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Resumen

Introduccioén:

Los antibidticos b-lactdmicos son componentes esenciales en cocteles
de antibidticos para disminuir la carga bacteriana en tejidos con fines
de trasplante.

Objetivo:

El presente estudio evalu6 la citotoxicidad de cuatro antibidticos
(Clindamicina, Ceftriaxona, Meropenem y Vancomicina) utilizados para
la desinfeccion de tejidos sobre la proliferacion de fibroblastos durante
un periodo de 10 dias.

Materiales y métodos:

Se evaluaron los farmacos a tres concentraciones distintas (dosis
minima, media y maxima) y se comparé el crecimiento celular con un
grupo control sin exposicion a antibiéticos. Resultados: Los resultados
al dia 10 revelaron variaciones significativas en la citotoxicidad de
Clindamicina y Ceftriaxona: Ambos antibiéticos exhibieron la menor
citotoxicidad y una excelente biocompatibilidad con los fibroblastos.
Vancomicina: Demostréd el mayor efecto citotéxico de todos los
compuestos evaluados, con una inhibicion de la proliferacion
dependiente de la dosis. Meropenem: La dosis minima y media (10 y
15 ug/ml) mostraron un efecto citotdxico moderado.

Conclusién:
Los antibidticos sistémicos probados en este estudio, no mostraron
efectos significativos para inhibir la proliferacion de FPH's a los 3y
5 dias en las dosis estudiadas, por lo que se pueden usar de manera
eficiente en la desinfeccion de tejidos con fines de trasplante hasta
por 72 horas.

Palabras Clave:
Ceftriaxona, Clindamicina, Meropenem, Vancomicina, Fibroblastos,
banco de tejidos. endotipos T2-alto y T2-bajo.

Abstract

Introduction:
Beta-lactamic antibiotics are essential components in antibiotic
cocktails to reduce bacterial load in tissues for transplantation.

Objective:

This study evaluated the cytotoxicity of four antibiotics (vancomycin,
ceftriaxone, meropenem, and clindamycin) used for tissue disinfection
on fibroblast proliferation over a 10-day period.

Materials and methods:

The drugs were evaluated at three different concentrations (minimum,
medium, and maximum doses), and cell growth was compared
with a control group. Results: The results on day 10 revealed
significant variations in cytotoxicity of Clindamycin and Ceftriaxone:
Both antibiotics exhibited the lowest cytotoxicity and excellent
biocompatibility with fibroblasts. Vancomycin: Demonstrated the
greatest cytotoxic effect of all the compounds evaluated, with dose-
dependent inhibition of proliferation. Meropenem: The minimum and
medium doses (10 and 15 ug/ml) showed a moderate cytotoxic effect.

Conclusion:

The systemic antibiotics tested in this study did not show significant
effects in inhibiting FPH proliferation at 3 and 5 days at the doses
studied; therefore, they can be used efficiently for tissue disinfection
for transplantation purposes for up to 72 hours.

Keywords:
Ceftriaxone, Clindamycin, Meropenem, Vancomycin, Fibroblasts, tissue
banking.
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1. Introduceion

La recuperacioén bioldgica de tejidos es uno de los procedimientos mas eficientes para la preservacioén
de tejidos con fines de trasplante, cuyo objetivo principal es mantener la viabilidad celular de los tejidos,
preservar sus propiedades bioldgicas y reducir la carga microbiolégica ™. El uso de antibiéticos es
esencial para la reduccién de la carga bacteriana, pero variable en protocolos de descontaminacién de
tejidos; por lo que diversos cocteles de antibidticos han sido formulados y utilizados para la reduccién
o eliminacién bacteriana de tejidos laminares tales como membrana amnidtica, aloinjertos de piel de
espesor parcial @3, tejido cardiovascular 5578, traquea © y tejido osteotendinoso (9. Los antibiéticos
betalactamicos son farmacos esenciales y se incluyen en todos los procesos de descontaminacion
bacteriana. Quimicamente, los cuatro grupos comparten la presencia de un anillo betalactamico

(Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica de los antibiéticos betalactamicos

