplica fuerzas paralelas al plano de
deformacion del material. El esfuerzo de cizalla se ejerce sobre la muestra por rotacién
de la parte mavil sobre la fija (Figura 14). La geometria rotacional puede ser de 3 tipos:
cilindro concéntrico, como en el caso del viscosimetro utilizado en el cribado, cono y
placa, y placas paralelas. Los dos ultimos tienen la ventaja de que el esfuerzo y velocidad
de cizalla son independientes y permanecen constantes en cualquier ubicacién de la
muestra (Joyner and Daubert 2017).

= Plato Movil

—

| |— Plato Fijo

— Muestra

Figura 14: Esquema del funcionamiento del ensayo rotacional.

En este caso, las mediciones se realizaron con una geometria de placa y placa paralela
(P35Ti L: 60 mm de didmetro, angulo de 2°). El esfuerzo cizalla se determiné en funcién
de la velocidad de cizalla. Las curvas de viscosidad (n = f(y)) y las curvas de flujo (t = f(y))
se registraron a 37 = 0,1°C. El programa de rampa de velocidad de corte incluia un
periodo de aumento de 0 a 100 s durante 3 minutos, un periodo de velocidad de corte
constante de 1 min a 100 s y un periodo de disminucién de 3 min de 100 a 0 s%. La
viscosidad en el estado estacionario (n, Pa:s) se determiné a partir de la seccién de
cizallamiento constante a 100 s71. Las graficas de flujo se emplearon para determinar el
comportamiento del fluido (Figura 15) (Joyner and Daubert 2017; Aho, Hvidt, and
Baldursdottir 2016):

- Fluido newtoniano: el esfuerzo de cizalla versus la velocidad da como resultado
una recta que pasa por el origen.

- Fluidos no newtonianos: el flujo cambia con la velocidad de cizalla o con el
tiempo a una velocidad constante.

e Independientes del tiempo: Si la viscosidad disminuye cuando Ia

velocidad de cizalla aumenta, el material se conoce como pseudoplastico.
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En cambio, si la viscosidad del material aumenta, se denomina dilatante.
Si el material muestra un esfuerzo de cedencia es un plastico de Bingham,
es decir, se comporta como un sélido hasta que se alcanza el esfuerzo de
cedencia (1) o esfuerzo umbral a partir del cual empieza a fluir y luego
se comporta similar a un fluido newtoniano.

o Dependientes del tiempo: Los materiales que cambian la viscosidad, se

adelgazan o se espesan con el tiempo se conocen como liquidos
tixotropicos y reopécticos, respectivamente. Si ademas recobran su
forma tras eliminar el esfuerzo son viscoeldsticos. En este caso, la
tixotropia aparente (Pa/s) se estimé como el area del bucle de histéresis.

F 3 ?;, F 3
A Plastico B
Pseudopldstico Reopéctico
Newtoniano
Dilatante Independiente
Tixotrdpico
14 t

Figura 15: Clasificacién de fluidos newtonianos y no newtonianos.

Ademas, se ajustaron modelos matemadticos representativos a las curvas de flujo
obtenidas para buscar el mejor modelo descriptivo (Tabla 5). La seleccién del modelo
que mejor se ajustaba se basd en el coeficiente de correlacidon (observado frente al
previsto) y el valor de chi-cuadrado. Los modelos empleados fueron los siguientes
(Tadros 1994; Joyner and Daubert 2017; Aho, Hvidt, and Baldursdottir 2016; Afoakwa et
al. 2009):

- Newton: solo para fluidos newtonianos. La n no aparece en la ecuacién puesto
gue esigual a 1.

- Bingham: A diferencia del anterior tiene en cuenta el limite eldstico del fluido o
también llamado esfuerzo de cedencia y una viscosidad plastica (o). Es
adecuado para describir el comportamiento de plasticos ideales.

- Ostwald—de Waele y Herschel-Bulkley: sirven para describir el comportamiento
de fluidos pseudoplasticos y dilatantes. K y n representan constantes de los
materiales llamadas factor de consistencia e indice de comportamiento de flujo,
respectivamente. La n proporciona una indicacién de si el material es
newtoniano o no newtoniano, siendo n= 1 fluido Newtoniano, n<1
pseudoplastico y n>1 dilatante.
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- Casson: este modelo tiende a dar predicciones realistas del flujo a lo largo de un
intervalo amplio de condiciones y es utilizado para materiales que tienden a un
flujo newtoniano solo para valores de esfuerzo mucho mayores que el umbral de
fluencia del material.

- Cross: una de las expresiones mas utilizadas para modelizar el comportamiento
de fluidos estructurados a alta y baja velocidades de deformacion.

Tabla 5: Ecuaciones reoldgicas utilizadas para evaluar las formulaciones preparadas.

Modelo reolégico Ecuacion
Newton T=n"y
Bingham T=7+ (oY)
Ostwald—de Waele T=K-y"
Herschel-Bulkley T=To+ K- -y"
Casson =@+ (o - YV
Cross T=Y (Mo + (Mo = Ne)/ (1 + (¥/¥0)™)

T: esfuerzo cizalla (Pa), n: viscosidad (cP or Pa-s), y: velocidad cizalla (s™), 7o: limite minimo de
fluencia (Pa), no: minima viscosidad de cizalla (cP or Pa-s), K: factor de consistencia (Pa s"), noe:
viscosidad de cizalla infinita (cP or Pa-s), ¥’o: minima velocidad de cizalla (s™).

i) Estudio oscilatorio

Los ensayos oscilatorios, también conocidos como ensayos dindamicos, controlan la
respuesta viscoeldstica, mientras se ejerce un barrido de frecuencias para la
deformacion (Figura 16). El término viscoelastico implica que el material exhibe
comportamientos de fluidos (viscoso) y de sélidos (eldsticos) simultdneamente (Joyner
and Daubert 2017).

Si es un liquido ideal el comportamiento sigue la ley de Newton, pero si es un sélido o
elastico ideal, cuando se aplica un esfuerzo constante, se obtiene una deformacién
también constante que se corresponde a una velocidad de cizalla igual cero. Los eldsticos
ideales se caracterizan por una viscosidad infinita y siguen la ley de Hooke, la cual
establece que cuando un material sélido es expuesto a una tension, este experimenta
una cantidad de deformacién o tensién proporcional a la magnitud del esfuerzo. Esta
constante de proporcionalidad se denomina médulo (G). La respuesta viscoeldstica se
controla mediante el médulo de almacenamiento a cizalla (G’) que se asocia con el
almacenamiento de energia y elasticidad del material y modulo de pérdidas (G”)
relacionado con las propiedades viscosas y asociado con la pérdida de energia en la
muestra durante una deformacion oscilatoria. De tal manera que para un liquido
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newtoniano ideal G'=0, lo que muestra que no se almacena energia en la muestra, para
un elastico ideal G'=G y G”’=0, lo que muestra que no se pierde energia durante la
deformacion y para materiales viscoelasticos, G’ y G”” dependeran en general de la
frecuencia angular (Mezger 2020; Aho, Hvidt, and Baldursdottir 2016; Joyner and
Daubert 2017).

|

— Muestra

— Plato Fijo

Figura 16: Esquema del funcionamiento del ensayo oscilatorio.

En este caso, el ensayo oscilatorio se realizé con geometria placa-placa paralela (P35Ti
L: 60 mm de didmetro, dngulo de 2°). Se realizé una prueba de barrido de deformacién
con un rango de deformacidon de 0,01 a 500 Pa y una tasa de oscilacién de 1 s para
determinar la regidn viscoeldstica lineal (LVR) de las muestras. Durante cada prueba de
estrés de barrido, los cambios en los médulos de almacenamiento y pérdida y el dngulo
de fase (8) se trazaron en funcién del esfuerzo de cizalla. El angulo de fase representa la
diferencia entre la sefial de entrada de deformacién y la respuesta del esfuerzo (Figura
17), de tal manera que cuando el angulo se acerca a 0° predomina el comportamiento
eldstico, mientras que valores cercanos a 90% indica que en el fluido predomina un
comportamiento viscoso, y cuando se tienen valores intermedios se dice que es
viscoelastico (Mezger 2020).

/

Figura 17: Desfase entre el esfuerzo (t) y la deformacidn (y), angulo de fase (8) en un
ensayo dindmico.
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Posteriormente, se llevé a cabo una prueba de barrido de frecuencia entre 0,1y 10s' a
una velocidad de corte constante dentro del LVR para determinar las variaciones
relacionadas en el médulo de almacenamiento, médulo de pérdida y viscosidad
compleja (n*), que se utilizaron para la caracterizacion de la muestra. La viscosidad
compleja describe la resistencia total de un material a la cizalla dindmica (Aho, Hvidt,
and Baldursdottir 2016; Mezger 2020).

Todos los datos obtenidos se analizaron con HAAKE RheoWin® Data Manager v. 4.88.

5.5 Jeringabilidad

Para los tratamientos de aplicacién local por via vaginal que se administran mediante
canula, otro de los criterios que ayuda a determinar la idoneidad de la formulacién es la
jeringabilidad. Este parametro estd ligado a la facilidad o no de la administracion del
tratamiento, con lo cual es un factor importante para el correcto cumplimiento
terapéutico de los pacientes.

En este caso, se determind la jeringabilidad de los geles mucoadhesivos ya que es un
pardmetro critico en este tipo de formulacién dado que pueden tener una viscosidad
elevada que dificulte la salida de la jeringa y por lo tanto la administracién. Para ello, se
calculé el tiempo necesario para que 5 g de formulacién salieran de la canula aplicando
una fuerza constante de 9,688 N.

6. Métodos de difusidon en celdas de Franz

6.1 Estudios de liberacidn in vitro

El estudio de la liberacion in vitro se realizé utilizando celdas de Franz con un
compartimento receptor de 12 ml y un area de difusién efectiva de 1,54 cm?2. Como
medio receptor se empled una solucién al 15 % (p/p) de HPCD en PBS ajustando el pH a
5,5. El sistema se mantuvo a 37°C con agitacién a 500 rpm para asegurar el cumplimiento
de las condiciones sink durante todo el experimento. Las formulaciones se aplicaron
sobre el compartimento donador y se utiliz6 una membrana de 0,45 um (Supor PES
membrane, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) para el estudio. Se extrajeron alicuotas
de 300 pl a diferentes intervalos de tiempo y se analizaron mediante el método de HPLC
previamente descrito (Capitulo Ill, secciéon 3).

Con los resultados obtenidos, se llevd a cabo la modelizaciéon cinética de los valores a
través de DD-solver Excel Add-on (Y. Zhang et al. 2010). El promedio de los valores
obtenidos de la curva de liberacion fue ajustado a los modelos no lineales indicados en
la Tabla 6. Posteriormente los valores individuales se ajustaron acorde al modelo
poblacién escogido. La seleccidon del modelo se basé en el valor de AIC obtenido.
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Tabla 6: Diferentes modelos cinéticos y ecuaciones probadas.

Modelo cinético Ecuacion Parametros
Primer Orden F = Fpay (1 — eCK1D) Fmax, Ky
Higuchi F =Ky - t/? Ku
Korsmeyer—Peppas F=Kkp-tr Kkp, ®
Weibull F=Fmax-1—eC /radB Fmax, ©f

En cuanto a los modelos, F corresponde a la fraccién de farmaco liberada, t es el tiempo,
Fmax €s la fraccidon mdéxima de farmaco liberada, K1 es la constante de primer orden, Ky
se corresponde a la constante de Higuchi, Kkp es la constante de Korsmeyer-Peppas, n el
exponente de difusion, Tq el tiempo en el que 63,2 % de farmaco es liberado y B el
parametro de forma de Weibull.

Los modelos matematicos de liberacién de farmacos permiten describir y predecir el
comportamiento que va a tener una molécula al ser liberado de la forma farmacéutica.
Las principales caracteristicas de los modelos empiricos y semiempiricos de la Tabla 6
son las siguientes (Papadopoulou et al. 2006; R 2014; Elmas et al. 2020; Siepmann and
Siepmann 2013):

- Primer orden: la liberacién de farmaco depende de la concentracion. La
molécula activa se libera de manera proporcional a la cantidad de farmaco
remanente en el interior de la forma farmacéutica mediante un fenémeno de
disolucién.

- Higuchi: Takeru Higuchi creé su famosa ecuacion que permite la prediccidn de la
liberacion de farmacos a partir de peliculas finas de ungiliento. Es un modelo
semiempirico que se basa en la segunda ley de Fick considerando las siguientes
suposiciones:

e La concentracién inicial de farmaco en la matriz es mucho mayor que la
solubilidad del farmaco.

e La difusion de farmacos tiene lugar sélo en una dimensién.

e Las particulas del farmaco son mucho mas pequefias que el grosor del
sistema.

e El hinchamiento de la matriz y la disolucidn son insignificantes.

e Ladifusion del fdrmaco es constante.

e Las condiciones perfectas de sumidero se pueden alcanzar en el entorno
de liberacion.
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- Korsmeyer—Peppas: es una generalizacion de la ecuacion de Higuchi. Se emplea
para la liberacién desde sistemas poliméricos, cuando el mecanismo es
desconocido o cuando hay mas de un fendmeno involucrado en el trasporte.

- Weibull: la ecuacién de distribucion de Weibull fue adaptada a la cinética de
liberacidn de farmacos desde diferentes formas farmacéuticas, demostrando un
ajuste correcto y donde el pardmetro B de la ecuaciéon se vincula con los
mecanismos de liberacién del farmaco.

6.2 Estudios de permeacion in vitro

Todos los estudios de permeacion se llevaron a cabo de la misma manera, Unicamente
se modificé algunos de los parametros para adecuar el estudio al tipo de formulacién y
tejido empleado. Las particularidades con cada una de las formulaciones se recogen en
la siguiente tabla (Tabla 7):

Tabla 7: Caracteristicas del ensayo segun el tipo de piel.

Formulacién Tipo de piel Dosis rpm

Humana dermatomizada
Tenutex } . 3,65 mg/cm? | 700 rpm
(Condalab, Madrid, Espafia)

Piel de cerdo abdominal
Emulsion D dermatomizada (Matadero | 3,65 mg/cm? 500 rpm
local, Barcelona, Espaiia)

Geles Vagina de cerdo (Matadero
. . 54,5 mg/cm? | 600 rpm
mucoadhesivos D local, Barcelona, Espaiia)

Segun ficha técnica de Tenutex®, es necesario aplicar 60 g de la emulsion para cubrir
toda la superficie del cuerpo excepto la cabeza, lo que se corresponde a una superficie
corporal de 16340 cm? (SCCS/1602/18 EM 2018). Por ello, la dosis aplicada en piel fue
de 3,65 mg/cm? del medicamento. En el caso de la vagina, la dosis escogida se realizé
en base a otros productos comerciales como Gine-Canestén® del cual se aplica 20 g de
crema al dia con una concentracion de clotrimazol de 20 mg/g (Bayer 2020).

Antes y después del experimento se determind el TEWL para comprobar la integridad
de la piel humanay de cerdo empleada durante el transcurso de los estudios (<15 g/m?h)
mediante el VapoMeter (Delfin Technologies, Kuopio, Finlandia). La piel y la mucosa
vaginal se colocé entre el compartimento donador y el receptor de las celdas de Franz.
Como medio receptor se empled una solucidn con un 15 % HPCD (p/p). Se completd el
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volumen con la solucién receptora, asegurando que no quedaran burbujas para
garantizar que durante todo el experimento la superficie de permeacion se mantuviera
constante.

Las celdas se atemperaron a unos 32°C a través de una camisa calefactora con agitacién
constante, en el caso que el tejido empleado fuera piel. Las muestras se fueron
extrayendo del compartimento receptor a través de la tubuladura lateral a intervalos
prefijados de tiempo. Las muestras extraidas (300 pL) se fueron reemplazando con el
mismo volumen de medio receptor y se cuantificaron con el método de HPLC
previamente descrito (Capitulo Ill, seccién 3). En el caso de los geles mucoadhesivos la
temperatura empelada fue de 37°C, temperatura fisioldgica de la vagina.

Tras la cuantificacion, se calcularon los parametros de permeacion: flujo transdérmico
(J, ng/cm?h) (Ecuacion 7), coeficiente de permeabilidad (Kp, cm/h) (Ecuacién 8), tiempo
de latencia (tlag, h) (obtenido por extrapolacién lineal del eje x de los puntos en estado
estacionario), parametro de difusidon (Dif, 1/h) (Ecuacidn 9), y pardametro de particion (P,
cm/h?) (Ecuacién 10):

J= dQ (7)
(dT-S)

donde J es el flujo transdérmico, dQ es la diferencia de cantidad permeada, dT es la
diferencia de tiempo y S es la superficie de difusién de la membrana.

Kp=J (8)

Cd (ug/mL) es la concentracién del farmaco en el compartimento donante.

Dif=_1 (9
6Tlag

P=Kp (10)
Dif
6.3 Estudios de retencion de D en el tejido

Al finalizar las pruebas de permeacion con D, se procedid a eliminar los restos de las
formulaciones en los trozos de tejido empleado, limpiandolos con un hisopo. Ademas,
en el caso de la piel, antes de determinar la concentracién de farmaco retenida en el
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tejido, también se determind la concentracion retenida en el estrato corneo mediante
la técnica de tape-Stripping. Para ello, se fue aplicando tiras adhesivas (Tesa® 4101 PV2,
Shanghai, China) sobre la piel secuencialmente, aplicando una fuerza constante
mediante el uso de un peso fijo (345 g) durante 10 seg. Una vez retiradas, las cintas se
afiadieron en tubos Falcon que contenian fase mévil, se agitaron, se sonicaron durante
10 minutos y finalmente, se cuantificaron con el método de HPLC previamente descrito
(Capitulo 1ll, seccidn 3). Previamente se determind el porcentaje de recuperacién del
farmaco tras la extraccién para conocer el efecto matriz. Para ello se dispensd 50 pl de
una solucion madre de D a una concentracion conocida (550 pg/ml) sobre las tiras
adhesivas y se sometio al mismo proceso de extraccion. La diferencia entre la cantidad
sembrada y la cantidad extraida (% recuperacion) se aplicé a las cantidades obtenidas
tras el experimento de tape-stripping realizado sobre el tejido.

Posteriormente, el tejido se cortd en trozos mds pequeiios que se introdujeron en los
tubos del equipo de homogeneizador de tejido Magna Lyser (Roche, Sant Cugat del
Valles, Espaia) con la fase mavil PBS pH 5.5 / Metanol (30:70). Las muestras se agitaron
durante 5 ciclos de 90 seg a 6500 rpm. Finalmente, se determind el contenido de
farmaco en las soluciones resultantes utilizando el mismo método de HPLC. También en
este caso, previo al inicio del estudio se determind el porcentaje de recuperacion del
farmaco tras el proceso de homogeneizacidn, para conocer el efecto matriz. Para ello se
realizé una homogeneizacién del tejido “blanco”, es decir sin haber sido sometido a
ningln experimento, donde 50 pl de una solucion de farmaco a una concentracién de
95 upg/ml se mezcldé con este homogeneizado. Tras simular las condiciones
experimentales de extraccién, se determind la cantidad de farmaco extraida de esta
solucion de concentracion inicial conocida. Mediante la diferencia de la cantidad
dispensada y la extraida se obtuvo el % de recuperacion que se aplicé posteriormente a
los experimentos con la formulacién.

Para expresar la cantidad obtenida como una concentracién y asi poder relacionar el
valor obtenido con la MIC resultante en los diferentes microorganismos estudiados, se
determiné la densidad de la piel de 3 réplicas no tratadas. Para ello, se realizé la
determinacién del volumen que ocupaban empleando la Ecuacién 11:

M1+ M2 - M3
Volumen= p (11)

Siendo M el peso de piel, M; el peso del frasco con agua, M3 el peso del frasco con agua
y piel, y p la densidad del agua (1 g/cm?3).
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7. Evaluacion de la citotoxicidad in vitro

7.1 Cultivo de células

Se utilizé la linea celular de queratinocitos HEKOO1, obtenida de la coleccién ATCC®,
concretamente la CRL2404™ (Manassas, VA, USA). Antes del inicio del ensayo se generd
un banco celular que se mantuvo en nitrégeno liquido y se fue testando la ausencia de
micoplasma y otros microrganismos para controlar la idoneidad del sistema.

Se obtuvo una monocapa de células sobre un soporte sélido, a 37°C en atmdésfera
humidificada con 5 % de CO, en incubador (ThermoFisher, Waltham, MA, USA) y
utilizando el medio especifico para queratinocitos, suplementado con 2mM de L-
glutamina y 5 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico (hEGF, Thermo Fisher
Scientific, Barcelona, Espaina).

7.2 Ensayo celular

Veinticuatro horas antes del ensayo (under starvation, sin hEGF), se sembraron las
microplacas con una concentracién de 10.000 células/pocillo con 50 pl de medio
suplementado con 2mM de L-glutamina e incubados a 37°C en atmdsfera humidificada
con 5 % de CO,. Solo se usaron para el ensayo los 60 pocillos centrales de las placas. El
resto de los pozos se llenaron con PBS.

Después de la incubacidn, las células se trataron con diferentes concentraciones de cada
producto en evaluacidn, utilizando 1 placa para cada condicién. Las concentraciones
ensayadas para BB fueron 5.000, 2.500, 1.250, 625, 312,5, 156,25, 78,125, 39,063,
19,531, 9,766, 4,883, 2,441, 1,221,0,610, 0,305 uM mientras que las concentraciones
para D fueron 33,36, 22,24, 14,83, 9,88, 6,59, 4,39, 2,93, 1,95 y 0,20 puM. Los stocks
iniciales se prepararon en dimetilsulfoxido (DMSO), a una concentracion de 1000 uM
para BB y a 100 uM para D. Las diferentes diluciones se realizaron en medio especifico
para HEKOO1 y se cargaron en las placas por sextuplicado (n=6), usando el mismo
volumen que para sembrar las células, haciendo asi una dilucién % en la placa final. La
concentracion residual de DMSO en la placa era inferior al 1 %.

Controles con medio (control negativo), DMSO (Sigma- Aldrich, Burlington, MA, USA)
(control del solvente residual del farmaco) y dodecilsulfato sédico (SDS, Sigma- Aldrich,
Burlington, MA, USA) (control positivo de mortalidad) se llevaron a cabo (Figura 18). El
tiempo total de exposicidon al farmaco fue de 72 h.
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[ 1 | 2 3 4 5 6
1 2 3 4 5 6
1 2 3 4 5 6
9 10 11 12 13 14
9 10 11 12 13 14 Control DMSQ]
9 10 11 12 13 14
[1en laplaca
(M)
dil 1 5000
dil 2 2500
dil 3 1250
dil 4 625
dil 5 312,500
[D] en la placa (uM) dil 6 156,250
dil 1 33,36 dil7 78125
dil 2 22,24 dil 8 39,063
T 1483 dil 9 19,531
dil 4 9,83 dil 10 9,766
dil 5 5,59 dil 11 4,883
dil 6 4,39 dil 12 2,441
dil 7 2,93 dil 13 1,221
dil 8 1,95 dil 14 0,610
dil 9 0,20 dil 15 0,305

Figura 18: Disefio de placa con las concentraciones testadas de cada uno de los compuestos (D
y BB).

Tras la exposicion, la citotoxicidad fue evaluada aplicando el reactivo CellTiter-Glo®
(Dojindo Molecular Technologies, Rockville, MD, USA) directamente sobre la placa,
incubandolo durante 10 min y haciendo la posterior lectura de luminiscencia (L)
mediante el lumindmetro Victor X3 (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Se represento la
curva de citotoxicidad y se obtuvo el valor de ICsg respectivo.

Para calcular el % de supervivencia celular se considerd el 100 % de viabilidad a las
células no tratadas (control negativo) y el 100 % de mortalidad a los controles positivos
de mortalidad (SDS). El porcentaje de viabilidad se calculé mediante la Ecuacién 12:

(LControI Negativo — LMuestra)/ (LControI Negativo~ I-Control Positivo) - 100 (12)

El mecanismo de accidon del reactivo CellTiter-Glo® se basa en la metabolizacion de
Luciferina a Oxiluciferina (Figura 19), un compuesto emisor de luz. Esta metabolizacidon
es dependiente de la presencia de ATP en la muestra, compuesto relacionado
directamente con el nimero de células viables. Por lo que una mayor luminiscencia se
relaciona con mayor viabilidad celular:

Ultra-Glo™ Recombinant

HO - COOH Luciferase -0 = o~
—— -
\O:NH:T +ATP+O, \QN>_<:T +AMP+PP,+CO_+Light

M g2+

Beetle Luciferin Oxyluciferin

Figura 19: Reaccion de la luciferina a oxiluciferina que tiene lugar tras poner a las células en
contacto con el reactivo CellTiter-Glo®.
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8. Técnicas de Biologia Molecular

Con el objetivo de entender los mecanismos de citotoxicidad del farmaco, se llevé a cabo
el andlisis de la expresion genética de las células HEKOO1 tras ser expuestas al
tratamiento a través del analisis de micromatrices transcriptdmicas. Para ello, las células
HEKOO1 se sembraron en una placa de 6 pocillos a una concentracién de 250.000 células
por pocillo con 2 ml de medio (medio para queratinocitos libre de suero y L-glutamina
(99:1)). Las células fueron incubadas durante un periodo de 24 h y posteriormente
tratadas con el compuesto de interés. Se escogid una concentracidon no letal de D pero
que fuera suficientemente alta poder evaluar el cambio gendmico. La concentracion
escogida fue de 6,59 uM. El tratamiento fue probado por duplicado y las células
expuestas al medio sin farmaco fueron utilizadas como control (n=3). El periodo de
exposiciéon fue de 24 h.

8.1 Extraccion y purificaciéon del acido ribonucleico (RNA)

Tras la exposicion, el RNA total de cada una de las muestras se extrajo y purificé usando
el kit RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemania). Este kit permitio la purificacion
eficiente sin la necesidad de aplicar una digestién adicional con desoxirribonucleasa
(DNasa).

Las muestras bioldgicas primero se lisaron y homogenizaron con un tampdn de
isotiocianato de guanidina altamente desnaturalizante, el cual inmediatamente inactiva
las RNasa para asegurar el aislamiento del RNA intacto. Una vez homogenizado, el lisado
se pasd a través de una columna de centrifugacion de acido desoxirribonucleico
gendmico (cDNA). De estas dos maneras, se permite la eliminacién eficiente del ;DNA.

Tras la eliminacion del ;DNA, se afadié etanol a la muestra y se introdujo en una
columna giratoria de RNeasy donde el RNA total se unid a la membrana. Finalmente, se
realizé la extraccién del material con agua.

La concentracion total de 4acido ribonucleico mensajero (nRNA) se determind
espectroscépicamente realizando la lectura con una ratio de absorbancia de 260:280
nm con el nano-espectrofotémetro, NanoDrop™ (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA) y asi lograr una concentracién final de 500 ng en 5 pl.

8.2 Sintesis del acido desoxirribonucleico complementario (c.DNA)

Una vez obtenido el mRNA, se sintetizd6 .DNA mediante el empleado del reactivo de
termociclador-PCR, PxE Thermal Cycle (ThermoFisher, Waltham, MA, USA). Para ello, se
afadié la mezcla de trascripcidn inversa sobre la muestra, asegurando una correcta
homogenizacion, pipeteando arriba y abajo varias veces, y se incubé en el termociclador
durante 20 min a 46°C.
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8.3 Microarrays y analisis de datos

Las muestras de .DNA se entregaron a las instalaciones centrales de Gendmica del
Institut d’Investigacions Biomédiques August Pi i Sunyer (IDIBAPS) para el analisis del
transcriptoma utilizando Clariom_S_Human transcriptomic mediante la evaluacién de
21.448 conjuntos de sondas.

Los datos y el procesado de ellos se realizaron mediante el software Affymetrix. Los
resultados de expresién génica fueron comparados utilizando una prueba T
unidireccional y un criterio de transcripciones estricto con cambio de pliegue (FC) > 1,5
y valor de p £0,05.

9. Estudios de eficacia frente a piojos, acaros vy
microorganismos

Los componentes y/ o formulaciones fueron testados frente a diferente organismo que
causan patologias a nivel tépico como son: Sarcoptes scabiei, Pediculus humanis capitis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa y diferentes
especies de Candida.

9.1 Eficacia in vitroy ex vivo frente a sarna

9.1.1 Preparacion del modelo

La eficacia in vitro/ex vivo de Tenutex® fue testada frente a sarna, mediante el modelo
de sarna en oveja (Psoroptes ovis), dado que por razones éticas no es posible el uso del
modelo humano.

Corderos de origen escocés (mule) de un afo de vida (n = 3) fueron infestados con el
acaro P. ovis y alojados por un periodo de seis semanas en instalaciones acondicionadas
para ello. Pasado ese tiempo, los animales fueron sacrificados mediante una sobredosis
de anestesia. Los acaros P. ovis fueron obtenidos como se describen en la seccién 1 del
presente capitulo.

Se tomaron secciones de piel (5 cm x 5 cm) con bisturi y se depositaron en una placa de
Petri (Fisherscientific, Hampton, VA, USA) a temperatura ambiente para cultivar acaros
vivos méviles. Una vez obtenidos, los acaros se lavaron con agua purificada con un filtro
de 63 um, se secaron con papel secante y se almacenaron en un Eppendorf hasta el
momento del estudio (< 2 horas).

9.1.2 Estudio in vitro

Las placas de Petri se recubrieron con una capa delgada o gruesa del tratamiento y otras
con el placebo. Los acaros recolectados se colocaron en las placas correspondientes (20—
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30 acaros por replicado). Se llevaron a cabo 3 réplicas diferentes que se incubaron a
28°Cy 75 % de RH durante 1, 8 y 24 h. Tras este periodo, la actividad acaricida se evalué
mediante el examen de los dcaros a través de un microscopio estereoscépico (Nikon,
Copenhague, Dinamarca). Se consideraban que los acaros eran viables, si se observaba
algin movimiento.

Para evaluar la eficacia in vitro contra la sarna, se realizé un analisis de los datos de curva
utilizando STATA (versidon 15.1) con una prueba de rango logaritmico (Mantel-Cox)
aplicada para comparar las curvas de supervivencia.

9.1.3 Estudio ex vivo

Se sacrificé una oveja no tratada y se le extirparon con bisturi secciones de piel (4 cm x
4 cm) que se colocaron en placas de Petri. Se seleccionaron acaros de hembras adultas
recogidos como se han descrito anteriormente en el estudio in vitro. Alrededor de 50
acaros P. ovis fueron inmediatamente aplicados a las secciones de piel ex vivo. Se realizé
control positivo y negativo, ademas de las muestras, y se incubd todo a 28°C con un 75
% RH. Se utilizaron dos controles positivos: producto en placa Petri (sin lavar) con los
acaros aplicados directamente al producto, y el producto sobre la piel (sin lavado) con
los acaros aplicados directamente sobre la piel.

Como control negativo se utilizd la piel sin producto y los dcaros aplicados directamente
sobre ella. En el caso de las muestras, se aplicd una capa delgada de emulsién sobre la
piel y se lavé con agua purificada tras 10 min, 1 h y 6 h después de la exposicién al
tratamiento. La actividad acaricida se evalué mediante examen microscépico después
de 1, 8 y 24 horas.

Para probar la eficacia ex vivo, se realizé una prueba de Chi-cuadrado (o prueba exacta
de Fisher) en R studio y asi comparar la proporcion media del control negativo frente a
cada tratamiento son sus intervalos diferentes de lavado después de realizar una prueba
de homogeneidad entre los replicados.

9.2 Eficacia in vitro frente a piojo y huevos resistentes a permetrina

Para evaluar la eficacia de Tenutex® contra piojos adultos y huevos, se utilizaron piojos
resistentes a permetrina y malatién (Pediculus humanis capitis, cepa BR-HL).

Adultos alimentados con sangre (capitulo lll, seccién 1), medio o completamente
dilatados tras la alimentacién (n= 10; 5 machos y 5 hembras), fueron transferidos a
mechones de pelo. Cinco mililitros del tratamiento o agua destilada (utilizada como
control negativo) se frotaron suavemente durante 60 seg y se incubaron a temperatura
ambiente durante 8 h. Luego, el pelo se lavd con un champu comercial (Johnson’s baby)
diluido al 5% (p/p) en agua destilada, durante 60 seg para eliminar el exceso de producto
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y posteriormente se enjuagd cuidadosamente con agua destilada para no despegar los
piojos adultos.

Finalmente, se dejé secar el cabello sobre papel de filtro y se examind la viabilidad de
los piojos en diferentes momentos. Se realizaron un total de cinco repeticiones para
cada condicion. Los piojos se clasificaron como:

e 1: piojos vivos sin cambios en la actividad o el comportamiento.

e 2:piojos con cambios menores en los signos vitales.

e 3:piojos con cambios importantes en los signos vitales, es decir, que no pueden
desplazarse, pero si se detecta movimiento en la barriga, las patas y/o o
movimiento de antenas.

e 4:ningln signo vital.

Para demostrar que los piojos eran resistentes a la permetrina, se realizé el mismo
estudio con un producto comercial con permetrina al 1 % (Nix ®, Arctech Innovation,
Degenham, Reino Unido) y se observaron hasta 23 h.

Los huevos se obtuvieron de hembras adultas colocadas en mechones de cabello
humano, las cuales se dejaron ahi hasta que pusieran aproximadamente 50 huevos por
mechdn. Luego se retiraron los adultos. Se aplicé el tratamiento o el agua destilada (5
ml) como se ha descrito previamente en el experimento con adultos. La incubacion se
llevd a cabo a temperatura ambiente en una campana oscura durante 1, 8,y 24 h. Luego,
el mechén de cabello con los huevos se lavd y se enjuagd siguiendo los mismos pasos
descritos anteriormente. Los mechones secos con los huevos se colocaron en una placa
de Petri y se incubaron a 31°C con 70-80 % de RH. Se evalud la viabilidad del huevo (%
de eclosién) durante 11 dias, segun la Ecuacion 13. Se realizé un total de tres
repeticiones.

% Eclosion = Numero de huevos eclosionados/total de huevos ovipositados - 100 (13)

9.3 Eficacia in vitro frente a bacterias y levaduras

Para evaluar la eficacia frente a bacterias y levaduras se realizd la determinacién de la
MIC. La MIC es un parametro importante tanto para confirmar resistencias a los
antibiéticos comunes como para evaluar la actividad de nuevos agentes.

Inicialmente pocos laboratorios realizaban pruebas de sensibilidad o si lo hacian la
metodologia empleada era muy variada. Por ello, se crearon organizaciones como el
CLSI o El Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos (EUCAST),
cuyo objetivo es armonizar y estandarizar la metodologia a utilizar para este tipo de
pruebas.

En este caso, la MIC se determind siguiendo los estandares de las directrices de CLSI,
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utilizando el método de microdilucién en medio liquido. Para ello un cultivo en placa de
agar solido durante toda la noche (capitulo Ill, seccién 2) se ajusté a 0,5 en la escala de
McFarland, se diluyé en el medio liquido especifico para cada microorganismo y se
aplicd y tratd sobre la placa con diluciones seriada del principio activo.

Controles positivos y negativos de crecimiento se llevaron a cabo, siguiendo el esquema
de la Tabla 8. Los controles negativos se realizaron con el medio de cultivo respectivo y
como control positivo se utilizé el microorganismo en el medio sin tratamiento.

Adicionalmente también se realizé un segundo control positivo con antimicrobianos
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) de referencia para comprobar la sensibilidad de
las cepas utilizadas en el estudio. Se empled gentamicina (512-0,125 pg/ml) para S.
aureus y P. aeruginosa, clindamicina (512-0,125 pg/ml) para S. pyogenes y anfotericina
B (32-0,002 ug/ml) para las diferentes especies de Candida.

Tabla 8: Disefio de placa con las concentraciones testadas de D.

<> D D
ug/ml ug/ml

A 64 0,25
B 32 0,125
C 16 0,06
D 8 -
E 4 -
F 2 C-
G 1 C-
H 0,5 C+

Los medios y las condiciones especificas utilizados para testar la MIC de D en cada una
de las cepas se detallen en las siguientes tablas (Tabla 9 y 10):

Tabla 9: Medios y condiciones de cultivo para los estudios de MIC en las bacterias testadas.

Microorganismo Medio Condiciones de cultivo
Staphylococcus
. . L 35+2°C,16-20 h
aureus Miueller-Hinton liquido (MHB) o
Aerobiosis
(ATTC® 25923)
Pseudomonas
. 35+2°C,16-20 h
aeruginosa MHB o
Aerobiosis
(ATTC® 12344)
Streptococcus MHB con 2,5-5 % (v/v) de sangre
. . 35 +2°C,20-24 h
pyogenes de caballo lisada (Themo Fisher, L
) ) Aerobiosis (5 % CO,)
(ATTC® 27853) Landsmeer, Paises Bajos)

119



[Il. Material y Métodos

Tabla 10: Medios y condiciones de cultivo para los estudios de MIC en las levaduras testadas.

Microorganismo Medio Condiciones de cultivo

Candida albicans
(CECT 1002)
Medio Roswell Park Memorial

. . Institute (RPMI) 1640 con tampdn
Candida parapsilosis

(CECT 10434) acido 3- (N - 35°C, 42-48 h
morfolino)propanosulfénico Aerobiosis
) (MOPS, Thermo Fisher Scientific,
Candida glabrata Waltham, MA, USA)
(Nakaseomyces
glabratus)
(CECT 1448)

Tras incubar las placas a las condiciones especificas de cada microorganismo se procedié
con una primera lectura visual de ellas para comprobar el primer pocillo donde no habia
crecimiento (valor de MIC) y una posterior confirmacion de la MIC observada mediante
la lectura en el espectrofotémetro a 600 nm de longitud de onda.
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IV. Resultados

Presentacion

La sarnay la pediculosis son enfermedades parasitarias que afectan a la piel y el cabello,
respectivamente. La incidencia y la resistencia asociadas a estas infecciones esta en
considerable aumento. Actualmente, se han reportado numerosos casos de resistencia
a permetrina, uno de los medicamentos utilizados como primera linea terapéutica.

Tenutex® (emulsién con 2 % de disulfiram y 22,5 % de bencil benzoato) es una
alternativa a los insecticidas estandar, ya que su uso esta restringido a unos pocos paises
(Suecia e Islandia) y contiene una combinacién de dos principios activos diferentes, lo
gue podria resultar en una oportunidad para evitar o retrasar la resistencia al
tratamiento.

Ahora bien, sus propiedades biofarmacéuticas, como es la absorcién por la piel, y sus
efectos in vitro sobre la sarna aln no se han descrito en la literatura. Ademas, los efectos
in vitro descritos sobre los piojos se llevaron a cabo a principios de la década de 1980.
Dado que esta informacion es esencial para poder plantear su uso en nuevos paises, se
propone evaluar la absorcidn transdérmica y la eficacia in vitro de la formulacién frente
a sarnay piojos tras diferentes tiempos de exposicion.

Para ello, se desarrolld y validé un método de cromatografia liquida de alta resolucion
gue permitiera cuantificar la absorcion dérmica realizada en piel humana
dermatomizada. Solo el bencil benzoato permed a través de la piel, pero no mostré
citotoxicidad en queratinocitos HEKOO1 en ninguna de las concentraciones testadas. La
eficacia del producto se probé en Psoroptes ovis después del contacto directo y tras la
administracion en explantes de piel de oveja en diferentes tiempos de contacto. Cepas
de adultos de Pediculus humanis capitis y de huevos resistentes a la permetrina y
malation se expusieron directamente a Tenutex® para evaluar la vitalidad y la
incubabilidad, respectivamente.

El estudio contra sarna demostré que la exposicidn durante 6 o 24 h puede erradicar
completamente el parasito. La actividad pediculicida de Tenutex® exhibié una eficacia
superior a la del tratamiento estandar en piojos resistentes. Los resultados positivos
obtenidos sugieren que Tenutex® es una buena opcion de tratamiento, especialmente
en situaciones de farmacorresistencia.

El manuscrito resultante de este trabajo se muestra a continuacion.
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Abstract: Scabies and hair lice are parasitic diseases that affect human skin and hair, respectively.
The incidence and resistances of these infections are increasing. Tenutex® (disulfiram and benzyl
benzoate emulsion) is an alternative to standard insecticides to avoid resistances. The aim of the work
is to evaluate the transdermal absorption and the in vitro efficacy against scabies and hair lice after
different exposition times. Dermatomed human skin was used to assess the dermal absorption using
a validated High Performance Liquid Chromatography (HPLC) method. HEK001 keratinocytes were
used to evaluate the cytotoxicity of benzyl benzoate. Only benzyl benzoate was able to cross the
skin, but it did not show cytotoxicity at any of the tested concentrations. The product efficacy was
tested on Psoroptes ovis after direct contact and after administration on sheep skin explants at different
contact times. Permethrin/malathion-resistant strains of Pediculus humanis capitis adults and eggs
were directly exposed to Tenutex, and the vitality and hatchability, respectively, were evaluated. The
anti-scabies study demonstrated that exposure for 6 or 24 h completely eradicated the parasite. The
pediculicidal activity of Tenutex exhibited superior efficacy than standard treatment on resistant lice.
The positive results obtained suggest that Tenutex® is a good treatment option, especially in drug
resistance situations.

Keywords: disulfiram; benzyl benzoate; skin permeation; topical medication; antiparasitic agents;
scabies; lice

1. Introduction

Scabies is a superficial skin disease caused by Sarcoptes scabiei mites. It is a world-wide
infection, estimated to affect from 130 million [1] to 300 million [2] people per year. Other
authors estimated the global prevalence at 0.2-70%, depending on the geographical location
[3]- It spreads easily in crowded areas (including elderly care homes and military envi-
ronment) and those with poor sanitation; due to migration pressure, cases are increasing in
developed countries [4]. The parasites produce tunnels under the skin with erythematous and
pruritic lesions, which could present as pustules, vesicles, and nodules. Furthermore,
scratching of pruritic lesions can lead to bacterial infection (Staphylococcus aureus and
Streptococcus pyogenes), which further worsens the pathology [3]. Skin symptoms usually
appear four weeks after the primary infection, together with unspecific signs (discomfort,
eruptions, eczema, etc.) common to other skin diseases. Furthermore, the frequent low
number of adult parasites present on the skin makes diagnosis difficult; microscopic obser-
vation of parasite eggs and/or feces is usually required [5]. Sarcoptes are usually observed

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 10969. https://doi.org/10.3390/ijms231810969

https://www.mdpi.com/journal/ijms

127


https://www.mdpi.com/journal/ijms
https://www.mdpi.com/journal/ijms
https://doi.org/10.3390/ijms231810969
https://doi.org/10.3390/ijms231810969
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.3390/ijms231810969
https://www.mdpi.com/journal/ijms

Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 10969

20of16

in skin folds (i.e., fingers, arms, wrist, genital area, axillae) and around the trunk in general.
The neck and face are not usually affected in adults but could be affected in infants [6].
The entire life cycle of the mite occurs in humans. Adult individuals mate on the skin
surface and females lay their eggs in skin burrows within the stratum corneum. After 2-
3 weeks, eggs hatch into larvae that after several days transform into nymphs (with two
developmental stages, the protonymph and tritonymph) that will eventually become
adults. The development time from egg to adult can be up to 21 days, and the adult life
span ranges from 26 to 40 days [7].

Several hygiene measures should be considered to reduce the recurrence and spread
of the infection, e.g., the treatment of sexual partners and washing clothes and bedsheets
at high temperatures [6]. Apart from these precautions, there are several pharmacological
treatments to eradicate mites, generally insecticides that are given either topically or orally.
Recommended treatments, according to the European Academy of Dermatology and
Venereology [8], include topical permethrin (5% cream) or benzyl benzoate lotion (10-25%),
or oral treatment with ivermectin. As an alternative treatment, the topical administration
of malathion, ivermectin, sulfur, or synergized pyrethrin has been suggested. Other remedies
to treat scabies include topical treatment with crotamiton, monosulfiram, and lindane. The
more severe form of infestation, crusted scabies, occurring mainly in immune- compromised
patients, requires a combination of topical scabicides and oral ivermectin.The gold
standard of pharmacological treatment of scabies is topical dosage forms with 5%
permethrin. Treatment usually consists of a single dose, covering the entire body surface
except the face. It is a multidose regimen, i.e., one dose per day for five days, or two single
doses separated by one week, obtaining, in most cases, the complete eradication of the disease
and very good tolerance [3].

Drug resistance has not been widely studied; however, it has been described in
literature [7]. There is increasing evidence of drug resistance and several case studies
report lower-than-expected topical permethrin effectiveness [9-13]. Thus, the availability of
alternative treatments is of increasing concern.

Pediculus humanus var. capitis, commonly known as hair lice, is an ectoparasite that
infests the human scalp. It feeds from blood from the infestation site. Female lice produce eggs
that attach to the hair and hatch in approximately one week. Within 7-10 days after hatching,
the nymph becomes an adult that can live up to approximately 30 days [14].Pediculosis, or
infestation by Pediculus humanus, usually affects up to 13% of children 5-13 years old.
Although it is not a severe disease, it is bothersome and can cause irritation, itching, social
rejection, school access limitations, and a secondary skin infection due to scratching for
example, pyoderma by Streptococcus or Staphylococcus spp. [15]. The main principles for the
treatment of head lice include the use of noninsecticide agents, insecticide agents, and wet
combing. In many European countries, the use of noninsecticide agents has become the
treatment of choice and has overtaken insecticide-based products, probably due to safety
concerns and increasing drug resistance [16]. Noninsecticide pediculicides have a physical
mode of action, coating the lice and causing them to die via suffocation and/or dehydration.
Most noninsecticide products contain either synthetic silicon oils, such as dimeticones, or
isopropyl myristate or 1,2-octanediol as active pharmaceutical ingredients (APIs) [17].

The heavy use of neurotoxic insecticides as pediculicides has led to the emergence
and spread of drug resistance in many parts of the world [18]. For example, resistance to
permethrin has been reported, and the success rate of permethrin as a pediculicide in some
parts of the UK is only 30-40%. The reported frequency of permethrin-resistant head lice is
extremely high in Denmark [19,20]. Resistance to malathion has been reported in Denmark,
France, the UK, and Australia, although resistance to malathion seems to be less common
compared to pyrethroids [20-23]. Double resistance to permethrin and malathion in head lice
has also been documented among school children in the UK [22]. Resistance to lindane is well
known from many countries and has been reported for many years [24,25].

Resistance to insecticides is linked to a reduction in the sensitivity to drugs due to genetic
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mutations in the target genes, P-glycoprotein mediated efflux, and the increased metabolic
activities of enzymes such as esterases, cytochrome P450, and glutathione S-transferase [26].

Tenutex® is a cutaneous emulsion consisting of a combination of benzyl benzoate
(BB) (22.5%) and disulfiram (D) (2.0%) that has been registered in Sweden since 1982 and
in Iceland since 1997 for the treatment of scabies and pediculosis (head lice, crab lice) in
adults and children [27,28]. Thus, the use of this product is geographically restricted
today. Both active substances in Tenutex®, benzyl benzoate and disulfiram, have been
used individually to treat lice and scabies. Benzyl benzoate is a well-known antiparasitic
agent used in many countries to treat lice and scabies, and it is one of the recommended
treatments in the European guidelines for the management of scabies [8]. Disulfiram was
the active compound in Tenurid, a historical product that was registered in Sweden until
1957 for the treatment of lice and scabies [29]. Disulfiram has been classically used orally
as an aldehyde dehydrogenase inhibitor to support alcoholism dishabituation because it
produces an increase of acetaldehyde in the blood, leading to patient discomfort, known as
the Antabuse reaction [30]. In addition, disulfiram exhibits another mechanism of action,
as a chelating agent, with alteration of the cell redox profile and antiproliferative activity,
and potential indications as an antimicrobial [31,32] or anticancer [33,34] agent.

The geographically restricted use of Tenutex® and the fact that the product contains
two APIs may be opportunities to avoid or delay resistance to treatment [13]. Although
Tenutex® is a well-established drug in Sweden, its biopharmaceutical properties such as
skin absorption and its in vitro effects on scabies have yet to be described in the literature,
while in vitro effects on human head lice were reported in the early 1980s [35].

The aim of this study is to characterize the skin absorption profile of Tenutex® cu-
taneous emulsion and to study its in vitro efficacy against scabies and human head lice
resistant to common insecticides. Since human scabies mites are not easily accessed, tests
were performed using sheep scabies (Psoroptes ovis) mites as proxy. In addition, the effect
of emulsion exposure time on scabies was tested.

2. Results and Discussion
2.1. Analytical Method Validation

A high-performance liquid chromatography (HPLC) method for the simultaneous
analysis of D and BB in samples from the in vitro permeation test was validated according
to the ICH Q2 guideline [36]. Figure 1 is a representative chromatogram of an analytical
standard in the receptor medium at a concentration of 31.7 pg/mL for D and 356.5 pg/mL
for BB. The method’s specificity was confirmed by the lack of an interfering peak at the
retention times of both drug standards (diluted in mobile phase) after the injection of a
receptor medium blank and excipients of BB/D emulsion (diluted in mobile phase and in
the receptor medium). The stability of the drug solution in the HPLC injector was evaluated
for 48 h at 25 °C, being the difference in peak area between the two time points; if it is
below 2%, then samples are considered stable for this period.

Linearity was assured at the analytical range, with a regression coefficient (r?) value
higher than 0.990. An acceptable coefficient of variation (CV) of response factor (rela-
tionship between response and concentration) was obtained (<10%) considering the high
concentration range (3-4 log between the lower and higher concentration). There was a
lack of tendency in residual plots. Finally, a significant slope was found for the p-value of
regression for both drugs (meaning the slope is significantly different from zero), with a
nonsignificant p-value for the BB intercept (no statistical difference between zero and the
intercept) but a significant one with a borderline value of D (Table 1).

Intermediate precision (Table 2 for D and Table 3 for BB) was used as a precision
parameter since it had the highest variability (two different analyses on two different days),
obtaining global mean values of 104.60% and 95.87% with variation coefficients of 2.61%
and 4.01% for D and BB, respectively. Considering a threshold CV value of 6.71%, the
method is deemed precise.
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Figure 1. Chromatogram of an analytical standard in the receptor medium at a concentration of
31.7 pyg/mL for D and 356.5 pg/mL for BB.

Table 1. Regression line for D and BB, range, slope, intercept, coefficient of variation (CV) of response
factor, residual plot tendency, and regression coefficient. The distribution was assessed via an equal
variance test, Levene’s test (X = 0.05).

Parameter D BB Specification
Range 0.08-15.70 pyg/mL 0.90-182.70 pg/mL -
_ _ Slope 137,322.71 84,127.02 p<0.05
Linearity (p <0.05) (p <0.05)

Intercept -7049.71 (p = 0.04) -16,389.67 (p > 0.05) p>0.05

R2 0.99980 0.99997 >0.990

CV response factor 8.71% 0.71% <10%

Homoskedasticity (Levene’s test) p=031 p=0.83 p>0.05
Residual plot No tendency No tendency No tendency

Table 2. Results of intermediate precision for disulfiram at three different concentration levels. Mean
and CV values are reported.

Concentration Sample

Level ID Disulfiram
Analyst 1 Mean: 101.20%
0.08 pg/mL day 1 CV=2.52% Mean: 103.12%
Analyst 2 Mean:105.00% CV=3.03%
day 2 CV=12.54%
Analyst 1 Mean:104.20%
0.38 pg/mL day 1 CV=192% Mean: 103.95% Mean: 104.60%
Analyst 2 Mean: 103.70% CV=137% CV: 2.61%
day 2 CV=0.94%
Analyst 1 Mean: 104.80%
6.35 pg/mL day 1 CV=0.27% Mean: 106.62%
Analyst 2 Mean: 108.40% CV=219%
day 2 CV =1.84%

130



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 10969

5o0f16

Table 3. Results of intermediate precision for benzyl benzoate.

Conc;:‘::elltlon Sarlr(\i[')le Benzyl Benzoate
Analyst 1 Mean: 91.70%
0.89 pg/mL day 1 CV=198% Mean: 91.02%
Analyst 2 Mean: 90.30% CV=1.88%
day 2 CV=1.81%
Analyst 1 Mean: 96.30%
3.57 yg/mL day 1 CV=0.37% Mean: 98.90% Mean: 95.80%
Analyst 2 Mean: 97.60% CV=0.59% CV=4.01%
day 2 CV = 0.49%
Analyst 1 Mean: 104.80%
71.42 pg/mL day 1 CV=0.27% Mean: 100.10%
Analyst 2 Mean: 108.40% CV=0.86%
day 2 CV=1.84%

To calculate the accuracy, results from analysis 1 on day 1 were used (Tables 2 and 3).
Global mean values of 103.40% for D and 95.60% for BB, with CV = 2.25% and 3.47%
for D and BB, were obtained. Levene’s test was carried out to confirm that no statistical
differences were found between the concentration levels (p > 0.05 for D and BB), and the
confidence interval of global percentage recovery was, in both cases, within the 90.0-110.0%
range, showing that the method is accurate between the assayed concentration values.

Finally, the limit of quantification (LOQ) value was established at a concentration of
0.080 pg/mL for D and 0.8997 pg/mL for BB.

The analytical method could be considered successfully validated for the analysis of
both drug substances in permeation experiments.

2.2. Human Skin Permeation

An ex vivo permeation experiment with dermatomed human skin (two different skin
donors) was used to characterize the skin absorption profile of D and BB in vertical diffusion
Franz cells. Before and after the experiment, the skin integrity was evaluated by measuring
the transepidermal water loss (TEWL) value, in all samples and at both testing times; a value
below 15 g/m?h indicates that the skin maintains integrity. The drug dose evaluated
corresponds to the prescribed therapeutic dose (approximately 3.65 mg/cm?). According to
the technical information available on Tenutex®, 60 g of the product should be applied to the
entire body surface except the head, which is approximately 16,340 cm? [37]. The results are
shown in Figure 2. Only BB was able to penetrate the skin; D was not detected in the
chromatogram in any replicate at any time. The permeation parameters are listed in Table 4.