Sin embargo, el uso de antibiéticos betalactamicos, los inhibidores de la subunidades 30s y 50s; pueden
tener algunos efectos sobre la replicacion celular, metabolismo, la expresiéon génica y citotoxicidad
celular en periodoncitos, osteoblastos, osteoclastos, fibroblastos y células mesenquimales de estroma
tal como se ha demostrado con algunas fluoroquinolonas, aminoglucésidos y betalactamicos" 12 13
419 En este articulo, reportamos el efecto de algunos antibidticos betalactamicos mas utilizados en
la descontaminacion bacteriana de aloinjertos humanos con fines de trasplante sobre la proliferacion
celular de fibroblastos primarios humanos derivados de la piel de donantes multitejidos, con objeto de
identificar posibles efectos en los tejidos sometidos a tratamiento de descontaminacion con antibioticos.

2. Materiales y Métodos

Il.A. Obtencion de Fibroblastos Primarios Humanos.

Los fibroblastos primarios humanos (FPH) se obtuvieron mediante aislamiento a partir de aloinjertos de
dermis procedentes de donantes multiorganicos. Con el objetivo de garantizar la seguridad sanitaria de
los tejidos y células, se realizé un tamizaje exhaustivo de un donante multitejido con pruebas seroldgicas
negativas o no reactivas, de acuerdo a los criterios universales y nacionales de la Donacién de 6rganos
tejidos y células. Posterior a la obtencion del tejido, se realizaron pruebas moleculares para la deteccién
de acidos nucleicos (NAT’s) para la identificacion de posibles patdgenos. Tales como: el virus de la
Inmunodeficiencia Humana (VIH), Citomegalovirus (CMV), el virus de Epstein Barr (EBV), los virus del
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Herpestipo 1y 2y 6 (HSV-1,2y 6), Hepatitis By C (HBV; HCV), Treponema pallidum (TP) y Mycobacterium
tuberculosis (MT). La deteccién de estos agentes infecciosos se llevd a cabo mediante la plataforma de
PCR en tiempo real (Sacase Biotehcnologies, Italy).

Una vez completado el perfil sanitario negativo del donante, el tejido obtenido fue sometido a un proceso
de disgregacidén enzimatica con colagenasa 1y tripsina durante una hora a 37°C de acuerdo a protocolo
estandarizado en el laboratorio.®. Una vez disgregadas, las células se cultivaron en un medio D-MEM
(Invitrogen, USA) suplementado con un 10% de suero fetal bovino inactivado por calor (Biowest Corp;
USA) y 5 mM de acido ascoérbico. El cultivo se mantuvo en un ambiente controlado con 5% de CO2,
20% de 02y 100% de humedad, a una temperatura de 37°C, hasta alcanzar una confluencia celular del
80% en cajas de cultivo T-75 (Greiner BioOne Corp; Alemania). Finalizado el primer pase, las células
se disgregaron y fueron resembradas sucesivamente hasta el pase nimero cinco. Una vez alcanzado
este punto, las células fueron colectadas y almacenadas en nitrogeno liquido hasta el momento de la
realizacion de los ensayos de exposicion con farmacos.

I1.B. Ensayo de exposicion con farmacos.

Para determinar el efecto de los antibidticos beta-lactamicos, se sembraron 10x103 FPH’s en cajas de
cultivo de 6 pozos con medio DMEM/F12 con 1% de Glutamina (Glutamax, Invitrogen, USA) y 10% de
SFB inactivado por calor (Biowest Corp; USA). Las células se incubaron en condiciones de cultivo celular
estandarizadas en el laboratorio para su adherencia. 24 horas después, el medio fue remplazado por
medio fresco con antibiético a diferentes concentraciones. Los antibiéticos fueron probados a una dosis
maxima terapéutica (dMax), una dosis minima (dMin) y una dosis media (dMed) para los siguientes
antibioticos: (1) ceftriaxona (Cefalosporina); (2) Clindamicina (Penicilina resistente a penicilinasa); (3)
Vancomicina; y (4) Meropenem (Carbapénicos) (Tabla 1).