BB had a very good permeation profile, achieving steady state within the first hour after
administration (lag time = 0.78 h). This skin absorption is probably caused by the favorable
physicochemical properties of the compound, according to the Lipinski rule of five [38]: low
molecular weight (212.24 Da), logP value 3.9, low melting point (21 °C), and fewer than five
hydrogen bond donors and acceptors [39]. The high diffusion coefficient (Dif) revealed that
drug diffusivity is the main absorption mechanism and confirmed the permeability of BB,
probably due to its physicochemical properties. The partitioning parameter (P) of the API
between the emulsion and the skin surface had a lower contribution to the skin absorption.
As previously described, BB has been classically used as a scabicide and was reported to
have a good safety profile in its clinical use [5]. In addition, BB is a common ingredient
in fragrances, and its safety was previously evaluated [40] and confirmed. Two previous
studies [41,42] studied the BB transdermal absorption (in a set of experiments to evaluate the
transdermal absorption of compounds used in fragrances), but none of them studied the
percutaneous kinetics or the transdermal flux. In addition, the different methodological
approaches (dose applied, different vehicles, the use of occlusive material, in vitro or

131



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 10969

60f16

in vivo studies, etc.) in each study make it difficult to compare the results. Although D had
good potential permeability, a molecular weight of 296 Da, log P of 3.88, melting point under
200 °C (71.5 °C), and fewer than five hydrogen bond donors and acceptors [43], there was no
peak observed in any of the permeation samples’ chromatograms. This may be due to the
relatively low concentration of D in the emulsion (2%) compared with 22.5% BB.
Considering that D could cause several adverse effects if it is systemically available after
oral administration (such as dermatological, neurological, hepatic, gastrointestinal,
cardiac, and psychiatric events), mainly due to the inhibition of aldehyde dehydrogenase
and dopamine beta hydroxylase [44], the lack of permeability is an advantageous property
in terms of treatment safety. D would only be available on the outermost skin layer to
develop its antiparasitic effect.

70

a1 (o))
o o

I
o

Permeated BB (ug/cm?)
8 8
—e—

—_
o

.§§}+

0 5 10 15 20 25
Time (h)

o

Figure 2. Permeation profile of BB in human skin (1 = 9) after administration of 3.65 mg/cm2 emulsion.

Table 4. Permeation parameters of benzyl benzoate in human skin.

Mean SD
Jsup (ug/hcm?) 1.3014 0.3366
R? 0.9963 0.0067
Kp (cm/h) 5.78 x 1076 1.50 x 1076
Tlag (h) 0.7755 0.7059
P (cm/h?) 3.5978x 107° 1.3657x 107>
Dif (1/h) 0.1252 0.0183

2.3. In Vitro Cytotoxicity Evaluation

According to the human skin permeation results, BB was the only component that per-
meated. The first cells that would come into contact with BB would be skin keratinocytes,
so cytotoxicity was tested in human-transformed keratinocyte (HEK001) cells. The con-
centration tested ranged between 0.305 and 5000 pM, which correspond to 0.647 and
1060 pg/mL, respectively. Seventy-two hours posttreatment, BB had no cytotoxic effect at
any concentration (Figure 3).

In the range of concentrations tested, the cell viability was over 85%, with low vari-
ability (CV = 5.58%). Luminometric assay determined the number of viable cells in culture
based on quantitation of the ATP present, which signals the presence of metabolically active
cells [45].
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Figure 3. Cell viability 72 h posttreatment with BB. Results show the mean value * standard
deviation (SE).

2.4. In Vitro and Ex Vivo Efficacy against Scabies

Tenutex®, consisting of a BB/D emulsion (22.5% BB/2.0% D), was tested for acaricidal
activity in sheep scabies mites in vitro, by exposing the mites directly to the drug emulsion,
and via an indirect assay using skin sections excised from sheep. Thus, excised skin sections
from sheep were exposed to the emulsion for different lengths of time and then washed off,
followed by placing the mites on the skin sections; after incubation, the acaricidal activity was
assessed. These dose schemes were chosen to test if shorter product application times were
viable, as the summary of product characteristics (SmPC) for Tenutex® stated that the
emulsion should be applied to the skin for 24 h before rising it off [27]. Historically, few
studies describe in vitro tests carried out to evaluate the efficacy of scabicides, and those
that do used the direct in vitro contact method to evaluate the sensitivity for antiparasitic
drugs [46-49]. This method is relatively easy to perform but might not show the treatment
efficacy on real application. In this case the product should be at an effective concentration in
the most superficial skin layer for drug release and penetration into the skin hornylayer.
Therefore, the ex vivo assay described in this article was considered to better mimic exposure
to the drug after treatment in humans than the direct in vitro test on scabies mites,and it was
therefore used to compare with the current prescribed treatment of Tenutex®.

It is not possible to culture mites; thus, it is necessary to obtain them from infected
humans or animals (pigs are usually employed [48,49]).

In vitro study. The mites exposed to the negative control were unaffected, with a 100%
survival rate 24 h postexposure. Mites exposed to the test product showed mortality rates
of 100% at 1 h in both the thin- and thick-layer treatment. BB/D emulsion combination has
not previously been studied using this model, but other authors described quick scabicide
activity with 25% BB product following 3 h of direct contact [46]. In our case, the BB/D
emulsion resulted in 100% mortality already after 1 h (Table 5).

Ex vivo study. The efficacy of the Tenutex® emulsion after a 24-h exposure was
demonstrated based on clinical evidence [28]. This long period of time with no possibility
of rinsing might be inconvenient for the patient. In addition, sweat could remove some of
the product. To test if a reduced exposure time is sufficient to obtain the desired efficacy,
the pharmaceutical product was washed from the ex vivo skin surface after 10 min, 60 min,
or 6 h after application.
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Table 5. Mean percentage mortality across three replicates following exposure to Tenutex® emulsion
or placebo. With incubation at 28 °C with 75% relative humidity for 0, 1, 8, and 24 h.

o, li
Test Solution Mean % Mortality
Oh 1h 8h 24 h
Placebo—thin layer (n = 91 mites) 0 0 0 0
Placebo—thick layer (n = 88 mites) 0 0 0 0
Tenutex emu151on.—th1n layer 0 100 100 100
(n =91 mites)
Tenutex emulsion—thick layer (1 = 90 mites) 0 100 100 100

Skin mites exposed to the test product for 10 min before washing showed an initially
high level of mean mortality/unresponsiveness of 93.6% 1 h postexposure. How- ever, mites
showed recovery at 8 h and 24 h postexposure (34.2% and 5.8% mean mortal-
ity/unresponsiveness, respectively). The final 24-h mean mite mortality for the 10-min
treatment was not significantly different to the mean mite mortality of the negative con-
trol (p = 1.000). A similar trend was observed in mites that had been exposed to skin sections
that were treated for 60 min before washing. A mean mortality/unresponsiveness of 89.9%
was observed 1 h postexposure, followed by 40.6% and 14.7% mean mortal-
ity/unresponsiveness at 8 and 24 h, respectively. The final 24-h mean mite mortality for the
1-h treatment was not significantly different from the mean mite mortality of the negative
control (x? = 0.410, df = 1, p = 0.529) (Figure 4).
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NEG + Skin POS + Skin POS - Skin Treatment + Treatment + Treatment +

Mean mortality (%)

o
R
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® 1 h Mean % Mortality R 8 h Mean % Mortality % 24 h Mean % Mortality

Figure 4. Mean (+S.E.) mortality/unresponsiveness of P. ovis mites exposed to the test compound
in vitro (‘-skin”) or ex vivo (‘+skin’), expressed as a percentage (%) of mites exposed (n = 3 replicates
per treatment; n = 2 replicates per control). ‘NEG + skin’ = negative control on the skin section
(n =47-51 mites per replicate); ‘POS + Skin’ = positive control on skin section (n = 50-55 mites per
replicate); ‘POS - Skin’ = positive control in Petri dish only (n = 50-53 mites per replicate); ‘Treated
+ Skin (10 min)’= test compound on skin washed after 10 min (1 = 47-52 mites per replicate); Treated
+ Skin (1 h)’ = test compound on skin washed after 60 min (n = 46-52 mites per replicate); Treated
+ Skin (6 h)’ = test compound on skin washed after 6 h (n = 46-56 mites per replicate).

Mites exposed to skin sections treated for 6 h prior to washing showed 100% mean mortal-
ity/unresponsiveness at 1 h and 8 h postexposure and 98.8% mean mortality/unresponsiveness
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at 24 h postexposure. The final 24-h mean mite mortality for the 6-h treatment was significantly
different from the mean mite mortality of the negative control (x? = 77.687, df = 1, p < 0.001)
(Figure 4).

The negative control (on skin section) showed mean mortalities/levels of unrespon-
siveness of 7.9%, 7.0%, 7.3%, and 8.3% at 1 h, 8 h, 24 h and 30 h postexposure, respectively.
The positive control on the skin showed 100% mean mortality/unresponsiveness at all time
points (Figure 4).

Based on the results, it is hypothesized that after 6 h of contact, the APIs are absorbed
from the emulsion to the skin surface. According to the skin permeation experiments,
disulfiram did not cross the skin, and it probably would be restricted to the outermost
skin layers, where mites usually reside. In this region, both APIs (disulfiram and benzyl
benzoate) would arrive at concentrations that allow the complete mortality of the parasite.
The proteomic profile of Sarcoptes scabiei was recently published [50], showing several
enzymes that disulfiram could interact with, such as glutathione S-transferase [51], ABC
transporters [52], and different dehydrogenases [53]. These enzymes are essential for the
redox status and the mitochondrial respiratory activity. ABC transporters in addition have
a crucial role in the detoxification of xenobiotics, and their inhibition could increase both
drug concentrations inside the parasite. The enzymatic inhibitory activity of disulfiram
together with the neurotoxic effect of benzyl benzoate are probably responsible for the
strong anti-scabies activity of Tenutex®. Mites may need a minimum contact of 6 h with
the product on the skin in order for us to obtain complete mortality. This potential new
dosing scheme could possibly be evaluated in a future clinical trial, but it is a promising
result and could facilitate patient compliance and improve patient comfort. For example,
patients could apply the product at night before going to sleep, and the following morning,
they could wash off the residual product by having a shower.

2.5. In Vitro Efficacy against Adults and Eggs of the Human BH-RL Strain of Lice, Resistant to
Both Permethrin and Malathion

Adulticidal efficacy: Figures 5 and 6 show the vitality signs of adult head lice after
incubation with Tenutex® (BB/D emulsion) and Nix® (1% permethrin emulsion) at different
contact times. In both cases, a double resistant (malathion and permethrin) strain of Pediculus
humanis capitis was used. Following an 8-h incubation, BB/D emulsion resultedin an
average mortality response (Figure 5) of 74% 10 min after the rinsing procedure; after15 h,
the value increased to 86% but the difference was not significant (¢-test, p < 0.05).

Regarding the reference product (1% permethrin emulsion, ), the mortality is reduced
compared to the test product from the first time points studied. Ten minutes post rinse,
a 12% mortality response was obtained, and it remained the same for the following 7 h.
After 10 h, there was a significant mortality increase, up to 55% (p < 0.05), and after 23 h,
the mortality response was 60%—not significant compared to the 10-h response. The
vitality result for the permethrin treatment showed a significantly lower pediculicidal effect
compared to the BB/D treatment. Other studies have evaluated the activity of other 1%
permethrin products on resistant strains of hair lice. Subahar et al. [54] showed a 36.7 %
mortality rate after 1 h of direct contact with adult parasites. Gao et al. [55] evaluated lethal
times of 95% and 50% for a BR-HL-resistant strain obtaining values of 34.6 and 25.8 h,
respectively, similar to the 60% mortality found in our study at 23 h.

Finally, the negative control (distilled water) did not show mortality after 15 h, and
the mortality response increased to 2% after 23 h. This was significantly different from the
Tenutex® and Nix® results. Under the experimental conditions, the Tenutex® emulsion was
significantly more toxic than Nix® in permethrin-resistant hair lice. Both permethrin and
benzyl benzoate are considered neurotoxic agents against parasites. The higher efficacy
of Tenutex® compared to Nix® could be attributed to the combination with disulfiram,
giving a synergistic effect against permethrin-resistant mites. The exact mechanism of
action of disulfiram against parasites has not been completely elucidated; however, it has
been proposed, and as we hypothesized earlier, that it could inhibit several enzymes,
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such as carbamate kinase, triosephosphate isomerase, ubiquitin-proteosome activity, and
aldehyde dehydrogenase, which could mediate the toxicity for Leishmania, Giardia, and
Trypanosoma spp., among other parasites [56].
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Figure 5. Percentage of young adults observed at a specific vitality classification after 8 h of incubation
with Tenutex® emulsion. The treatment was replicated a total of five times, with five males and five
females per replication (n = 10). Vitality was classified as: 1 (living lice with no change in activity or
behavior), 2 (lice with minor changes in vital signs), 3 (lice with major changes in vital signs, i.e., not
walking but gut, leg, and/or antennae movement present) and 4 (no vital signs at all).
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Figure 6. Percentage of young adults observed at specific vitality classification after 10 min of
incubation with Nix®. Treatment was replicated a total of five times, with five males and five females
per replicate (n = 10). Vitality was classified as: 1 (living lice with no change in activity or behavior), 2
(lice with minor changes in vital signs), 3 (lice with major changes in vital signs, i.e., not walking but
gut, leg, and/or antennae movement present) and 4 (no vital signs at all).

Ovicidal efficacy: Table 6 shows the cumulative hatch rate after treatment with
Tenutex® and the negative control (distilled water (ddH20)). Exposure to the test product for
1 h was not enough to obtain an adequate mortality rate (around 14-15% hatch after fivedays

of follow-up). However, a single exposure to Tenutex® for 8 h produced a cumulative
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hatch rate of 0.2% (corresponding to only one hatch). Finally, exposure to the test product for
24 h achieved complete egg eradication. The egg hatch of the negative control was higher
than 98% after exposure to water for 1 or 8 h. The survival of the negative control exposed
for 24 h was 87%. Kyong Sup Yoon et al. [57] also tested the hatchability of a BR-HL-resistant
strain under normal conditions (not-treated) and found similar values (87.1%) compared to
our control (Table 6). In addition, they tested 1% permethrin productsover permethrin and
DDT double-resistant head lice (SF-HL strain) observing a hatchability of 75%. Jorg
Heukelbach et al. [58] found about 60% ovicidal activity of permethrin 1% shampoo for the
BR-HL strain and about 95% activity with dimethicone product, similar to our findings with
BB/D emulsion.

Table 6. Average % hatchability with standard deviation of eggs for three replicates following tuft
submersion in either Tenutex® or distilled water (the negative control) for 1, 8, or 24.

Average % Hatchability £ SD

Tenutex, 1 h 15 £ 18
ddH20, 1 h 96 £ 2
Tenutex, 8 h 0204
ddH20, 8 h 98 £ 1
Tenutex, 24 h 00
ddHz20, 24 h 87 £ 4

3. Materials and Methods
3.1. Materials

The Tenutex® emulsion, placebo, and drug substances (disulfiram and benzyl ben-
zoate) were kindly gifted by Bioglan AB (Malmo, Sweden). Standard disulfiram and
benzyl benzoate (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA) were used for validation of the
analytical method. Methanol and KH2POu (Scharlab, S.L., Sentmenat, Spain) were used for
the mobile phase. Phosphate-buffered saline (PBS) (Sigma-Aldrich, Burlington, MA, USA)
and hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (HPCD) (Pracofar, S.L., Martorell, Spain) were used for
the preparation of the receptor medium. Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma- Aldrich,
Burlington, MA, USA), Gibco keratinocyte medium with L-glutamine, and epidermal
growth factor (EGF) (Thermo Fisher Scientific, Barcelona, Spain) were used for the cytotoxic
evaluation.

3.2. High-Performance Liquid Chromatography Quantification and Validation of Disulfiram and
Benzyl Benzoate

The simultaneous quantification of disulfiram and benzyl benzoate was carried out
with HPLC-UV equipment (Water Alliance 2695, Cerdanyola del Valles, Spain). Mobile
phase (KHzPO4 1.7 mg/mL, pH 5.5: methanol (30:70 v/v)) flowed isocratically at
1.2 mL/min through a C18 column (4.6x150 mm, 3 pm, Thermo Scientific, Barcelona,
Spain) kept at 30 °C. The injection volume was 40 pL. The method validation was carried
out according to the ICH Q2 guidelines [36]. The analytical range was set from 0.080 to
15.85 pg/mL for D and from 0.0899 to 71.97 pg/mL for BB. The linearity, intermediate

precision, and accuracy were studied within this range. In addition, the LOQ and solution
stability in the HPLC autosampler were determined.

3.3. Ex Vivo Skin Absorption Experiment with Human Skin

Dermatomed human skin (approximately 0.5 mm thick), used in the ex vivo perme-
ation test, was obtained from the abdominal region of two different woman during plastic
surgery (Condalab, Madrid, Spain). Written consent was obtained from the skin donors.
Permeation studies were performed in vertical Franz diffusion cells (VidraFoc, Barcelona,

Spain) with a permeation area of 1.54 cm?. BB/D emulsion (Tenutex®) was dosed in the
donor compartment at an equivalent prescription dose (approximately 3.65 mg/cm?). Skin
was kept frozen at -20 °C until use (six months maximum storage period). On the day

137



Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 10969

12 of 16

of the experiment, skin was thawed at room temperature and placed between the donor
and receptor compartment of Franz cells. A 15% w/w HPCD solution in PBS (pH 5.5) was
used as the receptor medium; to maintain sink conditions during the experiment, the
temperature was kept at 32+ 1 °C, with continuous stirring at 700 rpm. Skin integrity
was evaluated at the beginning and end of the experiment via TEWL measurement (Delfin
Technologies, Kuopio, Finland). Samples from the receptor compartment (300 pL) were
taken at regular time intervals up to 24 h and replenished with the same volume of fresh
receptor medium. Samples were analyzed and quantified using the method described in
the previous section.

After drug quantification, the following permeation parameters were calculated: the
transdermal flux (J, pg/cm?h) (Equation (1)), permeability coefficient (Kp, cm/h)
(Equation (2)), lag time (tlag, h) (obtained by linear extrapolation of the x-axis of the points
at steady state), diffusion parameter (Dif, 1/h) (Equation (3)), and partitioning parameter
(P, cm/h?) (Equation (4)).

i _—dQ (1)
(dT- S)

where | is the transdermal flux, dQ is the permeated amount differential, dT is the time

differential, and S is the membrane diffusion surface.

(2)
Kp =‘I
Ca
where Cd (ug/mL) is the concentration of the drug in the donor compartment. 3)
1
Dif =
6T,
p="F
D

3.4. In Vitro Cytotoxicity Evaluation

Cell treatments (n = 6): human-transformed keratinocyte (CRL2404, ATCC, Manassas,
VA, USA) cells were seeded in 96-well plates at 10,000 cells/well in 50 pL of medium
(keratinocyte serum-free medium, supplemented with 2 mM L-glutamine and 5 ng/mL

Epidermal Growth Factor (hEGF)). The cells were incubated at 37 °C in a 5% CO2, 95%
air-humidified atmosphere for 24 h. After 24 h of incubation, the cells were treated with
increasing doses of BB (0.305 to 5000 pM; a stock solution was prepared in DMSO and the
final concentration of DMSO in the wells was below 1%). A medium with DMSO at 1%,

sodium dodecyl sulfate at 10%, and a cell culture medium were used as the experimental
control. The exposure period was 72 h.

Atthe end of the incubation time, cytotoxicity was evaluated using the CellTiter-Glo®
Luminescent Cell Viability Assay (Dojindo Molecular Technologies, Rockville, MD, USA).
One hundred microliters of CellTiter-Glo® reagent were added directly to every well plate,
cultured in serum-free medium, and incubated for 10 min. The luminescence was measured
immediately using a Victor X3 luminometer (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA).

3.5. In Vitro and Ex Vivo Efficacy against Scabies

To evaluate the in vitro and ex vivo efficacy of BB/D emulsion against scabies, Psoroptes
ovis mites (sheep scabies) were selected as the model, since the ethical sourcing of human
scabies is almost impossible.

One-year-old Scotch Mule lambs (n = 3) were infested with P. ovis mites and housed
indoors for a period of six weeks. After that time, animals were sacrificed via an anesthetic
overdose. The study protocol (1258/CC1406) was approved by the London School of Hy-
giene and Tropical Medicine ethics committee (reference 2020-07A, approval date: 26 May
2020). Skin sections (5 cm X 5 cm) were taken with a scalpel and deposited in a Petri dish
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at room temperature to harvest live mobile mites. Once obtained, mites were washed with
purified water on a 63-pm filter and dried with blotting paper and stored in an Eppendorf
tube until the study (within 2 h).

In vitro study. Petri dishes were coated with a thin or thick layer of BB/D emulsion or
the placebo. Collected mites were placed on corresponding dishes (20-30 mites per replicate
and three replicates per condition) and incubated at 28 "C/75% relative humidity (HR)
for 1, 8, and 24 h. After this period, acaricidal activity was assessed via stereomicroscopic
examination (mites were considered viable if any movement was observed).

Ex vivo study. Single sheep scab naive was sacrificed and skin sections (4 cm X 4 cm)
were excised with a scalpel and placed in a Petri dish. Adult female mites were obtained
from the collected mites previously described. Around 50 P. ovis mites were immediately
applied to ex vivo skin sections (positive and negative control and test samples) and
incubated at 28 °C/75% HR. Two positive controls were used: product in Petri dish (not
washed off) with mites applied directly to the product, and product on skin (not washed
off) with mites applied directly to the skin. The negative control was the skin with no
product and mites applied directly to the skin. In the experimental condition, a thin layer
of emulsion was applied to the skin and washed with purified water 10 min, 1 h,and 6 h
after exposure. Acaricidal activity was assessed via microscopic examination after 1, 8, and
24 h.

3.6. In Vitro Efficacy against Permethrin-Resistant Head Lice and Its Eggs

To evaluate the efficacy of the BB/D emulsion against lice adults and eggs, permethrin-
and malathion-resistant human head lice (Pediculus humanis capitis, BR-HL strain) were
used [55,57].

Blood-fed adults, half or fully engorged (# = 10; 5 males and 5 females), were trans-
ferred to hair tufts. Five milliliters of BB/D emulsion or distilled water (used as a negative
control) were gently rubbed for 60 s and incubated at room temperature for 8 h. Then, the
tuft was washed with a commercial shampoo diluted at 5% (w/w) in distilled water for 60 s
to remove the excess product and subsequently rinsed carefully with distilled water so as
not to detach the adult lice. Finally, the hair was allowed to dry on filter paper and lice were
examined for viability at different time points. A total of five replicates were carried out for
each condition. Lice were classified as: 1 (living lice with no change in activity or behavior), 2
(lice with minor changes in vital signs), 3 (lice with major changes in vital signs, i.e., not
walking but gut, leg, and/or antennae movement present) and 4 (no vital signs at all). To
validate that the lice were resistant to permethrin, the same study was conducted with a
permethrin 1% commercial product (Nix ®) with observation for up to 23 h.

Eggs were obtained from female adults that were placed on a tuft of human hair and
left until approximately 50 eggs were laid per hair tuft. Then the adults were removed.
BB/D emulsion or distilled water (5 mL) was applied as previously described in the adult
experiment. Incubation was carried out at room temperature in a dark fume hood for 1, 8,
and 24 h. Then, the hair tuft with the eggs was washed and rinsed as previously described.
Dried tufts with the eggs were placed in a Petri dish and incubated at 31 °C and 70-80%
relative humidity. Egg viability (%hatchability) was evaluated for 11 days, according to
Equation (5). A total of three replicates was carried out.

% Hatchability = Number eggs hatched/total eggs oviposited X 100 (5)

3.7. Statistical Analysis

To assess the in vitro efficacy against scabies, a survival curve analysis was performed
on data using STATA (version 15.1) with a log rank (Mantel-Cox) test applied to compare
survival curves.

To test ex vivo efficacy, a Chi-square test (or Fisher’s exact test) was performed in
R studio to compare the mean proportion of the negative control against each washing
interval treatment after conducting a test of homogeneity between replicates.
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4. Conclusions

An analytical method validation was successfully developed for the quantification
of D and BB permeation studies. The permeation profiles on dermatomed human skin
revealed fast permeation of BB and non-permeation of D. Moreover, the cytotoxicity assay
showed the noncytotoxic effect of BB and confirmed the safe topical use of this compound,
together with the low adverse effects reported in the literature for this treatment.

The results of in vitro and ex vivo efficacy demonstrated that Tenutex® had a strong
knockdown effect on P. ovis within 1 h of exposure on all the skin sections treated. However,
on the skin sections treated for the shortest periods of time, mite recovery was observed
over time. In contrast, mites exposed to the skin sections treated for 6 h before washing
showed almost 100% mean mortality/unresponsiveness at all time points. This fact could
potentially improve patient compliance, reducing the exposure contact time, compared
with the dose scheme described in the current SmPC (24 h of contact time).

The in vitro efficacy studies against the adults and eggs of human lice showed that
Tenutex® was substantially adulticidal on the permethrin-resistant BR-HL strain following
an 8-h exposure. Moreover, the product was 100% ovicidal following a 24-h exposure. The
BB/D emulsion killed almost all of the lice eggs after an 8-h exposure (99.8%).

This study has provided more information on the efficacy and biopharmaceutical
properties of Tenutex®, a cutaneous emulsion containing a fixed-dose combination of the
APIs benzyl benzoate and disulfiram and used for the topical treatment of human scabies
and lice. The balance of properties of this unique combination makes Tenutex® a good
treatment option, especially in situations where resistance to other drugs has been
encountered.
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V. Resultados

Presentacion

Los trastornos infectivos de la piel son alteraciones con alta prevalencia a nivel mundial,
en los que las bacterias como Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y
Pseudomonas aeruginosa son los patégenos mas comunmente involucrados.
Generalmente estas infecciones se tratan con medicamentos antimicrobianos aplicados
tépicamente, ya que la via tdpica presenta varias ventajas respecto la oral. Sin embargo,
el uso generalizado de antibidticos ha llevado a un aumento de la resistencia a los
antimicrobianos, complicando su tratamiento y el curso de la infeccidn.

Dada la necesidad de encontrar nuevos principios activos con acciéon antimicrobiana, un
enfoque interesante en el proceso de descubrimiento de farmacos es el
reposicionamiento. En este sentido, el D, molécula que originalmente se aprobd como
un farmaco contra el alcoholismo, puede ser una alternativa atractiva para tratar las
bacterias tépicas resistentes a multiples farmacos en las infecciones cutdneas. Por ello,
este estudio tuvo como objetivo evaluar en detalle las caracteristicas biofarmacéuticas
de Dy los efectos derivados de su aplicacién tdpica.

Para la evaluacién se determind la MIC frente a diferentes bacterias y se realizaron
estudios de permeacion y cuantificacion de farmaco retenido en piel. Ademas, se
realizaron estudios de seguridad a partir de ensayos de citotoxicidad y se analizd el
transcriptoma de las células tratadas para una mejor comprension del posible
mecanismo de toxicidad del principio activo.

Las pruebas de susceptibilidad mostraron actividad antibacteriana contra S. aureus y S.
pyogenes. La absorcion dérmica no reveld permeacién en piel de cerdo y la
cuantificacién del farmaco retenido en piel demostré concentraciones en el estrato
coérneo y la epidermis suficientes para tratar infecciones cutdneas. El analisis de
microarrays reveld la importancia del farmaco como quelante de iones metadlicos. Los
hallazgos encontrados sugieren que D tiene potencial para ser reutilizado como un
antibidtico efectivo para tratar infecciones superficiales de la piel.

El manuscrito resultante de este trabajo se muestra a continuacion.
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B W N R

Abstract: Antimicrobial drugs applied topically offer several advantages. However, the widespread use
of antibiotics has led to increasing antimicrobial resistance. One interesting approach in thedrug
discovery process is drug repurposing. Disulfiram, which was originally approved as an anti- alcoholism
drug, offers an attractive alternative to treat topical multidrug resistance bacteria in skin human
infections. This study aimed to evaluate the biopharmaceutical characteristics of the drug and the effects
arising from its topical application in detail. Microdilution susceptibility testing showed antibacterial
activity against Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus and Streptococcus pyogenes. Dermal
absorption revealed no permeation in pig skin. The quantification of the drug retained in pig skin
demonstrated concentrations in the stratum corneum and epidermis, enough to treatskin infections.
Moreover, in vitro cytotoxicity and micro-array analyses were performed to better understand the
mechanism of action and revealed the importance of the drug as a metal ion chelator. Together, our
findings suggest that disulfiram has the potential to be repurposed as an effectiveantibiotic to treat
superficial human skin infections.

antibiotics;

Keywords: disulfiram; skin; Staphylococcus aureus; DNA arrays;

antimicrobial resistance; Streptococcus pyogenes

repurposing;

1. Introduction

Human skin is one of the first lines of defense against microbial invasion. Healthy
skin harbors a diverse range of bacteria, collectively known as the skin microbiome, and
depending on the host, bacterial, and environmental factors, this bacterial population
may be protective or harmful [1]. Staphylococcus aureus and group A streptococci are the
two most frequently encountered pathogens causing primary and secondary infections of the
skin and skin wounds. Gram-negative organisms such as Pseudomonas aeruginosa are
sometimes involved in cutaneous infections [2].

Antimicrobial drugs applied topically offer several advantages over systemic adminis-
tration, including the avoidance of systemic toxicity and side effects, decreased induction of
bacterial resistance, high local concentration of antibacterial agents in the infected site, low
costs and they also allow the administration of molecules that cannot be given systemati-
cally [1,3,4]. However, the widespread use of topical antibiotics (particularly mupirocin and
fusidic acid) has led to increasing antimicrobial resistance (AMR) in some settings, making
their use extremely difficult and limiting the potential efficacy of such agents [3,4]. Thus,
leading to the selection of more resistant Staphylococcus aureus strains. Studies conducted
in order to better understand the impact of topical antimicrobial use on the development
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of resistant S aureus strains have demonstrated that exposing both MSSA (Methicillin-
sensitive S aureus) and MRSA (Methicillin-resistant S aureus) to fusidic acid and mupirocin
resulted not only in the rapid selection of MRSA over MSSA but also the emergence of
MDR (Multi-drug resistant) isolates from the original culture [5].

One of the most important human streptococci pathogens of skin is Streptococcus pyogenes,
which can produce superficial impetigo or more deep-seated cellulitis but also more se-
vere invasive infections such as sepsis, necrotizing fasciitis, and streptococcal toxic shock
syndrome [6]. In streptococcal infections, penicillin remains the antibiotic of choice. Im-
portantly, clindamycin-resistant isolates have also been reported in Europe, including
France and Finland, and Asian countries, with alarming rates of 94% in China [7]. Other
species, such as Pseudomonas aeruginosa, are less common but they are a major problem
leading to high mortality rates due to the appearance of drug-resistant strains, especially in
critically ill and immunocompromised patients [8]. The spectrum of P. aeruginosa cutaneous
diseases includes localized and often self-limited infections, such as hot-tub folliculitis,
chloronychia, hot-foot syndrome and interdigital intertrigo. Ecthyma gangrenosum and
sometimes subcutaneous nodules are manifestations in immunocompromised hosts and as
such present a medical emergency [7].

Given global concerns regarding antibiotic resistance and relatively limited therapeutic
options, especially for some species such as S. aureus, the appropriate use of topical
agents and the prevention of further resistance are critical [1]. The development of a new
antimicrobial is a very slow process and is frequently beset with numerous pitfalls. Repur-
posing approved drugs is a promising alternative strategy that reduces the time and cost of
antibiotic development, as it takes advantage of existing toxicology and pharmacokinetic
data from preclinical and clinical trials [9].

Disulfiram (D), first commercialized as Antabuse®, is a dithiocarbamate that was
approved by the US Food and Drug Administration (FDA) in 1951 as a drug to treat
alcoholism. It has been widely used in clinics for over 70 years without severe side effects
[10]. D is an inhibitor of aldehyde dehydrogenase (ALDH) and it inhibits all the currently
identified cytosolic and mitochondrial ALDH isoforms. This fact results in the specific
accumulation of acetaldehyde, causing discomfort in patients who drink alcohol asa
strategy for their dishabituation [10,11].

A cutaneous emulsion consisting of 2% D has been registered in Sweden since 1982 and
in Iceland since 1997 for the treatment of scabies and pediculosis in adults and children [12].
Different in vitro and in silico studies have shown that D may be an active substance
against the hepatitis C virus, fungi, parasites, bacteria, and cancer [9,10,13-15]. A different
mechanism of action was proposed to explain these antimicrobial and antiproliferative
activities. D has been reported to induce apoptosis, show metal ion-dependent antineo-
plastic activity and arrest angiogenesis. It has also been shown to inhibit the activating
transcription factor/cyclic-AMP-responsive element-binding protein. Moreover, recent
studies have shown that D inhibits the activity of the ATPS-binding cassette (ABC) drug
transport complex, which is responsible for the development of multiple drug resistance in
cancer and fungal infection treatments [16]. D is an electrophile (Figure 1) that readily forms
disulfides with thiol-bearing substances. Bacteria possess a diverse range of intracellular
cofactors (e.g., coenzyme A), metabolites (e.g., glutathione, mycothiol, and bacillithiol),
and enzymes (e.g., thioredoxin) containing thiophilic residues, which D can potentially
modify via thiol-disulfide exchange to evoke antimicrobial effects [17]. The use of D as an
antimicrobial agent with a different mechanism of action, in comparison with other classical
antibiotics, offers an attractive alternative to treating topical, multiresistant bacteria.

In the context of limited-availability antibiotics and the increase in AMR to them, we
focused on repurposing D as an alternative to conventional antimicrobial compounds for
superficial human skin infections. Thus, in this study, we present a detailed evaluation of
the biopharmaceutical characteristics of the disulfiram drug and the effects derived from
topical application.
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Figure 1. Chemical structure of disulfiram molecule (D).
2. Results and Discussion

2.1. Antibiotic Susceptibility Testing

S. aureus, P. aeruginosa, and S. pyogenes were selected for susceptibility testing as repre-
sentative strains related to skin infection and frequently involved with AMR in humans.
The minimum inhibitory concentrations (MICs) against these species are summarized
in Table 1. As can be seen, D was effective against the Gram-positive bacteria tested, but
it did not effectively inhibit Pseudomonas spp. growth, a Gram-negative bacterium.
S. aureus exhibited the greatest susceptibility, with a MIC of 8 pg/mL. This result agreed
with those of published reports, where it was found to exhibit a potent activity with the
same MIC value [9,17]. In the case of S. pyogenes, D had a MIC of 32 pg/mL. This value
differs from the previously published value, 16 pg/mL, which could be due to the different
strain used, MGAS1882 [18]. Moreover, the MIC result in P. aeruginosa correlates well with
published data, with a MIC value of more than 64 pg/mL [17]. Conventional antibiotics
(clindamycin and gentamicin) were used as controls for the bacteria susceptibility method.
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines suggest that comparing the MICs
of different antibiotics should not be based solely on the numerical value but rather on how
far the MIC is from the breakpoint [19]. The CLSI groups MIC values into three categories:
susceptible, intermediate, and resistant, based on clinical data and research. Regarding D,
there are no defined clinical breakpoints because there are no published data on natural
mutants resistant to it, which could be due to the low solubility of disulfiram in aqueous
media, preventing experiments from being performed at higher concentrations. Therefore,
it was difficult to use the classical approach to compare D activity with other antibiotics.

Table 1. Antibacterial activity of disulfiram compared with gentamicin and clindamycin.

MIC
Species Disulfiram Clindamycin Gentamicin
(Mgml) (M)  (ug/mD) (M)  (ug/mL)  (UM)
Streptococcus pyogenes 32 108 0.125 1 - -
Staphylococcus aureus 8 27 - - 0.125 0.262
Pseudomonas aeruginosa >64 >216 - - 0.250 0.523

The differential effect of D against Gram-positive and Gram-negative bacteria tested
could be due to two possible mechanisms of action: Cu?* chelation and compound affinity
for the thiol group of cysteine. Proper protein targeting and maturation are fundamental
to the homeostasis of all organisms. In Gram-negative bacteria, secreted proteins mature
in an oxidative periplasm. Gram-positive bacteria lack this protected compartment due
to the absence of an outer membrane. Thus, their secreted proteins must mature in an
unregulated environment. Furthermore, cysteine residues perform a variety of essential
functions in protein, such as metal binding and enzyme catalysis. However, the reactive
thiol groups can also negatively impact the function of a protein by forming incorrect
disulfide bonds [20]. The greater exposure of Gram-positive bacteria to D could increase
the reactivity of cysteine thiols and, consequently, not allow the correct maturation of the
protein, leading to the death of the bacteria. Additionally, the non-effectiveness detected
in Gram-negative bacteria can be explained since P. aeruginosa is endowed with several
mechanisms in the periplasmic space to adapt to copper fluctuations [21].
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Moreover, P. aeruginosa is a pathogen characterized by the secretion of virulent factors
such as the zinc metalloprotease pseudolysisin, also known as LasB or pseudomonas elas-
tase. This virulence factor is highly toxic, causing tissue damage and invasion, processing
components of the immune system to cause immunomodulation, and acting intracellularly
to initiate bacterial biofilm growth. The inhibition of bacterial virulence factors has gained
attention recently as an antimicrobial strategy that is non-destructive to the bacteria. It
has been proposed as a second-generation class of antibiotics. By attenuating virulence
mechanisms without challenging bacterial cell viability directly, these antibiotic agents
would potentially place little or no pressure on the bacterial cell for the emergence of resis-
tant strains [22]. Although disulfiram does not directly reduce the bacterial cell viability,
it may reduce virulence factors. Additional studies should be carried out to check this
possible effect.

2.2. Ex Vivo Skin Absorption Experiment

To evaluate the permeation profile of D, Franz diffusion cells were used. The use of
human skin is usually preferred in these kinds of experiments; however, due to ethical
and economic reasons, this tissue is frequently unavailable. In this case, porcine skin is
a good surrogate due to its structural similarity to human skin in terms of hair growth
density (~20 hairs/cm?) and the presence of structures such as Langerhans cells and rete
ridges; stratum corneum thickness and contents such as glycosphingolipids and ceramides;
stratified, multilayered, keratinizing epithelium; thickness of the viable epidermis (~70 pm);
and collagen fiber arrangement in the dermis [23]. Therefore, an ex vivo permeated study
with pig skin was used to characterize the absorption of D. In this case, D concentrations
were not detected in the chromatogram in any replicate (n = 11) at any time in the tested
concentration (3.65 mg/cm?). This lack of permeability of D in pig skin has also been
described in human skin [24]. It is an advantageous property because D can cause adverse
effects when it is systemically available due to the inhibition of aldehyde dehydrogenase
and dopamine beta-hydroxylase [25].

2.3. Quantification of Disulfiram in Skin

Disulfiram, as shown by permeation studies in Section 2.2, was not able to permeate
the dermis (D was not detected in the receptor medium in any replicate). However, D could
penetrate and be retained in the firstlayers of the skin (stratum corneum and epidermis).
The concentration of the active ingredient in these layers is important to determine whether
there are effective concentrations to combat superficial infections. Therefore, the amount of
disulfiram retained in pig skin (SC and total skin) was determined. Before the experiment,
the density of the skin was calculated. The mean densities of the non-dermatomized and
dermatomized pig skins were very similar: 1.05 g/mL and 1.04 g/mL, respectively.

2.3.1. Quantification of D in SC Using the Tape-Stripping Technique

Before HPLC analysis, we checked the selectivity of the method and the adhesive of the
tape used did not produce interferences during the test. The mean amount of D obtained on
each strip of the five replicates is shown in Figure 2. A concentration of 48 pg in the SC was
obtained (corresponding to 38% of the dose applied in the permeation experiment: 110 pg).

Before calculating the concentration of D in SC, the amount of extracted skin was cal-
culated in each strip group (Table 2) by weighing the strips before and after each extraction.
The mean skin retained was 2.20 mg, and the final concentration of D was 20 mg/mL. The
concentration obtained was superior to the MIC values found for S. aureus and S. pyogenes.
These results are interesting because superficial skin infections take place in the stratum
corneum and epidermis, and this concentration is sufficient to ensure effectiveness.
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Figure 2. Amount of D per strip (n = 5). The results show the mean and standard deviation.
Table 2. Amount of skin retired (mg) for each group strip (n = 3) with its standard deviation.
Strip Mean (mg) SD
1 0.43 0.26
2 0.39 0.20
3-7 0.68 0.18
8-12 0.39 0.16
13-17 0.23 0.06
18-20 0.07 0.00

2.3.2. Disulfiram Concentration Retained in the Dermatomized Skin

Over the years, the literature has documented different methodologies for quantifying
drug amounts within the skin. The techniques include skin extraction measurements,
horizontal stripping and sectioning, the removal of hair follicles, quantitative autoradio-
graphy, and spectroscopic methods [26]. Given that our target is the SC and epidermis,
the drug content in the epidermis layer was obtained. After tape-stripping the skin, as
described in Section 2.3.1, the rest of the skin tissue was cut into pieces of 10 mg, and
these were homogenized with mobile phase using the MagNa Lyser instrument. After
HPLC analysis, the mean amount detected was 4.32 %+ 4.83 pg. Considering the previously
obtained skin density (1.04 g/mL), the mean D concentration obtained was 450 pyg/mL.
This concentration is still higher compared with the MIC value of both microorganisms,
confirming the suitability of D for treating skin infections, even if the infection applies to
deeper skin layers.

2.4. In Vitro Cytotoxicity Evaluation

Cytotoxicity was tested in human-transformed keratinocyte (HEK001) cells with the
cell proliferation measured by an adenosine triphosphate (ATP) luminescent assay, which is
directly related to the presence of metabolically active cells [27]. This method was preferred
to other standard methods to determine cell viability, such as the MTT (tetrazolium salt)
assay. In this case, MTT was not used because the colorimetric assay is based on the
reduction of tetrazolium dye mediated by nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH). D is an aldehyde dehydrogenase inhibitor and it affects NADPH levels. The
results with MTT could be inconclusive; therefore, this method was discarded.

The topical application of active ingredients may cause skin irritation and it is necessary
to develop rapid assays to assess potentially damaging effects. An evaluation of the potential
for an ingredient or product to cause skin irritation is one of the various studies undertaken
in the overall safety assessment process. However, due to increasing concern over animal
experimentation, in vitro alternatives must now be developed. Cell cytotoxicity
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assays are among the most common in vitro bioassay methods used to predict the toxicity
of substances in various tissues [28,29]. In this case, we have investigated the cytotoxic effect
of D on human keratinocytes for its evaluation potential to cause skin irritation.

After 72 h of treatment, in a testing range from 0.20 to 33.36 yM, which corresponds
from 0.06 to 9.89 pug/mL, the D resulted in a cytotoxic compound with an ICso value of

6.97 pM (2.31 pg/mL) (95% confidence interval (CI), 6.76 to 7.18) (Figure 3).
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Figure 3. In vitro cell culture studies. HEK001 cell viability with luminometric assay after 72 h post
treatment with D. Data are represented as the mean (n = 3) of the cell viability percentage, referring
to the untreated cell (negative control) and positive control with 1% of sodium dodecyl sulfate (SDS).

We found differences in the cell’s viability compared with other authors. R. Thakare et al. [9]
reported an ICso of 250 pg/mL for D using Vero cells and MTT assay. Others such as J. Zha
et al. [30]who used Raji and Molt4 cell lines and MTT assay reported an ICso of
0.793% 0.08 uM and1.314 £0.229 uM, respectively. The sensitivity of the cytotoxicity
assay used differs depending on the different mechanisms, which leads to cell death [31].

Further, as commented before, the aldehyde dehydrogenase inhibition caused by D may
interfere with the results of the MTT assay, which could explain these observed differences.
E. Pena et al. [32], who tested the same compound (dexamethasone) in two different cell
lines HEK0O1 and HaCaT, reported lower cytotoxicity concentrations for the first cell line
but not for the second one. They related these results to the immortalization procedure
to obtain the HaCaT, which can modify their cell sensibility to xenobiotics. HEK001 cells
are metabolically less active than HaCaT cells and this could mean that they have fewer
defense mechanisms against D. Therefore, these considerations could explain the
differences detected with R. Thakare. Moreover, Raji and Molt4 are tumor lines and so
they have the signaling system altered and their sensibility to xenobiotics is different from
other cells’ sensibility. For this reason, it is important to consider what effect is expected in
relation to the predicted cell death mechanism.

To better understand the cytotoxicity effect in HEK001 cells, a microarray analysis
was performed.

Even though D was cytotoxic in low concentrations in HEK0O1 cells, it is important
to consider that cytotoxicity tests are useful in screening chemicals for their intrinsic and
relative toxicities, but it is impossible to tell whether predictions based on cytotoxicity data
alone are sufficiently accurate for labeling and classifying a new chemical according to its
likely acute toxicity in vivo [33]. There are difficulties in carrying out a direct extrapolation
from the in vitro cell studies to the in vivo topical administration, for example, because
cell culture lacks some of the properties of intact skin, such as the presence of stratum
corneum and lipids, which limits the permeation of xenobiotics. In a cytotoxicity assay,
cells are exposed directly to the active substances. The solubility of D is 4.09 mg/L and
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it has a log P of 3.88 [34], which gives it poor water solubility; it tends to remain retained
between the lipids of the skin, so the D exposed to keratinocytes would be considerably lower
than the in vitro concentrations. Further, D has been used for years in humans after oral and
topical administration and it is considered a safe product [24]. Thus, although a cytotoxic
assay was used as a prescreening tool for skin irritation, due to D characteristics, the
cytotoxicity results may be overestimated in comparison with the in vivo possible effect.
Further studies are needed to evaluate the consistency and magnitude of possible irritant
effects on the skin.

2.5. Functional Analysis of Expressed Genes

An expression profile of HEK0O1 cells after a 48 h treatment with 6.59 pM of D was
performed. This concentration was a little bit lower than the D’s ICso and the contact time
was a little bit lower than the one used in the cytotoxicity studies so as not to induce signifi-
cant cell death, which could hide the effect on gene expression. With this concentration, an
effect on the cell gene expression was ensured and total cellular mortality was prevented.

Forty-nine genes presented with a differential expression after treatment with D versus
cells without treatment. The differentially expressed genes were further classified into
two groups: upregulated genes (Table 3) and downregulated genes (Table 4). The main
association between the altered genes is represented in Figure 4.

Table 3. Upregulated genes. Target prediction was performed using Affymetrix software. A list of
differentially expressed (more than 1.5-fold, ¢t-test p-value < 0.05) putative targets was obtained.The

ratio column corresponds to the fold change in expression for each gene relative to the control,
calculated from the normalized values.

Gen Symbol Gen Description (D) Raw (Control) Raw Ratio
CLU|MIR6843 clusterin|microRNA6843 312.08 106.16 3.08
CCDC138 Coiled-coil domain-containing protein 138 82.23 48.90 1.75
MT1F Metallothionein-1F 3379.27 2011.00 1.75
DNAH14 Dynein axonemal heavy chain 14 60.23 3591 1.69
ZNF483 Zinc finger protein 483 77.93 46.19 1.69
WDR78 Dynein axonemal intermediate chain 4 80.69 53.16 1.71
BVES-AS1 BVESantisenseRNA1 59.32 35.94 1.66
ALG6 Dolichyl pyrophosphate Man9GIcNAc2 85.31 49.07 1.65
alpha-1,3-glucosyltransferase
RASSF6 Ras association domain-containing protein 6 52.74 33.33 1.64
DOCK11 Dedicator of cytokinesis protein 11 161.39 107.55 1.64
MNS1 Meiosis-specific nuclear structural protein 1 129.81 88.17 1.61
PAIP2|CTB-43P18.1 Poly(A)bindingproteininteractingprotein2 128.98 84.64 1.57
CNTRL Centriolin 78.00 48.35 1.59
SGOL2 Shugoshin 2 186.99 117.74 1.59
NUP133 Nuclear pore complex protein Nup133 161.03 99.01 1.57
ZNF780A Zinc finger protein 780A 105.86 67.45 1.57
CCDC66 Coiled-coil domain-containing protein 66 91.98 57.60 1.59
GLMN Glomulin 36.51 22.98 1.58
KDM4D Lysine-specific demethylase 4D 49.39 32.68 1.53
SNX25 Sorting nexin-25 127.76 89.91 1.57
ARHGEF26 Rho guanine nucleotide exchange factor 26 47.67 35.02 1.57
CcMC1 COX assemt.)ly mitochondrial 97.74 62.22 153
protein homolog
FASTKD1 FAST kinase domain-containing protein 1 259.25 172.60 1.52
DNAJC21 Dna] homolog subfamily C member 21 497.80 327.50 1.52
DDX5 ATP-dependent RNA helicase DDX5 142.99 101.83 1.56
CEP83 Coiled-coil domain-containing protein 41 86.58 56.97 1.52
BUD31 Protein BUD31 homolog 29.50 19.38 1.51
KIN DNA/RNA-binding protein KIN17 131.16 84.77 1.50

155



Antibiotics 2022,11, 1752 8 of 14

Table 4. Downregulated genes. Target prediction was performed using Affymetrix software. A list
of differentially expressed (more than 1.5-fold, ¢-test p-value < 0.05) putative targets was obtained.

The ratio column corresponds to the fold change in expression for each gene relative to the control,
calculated from the normalized values.

Gen Symbol Gen Description (D) Raw (Control) Raw Ratio
ANKRD36 Ankyrin repeat domairll-containing 38.41 6757 228
protein 36A
YWHAG 14-3-3 protein gam 25.03 46.32 1.87
EXT1|hunera Jeck2013ALT 88.64 147.16 1.98
QRICH2 Glutamine-rich protein 2 33.80 65.17 1.82
YBX1 Nuclease-sensitive element-binding protein 1 47.70 69.96 1.68
DGCR8 Microprocessor complex subunit DGCR8 74.69 118.81 1.60
Clorf198 Chromosomelopenreadingframe198 43.49 66.29 1.64
FHAD1 Forkhead-associated domain-containing 46.94 71.21 1.60
protein 1
PLXNB3 Plexin-B3 56.35 83.87 1.56
CYGB Cytoglobin 62.20 98.36 1.58
CCDC84 Coiled-coil domain-containing protein 84 167.37 242.60 1.60
F10 Coagulation factor X 70.55 101.19 1.56
PRR21 Proline rich 21 19.56 28.10 1.57
Polypeptide 29.99 44.42
GALNT14 N-acetylgalactosaminyltransferase 14 1.55
ADCY2 Adenylate cyclase type 2 31.16 46.58 1.55
KIRREL2 Kin of IRRE-like protein 2 27.16 39.19 1.54
RPS6KA1 Ribosomal protein S6 kinase alpha-1 34.27 48.01 1.52
AP1M1 AP-1 complex subunit mu-1 142.99 204.18 1.53
PRR26 Proline-rich protein 26 40.47 60.82 1.50
CRYM Thiomorpholine-carboxylate dehydrogenase 34.46 52.06 1.51
WNT8B Wingless-type mmtv integration site family 20.00 26.53 1.50

DNAJC21

o @ fat
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\Z ) KH/A'\ y,
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0

YWHAG

KIRREL2

£
./

Figure 4. Interaction network of the main altered genes (upregulated and downregulated) for their
response to disulfiram. Each gene is represented as a node and each line represents the number of
interactions between genes. Image was created using the STRING Database.

As seen in Table 3, there was an upregulated expression of several genes in the samples
(28 genes) from the treated cells (HEK001 6.59 pM D after 48 h) in comparison with the non-
treated cells (control). Considering that the expression came from cells that have
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survived the drug exposure, multiple genes related to cell division were overexpressed;
they are involved in cell cycle arrest after the detection of DNA damage to ensure its correct
repair and they activate signaling pathways as a mechanism of resistance to D. These genes
were SGOL2, KDM4D, DNAJC21, MNS1, DOCK11, and DDX5. Additionally, again related
to cell division, there was an overexpression of genes such as KIN, which is involved in
DNA replication and the cellular response to DNA damage.

The gene whose expression was most affected was the microRNA (miRNA) CLU | MIR6843.
miRNAs were recently discovered to be regulatory expression molecules. Consisting of
%22 non-coding nucleotides that regulate gene expression via hybridization with messenger
RNAs (mRNAs), mRNA degradation and the translational inhibition of targeted transcripts are
consequences of this process [35]. In this case, it affected the clusterin (CLU) gene, which has
been independently identified as being involved with various fields without clear relationships
between them. It is associated with many biological functions, including tissue differentiation
and remodeling, membrane recycling, lipid transportation, cell-cell or cell-substratum interac-
tion, cell motility, cell proliferation, and cell death [36]. The affectation in this multifunctional
gene could play an important role in the cytotoxicity of D.

It is important to mention the alteration of the MT1F gene. Metallothioneins (MTs)
have a high cysteine residue content, which binds various heavy metals. They are one of
the most important biological mechanisms used to protect against toxic metal exposure.
Increasing levels of cellular zinc ions activate transcription factor 1 (MTF-1), the major
transcriptional regulator [37]. D is a chelator of ions, especially divalent ions such as zinc
and copper. D acts as a Cu/Zn ionophore, facilitating cellular accumulation [38].
Therefore, it can alter the cellular levels of these ions and, consequently, produce cell death.
Possible mechanisms of MT1F activation of D include induction of zinc influx, generation
of reactive oxygen species that induce the release of zinc from MTs, or direct binding to
MTF-1 or another protein necessary for MTF-1 transcriptional activation [37]. Moreover,
two additional genes related to zinc were altered: ZNF483 and ZNF780A. Both are zinc
finger proteins, implicated in transcriptional regulation.

Another important upregulated gene is RASSF6. It is involved in the induction of
apoptosis; it may act as a Ras effector protein or suppress the serum-induced basal levels
of NF-kB. This result is consistent with the results of other authors, who reported the
inhibition of NF-kB and the apoptosis by disulfiram and other carbamates [39,40].

Out of the 49 genes affected, 21 were downregulated (Table 4). An alteration of the
expression of genes related to the expression of transmembrane protein, adhesion, and
cell migration, such as PLXNB3, KIRREL2, and PLXNB3, was observed. These alterations
could decrease the cell’s protection mechanisms and make it more vulnerable to death.
Moreover, signaling genes such as RPS6KA1, YWHAG, and ADCY2 also decreased. The
chelating effect of D could explain the interruption of signal pathways where divalent ions
participate. These results are also in agreement with other authors, who reported the
cytotoxicity effect induced by the sequestration and alteration of intracellular and
extracellular levels of zinc [41].

D has been shown to affect cell ion levels, producing alterations in signaling pathways
and cell division. Other authors reported additional pathway alterations such as the
inhibition of proteasome signaling [42,43]. Therefore, cytotoxicity was not caused by a
single mechanism but by different mechanisms that induce the final apoptosis of the cell.
Concerning the mechanism of resistance, metallothionines may have an important role.