Dosis minima Dosis Media Dosis Maxima
ANTIBIOTICO dMin dMed dMax
{ug/mi) {ug/mi) (ug/mi)
Ceftriaxona 20 30 50
Clindamicina 10 15 20
Meropenem 10 s 20
Vancomicina 10 15 20

Tabla 1. Tabla de farmacos evaluados. Se evaluaron dosis minima (dMin),
dosis media (dMed)y dosis maxima (dMax).

Il.C. Ensayos de proliferacion celular de FPHs.

Los FPH’s fueron mantenidas en cultivo con cambio de medio fresco cada 24 hs'y se fijaron con metanol
alosdias 1, 3,5, 7, y 10 de tratamiento y secadas a temperatura ambiente durante 1 hora. Las placas
con células fijadas fueron tefiidas con cristal violeta al 1% durante 10 minutos, lavadas con agua estéril
y secadas por 3 hs. Posteriormente fueron eluidas con acido acético al 10% y los sobrenadantes fueron
cuantificados a 520 nm de absorbancia en un multilector DTX800 de Beckman Coulter.

I1.D. Analisis de datos y graficas.

El andlisis de datos se realizd con el programa Multimode Analysis Software (Beckman Coulter, USA) y el
analisis estadistico se realizé con herramientas de analisis métricos y paramétricos.
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3. Resultados

lll.A. Efecto de la Ceftriaxona sobre la proliferacion celular de FPH.

La ceftriaxona es una cefalosporina de tercera generacion, utilizada ampliamente en algunos protocolos
de desinfeccién y reduccion de carga microbiana de tejidos, en particular en aloinjertos de piel con fines
de trasplante.

La dMin (20 ug/ml) mostro un valor final al dia 10 de 0.4420./506 nm de absorbancia El valor final es
ligeramente inferior al control sin antibidtico. La dMed (30 ug/ml) 0.4730./506 nm el valor final es inferior
al control, pero superior al de dMin. La dMax (50 ug/ml) 0.4770/506. El valor final es inferior al control
(0.506 nm), pero el méas alto de las dosis probadas al dia 10. Sin embargo, el dia 7 y 10 muestran una
inhibicion de la proliferacion celular comparada con el control (p<0.05). Nétese que en los dias 3y 5;
ninguna dosis muestra cambios significativos comparados con el grupo control (Figura 2).

Ceftriaxona

£

0.300
g . - Control
gy e = dMin
= 0200~ -+ dMed
g 0.150+ -+ dMax
S 0.100-
B
O 0.050-
g J
< 0.000 T T T T 1

Figura 2. Grafica de proliferacién celular de FPH’s expuestos a Ceftriaxona.

lll.B. Efecto de la Clindamicina sobre la proliferacion celular de FPH.

La clindamicina es una lincosamina utilizada ampliamente en algunos protocolos de desinfeccion y
reduccién de carga microbiana de tejidos, en particular en aloinjertos de piel con fines de trasplante.
Los resultados obtenidos con la dMin (10 ug/ml) tuvo una absorbancia de 0.2110.230 nm, el valor final
inferior al control.

La dMed (15 ug/ml) 0.2270/230 nm también mostro un valor final muy similar al control (0.230 nm). La
dMax (20 ug/ml) fue de 0.2320/0.230. Este valor final es ligeramente superior al control (0.230 nm). Sin

embargo, sugiere un efecto limitado o nulo de la dosis mas alta sobre la proliferacion celular.

Las concentraciones utilizadas en el ensayo, tampoco mostraron efectos significativos de reduccion de
crecimiento al dia 3y 5 en comparacién con el control (Figura 3).
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Figura 3. Grafica de proliferacion celular de FPH’s expuestos a Clindamicina.

lll.C. Efecto del Meropenem sobre la proliferacion celular de FPH’s.
En el caso del meropenem (carbapeno), la dMin (10 ug/ml) tuvo una lectura de 0.2180/256 nm, mostrando
un valor final inferior al control (0.256 nm) (Figura 4).
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Figura 4. Grafica de proliferacion celular de FPH’s expuestos a Meropenem.