These results suggest that the chelating character of D could be related to its antibac-
terial effect. For example, Nabil M. Abraham et al. reported that a metal ion chelator can
inhibit S. aureus biofilm formation and viability and that metallic cations, such as Ca?* and
Mg?*, play a role in bacterial growth [44]. Nevertheless, additional studies are needed to
determine the mechanism of action of D as an antimicrobial.

157



Antibiotics 2022,11, 1752

10 of 14

3. Materials and Methods
3.1. Materials

Disulfiram, cocoa butter, stearic acid, and cetostearyl alcohol were kindly gifted by
Bioglan AB (Malmo, Sweden). Methanol and KH2PO4 (Scharlab, S.L., Sentmenat, Spain)
were used as mobile phases. Phosphate-buffered saline (PBS) (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA) and hydroxypropyl-beta-cyclodextrin (HPCD) (Pracofar, S.L., Martorell, Spain)
were used as receptor media in skin permeation experiments. For cytotoxic evaluation,
dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, Burlington, MO, USA), keratinocyte serum-
free medium, L-glutamine, and epidermal growth factor (hEGF) (ThermoFisher, Waltham,
MC, USA) were used. Mueller-Hinton broth (MHB) and chocolate agar were purchased
from Condalab (Madrid, Spain). Gentamicin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA),
clindamycin (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), and lysed horse blood (Themo Fisher,
Landsmeer, The Netherlands) were used for antibacterial studies.

3.2. Antibiotic Susceptibility Testing

The strains used in the study were from American Type Culture Collection and were
purchased through LGC Standards, S.L.U (Barcelona, Spain). Disulfiram was studied against
S. aureus (ATCC® 25923), S. pyogenes (ATCC® 12344), and P. aeruginosa (ATCC® 27853).

The MIC of D was determined using a broth microdilution assay in 96-well microplates
in accordance with method described in CLSI guidelines [19]. MIC was defined as the lowest
drug concentration that inhibited visual growth. The overnight culture was adjusted to a
0.5 McFarland and diluted to 1:100 in media; MHB, in the case of S. aureus and P. aeruginosa,
and MHB with 5% LHB for S. pyogenes, were treated with serial dilutions of each antibiotic.
Gentamicin was used as a positive antibiotic effect control for S. aureus and P. aeruginosa, and
clindamycin was used for S. pyogenes. Stock solutions of D (10 mg/mL) were prepared in
ethanol. Gentamicin and clindamycin were prepared in the same concentration in each
growth medium. D was tested in amounts ranging from 64 to 0.125 pg/mL due to solubility
limitations. The final ethanol concentration of these dilutions was below 0.5% to not alter
the bacterial growth. Negative controls were used with the respective media and the same
ethanol concentration as the samples with D was used. Positive controls were performed
with bacteria with the respective media and without D. Gentamicin and clindamycin were
tested in ranges from 512 to 0.125 pg/mL. The plates were sealed with adhesive film and
incubated at 37 °C for 18-24 h and then the MIC was determined. For each test compound,
MIC determination was carried out independently three times.

3.3. Production of Disulfiram Emulsion

The oil phase was a mixture of cocoa butter (7% w/w), stearic acid (6% w/w), cetostearyl
acid (1% w/w), and D (2% w/w). Fats were melted at 75 ?C and the water phase (water
g.s 100% with preservative) was heated at the same temperature in a water bath. Then,
both phases were mixed and homogenized at 11.000 rpm with an Ultra-Turrax (IKA T-25,
Staufen im Breisgau, Germany) for 10 min.

3.4. Ex Vivo Skin Absorption Experiment

Abdominal pig skin (n = 11) was obtained from a local slaughterhouse (Barcelona,
Spain). Permeation studies were accomplished in vertical Franz diffusion cells (VidraFoc,
Barcelona, Spain) with a permeation area of 1.54 cm?. The skin was cut with a thickness of
approximately 0.5 mm using a dermatome CG1371 (Nouvag AG, Goldach, Switzerland).
Then, 15% HPCD on PBS at pH 5.5 was used as a receptor medium to maintain sink
conditions throughout the experiment, and it was kept at 32 °C and stirred at 500 rpm.
A transepidermal water loss (TEWL) measurement device (Delfin technologies, Kuopio,
Finland) was used to evaluate skin integrity. Samples from a receptor compartment (300 pL)
were taken at fixed times and replaced by an equivalent volume of fresh receptor medium
at the same temperature, and they were analyzed using the HPLC method (Waters 2695,
Milford, MA, USA) [24]. Sampling times were 1, 2, 3, 4, 5, 20, 21, 22, 23, and 24 h.
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The disulfiram emulsion was dosed in a compartment in the equivalent human pre-
scription dose (3.65 mg/cm?) [24] to study skin absorption. Placebo formulation was tested
as a negative control of permeation and to check the lack of analytical interferences due to the
presence of excipients.

3.5. Quantification of Disulfiram in Skin after Permeation Experiments
3.5.1. Determination of Pig Skin Density

Three replicates of each skin were used. The density (p) of a solid is the ratio between

the mass and the volume it occupies. The volume occupied by the skin was determined
using Equation (1):

P

Volume = (1)
where M1 is the weight of the skin, M: is the weight of the flask filled with water, M3 is the
weight of the flask filled with water and the skin, and p is the density of the water (1

g/cm3).

3.5.2. Tape-Stripping Study

After the permeation experiment, five of the eleven Franz cells with the pig skin were
used to study the disulfiram retained in the stratum corneum. Prior to tape-stripping, the
emulsion residue was removed with a swab soaked in PBS.

After 24 h, the strips (Tesa® 4101 PV2, Shanghai, China) were carefully adhered to the
diffusional skin area and a constant weight (345 g) was used to press the tape onto the skin
surface for 10 s. The following tape strip groups were carried out: strip 1, strip 2, strips 3-7,
strips 8-12, strips 13-17, and strips 18-20. The tape strips were placed in 50 mL Falcon tubes
and we added 4 mL of mobile phase. Then, the samples were sonicated for 15 min in an
ultrasonic bath (JP Selecta™, Abrera, Spain) and analyzed using the same HPLC method in
Section 3.4.

3.5.3. Determination of the Concentration Retained in the Dermatomized Skin

After tape-stripping, the skin sections were used to extract the retained D. In total,
10 mg of the area of each replicate per duplicate was cut and introduced into the MagNa
Lyser instrument (Roche, Sant Cugat del Valles, Spain) with 600 pL of mobile phase. The
homogenization of the tissue was carried out with 5 cycles of 90 s at 6500 rpm. Finally, the
samples were analyzed using the HPLC method.

3.6. In Vitro Cytotoxicity Evaluation

HEKO001 (CRL2404, ATCC, Manassas, VA, USA) cells were seeded in 96-well plates
(n = 6) at 10,000 cells/well in 50 pL of medium (keratinocyte serum-free medium, supple-
mented with 2 mM L-glutamine and 5 ng/mL of hEGF). The cells were incubated at 37 °C
in 5% CO2 and a 95% air-humidified atmosphere for 24 h. After 24 h of incubation, the cells
were treated with 100 pL of D solution in cell media at different concentrations (33.36 to
0.20 pM). A stock solution was prepared in DMSO. The DMSO concentration in the well
was below 1% and a DMSO control was carried out. Negative control of cytotoxicity was
performed with cells in the same media and positive control of mortality with 1% of SDS
(ThermoFisher, Waltham, MA, USA). The exposure period was 72 h.

At the end of the incubation time, a CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay
(Dojindo Molecular Technologies, Rockville, MD, USA) was used to evaluate cytotoxicity.
CellTiter-Glo® reagent was added (100 pL) directly to every well plate cultured in serum-
free medium and incubated for 10 min. Luminescence was measured with a Luminometer
Victor X3 (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Cytotoxicity plots and ICso values were
obtained. Cell survival was calculated considering the 100% viability of the untreated
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control cells (negative control) and 100% of mortality positive control. The percentage of
cell viability was calculated using the following equation:

(LNegative control LExperimental value)/(LNegative control — Lipositive control) x 100 (2)

where LExperimental value iS the luminescence of the sample, Lnegative control is the mean lumi-
nescence of cells in media control, and Lpositive control iS the absorbance with 1% SDS control.

3.7. Microarrays and Data Analysis

HEKO0O01 cells were seeded in 6-well plates at 250,000 cells/well in 2 mL of medium
(keratinocyte serum-free medium and L-glutamine (99:1)). The cells were incubated at
37 °Cin 5% COz2 and a 95% air-humidified atmosphere for 24 hr. After 24 h of incubation,
the cells were treated with 6.59 yM of D. The compound was tested in duplicate and cells
with medium without D were used as a control (n = 3). The exposure period was 24 h.

After the incubation time, the total RNA from each sample was extracted and purified
from HEKO0O01 cells using a RNeasy® Plus Mini insolation Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
according to the instructions provided by the manufacturer. Total RNA concentration and
quality were spectrophotometrically measured using the absorbance ratio 260:280 nm with
NanoDropTM Lite (ThermoFisher Scientificc Waltham, MA, USA). Once the RNA was
obtained, cDNA was synthesized with PXE Thermal Cycler (ThermoFisher, Waltham,MA,
USA) according to the manufacturer’s recommendations. For microarray analysis,
GeneChip® Clariom S Human Array (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) was
used. Data were generated and processed with Affymetrix software (Santa Clara, CA,
USA). Gene expression data from the samples were compared using a one-way t-test using
stringent transcript cut-off criteria with fold change (FC) > 1.5 and p-value < 0.05.

4. Conclusions

Disulfiram is effective against S. aureus and S. pyogenes and is a potential alternative to
classic antibiotics in the treatment of skin infections. Skin permeation studies showed no
permeation in pig skin confirming the suitable topical use in superficial human infections.
The drug concentration in pig skin tissue was higher than the MIC value of both microor-
ganisms, being potentially effective in the treatment of cutaneous infections. Disulfiram
showed cytotoxicity in transformed human keratinocyte cells and several upregulated and
downregulated genes after its incubation. The main affected genes were related to cell
proliferation signaling and the metabolism of cell ions, which is in agreement with the
potential mechanism of action of the drug as a metal ion chelator, essential for cell home-
ostasis. However, the implementation of D in clinical use has encountered some challenges
and further research should be carried out, for example, to evaluate the local tolerance
in vivo after D topical administration. Further exploration of the molecular mechanism of
disulfiram as an antibacterial agent is needed. Taken together with these results, disulfiram
could be a good candidate as an alternative treatment for skin infections, considering the
global concern of limited therapeutic options.
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Figura 21: Resumen gréfico. Reposicionamiento del disulfiram como agente antifungico: desarrollo de
un nuevo gel mucoadhesivo vaginal de disulfiram
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VI. Resultados

Presentacion

El 75 % de las mujeres sufren al menos una vez en la vida candidiasis vaginal, infeccién
producida por diferentes especies del género Candida. Ademas, se estima que entre el
40 % y el 50 % de ellas, experimentan recurrencias y un 8 % tienden a cronificar la
enfermedad. Los principales retos a los que se enfrenta su tratamiento son; el
incremento de cepas resistentes a los azoles, farmacos utilizados como primera linea
terapéutica, y limitaciones en cuanto a las formulaciones existentes, tales como la baja
permeabilidad en el epitelio subyacente que permita eliminar posibles reservorios y el
bajo tiempo de residencia debido a la acciéon de autolimpieza del tracto vaginal.

Frente a esta situacion, se propuso una alternativa a los tratamientos habituales, no solo
por la novedosa formulacién presentada sino por el farmaco activo seleccionado. Este
estudio tuvo como objetivo desarrollar y optimizar geles mucoadhesivos para la
administracion local de D en la mucosa vaginal. Dichas formulaciones estdan compuestas
por la combinacién de dos polimeros con mecanismo de adhesién diferentes,
polietilenglicol y carragenato, y asi poder mejorar las propiedades mucoadhesivas y
mecdnicas de las formulaciones, ademas de prolongar el tiempo de residencia en la
cavidad vaginal.

El activo D fue testado frente Candida albicans, Candida parapsilosis y Nakaseomyces
glabratus, comunmente conocido como Candida glabrata, mediante pruebas de
susceptibilidad por el método de microdilucién en placa. Se caracterizaron las
propiedades fisicoquimicas de los geles y se estudiaron los perfiles de liberacidn vy
permeacioén in vitro mediante celdas de Franz. Tras la cuantificacion del tejido expuesto,
se determind que la concentracién de farmaco retenida en el epitelio vaginal de cerdo
era suficiente para tratar la infeccidn. El conjunto de los resultados obtenidos sugiere
que los geles desarrollados con D tienen potencial para ser un tratamiento alternativo
eficaz en candidiasis vaginal.

El manuscrito resultante de este trabajo se muestra a continuacion.
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Abstract: Alternative formulations need to be developed to improve the efficacy of treatments
administered via the vaginal route. Mucoadhesive gels with disulfiram, a molecule that was originally
approved as an antialcoholism drug, offer an attractive alternative to treat vaginal candidiasis. The
aim of the current study was to develop and optimize a mucoadhesive drug delivery system for the local
administration of disulfiram. Such formulations were composed of polyethylene glycol and carrageenan
to improve the mucoadhesive and mechanical properties and to prolong the residence time in the vaginal
cavity. Microdilution susceptibility testing showed that these gels had antifungal activity against Candida
albicans, Candida parapsilosis, and Nakaseomyces glabratus. The physicochemicalproperties of the gels
were characterized, and the in vitro release and permeation profiles were investigated with vertical
diffusion Franz cells. After quantification, it was determined that the amount of the drug retained in
the pig vaginal epithelium was sufficient to treat candidiasis infection. Together, our findings suggest
that mucoadhesive disulfiram gels have the potential to be an effective alternative treatment for vaginal
candidiasis.

Keywords: disulfiram; Candida spp.; mucoadhesion; ATP-binding cassette; resistant; vaginitis

1. Introduction

Vaginal candidiasis (VC), often referred to as vulvovaginal candidiasis, is mainly
caused by the Candida species and is the second most prevalent infection of the vaginal
mucosa after bacterial vaginosis [1]. VC affects approximately 75% of women of reproductive
age at least once during their lives, and it is estimated that 40-50% will experience
recurrence and 8% will develop chronic VC [2-4].

Candida spp. are commensal fungi in the human microflora that are found in the lower
genital tract in 10-20% of healthy women. Although part of the normal microflora, Candida
can become opportunistic agents with a tendency to overgrow [2]. The most common
Candida species involved in VC is C. albicans (85-90%), followed by Nakaseomyces glabratus
(C. glabrata), C. tropicalis, Pichia kudriavzevii (C. krusei), and C. parapsilosis [5]. Approximately
25 to 40% of women who are culture-positive for Candida are asymptomatic. The natural
evolution of asymptomatic colonization to symptomatic infection is not clear. There are
multiple mechanisms that contribute to the colonization of Candida and its symptomatic
infection, such as genetic host factors (polymorphisms in the blood group), hormones,
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the use of antibacterial agents, age, sexual activity, certain pathologies (diabetes mellitus
and immunodepression), idiopathic causes, pregnancy, and an imbalance in the vaginal
microbiota [4,6,7]. The most common clinical manifestations of VC are pruritus, hyperemia,
vaginal discomfort, leucorrhea, burning, soreness, dyspareunia, and vaginal erythema [7].
Furthermore, colonization of the vaginal epithelium contributes to the deterioration of
mucosal surfaces, facilitates the formation of yeast reservoirs, or becomes a source for
future infections, leading to chronic infections and serious consequences (i.e., infertility
and sterility) [8].

The treatment of noncomplicated VC involves the use of short-term local therapy (up
to 3-7 days) or single-dose oral antimycotics, mainly those in the azole family, which is
effective in 90% of cases. The most common locally applied azoles are clotrimazole, buto-
conazole, and miconazole. Fluconazole is usually given orally between 1 and 3 days [9].
Topical azoles may provide more immediate relief; however, some patients experience
hypersensitivity, local itching, or burning [10]. For vaginal drug delivery, several phar-
maceutical formulations are available for consumers, including creams, ovules, tablets,
and gels [8,11,12]. These treatments exhibit some drawbacks, such as low permeation in
the underlying epithelium (to remove reservoirs) and low residence time owing to the
self-cleaning action of the vaginal tract. (It is recommended to be administered at night
before lying in bed.) These factors could lead to low drug exposure and the development
of resistance. Many studies have documented the ability of Candida to develop high-level
resistance to antifungal therapy [13-16]. Resistance mechanisms include overexpression of
or mutations to the target enzyme of azoles, lanosterol 14a-demethylase, and overexpres-
sion of ATP-binding cassette (ABC) efflux proteins [17]. Among ABC transporters, Cdrlp
plays a key role in azole resistance in C. albicans [18].

Disulfiram (D) is a dithiocarbamate used to treat alcoholism that was approved by the
US Food and Drug Administration (FDA) in 1951. D produces discomfort in patients who
drink alcohol as a strategy for their dishabituation, inhibiting aldehyde dehydrogenase
(ALDH), which results in the specific accumulation of acetaldehyde [19]. In addition, D is
characterized by alow molecular weight (296 Da), logP value of 3.88, melting point under
200 °C (71.5 °C), and fewer than five hydrogen bond donors and acceptors with a strong
ability to chelate metals [20]. In accordance with its physicochemical properties, a good
permeation profile is expected. Different in vitro and in vivo studies have shown that D
could be an active substance against scabies, lice, and bacteria [21,22]. Furthermore, the
effectiveness of D against fungi and cancer was reported [23,24]. Different mechanisms of
action have been proposed to explain the antimicrobial activity of D: metal ion chelation,
which affects cell homeostasis, and the presence of reactive thiol groups, which can impact
the functions of proteins by forming incorrect disulfide bonds [22]. D was found to be
potentially useful by inhibiting the function of glycoprotein P (P-gp) and has also been
shown to act as a modulator of other multidrug transporters, such as MRP1 and MRP4 [25].
Because of the functional similarities between Cdrlp and human P-gp, D is a potent
modulator of Cdrlp [17]. Therefore, D is an attractive agent to develop for candidiasis
treatment.

The aim of this work is to develop and optimize a mucoadhesive drug delivery system
for the local administration of D. The in vitro antifungal efficacy of D was studied with
different Candida species, and the mucoadhesion of the formulation was enhanced using
polymers with different adhesive mechanisms. The proposed formulation represents an
alternative to the commercially available treatments for VC due to the selected novel drug
and mucoadhesive polymers that would increase the residence time of the treatment and
yeast drug exposure.

2. Materials and Methods
2.1 Materials

Sodium chloride (0.35% w/v) (Quimivita, Barcelona, Spain), potassium hydroxide
(0.14% w/v), calcium hydroxide (0.02% w/v), acetic acid (0.1% w/v) (Scharlab, S.L.,
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Sentmenat, Spain), bovine serum albumin 0.002% (w/v) (Merck Life Science, S.L.U., Madrid,
Spain), lactic acid (0.2% w/v) (Escuder, S.L., Rubi, Spain), glycerol 0.02% (w/v) (Caila &
Pares, S.A., Barcelona, Spain), urea (0.04% w/v) (Quality Chemicals, S.L., Esparraguera,
Spain) and glucose (0.5% w/v) (Quimidroga, S.A., Barcelona, Spain) were used to prepare
simulated vaginal fluid (SVF) [26].

Mucoadhesive gels were produced with polyethylene glycol (PEG-90M) (Colorcon
Limited, Kent, UK) and carrageenan (DuPont, Wilmington, DE, USA); benzylic alcohol
(Scharlab, S.L., Sentmenat, Spain) was chosen as a preservative; and hydroxypropyl-beta-
cyclodextrin (HPCD) (Pracofar, Martorelles, Spain) was used as an active solubilizing agent. D
(Farchemia S.r.l.,, Treviglio, Italy) was the active pharmaceutical ingredient, and the
selected solvent was water purified in-house. Sodium fluorescein (Scharlau, Barcelona,
Spain) was used in the mucoadhesive study as a marker.

2.2 Antifungal Susceptibility Testing

The fungal strains used in this study were purchased from the Spanish Collection
of Type Cultures (CECT). C. albicans CECT 1002 (which corresponds to ATCC 18804),
C. parapsilosis CECT 10434 (MCYC 2031), and C. glabrata CECT 1448 (ATCC 2001) were used
for the antifungal susceptibility test.

The minimum inhibitory concentration (MIC) of D was determined by the broth
microdilution method in 96-well microplates according to guidelines M27-A3 of the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) standard [27]. A 24 h culture of Candida adjusted
to a 0.5 McFarland was used to prepare the initial inoculum. A working suspension was
generated by making a 1:100 dilution followed by a 1:20 dilution of the stock suspension
with RPMI 1640 broth medium buffered with MOPS (3-(N morpholino)propanesulfonic
acid) (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) at pH 7.0. Stock solutions (10 mg/mL)
of D were prepared in ethanol, and D was tested from 64 (the highest soluble concentration)
to 0.125 pg/mL. The final ethanol concentration was below 0.5% to not alter yeast growth.
The negative control was the respective medium, and a control with the same ethanol
concentration as that in the samples with D was evaluated. Furthermore, each fungal strain in
medium was used as a positive control, and amphotericin B was used as a positive control
of inhibition. The plates were incubated at 35 °C for 48 h, and then, the MIC values were
determined. The M27 methodology gave reproducible results when testing Candida,and
the establishment of interpretive breakpoints has begun. However, it is becoming clear that
the M27 methodology may be inadequate for certain organisms and antifungal agents. For
example, determining the susceptibility of Candida isolates to amphotericin B may be a
concern [28]. D is not described in these guidelines, and the suitability of the M27 method
is not known. To resolve the inherent possible variability of MIC determination, MICs were
also determined an alternative medium (Sabouraud dextrose broth).

2.3 Preparation and Optimization of the Mucoadhesive Gel

For the mucoadhesive placebo gel preparation, purified water (q.s., 100% w/w) was
heated to 50 ?C with HPCD (20% w/w). PEG-90M was added, it was stirred at 750 rpm
with a mixing paddle, and then stirring was reduced to 150 rpm until complete dissolution.
Finally, carrageenan was added with stirring at 75 rpm until complete homogenization.
Disulfiram gels were produced in the same way by adding D (0.5% or 1% w/w) to purified
water with HPCD. Fluorescein (0.01% w/w) mucoadhesive gels were produced to study
the in vitro mucoadhesive properties.

The properties of formulations were influenced by different experimental variables,
such as the amounts of the polymers. To obtain the most suitable mucoadhesive gel for
vaginal application, the influence of the concentrations of PEG-90M and carrageenan on
the dependent variables (mucoadhesion, fluorescein adhesion, and viscosity) was studied
(Table 1) with placebo formulations. Central composite design was employed to analyze
the main and combined effects of these variables on the responses. For this, 5 central points
were selected, and a default o« value of 1.41 was used to determine the axial points. A
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significance level () of 0.05 was established. The choice of the model was made based
on the values of R?, adjusted R%, and AIC (Akaike information criterion). In addition, the
production order of the formulations was randomized to reduce the chances of external
design factors affecting our results.

Table 1. Levels studied for surface response design.

Factor Lower Level Higher Level
% PEG-90M (w/w) 0.5 1.5
% Carrageenan (w/w) 1.0 2.0

Statistical analysis of the variables studied was carried out using Minitab 17 statistical
software (Minitab, Inc., 2010, State College, PA, USA) to obtain mathematical equations for
each model. Then, optimization of each model was performed (Section 2.7).

2.4 Adhesive Strength of the Gels

The adhesive strengths of the placebo gels were evaluated by modifying the devices from
Mei et al. [11] (Figure 1). To simulate the vaginal epithelium, agar hydrogels (4% w/w)
(Scharlab, Barcelona, Spain) were prepared with type II pig mucin (0.34% w/w) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, M1, USA) [29]. This gel was attached to two planks, as shown in Figure 1. The
formulation (0.5 g) was placed on the bottom plank, and to evaluate the effect of vaginal
fluid on the formulations, SVF (0.25 mL) was applied to the formulation before the upper
plank was pressed onto the bottom plank and the formulation.

Beakere—-

Water ¢+——

~— o —*Plank
LA L 10 Ul — Gel+svF
=5 Plank

Figure 1. Schematic illustration of the device for evaluating adhesive strength.

One milliliter of water was added every 15 s to a tared beaker fixed on the opposite
side of the balance. Once the two planks were separated, the weight of the water (W1) was

used to calculate the tensile stress (0; mN/cm?) according to Equation (1):
o=(W1 xg)/s (1

where ¢ is gravity (m/s?), and s is the agar surface (cm?).
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2.5 Viscosity of the Mucoadhesive Gels

As a screening step in the selection of the final formulation composition, the viscosi-
ties of the mucoadhesive gels were evaluated using a rotatory viscosimeter (Brookfield,
Manassas, VA, USA). The viscosities of the samples were measured 24 h after production
of each formulation. Moreover, viscosities of the same samples with SVF in a ratio of
1:6.67 (SVF:gel) were measured after mixing and resting for 48 h. Ten milliliters of each
sample was applied to the sample container at 25.0 £ 0.5 °C. Viscosity measurements
were conducted for 30 min at 10 rpm (spindle SC4-29). The ratio of SVF to gel used was
considered to allow approximately 0.5-0.75 mL of SVF to be present at any one time [30].

2.6 Mucoadhesive Properties

For the mucoadhesive studies, a vagina and its physiological conditions were sim-
ulated using a tube with a portion of agar (8 X 2 cm) with 0.34% w/w mucin, on which
1 g of mucoadhesive gel with fluorescein (0.01% w/w) was placed on top of the tube. The
tubes were mounted at an approximate angle of 70% under physiological conditions. SVF at
1 rpm was passed through the tube using a peristaltic pump (Shenchen Pump YZ1515%,
Hebei, China) at 0.0133 mL/s, the lowest flow of the peristaltic pump. Friedl et al. used a
total of 6 mL of SVF over 24 h (v =0.00006944 mL/s), taking samples at 4 h, 8 h, 12 h, and
24 h [31]. Extrapolating these sampling times to the flow of our system, the determined
sampling times were as follows: 1.15 min, 2.30 min, 3.45 min, and 7.30 min. The whole
experimental setup is illustrated in Figure 2.

Gel with Fluorescein

i

SVF —J—»Sample

L RN

Peristaltic Pump

Figure 2. Schematic of the device used to measure the mucoadhesive properties.

At the end of the study, the concentration of fluorescein released (F2) at each time
point was determined by measuring the fluorescence at a wavelength of 485 nm using a
Victor Nivo multimode plate reader (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Before sample
measurement, a fluorescein calibration curve was prepared by measuring the fluorescence
of fluorescein solutions in water from 7.6 X 10~% pg/mLto 2 X 10~° pug/mL (R? = 0.999928).

Once the samples were quantified, the fluorescent dose remaining in the agar (F3) was
determined by calculating the difference from the fluorescein dose initially seeded (F1)
following the equation

F3=F2 —F1

The Fs value was used as an indirect parameter of the mucoadhesion of the formulation.
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2.7 Optimization of the Mucoadhesive Gels

Once the mathematical models for each variable were obtained, the two factors (PEG-
90M and carrageenan concentration) were examined to optimize the mucoadhesive proper-
ties and viscosity of the formulation. The concentration of polymers giving the formulation
the highest mucoadhesion and lowest viscosity was determined.

The mucoadhesive properties and viscosity of the optimized final formulation placebo
and the formulations with 0.5 and 1% D (w/w) were studied. Furthermore, from the mathe-
matical model obtained during the statistical study, the bias was calculated (Equation (2))
to determine the predictive capacity of the model.

oeBias = LRef=21l « 100 (2)
Ref

where Ref is the theoretical reference value of the model, and Z: is the mean of the experi-
mental value obtained.

Additionally, the rheological properties (Section 2.8) and syringeability (Section 2.9) of
the placebo-optimized formulation and the release (Section 2.10) and permeation
(Section 2.11) profile of the final D formulation were characterized.

2.8 Final Rheological Properties

Placebo-optimized formulation rheology, thixotropy, and viscoelasticity measurements
were made by performing rotational and oscillatory tests using a Haake Rheostress®
1 rheometer (Thermo Fisher, Karlsruhe, Germany).

Rotational measurements. Steady-state measurements were made with a parallel pate
and plate geometry (P35Ti L: 60 mm diameter, 2° angle). The shear stress (T) was measured
as a function of the shear rate (V). Viscosity curves (n = f(Y)) and flow curves (T = f( V)) were
recorded at 37+ 0.1 °C. The shear rate ramp program included a 3 min ramp-up period
from 0 to 100 s~1, a 1 min constant shear rate period at 100 s~1, and a 3 min ramp-down
period from 100 to 0 s~ 1. Representative mathematical models were fit to the flow curves
to search for the best descriptive model (Table 2) [32]. Selection of the best-fitting model was
based on the correlation coefficient (observed vs. predicted) and Chi-square value. The
apparent thixotropy (Pa/s) was estimated as the area of the hysteresis loop. Steady-state
viscosity (n, Pa s) was determined from the constant shear section at 100 s™1.

Table 2. Rheological equations used to evaluate the prepared formulations.

Rheological Model Equation
Newton T=n"-Yy
Bingham T=1+ (1Y)
Ostwald—de Waele T=K-y"
Herschel-Bulkley T=1o+K- -y"
Cross =y (M, + 0, —n,)/A+ (l}/)}o)n)

T: Shear stress (Pa), n: viscosity (cP or Pa-s), y: shear rate (s™), 7o: minimum yield stress (Pa), 1,: zero
shear viscosity (cP or Pa-s), K: consistency factor (Pa s"), 1., infinite shear viscosity (cP or Pa-s), y,: zero
shear rate (s).

Oscillatory test. The oscillatory test was performed with parallel plate-plate geometry
(P35Ti L: 60 mm diameter, 2° angle). A strain sweep test was performed with a strain range
of 0.01 to 500 Pa and an oscillation rate of 1 s~! to determine the linear viscoelastic region
(LVR) of the samples. During each sweep stress test, the changes in the storage and loss
moduli and the phase angle (G, G”, and §, respectively) were plotted as a function of shear
stress. Afterward, a frequency sweep test was carried out between 0.1 and 10 s~ ! at a
constant shear rate within the LVR to determine the related variations in the G/, G”, and
complex viscosity (n*), which were used for sample characterization.
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All obtained data were analyzed with HAAKE RheoWin® Data Manager v. 4.88.

2.9 Syringeability of the Formulations

Syringeability was determined by calculating the time needed for 5 g of the product to
fall from a cannula with the application of a constant force of 9.688 N (applied weight of 987.6

g) [33].

2.10 In Vitro Release Tests of the Disulfiram Gel

The in vitro release of D from the mucoadhesive gels was studied using vertical Franz
cells (Vidrafoc, Barcelona, Spain) with a 12 mL receptor compartment and an effective
diffusion area of 1.54 cm?. A 15% w/w HPCD solution in PBS (pH 5.5) was used as the
receptor medium (RM) at 37 °C with stirring at 500 rpm to maintain sink conditions
throughout the experiment due to the poor water solubility of D (4.09 mg/L) [20] and

according to previous studies reported [21,22]. A total of 0.0545 g/cm? gel was applied
in the donor compartment, corresponding to 420 pg of D for the 0.5% formulation (n = 5)
and 840 pg of D for the 1% formulation (# = 5). A membrane with a 0.45 pm pore diameter
was used (Supor PES membrane, Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). Aliquots of 300 pL
were taken at certain times (0, 0.5, 1, 1.5, 3, 4, 5, and 6 h). The samples were analyzed using
High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) with a method previously reported for
similar studies [21] to quantify the amount of D that had diffused through the membrane.

Kinetic modeling of the release data was carried out with the DD-solver Excel Add-
on [34]. The mean values of the release curve were adjusted to nonlinear models, i.e.,
first-order, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, and Weibull (Table 3), to select the population
behavior. Then, individual data were adjusted according to the selected population model.
Model selection was based on the AIC, which reflected the lowest deviation of the model
with respect to the empirical data [35]. The mean and standard deviation of the parameters
were reported.

Table 3. Different kinetic models and equations tested.

Kinetic Model Equation Parameter(s)
First-Order F = Fpay (1 —eCHa0) Fmax, k1
Higuchi F =Ky - tY/? Ku
Korsmeyer-Peppas F=Kkp-tn Kkp, n
Weibull F=Fmax-1—e /P Fmax, a,f

F: Fraction of drug released, t: time, Fmx: maximum fraction of drug released, Ki: first-order constant,Ku:
Higuchi constant, Kkr: Korsmeyer-Peppas constant, n: diffusional exponent, Ta: the time at which 63.2% ofthe
drug had been released, 8: Weibull shape parameter.

In Table 3, if n is between 0.43 and 0.85, then the release mechanism follows an
anomalous transport mechanism. In the case of B, for values lower than 0.75, the release
follows Fickian diffusion, either in Euclidian (0.69 < 8 < 0.75) or fractal (8 < 0.69) spaces.
Values (B) in the range of 0.75-1.0 indicate a combined mechanism, which is frequently
encountered in release studies [36].

2.11 Pig Vagina Permeation

Pig vaginas were obtained at the time of sacrifice from a local abattoir (Barcelona,
Spain). The full thickness vaginal mucosa (approximately 6.2 mm) was carefully debrided,
cleaned with sterile saline solution, and transported to the laboratory at 4 °C in saline
solution. For this study, tissues were frozen by placing them in containers with a PBS mixture
containing 4% albumin and 10% DMSO (as cryoprotective agents) and stored (for a
maximum of 1 month) at - 80 °C in a mechanical freezer. DMSO produces adverse effects
at room temperature; therefore, the addition of DMSO prior to freezing was performed at
4 °C, whilst thawing involved immersion in a water bath filled with PBSat 37 %+ 1 °C and
gentle shaking for 30 min, until total elimination of DMSO was achieved [37]. On the day
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of the experiment, the vaginal pieces were thawed and mounted on Franz cells (n = 4 for
each dose) with an effective diffusion area of 0.64 cm? and approximately 5 mL of receptor
volume capacity (HPCD 15% in PBS, pH = 5.5 with stirring at 600 rpm). A total of 0.0545
g/cm? gel (0.5% or 1%) was administered in infinite doses under nonoccluded conditions.
Samples from the receptor compartment (300 pL) were taken at regular time intervals of
1.5, 2.5, 3.5, 4.5, and 6 h. Samples were analyzed and quantified using the HPLC method
described in the previous section.

After drug quantification, the following permeation parameters were calculated: trans-
mucosal flux (], pg/cm? h) (Equation (3)), permeability coefficient (Kp, cm/h) (Equation (4)),
lag time (Twg, h) (obtained by linear extrapolation of the x-axis of the points at steady state), dif-
fusion parameter (Dif, 1/h) (Equation (5)), and partition parameter (P, cm/h?) (Equation (6)).

J==%, ®

where | is the transdermal flux, dQ is the difference in the amount permeated, dT is the
time differential, and S is the membrane diffusion surface.

_J
Kp = et (2)
where Cs (Mg/mL) is the concentration of the drug in the donor compartment.

1

le = Tiag (3)
_ kp
P = Dif (4‘)

2.12  Determination of the Concentration Retained in the Pig Vagina

After the permeation studies, the retained D was extracted from the mucosal sections.
The mucosa that had come in contact with the formulation was cut into 4 equal pieces
(approximately 50 mg each) per Franz cell for introduction into the MagNa Lyser instrument
(Roche, Sant Cugat del Valles, Spain) with 1 mL of mobile phase. Homogenization of the
tissue was carried out with 5 cycles of 90 s each at 6500 rpm. Finally, the samples were
analyzed using the HPLC method [21].

3. Results and Discussion
3.1 Antifungal Susceptibility Testing

The susceptibility of different species of Candida to D was determined in vitro by the
microdilution broth method after 48 h of treatment in two different media. The results are
presented in Table 4.

Table 4. Summary of the MICs (n = 3) for disulfiram with three different species of Candida using two
different test media.

MIC (pg/mL)
Test Media
Candida spp. RPMI 1640 Sabouraud Dextrose
C. albicans 2 2
C. glabrata 4 2
C. parapsilosis 8 8

RPMI 1640 with MOPS is the medium proposed by CLSI, but the suitability of this
medium for D is not well known. To determine if RPMI is adequate, we compared the
results with this medium with the results with Sabouraud dextrose, a medium classically
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used for yeast testing [38,39]. In general, good agreement was obtained between the MIC
values with the two different media, confirming the suitability of RPMI 1640.

Regarding the MIC values obtained with RPMI 1640, D was effective against the three
species tested at concentrations ranging from 2 to 8 pg/mL. These results correlate well
with published data, reporting MIC values ranging from 2 to 8 pg/mL for C. albicans (ATCC

90028 and 36082), 16 pg/mL for C. parapsilosis (ATCC 22019), and 4 pg/mL for N. glabrata
(ATCC90030) [40,41]. The differences in the results could be due to the different strains

used from different isolation sources. Furthermore, conventional antifungal (amphotericin B)
was used as the control for the yeast susceptibility method. CLSI guidelines suggest that
comparing the MICs of different antifungals should not be based solely on the numerical value
but rather on how far the MIC is from the breakpoint [27]. Regarding D, there areno
defined clinical breakpoints because there are no published data on natural mutants resistant
to it. Therefore, it was difficult to use the classical approach to compare D activity with other
antifungals.

The key aspects of the disulfiram mode of action that could explain its antifungal
activity can be understood by two effects. First, disulfiram is a chelator agent that can
sequester copper and consequently alter various metabolic pathways in cells; and second,
D has an affinity for the thiol groups of cysteine residues in several cellular targets [21,22].
D may be considered a potential agent for the treatment of candidiasis. Moreover, it has
been noted that D inhibits the activities of ABC drug transport proteins that are associated
with antifungal resistance [17]. Therefore, its synergism with other antifungals could be
an option, and inhibition of ATP pumps would probably result in an increase in the
intracellular concentration of the second drug, thus making the second drug, such as an
azole, more effective in candidiasis therapy. Additional studies should be carried out to
examine this possible effect in clinically relevant strains.

3.2 Preparation and Statistical Design to Evaluate the Effect of Experimental Variables on the
Mucoadhesive Gel Properties

Once the interesting antifungal properties of D were examined, a novel vaginal placebo
formulation was developed to increase mucoadhesion with the vaginal epithelium. Mu-
coadhesion is defined as the interaction between a synthetic or natural polymer and a mucin
surface. It can be affected by different factors, including molecular weight, hydrophilicity,
crosslinking, swelling, pH, and polymer concentration [42]. Polymer concentration is an
important factor, as there is an optimal concentration at which mucoadhesion reaches a
maximum [43]. Additionally, polymers affect the mechanical and rheological properties of
the formulation; therefore, controlling the concentration of the polymer combination is
important to allow the formulation to adapt to its site of application and ensure appropriate
efficacy [44].

PEG-90M was selected as the polymer because of its mucoadhesive properties, its bio-
compatibility, and its approval by different pharmacopoeias. In addition, PEG-90M presents
controlled release properties, especially when used in solid oral dosage formulations [45].
Carrageenan is an anionic polymer with sulfate functional groups that can crosslink with
monovalent cations (i.e., sodium and potassium) [46,47]. Carrageenan was selected because
it can interact with these ions in the vaginal fluid and increase the hydrogel strength and
the residence time in situ, avoiding possible loss of the formulation. Both componentshave
been widely used for vaginal administration of other antimicrobial agents [48-52], including
antimicrobial properties for carrageenan [53,54]. This combination has not been described
and is of great interest due to the different and complementary mucoadhesion mechanisms of
both polymers. Furthermore, due to the hydrophobic nature of D, 20% w/w HPCD was added
to the formulation.

To study the effects of the polymers on the formulation properties (viscosity and
mucoadhesion), the percentages of PEG-90M and carrageenan were modified between
0.50% w/w and 1.50% w/w and 1.00% w/w and 2.00% w/w, respectively. As shown in
Table 5, thirteen formulation batches were produced, and the viscosity, mucoadhesion,
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and amount of adhered fluorescein were characterized for each of them. Fluorescein was
selected as the model drug, representing the opposite case compared with D because
fluorescein is a hydrophilic compound that would be more easily removed from the
formulation when SVF passes over. The viscosity and mucoadhesion were measured with

and without SVF to evaluate the effect of carrageenan crosslinking.

Table 5. Influences of PEG-90M and carrageenan on the physicochemical parameters.

PEG-90M Carrageenan Viscosity Viscosity with Mucoadhesion Mucoadhesion with Adhereq
Batch (% wlw) (% wlw) (cP) SVE (mN/cm2) SVF Fluorescein
(cP) (mN/cm?) (%)
LP-83 0.50 1.50 19,910 16,170 50.6 60.5 91.40
LP-84 2.00 1.50 61,660 39,350 65.3 79.3 99.64
LP-86 1.25 2.00 52,840 31,360 719 80.9 99.50
LP-87 1.25 1.50 38,000 27,070 67.3 70.8 99.52
LP-88 1.25 1.50 33,170 22,210 57.4 58.1 99.60
LP-89 1.25 1.50 27,890 21,730 59.4 61.8 99.59
LP-90 1.25 1.50 33,370 25,070 65.5 68.2 99.43
LP-91 1.25 1.50 32,260 23,250 53.6 63.3 99.60
LP-92 1.78 1.14 29,750 26,180 47.9 50.3 97.33
LP-93 0.72 1.85 20,100 16,790 48.3 51.9 98.10
LP-94 0.72 1.14 4720 10,490 349 38.8 90.28
LP-95 1.78 1.85 87,280 40,590 64.8 74.9 99.54
LP-96 1.25 1.00 10,000 13,690 38.4 47.8 92.42

As shown in Table 5, the addition of SVF reduced the formulation viscosity in most
cases, probably due to a dilution effect, and the effect of the crosslinking effect was now
observed. In contrast, the addition of SVF increased the mucoadhesion of the formulation,
although the dilution effect (seen with viscosity), mucoadhesion, and viscosity under
simulated physiological conditions (in the presence of vaginal fluid) were not correlated.

First, the relationships among the different variables were studied by means of a corre-
lation matrix (Figure 3). This study also tried to reduce the variables in the experimental

design and remove highly correlated variables to avoid statistical redundancy.
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Figure 3. Matrix plots explaining the relationships between the different variables.

As Figure 3 shows, mucoadhesion and mucoadhesion with SVF presented a linear
relationship. Therefore, because the formulation was applied to the vaginal epithelium,
which contains vaginal fluid, the mucoadhesion data without SVF were discarded. The
same effect was observed with viscosity, but in this case, viscosity without SVF was
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chosen because viscosity is related to the administration device (syringe or canula), and as
previously seen, there was no relationship between the viscosity and mucoadhesion of the
formulation. Finally, fluorescein adhesion did not present a linear relationship.

Surface response methodology was applied using Minitab software (with a significance
level of ox = 0.05 for the level terms) to evaluate the effects of the tested experimental
variables (mucoadhesion with SVF, viscosity, and fluorescein adhesion). The fitted response
surface model equations are shown in Table 6. Model selection was based on the adjusted R?,

which takes into account the different parameters of the nested models. The high R? value
of the final equation indicates that it described most of the experimental variability [55].

Table 6. Response surface model equations for monitoring the effect of polymer concentration on the
properties of mucoadhesive gels.

Quadratic Polynomial Model Equation R?2 Adj R?
Y1 =-0.8+14.40 X1 + 29.88 X2 0.702 0.642
Y2 = 24,704 — 48,649 X1 — 23,052 X2 + 56,200 X1 X2 0.945 0.927
Y3 = 28.85 + 32.60 X1 + 56.06 X2 — 6.652 X12 — 13.21 X2 — 7.48 X1X2 0.987 0.978

Xi: Concentration (% w/w) of PEG-90M; Xz: concentration (% w/w) of carrageenan. Yi: mucoadhesion with SVF
(mN/cm?), Ya: Viscosity (cPs), Ya: fluorescein adhered (%).

The amounts of PEG-90M and carrageenan were significant with respect to mucoadhe-
sion with SVF (p = 0.017 and p = 0.003, respectively). By increasing the amount of polymer,
the mucoadhesion increased (Figure 4), as expected. As more polymer was included in the
formulation, there were more interactions with mucin, probably due to the formation of
hydrogen bonds. The coefficient Xz is higher than Xi, as shown in Table 6, so the effect of
carrageenan on mucoadhesion is more important than that of PEG, probably due to the
crosslinking effect with monovalent ions in SVF.

PEG-90M Carrageenan
80

75
70
65
60

55

Mean of Mucoadhesion with SVF

50

45
0.5 1.0 1.5 20 1.00 1.25 1.50 175 2.00

Figure 4. Plots of the main effects of PEG-90M and carrageenan on the mucoadhesive properties of
the gels.

Regarding viscosity, a similar effect was observed. The levels of PEG-90M and
carrageenan and the interaction between the two variables were significant (p = 0.000,p

=0.000, and p = 0.006, respectively). By increasing the polymer concentrations, the viscosity
increased (Figure 5A). In this case, the concentration of PEG-90M had a more significant effect
on the viscosity values. Both PEG-90M and carrageenan can form hydrogen bonds; so, the
interaction between them influences viscosity. As Figure 5B shows, even though the
interaction between the polymers is significant, the viscosity is proportional to the range of
polymer concentrations used.
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Figure 5. (A) Plots of the main effects of PEG-90M and carrageenan on the viscosity (mPaXs) of the
gels. (B) Viscosity interaction point.

In the case of fluorescein adhesion, a quadratic relationship was obtained (Figure 6A),
and a significant interaction between the studied variables was found (Figure 6B). There is
a maximum level of adherence (expressed as the fluorescein remaining in the formulation)
that decreases at high concentrations of polymer. There is an optimal concentration at
which mucoadhesion is maximized. This observed effect may be due to diffusion theory;
when the concentration of polymer is high (especially carrageenan because it has a larger
spatial conformation than PEG-90M), the interpenetration of the polymeric chains with
mucin is hindered, establishing weaker mucoadhesion.

Carrageenan PEG-90M * Carrageenan Carrageenan
102.5 114645
o — 15
185355

100.0

Mean of Fluorescein adhered

125
PEG-90M

150 175 2.00 225

20 1.00 125 1.50 175 2.00
Figure 6. (A) Plots of the main effects of PEG-90M and carrageenan on fluorescein adhesion.

(B) Fluorescein adhesion interaction plot.

3.3 Optimization of the Mucoadhesive Gels

Considering the high R? values from the obtained model, statistical optimization
of the formulation was carried out to obtain maximum mucoadhesion and fluorescein
adhesion effect and minimal viscosity (to facilitate administration). To obtain maximum
mucoadhesion and minimum viscosity (to facilitate syringeability), within the design
space limits, the independent variables were optimized. As shown in Table 7, to obtain a
mucoadhesion value of >70 mN/cmz, viscosity of 33,824 cP, and fluorescein adherence of
98.42%, it is necessary to use 0.866% PEG-90M and 2% carrageenan.
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Table 7. Prediction of polymer concentrations for a formulation with maximum mucoadhesion and
fluorescein adhesion and minimal viscosity.

Fluorescein Mucoadhesion Viscosity Composite
PEG-90M  Carrageenan 4\ cion Fit with SVF Fit Fit Desirability
0.866 2 98.42 71.46 33,824 0.76

The quality by design study was carried out with the placebo. To check if the inclusion
of the drug affected the dependent variables, three additional batches (placebo, 0.5%, and
1% D gel) were produced with the optimized formula (0.866% PEG-90M and 2%
carrageenan). The results, as well as model predictability and bias from the theoretical
predictions, are reported in Table 8. All obtained results were in the 95% confidence interval
(CD), and the bias was <10% in all cases.

Table 8. Results after characterization of the final formulations with bias with respect to the
theoretical value.

Theoretical Value

Property (95% CI) Placebo Gel 0.5% D Gel 1% D Gel Bias (%)
Mucoadhesion
(mN/em?) 71.5 (60.85; 82.07) 72.9 68.2 69.4 1.86
V‘S(E%S)‘ty 33,824 (22,885; 44,763) 29,835 30,400 32,780 8.30
Fluorescein 98.42 (97.23; 99.62) 98.67 98.58 98.81 0.27

adhered (%)

3.4 Rheological Properties

As there are small differences in viscosity between the optimized placebo formula and
the formulations with D, the following characterization was carried out with the placebo.
The rheological behavior was studied with and without SVF (Figure 7).
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Figure 7. (A) Shear stress vs. shear rate (red) and viscosity vs. shear rate (blue) curves of the placebo
formulation. (B) Shear stress vs. shear rate (red) and viscosity vs. shear rate (blue) curves of the
placebo formulation with SVF.

As Figure 7 shows, the formulation presented thixotropy (area of 29.56 Pa/s), and thus
the system required more time to recover its original internal structure. The same
characteristics were observed for the placebo gel with SVF but with a lower thixotropic
area (17.95 Pa/s). Additionally, the viscosity values under the experimental conditions
were 2212+10.22 mPax s and 1586% 2.75 mPax s with and without SVF, respectively. The
reduction in viscosity and apparent thixotropy were probably due to the dilution effect
of SVF.

Figure 7 shows the possible pseudoplastic behavior of the tested formulation (with
and without SVF) due to the apparent viscosity decrease with an increasing shear rate. To
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confirm the rheological behavior, the experimental data were fit to different equations, as

shown in Table 9. A lower Chi?and a higher correlation factor represent the best fit. The model
that best fits the experimental data is the Cross equation, which is usually employed to
describe the rheological behavior of pseudoplastic materials with yield stress values [56].

Table 9. Rheological models with Chi® and r values for the placebo gel and placebo gel with SVF.

Rheological Model Placebo Gel Placebo Gel with SVF
Chi? r Chi? r

Newton 1.773 x 10° 0.326 1.004 x 10° —-0.137
Bingham 1.147 x 10* 0.970 6127 0.968
Ostwald-de Waele 8.997 1.000 13.18 0.999
Herschel-Bulkley 7.020 1.000 12.900 0.999
Casson 9.220 0.988 1791 0.991
Cross 1.164 1.000 1.359 1.000

The Cross equation is a versatile equation that can estimate different models that
converge into simpler models based on different assumptions. Table 10 shows the Cross
equation parameters, where for shear-thinning materials, the value of n is between zero
and one. In this case, the n values of the gels with and without SVF were lower than one,
which confirms the pseudoplastic profile [56]. The placebo gel without SVF showed a
higher viscosity at zero shear than with SVF due to the dilution effect of SVF. In contrast,
the n.. in both cases were very similar, indicating that the gels converged toward similar
viscosities at high flow rates with extremely small values compared to the viscosities
described previously (2212 and 1586 mPa X s). According toy value, the placebo gels
without SVF were less shear-thinning than they were with SVF. The rheological flow
properties of polymers depend on the structural parameters; in this case, SVF crosslinks
with carrageenan, affecting the rheological behavior of the gel.

Table 10. Rheological model fitting of the placebo gels with and without SVF.

Cross Equation Parameter Placebo Gel Placebo Gel with SVF
Mo 318.7 141.9
Noo 0.1517 0.1600
Y 0.0422 0.1235
N 0.6488 0.6853

In addition, a viscoelasticity study was carried out to evaluate the internal structure of
the formulation and the effect of SVF on it. Figure 8 and Table 11 show the viscoelasticity
parameters (storage modulus G~ and loss modulus G”).

The formulations behaved as solid-like products (G > G”), and this value was confirmed
by tan(d) < 1. The loss tangent (tan d) is a measure of the energy lost to stored energy during
cyclic deformation (tan & = G”/G"). A value of tan & < 1 indicates prevalent elastic behavior
[57]. In this case, the same value of tan ® was obtained for both formulations, and it was <1.
The values of both the storage and complex moduli increased in the presence of SVF. When
SVF was added to the gel, G” remained essentially the same as that without SVF, but G’
increased. Carrageenan crosslinking with the monovalent ions of SVF forms a more rigid
structure, and therefore, the storage modulus is higher than that without SVF. Despite the
increasing values with SVF, the proportion was maintained, and therefore, the value of & was
the same in both cases.
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Figure 8. Storage modulus, loss modulus, and phase angle during the sweep stress test on the

mucoadhesive gel 24 h after preparation at a frequency of 1 s~1. (A) Placebo Gel. (B) Placebo Gel
with SVF.

Table 11. Viscoelasticity parameters of the Placebo Gel and Placebo Gel with SVF (mean * standard
deviation (SD)).

Parameter Formulation Mean *+ SD
o Placebo gel 129.92 +25.20 Pa
Placebo gel with SVF 149.66 + 25.33 Pa
G Placebo gel 57.90 + 4.60 Pa
Placebo gel with SVF 63.67 +4.01 Pa
. Placebo gel 22,709 + 3657 mPa
N Placebo gel with SVF 25,947 + 3649 mPa
5 Placebo gel 24.20 + 4.46°
Placebo gel with SVF 23.67 £5.07°
X Placebo gel 0.45+0.11
tan(0) ,
Placebo gel with SVF 0.44 +0.08

Under an external force, molecular chain orientation is caused by internal friction.
When the molecular weight is lower than a certain value, there is a crossover point between
the G” and G” curves, which means that there is a balance between the states of internal
friction and disorientation. With an increase in molecular weight, the crossover point
moves to a lower frequency because of restricted disorientation. This lower frequency
allows sufficient time for molecular orientation. Therefore, the higher molecular weight
molecules need more time for molecular orientation. In summary, the crossover point
data demonstrate that the molecular weight decreases with an increase in frequency and
polydispersity increases with a decrease in frequency [58]. In this case, as Figure 8 shows,
the crossing point is higher without SVF (approximately T = 140 Pa) than with SVF (approx-
imately 75 Pa). With SVF, sodium ions intercalated into the carrageenan chains, increasing
their rigidity and producing a more restricted orientation, so the value of T was lower.

3.5 Syringeability of the Formulations

Syringeability (the force required to extrude a formulation though a syringe) is another
important parameter for practical administration with a syringe [50]. In this case, the time
needed to empty the syringe was determined with the placebo formulation, which was
3.04 £0.0058 s.

The time and force needed to empty the syringe were acceptable and would allow for
the easy application of the product to the vaginal area.
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3.6 In Vitro Release of Disulfiram from the Gel

The release of disulfiram from the 0.5% and 1% mucoadhesive gels is depicted in
Figure 9. After 6 h, 80% of D was released from the 0.5% gel, while more than 90% was
released from the 1% gel.

100
80
o]
?
2 60 |
o
)
~
A 40
S
—@— 1% Disulfiram
20
——(0.5% Disulfiram
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 J
0 0.5 1 1.5 2 3 4 5 6 7
Time (h)

Figure 9. Release of disulfiram from the 0.5% gel and from the 1% gel. Mean of the quantities released
of D expressed as a percentage respect total amount seeded from the 0.5% gel and from the 1% gel
after 6 h in vitro.

After fitting the mean release data to the different mathematical models (Table 12), it

was observed that the first-order model provided the best fit (AIC 30.16, adj R? 99.78%) of
the experimental data in the case of the 0.5% (w/w) gel formulation, whereas the Weibull
model best fit the data from the 1% (w/w) D gel (AIC 55.19, adj R? 97.33%).

Table 12. Individual models and parameters for the release of D from the 0.5 and 1% gels.

Formulation Model Parameters Value
o . Ki(h) 0.95+0.48
0.5% D gel First-Order Fmax (%) 85.79 4 2.13
o 0.88 +0.43
1% D gel Weibull B 0.73+0.23
Fmax (%) 93.42 +3.21

Once the mean release kinetic behaviors were determined, the means and standard
deviations of the individual release data for both gels were calculated, as reported in
Table 12.

The first-order model confirmed that the D release mechanism from the 0.5% (w/w)
gel was diffusion, according to Fick’s Law [33,51]. However, the Weibull model was a
nonmechanistic equation. Papadopoulou et al. [51] determined a relationship between the
shape parameter (3 and the release mechanism. In the case of the 1% (w/w) D gel, the value
of B was 0.73, which corresponds to the Fick diffusion release mechanism (f3 < 0.75). The
release from both formulations, despite being explained by different models, present the
same release mechanism.

3.7 Pig Vagina Permeation

In vivo permeation tests were performed with pig vagina and the 0.5% (w/w) and 1%
(w/w) D gels (n = 4). Figure 10 shows the permeation profiles of the tested formulations,
and the permeation parameters are listed in Table 13.
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Figure 10. Pig vagina permeation profiles after administration of the 0.5% and 1% D gels (1 = 4).

Table 13. Mean parameters of D permeation after gel application to pig vagina.

Formulation Parameter Mean SD
Jsup (ug/h-cm?) 9.0106 0.6562
R? 0.9113 0.0445
Kp (cm/h) 0.2481 0.0181
05% D gel "ll?lag (h) 2.2834 0.6721
P (cm/h?) 3.4376 1.2485
Dif (1/h) 0.0763 0.0225
Jsup (ug/h-cm?) 32.9769 1.1737
R? 0.9913 0.0001
o Kp (cm/h) 0.4542 0.0162
1%D gel gag (h) 1.1698 0.0514
P (cm/h?) 3.1851 0.0265
Dif (1/h) 0.1426 0.0063

D had a good permeation profile, achieving a steady state within the first hour after
administration of the 1% D gel (T = 1.17 h) and within the second hour for the 0.5% D
gel (Twg = 2.28 h). The observed mucosal absorption was probably caused by the favorable
physicochemical properties of the compound according to Lipinski’s rule of five [59]: low
molecular weight (296 Da), logp value of 3.88, melting point under 200 °C (71.5 °C), and
fewer than five hydrogen bond donors and acceptors [20]. The partition parameter (P) of
the API between the gel and the vaginal mucosa revealed that this is the factor that affects
the vaginal permeation of both formulations the most. The p value obtained was very
similar for the 0.5 and 1% gels because it is an independent factor of the D concentration.
In this case, the diffusion coefficient had a low contribution to D permeability, and the
concentration effect was more noticeable for the 1% formulation according to Fick’s Law.
Even though D permeates, as previously noted, D has classically been used orally as
a treatment for alcoholism and has been reported to have a good safety profile during
clinical use.

In other permeation studies involving human and pig skin, D showed a lack of
permeability [21,22]. These differences are due to the nonkeratinization of the vaginal
epithelium, and the increase in surface area provided by the transversal rugae of the
mucosa would also increase drug absorption across this tissue [60]. Generally, porcine
vaginal tissue seems to be a good in vivo permeability model for extrapolation to human
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vaginal tissue due to substantial histological similarities (stratified squamous epithelium
supported by connective tissue) [61-63].

3.8 Disulfiram Concentration Retained in the Pig Vagina

Candida affects the vaginal epithelium and has the capacity to adhere to epithelial
cells and penetrate into the tissue. Especially important, in recurrent candidiasis, vaginal
relapse following incomplete organism eradication after treatment is a mechanism by which
chronification occurs. Furthermore, colonization of the vaginal epithelium facilitates the
formation of a yeast reservoir or a source for future infections [8]. Given that our target s
the vaginal epithelium, the drug content in the vagina was determined. After permeation
studies, the tissue was cut into 50 mg pieces, and these pieces were homogenized with
mobile phase using a MagNa Lyser instrument. After HPLC analysis, the mean amount of
drug detected in the tissue after administration of the 0.5% D gel was 36.48 =+2.50 ug
and was 87.73 £3.12 pg for the 1% D gel. Considering the vaginal density (1 g/mL due to
the high water content), the mean D concentrations obtained were 138.17 pg/mL and
268.67 pg/mL, respectively. These concentrations are still higher than the MIC values
(2-8 pg/mL), confirming the suitability of D for treating vaginal infections, including those in
the deeper mucosal layers or recurrent cases.

4. Conclusions

Disulfiram was revealed to be effective against different Candida species and is a
potential alternative to classic antifungals for the treatment of fungal infections. In this
study, disulfiram mucoadhesive gels were prepared successfully for the treatment of
vaginal candidiasis. Formula optimization has allowed the development of gels with
suitable physicochemical characteristics that facilitate vaginal administration, improving
the residence time, patient compliance, appearance of resistance, and typical limitations
of conventional vaginal drug delivery systems and traditional antifungals. Furthermore,
after gel characterization, the optimized formulation was shown to have appropriate
adhesiveness, syringeability, and mucoadhesiveness. Additionally, the rheological behavior
revealed the pseudoplastic flow of the gels. The developed gel showed promising in vitro
release, with more than 70% release of itin the first 5 h. According to in vitro distribution
studies, the drug concentration in vaginal tissue was higher than the MIC value, making D
potentially effective for the treatment of candidiasis. However, the clinical implementation of
D has encountered some challenges. Further research should be carried out, and an
exploration of the molecular mechanism of disulfiram as an antifungal agent is needed.
Taken together, these results suggest that disulfiram mucoadhesive gels could be a good
option as an alternative treatment for vaginal candidiasis.
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VII. Discusion General

La resistencia a los antibidoticos aumenta de forma notable y los avances en la busqueda
de nuevos agentes antimicrobianos es lenta, costosa y, en muchas ocasiones, fallida,
especialmente para las moléculas de sintesis (Berdigaliyev and Aljofan 2020). Por lo que
el hallazgo de nuevas moléculas o la mejora de los antimicrobianos disponibles actuales
es de suma importancia para combatir la nueva amenaza mundial. Ahora bien, la
busqueda de alternativas siempre debe ir acompafada de herramientas sociosanitarias
complementarias, para poder asegurar que la eficacia se mantiene a lo largo del tiempo
y del uso.

Como ya se ha indicado en el Capitulo |, la prevalencia y morbilidad de los trastornos
infectivos de piel y mucosas, junto con la creciente aparicién de cepas resistentes en los
principales patégenos de estas vias, hacen urgente la necesidad de buscar nuevas
estrategias para combatir estas infecciones (Khan et al. 2007; Wong, Dhanawat, and
Rathbone 2014).

Tradicionalmente, la administracion sistémica de antimicrobianos ha sido la base de las
terapias clinicas para abordar una infeccién. Desafortunadamente, la mala penetracion
en algunos tejidos, los patrones de prescripcion inadecuados, la toxicidad sistémica y el
escaso cumplimiento por parte del paciente han limitado la utilidad de ciertos
antimicrobianos. Ademads, la administracion sistémica a menudo no es eficaz, ya que no
proporciona concentraciones tisulares locales suficientes para matar a los
microorganismos antes de sufrir efectos secundarios graves, como dafio renal y/o
hepatico. Ahora bien, el uso extendido e irracional de estos medicamentos es lo que ha
incrementado, entre otras razones, la prevalencia de resistencias y ha originado la
necesidad de buscar nuevas alternativas. Ademas, las concentraciones de antibioticos
subterapéuticas o subinhibitorias exacerban las complicaciones infecciosas y
promueven la aparicién mas rapida de resistencias. Por ello, la administraciéon local de
antimicrobianos es una buena alternativa que puede preservar y ampliar su eficacia
(Brooks and Brooks 2014; Wu and Grainger 2006). El uso de antimicrobianos tépicos
tiene un rol especialmente importante en dermatologia y en ginecologia, constituyendo
una alternativa util y segura en infecciones localizadas.

A través de los afios, la industria farmacéutica se ha dedicado a la buisqueda de nuevas
moléculas antimicrobianas seguras y eficaces con pocos efectos adversos para los
pacientes. Pero la WHO afirma que los 60 productos que estan en desarrollo brindan
pocos beneficios respectos a los tratamientos existentes y pocos de ellos van dirigidos a
los microorganismos actualmente mas criticos (bacterias gramnegativas y hongos)
(WHO 2017). La mayoria de estas alternativas son farmacos de tipo biolégico como los
péptidos antimicrobianos o los bacteridfagos, los cuales suelen ser mas selectivos frente
a la diana pero que presentan grandes retos en cuanto a la estabilidad, fabricacién,
seguridad, almacenamiento, variabilidad entre lotes y coste, dificultando asi su llegada
al mercado. Ademas de ser alternativas mucho mas dirigidas a la administracién
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sistémica (Morrow and Felcone 2004).

En base a los antecedentes anteriormente expuesto, pensamos que el uso de moléculas
como el D y el BB junto con el desarrollo de nuevas formulaciones tdpicas, supondria,
en primer lugar, una novedad en cuanto al modo de accién respecto a los
antimicrobianos clasicos descritos; en segundo lugar, la posibilidad de superar
limitaciones o inconvenientes de la propia via de administracién que no se hubieran
tenido en cuenta en los desarrollos iniciales (absorcién, degradacién, tiempo de
residencia, aplicacién, mala adherencia...) y; por ultimo, una gran ventaja en cuanto al
coste del tratamiento comparado con los nuevos medicamentos que pudieran
aprobarse. Ademas, al ser moléculas que se han empleado durante décadas, se conoce
en detalle el perfil de seguridad de ellas y los posibles efectos adversos derivados de su
uso.

En este trabajo se han evaluado y caracterizado tres formulaciones que contienen
disulfiram como agente antimicrobiano para las principales infecciones de piel y
mucosas como posible estrategia para solventar el problema global de la resistencia
antimicrobiana.

1. Reevaluacion del producto comercial Tenutex®

Una de las estrategias planteadas en esta tesis para afrontar la resistencia
antimicrobiana fue reevaluar el producto comercial Tenutex®, emulsién que contiene D
y BB, frente a sarna y a pediculosis humana resistente a insecticidas comunes. En el caso
de las infecciones por Pediculus humanus capitis y Sarcoptes scabiei estan producidas
por ectoparasitos ubicuos, pero con una mayor prevalencia en paises en vias de
desarrollo y en zonas calidas. Ademads, debido a los movimientos migratorios su
prevalencia ha aumentado en paises desarrollados y junto a ellos, la resistencia al
tratamiento de primera linea, la permetrina (Downs et al. 1999; Burgess et al. 1995;
Kucirka, Parish, and Witkowski 1983).

La principal ventaja de Tenutex®, es el uso geograficamente restringido que presenta.
Actualmente la combinacién solo esta aprobada en Islandia y Suecia para la indicacidn
de pediculosis y sarna (Soerensen et al. 2021). En monoterapia por via tdpica,
encontramos que no existen formulaciones solo con D en el mercado y en el caso de BB,
existen otras formulaciones, pero su uso contra ectoparasitos no esta definido como
primera linea terapéutica en la mayoria de los paises comercializados. Los tratamientos
recomendados como primera opcidn son productos tépicos con un 5 % de permetrina o
la ivermectina oral (Salavastru, Chosidow, Janier, et al. 2017). Con lo cual, la posible
resistencia que puedan presentar los diferentes parasitos contra este producto es baja
o nula. De hecho, todavia no se han reportado casos que describan fendmenos
relacionados.
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En ese sentido, el uso geograficamente limitado de Tenutex® junto con los resultados
de eficacia y seguridad obtenidos en el Capitulo IV, confirman que podria ser
especialmente interesante ampliar nuevos mercados con este producto y ser propuesto
como un tratamiento alternativo en casos resistentes. Ademas, puesto que los paises en
vias de desarrollo son especialmente vulnerables a estas infecciones, el bajo coste del
producto y su facil aplicacion son ventajas adicionales en su reposicionamiento de
mercado.

Por otra parte, la reevaluacién de Tenutex® ofrece resultados actualizados del
comportamiento biofarmacéutico del producto, algunos de los cuales no estaban
descritos o eran de inicios de 1980 (Gunvor Brinck-Lindroth et al. 1984). Muchos de los
medicamentos actualmente aprobados, se descubrieron en el siglo XIX y XX y se
presentaron a las agencias con los criterios especificos de cada época y pais. La
regulaciéon farmacéutica se actualiza constantemente y afade nuevos criterios de
evaluacidn, muchas veces mas exigentes, a fin de garantizar la seguridad de los pacientes
(Powers 2004). A modo de ejemplo, tenemos las directrices ICH, las cuales nacieron en
1990 con el objetivo de armonizar los criterios cientificos y técnicos del registro de
productos farmacéuticos en diferentes paises. Los ambitos de aplicacién que abarcan
estas directrices se dividen en 4 grandes grupos: calidad, eficacia, seguridad y
multidisciplinar, los cuales, a su vez, se van actualizando frecuentemente (‘ICH Official
Web Site : ICH’ 2023). Por lo que, reevaluar productos antiguos, no solo permite conocer
nuevas aplicaciones potenciales o ampliar mercado del producto, sino que también
ofrece la oportunidad de profundizar en aspectos del producto que se desconocian
hasta el momento aportando nuevos conocimientos a la comunidad cientifica, y lo mas
importante, proporcionando nuevos datos de seguridad que permiten asegurar el
bienestar de los pacientes.

2. Reposicionamiento de D como agente antibacteriano vy
antifungico

2.1 Seleccion de D como candidato final

Tras la reevaluacién del producto comercial Tenutex® a la dosis de prescripcidn
aprobada y obtener buenos resultados en cuanto al perfil de permeacién en piel
humana, citotoxicidad y eficacia frente a pediculosis y sarna, se disponia de dos posibles
moléculas candidatas a reposicionamiento, D y BB. Finalmente, solo se seleccioné una
de ellas, D, por las diferentes razones que se exponen a continuacion.

En primer lugar, la caracterizacion del perfil de absorcidn transdérmico de Tenutex®,
mostré que el D no es capaz de llegar a circulacion sistémica, no se detectd
concentracion del activo en el medio receptor en ninguna de las réplicas ni tiempos. El
hecho de que no llegue a la dermis y por lo tanto a circulacién sistémica, es una gran
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ventaja ya que se evita cualquier efecto sistémico derivado de su aplicacion y hace que
quede disponible mayor concentracion de farmaco en el tejido diana (estrato cérneo
y/o epidermis). Esto es especialmente interesante dado que las infecciones bacterianas
y parasitarias superficiales de la piel cursan principalmente en estas dos capas (Moffarah
et al. 2016), por lo que, en este caso D es capaz de concentrarse en la diana de interés.

Ademas, en el caso de D habia estudios publicados que verificaba la accion antibidtica
del compuesto y que demostraban sus multiples mecanismos de accién (Lanz et al. 2023;
Meneguello et al. 2022; Horita et al. 2012; Khan et al. 2007; Frazier, Moore, and Long
2019). Por lo que, parte de la actividad era ya conocida, pero quedaba pendiente
comprobar esa actividad frente a los principales patégenos involucrados en patologia de
piel y mucosas y aportar nuevos datos en cuanto a la aplicabilidad del producto y los
posibles efectos derivados de su potencial uso por via tépica.

Por otra parte, cabe destacar la particular estructura quimica de D, la cual presenta
varios grupos funcionales con azufres (S), el S del enlace disulfuro y el S del resto
tiocarbonilo (‘Disulfiram | C10H20N2S4 - PubChem’ 2023). Estos dos grupos son
facilmente susceptibles de ser atacados por grupos nucledfilos, tales como la cisteina.
Los grupos sulfhidrilo de la cisteina son los que interaccionarian con los centros activos
del D mediante un mecanismo de sustitucion nucledfila tipo 2, cinética y
termodinamicamente favorable (Nogara et al. 2022). Este punto la hace especialmente
interesante, dado que la cisteina es un aminoacido esencial y estd presente en la
mayoria de las proteinas, por lo que, potencialmente, podria interaccionar con
diferentes dianas bioldgicas de los microorganismos.

Aunque la propuesta inicial era considerar también al BB para el reposicionamiento,
finalmente se descartd esta molécula por varios motivos, entre ellos destacan los
siguientes:

- Eluso de BB esta ligeramente mas extendido, no por su aplicacién en productos
farmacéuticos, sino porque se encuentra en muchos de los productos
cosméticos, tales como las fragancias (Johnson et al. 2017). Por lo que el uso de
esta molécula en monoterapia frente a infecciones bacterianas o fungicas podria
llevar a la aparicion de resistencias con mayor facilidad que con D.

- Por lo que al mecanismo de accidn respecta, en el caso de Pediculus humanus
capitis y Sarcoptes scabiei es debido a un efecto neurotdxico sobre estos
microrganismos (Karthikeyan 2005). Los mecanismos de neurotoxicidad se
asocian con formas de vida mdas complejas, por lo que suponer el mismo
mecanismo de accién para bacterias, organismos procariotas unicelulares,
resulta complicado y dificilmente extrapolable.

- Como se menciona en el Capitulo | seccién 7, hay algin estudio que relaciona la
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actividad antibacteriana del aceite esencial de Kaempferia rotunda, entre otros,
con su contenido en BB (Diastuti, Chasani, and Suwandri 2019). Sin embargo, en
este estudio no se comprueba la actividad antibacteriana de cada uno de los
componentes por separado, por lo que su actividad podria ser debida a
compuestos que se encuentran en menor proporciéon en el aceite y no
directamente con BB. En general, hay pocas evidencias publicadas de que
realmente esta molécula pueda tener actividad antibacteriana.

- ElI BB es un hidrocarburo ciclico cuya estructura quimica no presenta ningin
grupo funcional que pudiera actuar como nucledfilo o electréfilo frente a
posibles dianas bioldgicas (‘Benzyl Benzoate | C14H1202 - PubChem’ 2023). Este
hecho, limita posibles mecanismos de accién antibacterianos o antifungicos.

Adicionalmente, para descartar definitivamente el reposicionamiento de BB, se hizo un
cribado inicial mediante estudios de MIC frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Pseudomona aeruginosa y diferentes especies de Candida. El rango de
concentraciones testado fue de 256 a 0,06 pug/ml y los resultados de MIC obtenidos
fueron >256 pg/ml. Por lo que el BB quedd finalmente descartado para el
reposicionamiento. Los resultados obtenidos en estas pruebas no se publicaron.

2.2 Eficacia antimicrobiana

Para evaluar la eficacia antibacteriana y antifungica in vitro de D se determind cual era
la concentracidn minima inhibitoria del compuesto, es decir la concentracién mas baja
capaz de inhibir el crecimiento microbiano. Para ello, se seleccionaron los principales
microrganismos involucrados en patologias de piel y mucosas, siendo estos:
Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes como los
principales representantes de patégenos bacterianos vy, tres especies diferentes de
Candida (C. albicans, C. parapsilosis y C. glabrata) como patégenos fungicos.

Los resultados de los ensayos muestran que D inhibe el crecimiento de las bacterias
grampositivas Staphylococcus aureus (8 pug/ml) y Streptococcus pyogenes (32 pg/ml) y
de las levaduras C. albicans (2 pg/ml), C. parapsilosis (8 ug/ml) y C. glabrata (4 pg/ml),
por lo que, la molécula presenta actividad antibacteriana y antifingica frente a las cepas
testadas.

Las bacterias S. aureus y S. pyogenes estan muy ligadas a las patologias comunes de la
piel tales como forunculos, impétigo, y dermatitis (Chiller, Selkin, and Murakawa 2001).
Dichas enfermedades, son tratadas principalmente via tépica con mupirocina o acido
fusidico, pero la resistencia a estos tratamientos estd en considerable aumento
(Hajikhani et al. 2020; McNeil et al. 2011; Williamson, Carter, and Howden 2017). Estas
enfermedades suelen ser afectaciones autolimitadas que se tratan eficazmente de
manera topica. Ahora bien, debido a la creciente apariciones de resistencias, disponer
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de una alternativa es importante, en particular, en el caso de Staphylococus aureus,
bacteria con cepas multirresistentes a diferentes antibidticos (MRSA) y también, en
estreptococos resistentes a macrélidos y a mupirocina. Ambos casos podrian acabar
originando infecciones sistémicas graves si no se controlan (Perera and Hay 2005;
Stefani et al. 2012)). Ademas, al disponer de una nueva alternativa via tépica permite
reservar los antibioticos sistémicos para las infecciones mas graves o que no responden
a ninguno de los tratamientos tépicos disponibles retrasando asi la aparicidon de posibles
resistencias.

Adicionalmente, la actividad antibacteriana del D tiene un valor afiadido para la
combinacion Tenutex®, en pacientes infectados por sarna y pediculosis. Estas patologias
cursan con un intenso picor, el cual lleva a los pacientes a rascarse de forma continua y
producirse lesiones en la piel que muchas veces pueden infectarse por bacterias como
S. aureus o S. pyogenes (Watkins 2010; Stander and Stander 2021). Por lo que, el
producto ademas de combatir la infeccion primaria podria tener un efecto beneficioso
en evitar complicaciones de estas lesiones. De la misma manera, la sarna es la causa
principal de impétigo secundario. En entornos altamente endémicos, al menos el 40 %
de las lesiones de impétigo pueden atribuirse a la sarna, y esta proporcién es aun mayor
entre los nifilos mas pequefios (hasta del 71 %). La infeccion bacteriana por S. aureus y
S. pyogenes del impétigo se produce debido a brechas en la barrera cutdnea como
resultado de las madrigueras de los 4caros y el rascado asociado, asi como a los efectos
directos de los dcaros de la sarna al regular negativamente la inmunidad del huésped y
optimizar las condiciones para el crecimiento bacteriano (Hartman-Adams, Banvard, and
Juckett 2014; Engelman and Steer 2018). Por lo que, la utilizacidon de Tenutex® no solo
estaria combatiendo la infeccién primaria por sarna, sino que podria ayudar a la
prevencidon de impétigo secundario por la accién antibacteriana de D sobre esas dos
bacterias. La sarna y el impétigo asociado son problemas comunes en muchos paises en
desarrollo, que afectan particularmente a nifios y comunidades en areas desfavorecidas
y paises tropicales, con una prevalencia muy alta en la regidn del Pacifico (Romani et al.
2015). Por ello, comercializar este producto en esas areas podria ser de especial interés
y de gran ayuda.

Por otra parte, D no mostré actividad frente a la bacteria gramnegativa P. aeruginosa
(>64 ug/ml). Esta bacteria se caracteriza por presentar resistencia natural a ciertos
antibidticos y por disponer de mecanismos en el periplasma para adaptarse a las
fluctuaciones ambientales de cobre, por lo que esto le podria dar cierta proteccién
adicional sobre el caracter quelante de D (Argiiello, Raimunda, and Padilla-Benavides
2013). Ademas, su membrana externa podria dificultar la permeabilidad de la pared
celular a este compuesto. Esta bacteria también puede disponer de diversas bombas de
eflujo, las cuales, podrian expulsar el farmaco fuera de la célula, en el caso de que
pudiera alcanzar el citoplasma celular (Pang et al. 2019).

198



VII. Discusion General

Aunque D no tiene caracter inhibidor sobre el crecimiento de P. geruginosa vy, por lo
tanto, no seria Util en monoterapia, puede ser un buen candidato para ser administrado
juntamente con otros antimicrobianos cldsicos, potenciando su accion, retrasando la
aparicién de la resistencia a ellos o reduciendo los factores de virulencia. De hecho, una
de las estrategias mas propuesta en bibliografia para P. aeruginosa, a diferencia de otras
bacterias gramnegativas, es la combinacién de varios antibacterianos, dado que es una
bacteria con una alta resistencia intrinseca (Pang et al. 2019; Poole 2011). En el caso de
D, la combinacion podria ser interesante porque P. aeruginosa se caracteriza por la
secrecion de factores virulentos como la pseudolisisina metaloproteasa de zinc, también
conocida como LasB o elastasa de Pseudomonas. Este factor de virulencia es altamente
téxico, causa dafio e invasion tisular, altera el sistema inmunoldgico y actua
intracelularmente para iniciar el crecimiento de biopeliculas bacterianas, las cuales
empiezan a ser realmente preocupantes en ambientes hospitalarios. Ahora bien, para
su funcionamiento necesita de la presencia de zinc, por lo que D podria secuestrar este
metal y afectar al correcto funcionamiento de las LasB (Cathcart et al. 2011; Azam and
Khan 2019; Pang et al. 2019; Jorge et al. 2019). Los inhibidores de los factores de
virulencia han ganado impulso en los ultimos afos y, ademads, no ejercen seleccion
positiva sobre la resistencia, por lo que seria interesante considerar a D en futuros
estudios experimentales en combinacién con los antibidticos convencionales.

En cuanto al cardcter antifungico de D frente a Candida, los resultados fueron muy
positivos, incluso se obtuvieron valores de MIC inferiores a los hallados en bacterias.
Dada la situacion de alto nivel de resistencias a los azoles de estas levaduras (Ben-Ami
and Kontoyiannis 2021; Pristov and Ghannoum 2019), los resultados ofrecen un posible
tratamiento alternativo prometedor para la candidiasis vaginal. Se ha visto que el
transportador ABC, Cdrlp, desempena un papel importante en esta resistencia,
favoreciendo la expulsion del azol al exterior de la célula microbiana a través de la
bomba de eflujo. Hay estudios que revelan la capacidad de D de inhibir la unién del ATP
a Cdrlp, formando un enlace disulfuro intramolecular con las cisteinas presentes cerca
del centro activo de la proteina. Dada esta inhibicién, D puede utilizarse como un
modulador potencial de la resistencia a los antifungicos (S. Shukla et al. 2004; Sanglard
et al. 1996). Ademas, D es una molécula utilizada via oral durante mds de 50 afios para
el tratamiento del alcoholismo con un buen perfil de seguridad, seria interesante
estudiar su actividad frente a C. auris, patégeno emergente que se ha asociado con
brotes nosocomiales, con alta tasa de resistencia a antifungicos y mortalidad (Jeffery-
Smith et al. 2018) como una posible alternativa.

Finalmente, es importante destacar que D tiene accién in vitro tanto sobre diferentes
especies de Candida como de Staphylococcus aureus. Este hecho es especialmente
interesante porque a pesar de que estos patdgenos causan diferentes infecciones de
forma independiente, C. albicans y S. aureus también pueden aislarse conjuntamente
de varias enfermedades como la fibrosis quistica, la sobreinfeccion de quemaduras,
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infecciones del tracto urinario y heridas del pie diabético y también, de las superficies
de diversos biomateriales (sondas, catéteres, protesis...). Ademas, S. aureusy C. albicans
a menudo se aislan simultaneamente de biopeliculas mixtas de bacterias y hongos que
se asocian a infecciones mas graves. Los microorganismos incrustados en biopeliculas
son extremadamente resistentes tanto a los mecanismos de eliminacién del huésped
como a los agentes antimicrobianos (Harriott and Noverr 2009; Nair et al. 2014). Por lo
gue disponer de una molécula activa frente a estos dos patdégenos, podria suponer una
herramienta adicional para tartar este problema emergente.

En cuanto al global de los estudios de eficacia in vitro y ex vivo frente a los diferentes
microorganismos, han sido de gran utilidad para evaluar las potenciales nuevas
actividades de D, demostrar la actividad conocida de Tenutex® incluso en cepas
resistentes a los tratamientos habituales, como en el caso de los piojos a la permetrina,
y evaluar los tiempos de exposicidon necesarios para erradicar los parasitos Pediculus
humanus capitis y Sarcoptes scabiei.

2.3 Caracterizacion de las férmulas propuestas

La caracterizacion fisicoquimica (aspecto, viscosidad, riqueza, impurezas...) de Tenutex®,
al tratarse de una féormula comercial, ya estaba realizada y detallada en su respectivo
dosier de registro. Para la emulsion con D, como el objetivo era un producto de
aplicacién en la piel en el que el activo pudiera actuar en el SCy la epidermis, se escogid
una combinacién de excipientes muy similar a Tenutex®, dado que son combinaciones
de las cuales se conoce sus caracteristicas fisicoquimicas en detalle, su estabilidad y que
ya han sido testadas en clinica con buena tolerabilidad en la piel. Se escogié una férmula
conocida para optimizar recursos, reducir el nimero de ensayos de caracterizacién a
realizar y obtener un perfil de permeacion de D similar al hallado para Tenutex®.

En el caso del uso de D como antifungico, no solo se propuso el reposicionamiento de la
molécula, sino que ademas se intentd hacer frente a los inconvenientes habituales que
presentan las formulaciones de administraciéon vaginal. Actualmente, las cremas,
pomadas, geles y dvulos que existen en el mercado, tienen la desventaja de que deben
ser administrados durante la noche, una vez la paciente esta estirada para evitar la salida
del producto por efecto de la gravedad y el movimiento, ademas de los posibles
malestares asociados (Hussain and Ahsan 2005). Por ello, desarrollar formulaciones
alternativas tales como geles mucoadhesivos era también una necesidad clinica.

Se realizd una evaluacion de la bibliografia relacionada con geles mucoadhesivos
existentes para las diferentes mucosas (vaginal, bucal y rectal) y se identificd que la
combinacion propuesta de carragenato con polietilenglicol no se habia probado antes.
Los carragenatos pueden interaccionar con la mucina presente en la pared vaginal
mediante enlaces secundarios, principalmente enlaces de hidrégeno y entrelazamientos
fisicos y, tiene la capacidad de, en presencia de un catién apropiado (K*, Ca%*), cambiar
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su estructura de espiral a hélice y gelificar por reticulacion idnica, incrementando asi la
viscosidad (Yermak, Davydova, and Volod’ko 2022). En cambio, el polietilenglicol es una
cadena lineal de alto peso molecular, con capacidad de retener agua y con varios
hidrégenos funcionales que pueden interaccionar mediante fuerzas electrostaticas con
el moco que recubre el epitelio vaginal (Shah, Chaudhary, and Mehta 2014). Por lo tanto,
la combinacién presenta diferentes mecanismos de adhesion, lo cual crea sinergias
entre los polimeros que permiten hacer frente al problema del tiempo de residencia en
la vagina.

Dado que se trata del desarrollo de una férmula novedosa, se llevd a cabo una
caracterizacion detallada de los geles. Fue especialmente importante determinar el
comportamiento reoldgico del producto y la mucoadhesidn para escoger la férmula final
mas iddnea, ya que ambas propiedades son especialmente importantes para su correcta
funcionabilidad y aplicabilidad (Siska et al. 2018; Ahuja, Khar, and Ali 1997). En este
sentido, la herramienta de diseifio de experimento fue de gran ayuda, ya que permitio
generar el maximo de informacién con el minimo nimero de experimentos posibles,
reduciendo el tiempo y coste en la obtencién de un posible prototipo. En nuestro caso
se realizaron 13 combinaciones diferentes modificando las concentraciones de ambos
polimeros. Tras evaluar como afectaba la concentracion de polimero a la mucoadhesion
directa e indirecta (fuerza adhesiva y fluoresceina adherida, respectivamente) y la
viscosidad, se seleccioné como candidato final el que contenia 2 % de carragenatoy 0,9
% PEG-90M, ya que es el que presenta mayor mucoahdesion con minima viscosidad vy,
por lo tanto, el que mayor tiempo de residencia en la cavidad vaginal y menor problemas
de aplicacién tendria, dado que una formulacién muy viscosa podria dificultar la
administracion. Todas las pruebas de cribado se realizaron con y sin flujo vaginal, porque
uno de los polimeros, el carragenato, como se ha comentado anteriormente puede
cambiar sus propiedades en presencia de iones. Por lo que era importante ver cdmo
podria afectar la reticulacién de dicho polimero a las principales propiedades del
producto.

Tras la selecciéon de la féormula final, el comportamiento reoldgico de esta se determind.
Las pruebas rotatorias y oscilatorias mostraron el caracter pseudopldstico y eldstico de
la férmula. La pseudoplasticidad ofrece una reduccidn de la viscosidad inducida por el
estrésy, por tanto, garantiza la facilidad de aplicacion del producto. Ahora bien, también
es importante mencionar que, se puede esperar que se produzca una mayor dispersiéon
del producto a velocidades de cizallamiento mas altas (durante el coito) o después de la
dilucién con fluidos vaginales o semen. Esto tiene la importante desventaja de aumentar
la probabilidad de fuga del producto en esas situaciones. Pero como también se trata de
geles con caracter eldstico (tan & < 1), la elasticidad controla las propiedades de
liberacion y fuga del farmaco, por lo que el gel ofreceria mayor resistencia a la dilucién
y a las tensiones durante el coito (Yu et al. 2011). Teniendo en cuenta ambos aspectos,
el candidato final presenta un cuidadoso equilibrio entre sus propiedades reoldgicas que
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permitiria lograr un rendimiento clinico 6ptimo, proporcionando un producto de facil
aplicacion y con menor riesgo de fuga.

2.4 Estudios en celdas de Franz

Las celdas de Franz se emplearon para evaluar la capacidad de penetracion de las tres
formulaciones con D en piel y/o mucosa vaginal, cuantificar las cantidades de D
retenidas en el tejido y estudiar la liberacion del nuevo gel mucoadhesivo desarrollado,
informacién biofarmacéutica de D que no se habia evaluado hasta el momento.
Previamente a la realizacién de estos ensayos, se probaron diferentes medios
receptores. Finalmente, se escogié un medio acuoso, 15 % de HPCD en PBS, dado que
era el que permitia cumplir condiciones sink durante todo el experimento. D es una
molécula muy insoluble en agua, 4,09 mg/l a 25°C (National Center for Biotechnology
Information 2022), por ello se afiadid HPCD en el medio receptor. Las ciclodextrinas
tienen la capacidad de formar complejos de inclusion dindmicos no covalentes en
solucidn, la cavidad central de los cuales proporciona un microambiente lipéfilo en el
que pueden entrar e incluirse moléculas de farmaco hidrofébicos como es el caso del D
(Brewster and Loftsson 2007).

2.4.1 Estudios de liberacion in vitro

En cuanto al estudio de liberacion de los geles mucoadhesivos, se emplearon
membranas de 0,45 pum para permitir el paso de D (296,5 Da). El objetivo del estudio era
determinar el mecanismo de liberacion del farmaco en la formulacién mediante el ajuste
de las cantidades liberadas a lo largo del tiempo a varios modelos cinéticos. Estos
modelos son utiles para evaluar el efecto de los excipientes, simular situaciones no
ensayas previamente, como control de calidad de la férmula y del proceso de
fabricacidn, siendo un importante recurso que acelerar el desarrollo del farmaco
(Siepmann and Siepmann 2013). En este caso, se empled para ver el efecto de la matriz
de excipientes sobre la liberacion de D.

La cinética de liberacion de ambas concentraciones de D (0,5 y 1 %) esta basada en la
primera ley de Fick, donde la cantidad de D liberado es directamente proporcional a la
cantidad de farmaco remanente en la férmula farmacéutica (Bartosova and Bajgar
2012), pero cada concentracidn esta explicada por diferentes modelos cinético, orden
uno para la férmula al 0,5 % y Weibull para la del 1 %. En ambas concentraciones, la
matriz de excipientes permitié la liberacién del 80-90 % de D en las primeras 6 horas,
dejando la mayor parte del farmaco disponible para interaccionar con la mucosa vaginal
y no limitar la biodisponibilidad en el tejido.

2.4.2 Ensayos de permeacion in vitro

Se caracterizaron los perfiles de permeacién de las 3 formulaciones. Para Tenutex® y la
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emulsidn con D se realizd el ensayo en piel humana y cerdo, respectivamente; y para los
geles mucoadhesivos se empled vaginas de cerdo.

En el caso de la permeacidn en piel, se obtuvieron los mismos resultados en cerdo que
humana. En ambos ensayos, no se observé permeacién de D en ninguno de las réplicas
ni tiempos. La similitud entre los resultados se debe a que la piel porcina y humana
presentan una estructura muy parecida en cuanto al grosor y la composicion de las capas
del tejido (Neupane et al. 2020) y; también al hecho de que la composicién de
excipientes era muy similar entre ambas formulaciones. Ademas, en el caso de la
emulsidon con D, se empled la misma dosis de prescripcidon que para Tenutex® por lo que
los resultados obtenidos serian extrapolables a una aplicacion real, con concentraciones
retenidas en el tejido superiores a la MIC obtenida para S. aureus (8 ug/ml) y S. pyogenes
(32 pg/ml). En este caso, como no hubo permeacién de D no se pudo calcular el flujo
transdérmico ni ningln otro parametro cinético.

Los estudios de permeacién de los geles mucoadhesivos en vaginas de cerdo indicaron
resultados muy diferentes a los hallados en piel. En este caso, D mostré un buen perfil
de permeacion. Estas diferencias respecto a la piel pueden ser debidas a varios motivos,
(1) la mucosa vaginal no es un tejido liso, a diferencia de la piel presenta rugosidades
gue hacen aumentar la superficie de absorcion, (2) la mucosa es un tejido no
gueratinizado, no tiene SC como la piel, por lo que presenta mayor permeabilidad,
especialmente a moléculas pequefias como puede ser D, (3) la composicién de los geles
difiera mucho de las férmulas utilizadas en piel. En este caso los geles son formulaciones
de tipo acuoso que contenian 20 % HPCD. Las ciclodextrinas son capaces de penetrar en
las mucosas y pueden actuar como potenciadores de la absorcion si el vehiculo de la
férmula o las barreras de difusidn son acuosas (Loftsson et al. 2005), como ese este caso.
Por lo que, la combinacién de todos estos factores es lo que explicaria las diferencias
detectadas.

Aunque la penetracidn en la mucosa vaginal es positiva porque nos ha permitido
obtener concentraciones en el tejido superiores a la MIC para Candida y esto podria
ayudar a hacer frente a posibles reservorios de levaduras en el tejido y a evitar que la
infeccidn se cronifique (Ravani et al. 2013), podria ser interesante reducir la dosis de D
aplicada a la mucosa. Para la concentracién del 0,5 %, se hallaron concentraciones
retenidas 20 veces superior a la MIC. Reducir la dosis de D a la mitad podria permitir
seguir teniendo un producto efectivo frente a Candida, pero ayudaria a disminuir la
absorcidén sistémica y con ello la probabilidad de aparicion de efectos adversos. En todo
caso, dado que hay absorcion sistémica, la utilizacién de D para el tratamiento de
candidiasis, requeriria de la abstinencia de alcohol para reducir la aparicién de efectos
adversos.

Los estudios realizados en celdas de Franz han sido de gran importancia en las primeras
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etapas para poder evaluar la idoneidad de la formulacion en la via de administracion
propuesta, en este caso, la cutanea y vaginal. La disponibilidad de un método de HPLC
validado con linealidad, precisidn, exactitud y especificidad ha sido esencial para la
cuantificacion de los activos en los diferentes ensayos y poder confirmar que las
concentraciones retenidas en piel y vagina son suficientes para garantizar
concentraciones eficaces contra los diferentes microorganismos testados, con
resultados fiables y reproducibles.

2.5 Ensayos celulares

Los ensayos basados en células son una excelente herramienta para la comprensién de
la actividad bioldgica de un producto farmacéutico reduciendo la experimentacién
animal. La evaluacion de la viabilidad celular es una técnica clave para determinar la
citotoxicidad in vitro de un producto y su biocompatibilidad.

Las pruebas de biocompatibilidad in vitro fueron desarrolladas originalmente para
predecir reacciones bioldgicas de farmacos, biomateriales o tratamiento de técnicas.
Generalmente se utiliza una amplia variedad de lineas celulares como, fibroblastos de
piel humana, mucosa bucal, membrana periodontal o pulmén embrionario, cultivos de
gueratinocitos humanos y células HaCaT, diferentes lineas celulares murinas, linfocitos
T de ganglios linfaticos y macréfagos (Wiegand and Hipler 2009). Dénde, los fibroblastos
y los queratinocitos epidérmicos se consideran lineas celulares apropiadas para probar
la compatibilidad local de activos en la piel. En este caso, se utilizaron ensayos de
citotoxicidad in vitro en queratinocitos HEK0O1.

Tras comparar los resultados de citotoxicidad obtenidos para D (ICso: 6,97 uM) con otras
publicaciones, se detectd gran variabilidad en la citotoxicidad reportada (ICso: 754 uM-
0,793 uM) segun la técnica utilizada o las células empleadas en el estudio (Zha et al.
2014; Weyermann, Lochmann, and Zimmer 2005; Thakare et al. 2019). La medicién de
células viables es un aspecto critico en estos ensayos, siendo la medicién de ATP
fundamental para el estudio. Ahora bien, hay una gran variedad de kits y métodos para
su deteccién (bioluminiscencia, ensayo colorimétrico con bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), etc.) por lo que la comparaciéon de
resultados se hace complicada. Existe la necesidad de mejorar y unificar los criterios de
seleccion y evaluacién de los diferentes modelos para una mejor comprensién y
comparacion de los resultados obtenidos.

La citotoxicidad obtenida podrian relacionarse con cierta irritacion del producto tras su
aplicacion tépica, dado que los queratinocitos son células que juegan un papel
importante en la iniciacion, modulacién y regulaciéon de las irritacion cutanea (Praca et
al. 2018). Ahora bien, tras la variabilidad de resultados comentados en la bibliografia y
al hecho de haber utilizado cultivos monocapa, los cuales carecen del entorno del tejido
y en los que no hay interaccidon y comunicacién celular (Wiegand and Hipler 2009), se
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hace dificil la extrapolacion al comportamiento que tendria D in vivo. Ademas, dada la
complejidad estructural de la piel y su gran efecto barrera, seria interesante plantearse
el uso de modelos tridimensionales para futuros estudios.

Por otra parte, con el objetivo de comprender mejor los posibles mecanismos de
citotoxicidad, se realizd el andlisis de la expresion génica de las células expuestas al
farmaco. Gracias a este analisis se pudo evidenciar que la muerte celular no es debido
a un Unico mecanismo, sino que intervienen varios factores en él, aportando datos de
cambios en la expresidn génica que podrian ser interesante incluso en dreas como la
oncologia.

Una de las alteraciones mads destacas fue sobre el gen MT1F, el cual codifica para
metalotioneinas, un tipo de metaloproteina. Esta misma afectacién sobre
metaloproteinas se ha visto en células bacterianas como en el caso de las P. aeruginosa
y los factores de virulencia LasB, discutido anteriormente. También, los resultados de
expresion genética revelaron la importancia del papel quelante de D, con varias vias de
sefializacion afectadas. Esa actividad quelante de D también se ha descrito que tiene
afectaciéon sobre los microorganismos (Abraham et al. 2012). Por lo que existe
mecanismos de toxicidad similares entre eucariotas y procariotas sobre estructuras
evolutivamente conservadas. Si el mecanismo de citotoxicidad para las bacterias y
levaduras fuese también una combinacién de varios mecanismos a la vez, esto supondria
una gran ventaja. Cuando se combina varios mecanismos de accidn es mas complejo
para los microorganismos poder desarrollar resistencia para cada uno de ellos. Con lo
gue la aparicion de resistencia global seria mas compleja y tardia, hecho que favorece a
su posible reposicionamiento.

3. Técnicas para la caracterizacion de un producto farmacéutico

Para la generacién de nuevos productos farmacéuticos, tanto con principios activos
nuevos como con moléculas ya conocidas y comercializadas, es fundamental establecer
técnicas en las diferentes etapas del proceso de desarrollo para detectar a tiempo si un
candidato no es adecuado para la finalidad prevista. Ademas, puesto que las autoridades
reguladoras han incrementado los requisitos para la comercializacion de nuevos
productos (‘ICH Official Web Site: ICH" 2023), es necesario mejorar las técnicas
existentes o afadir nuevas a fin de caracterizar al maximo posible el producto, mas alla
de las pruebas fisicoquimicas tradicionales, para de esta manera, poder dar respuesta a
las nuevas exigencias regulatorias. En este sentido, la metodologia empleada ha sido
una relevante herramienta para obtener informacion tanto de los principios como de
los productos finales propuestos.

Como se ejemplifica en esta tesis, la ejecucion de métodos adecuados para la
determinacién del potencial de un producto durante la fase de desarrollo es un complejo
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proceso que se requiere para su correcta caracterizacion, optimizacion, evaluacién de la
eficacia, ademds de para probar su idoneidad en la via de administracién y comprobar
su seguridad. Todo ello, mediante la generacién de resultados documentados con una
mejor inversion de recursos que puedan avalar la comercializaciéon del producto en
nuevos mercados y dar respuesta a las nuevas exigencias regulatorias. Ademas, la
informacién generada con los productos ya comercializados abre una ventana de
posibilidades, la cual, en este caso, serd util para discutir en el futuro la extensidn del
uso de D para otras patologias.

En resumen, todos los ensayos realizados son una herramienta fundamental para las
empresas farmacéuticas, no solo durante el descubrimiento y desarrollo de nuevos
medicamentos, sino también, para la realizacion de estudios adicionales una vez el
producto estd en el mercado. Este hecho es especialmente importante, para poder,
entre otros, encontrar nuevas actividades a moléculas ya existentes, disminuyendo el
coste del lanzamiento de nuevos medicamentos y aportando soluciones mas rapidas a
las nuevas necesidades de la poblacion (Berdigaliyev and Aljofan 2020).

4. Perspectivas de futuro

Los resultados reportados en los Capitulos IV, Vy VI muestran una primera aproximacién
de las etapas iniciales del desarrollo de un producto farmacéutico. En el caso del Capitulo
IV, puesto que la combinacién ya estd aprobada para la indicacién estudiada (sarna y
pediculosis), el posible reposicionamiento de mercado tiene mucho ganado y los
resultados obtenidos son un valor anadido para actualizar el dosier y presentarlo a las
agencias reguladoras de nuevos mercados.

En cuanto al reposicionamiento de D para las nuevas indicaciones (Capitulo V y VI), los
resultados son realmente positivos y abren una ventana de posibilidades frente a la
nueva amenaza global. Ahora bien, tanto en el caso de la actividad antibacteriana como
antifungica, seria interesante probar el activo D frente a cepas clinicas para tener mas
datos de la eficacia que pudieran extrapolarse a un uso clinico real. Si los resultados de
estos nuevos ensayos fueran positivos, en el caso de la emulsién con D, puesto que la
dosis establecida es igual que la aprobada y comercializada para Tenutex® y los
excipientes son muy similares, se conocen la toxicidad y la farmacocinética del producto,
se podrian evitar los ensayos preclinicos y emprender la fase clinica 2 para probar la
eficacia del farmaco con la nueva indicacion (Pacios et al. 2020).

En el caso de los geles mucoadhesivos, seria interesante plantear los estudios con una
dosis mas baja para reducir al maximo la posible absorcidn sistémica por via vaginal.
Ademads, puesto que la férmula y la via de aplicacidn del D son diferentes a lo que hay
aprobado, en este caso si que se requeriria de la realizacién de ensayos preclinicos y de
fase 1 para la comercializacion del producto. Por lo que, en ambos casos es necesario
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seguir invirtiendo en ensayos y asi poder comprender la viabilidad final de estos dos
productos.

Ahora bien, es importante resaltar que siguen existiendo dificultadas en cuanto a los
incentivos para que la industria farmacéutica siga invirtiendo en este tipo de desarrollos.
En el caso de los antibidticos, el descubrimiento y desarrollo es ain mas dificil, con una
tasa de falla estimada del 95 % y que cuestas millones de euros a la industria
farmacéutica. Aunque el desarrollo de nuevos medicamentos en otras dreas
terapéuticas son igualmente procesos riesgosos y costoso, en el caso de los antibidticos
ademas existe el gran desafio de la rentabilidad. Como los antibidticos mas antiguos
siguen siendo eficaces para tratar la mayoria de las infecciones, el valor principal de los
nuevos antibidticos es tratar infecciones multirresistentes y que proporcionen
proteccidon contra patdégenos emergentes. Como el desarrollo de resistencia es
acelerada por el uso de los propios antibidticos, los nuevos se administran como ultimo
recurso, lo que se traduce en bajas ventas de unidades y, por lo tanto, en un limitado
atractivo comercial para la industria. Es el Unico caso, en el que el farmaco mas
innovador se queda encerrado para mantener las ventas tan bajas como sea posible.
Ademas, la rentabilidad auin es menor por la corta duracién del tratamiento inherente a
la terapia con antimicrobianos, ya que suelen ser afecciones agudas de muy corta
duracién (Piddock 2012; Spellberg 2014; Ardal et al. 2020).

Las grandes empresas estan tomando la decisién de dejar de investigar, desarrollar y
producir nuevos antimicrobianos, por lo que se estd destruyendo una herramienta
esencial que contribuye a la seguridad sanitaria. Aunque en este caso, D es una molécula
ya comercializada y con un coste de desarrollo menor a una molécula activa totalmente
nueva, su nuevo uso como antimicrobiano solo se limitaria a casos de resistencia y por
la tanto podria no ser rentable seguir la inversién en esta linea. Se necesitan con
urgencia modelos de ingresos que permitan que los desarrolladores de antibidticos
obtengan ganancias que se alinea mas estrechamente con el valor que entregan a la
sociedad (Norrby, Nord, and Finch 2005).

Finalmente, se necesitan medidas para incentivar la reutilizacion de medicamentos,
particularmente para abordar las barreras normativas y de patentes que restringen la
exclusividad de mercado para la nueva indicacidn puesto que, en la mayoria de las veces,
estas nuevas indicaciones no son novedosas ni inventivas y por lo tanto no pueden
protegerse por una patente. Tales medidas podrian incluir mejores periodos de
exclusividad de datos para indicaciones reutilizadas u otros cambios legislativos para
garantizar que haya suficientes oportunidades para recuperar la inversién (Renwick and
Mossialos 2018; Pushpakom et al. 2018).
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VII. Discusion General

Todavia siguen existiendo barreras externas sustanciales para la reutilizacion de
medicamentos y para el desarrollo de nuevos antimicrobianos que no son faciles de
superar y que perpetdan un mercado de antimicrobianos disfuncional.
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VIIl. Conclusiones

Se ha evaluado y estudiado con éxito tres formulaciones con disulfiram para el
tratamiento de infecciones tdpicas causadas por microrganismos de diferente
naturaleza. Las conclusiones obtenidas son la siguientes:

1. El método de cromatografia liquida desarrollado para la determinacién de la
concentraciéon de ambos principios activos durante los diferentes ensayos,
demostrd ser lineal, preciso, exacto y selectivo y, por lo tanto, es un método
validado con éxito que permite obtener resultados fiables y repetitivos.

2. La evaluacion biofarmacéutica del producto Tenutex® reveld la no permeacion
de D y la permeaciéon de BB en piel humana. Tras realizar el estudio de
citotoxicidad se comprobd que BB es un compuesto no citotéxico confirmando
el uso seguro del producto tal como se cita en la bibliografia. La emulsiéon con D
tampoco mosto absorcidn dérmica del activo. En cambio, en el caso de la mucosa
vaginal si se detectd permeacién de D.

3. Losestudios in vitroy ex vivo sobre sarna, mostraron un gran efecto de Tenutex®
en la primera hora de exposicion y un 100 % de mortalidad irreversible a partir
de las 6 horas de exposicion, reduciendo asi el tiempo de 24 horas que se
describe en el prospecto. Tenutex® mostré también actividad frente a piojos
adultos y sus huevos en cepas resistentes a permetrina y malatidon. Mostrando
mortalidad del 100 % en adultos tras 24 horas de exposicién y en huevo tras 8
horas.

4. Disulfiram resultdé ser activo frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus
pyogenes, pero no mostré actividad frente a Pseudomonas aeruginosa. Ademas,
se demostro que la concentracion de farmaco en piel era superior al valor de MIC
obtenido y sin permeacién en la dermis, mostrando asi su idoneidad para ser
administrado tdpicamente en el tratamiento de infecciones bacterianas
superficiales de la piel.

5. Los estudios celulares mostraron citotoxicidad de D sobre queratinocitos vy
revelaron alteraciones en diferentes genes relacionados con la sefializacién
celular y el metabolismo de iones. Posibles mecanismos también implicados en
la accion antibacteriana del compuesto.

6. Se reveld la eficacia de D frente a diferentes especies de Candida: C. albicans, C.
parapsilosis y Nakaseomyces glabratus (C. glabrata), con valores de MIC
inferiores a los hallados en los ensayos bacterianos.

7. Se caracterizaron los prototipos de geles mucoadhesivos en cuanto a
comportamiento reolégico y a mucoadhesién y se obtuvieron los modelos
matematicos que explican la variacidn de las propiedades fisicoquimicas de las
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formulaciones. Se optimizaron los prototipos y se hallaron los valores de
concentracion de carragenato (2,0 %) y polietilenglicol (0,9 %) para obtener el
candidato final mds idénea para la administracién vaginal y hacer frente a las
principales limitaciones de esta via, obteniendo una férmula final con la maxima
mucoadhesién y la minima viscosidad posible.

La férmula optimizada fue caracterizada tanto en viscosidad, jeringabilidad como
mucoadherencia, mostrando valores apropiados. El estudio de reologia reveld el
comportamiento pseudoplastico y eldstico del gel. Adema3s, el perfil de liberacién
fue prometedor, con mas de un 70 % de liberacidon en las primeras 5 horas. Las
concentraciones de D retenidas en tejido fueron superiores al valor de MIC
obtenido. Por lo que, los geles mucoahdesivos con D resultaron ser una buena
alternativa para el tratamiento de la candidiasis vaginal.

Con el conjunto de los estudios, se mostré que D es un gran candidato para el
reposicionamiento en enfermedades infecciosas de piel y mucosa vaginal.
Aunque los resultados son positivos en ambos casos, son necesarios mas
estudios de la tolerancia in vivo tras su administracion local, de la eficacia en
cepas clinicas y de los mecanismos de accién como agente antiinfeccioso para
una completa evaluacion del producto y poder ser considerado en el futuro como
un tratamiento alternativo.
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