La dMed (15 ug/ml) (0.2120/256) también tuvo un valor final los 10 dias, inferior al control. La dMax (20
ug/ml) 0.2620.256, Este es el tnico caso donde la dosis maxima tiene un valor final superior al control
(0.262 vs 0.256), lo cual es una observacion critica (podria sugerir una menor eficacia o un efecto atipico
con la dosis mas alta).
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lll.D. Efecto de la Vancomicina sobre la proliferacion celular de FPH.

La vancomicina es un bloqueador de la sintesis de la pared celular bacteriana mediante su union a los
extremos D-alanil-D alanina de los peptidoglicanos. La vancomicina -al igual que la teicoplanina- inhibe el
proceso de latransglicosilacidn de estos precursores, impidiendo su unién a las capas de peptidoglucano,
resultando en una inestabilidad de la pared bacteriana. También inhibe la transpeptidacion por un efecto
estérico. La absorbancia de dMin (10 ug/ml) fue de 0.218/.266 nm muestra un valor final inferior al
Control (0-266 nm), sugiriendo un efecto inhibidor o menor crecimiento celular en el dia 10 (Figura 5).
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Figura 5. Grafica de proliferacion celular de FPH’s expuestos a Vancomicina.

La dMed (15 ug/ml) 0.2280/266 mostro una lectura similar a la dosis minima, el valor final es inferior
al Control, manteniendo el efecto. La dMax (20 ug/ml)0.1980/.266. La dosis maxima muestra el menor
valor en el Dia 10 (0.198), lo que indica el mayor efecto sobre la proliferacién celular en comparacién con
las otras dosis y el control.

4. Discusion

Los antibioticos betalactdmicos estan constituidos por cuatro grupos genéricos importantes: Las
penicilinas, las cefalosporinas, los carbapenos y los derivados del monobactam(16). Los cuatro grupos
comparten la presencia de un anillo betalactamico.

Este anillo es esencial para su mecanismo de accion, ya que inhibe a la transpeptidasa y por consiguiente
la transpeptidacion de los peptidoglicanos, causando la lisis y muerte de la bacteria. Sin embargo,
otros blancos de accién de los inhibidores de la sintesis de pared son las carboxipeptidasas como la
vancomicina, que inhibe la transglicosilacion de los peptidoglucanos.

En el caso de la ceftriaxona, no se encontraron datos de interaccién con la replicacién celular durante los
dias de exposicion en las diferentes dosis, las cuales se mantuvieron similares al grupo control.
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La biotransformacién de la ceftriaxona es baja y en medio acuoso, tales como medios de cultivo, es
bastante estable y no se degrada”. Su mecanismo de eliminacién es principalmente por bilis y por orina
en un 60%. Sin embargo, se han descrito efectos citotéxicos y la induccién de apoptosis en algunas
células mesoteliales del peritoneo y en células de la glia (181920,

Recientemente, se han descrito algunos efectos de betalactamicos como la amoxicilina sobre otras
proteinas de la membrana celular tales como los transportadores polipeptidicos acoplados a protones
(PEPT1yPEPT2) en lineas celulares tumorales que son expuestas a cisplatino, mediante la amplificacion
delageneracidonderadicaleslibres enlamitocondria, disminucién del potencial de membrana mitocondrial
y los niveles de Fe2 @), Sin embargo, estos efectos no se han encontrado en fibroblastos de pulmén.

Los resultados obtenidos sugieren que los FPH's expuestos a la ceftriaxona y la clindamicina mostraron
una proliferacién constante y alta, con valores de la dMed/dMax muy cercanos al control (0-473-0.477
nm).

Reportes previos han demostrado que la clindamicina incrementa la viabilidad de los osteoblastos
humanos sin embargo no observamos ningun efecto en los FPH's durante los dias de tratamiento ?2v23),
La vancomicina mostro una toxicidad dosis dependiente (dMax = 0.198), lo cual es congruente con lo
reportado con otros grupos.

En el caso del meropenem los datos mostraron una toxicidad moderada (0.212-0.218 nm). La dosis
maxima mostro un mayor crecimiento celular, lo cual puede ser resultado de un artefacto de manipulacion,
ya que las dosis minima y media, son muy similares .

Se ha reportado que el meropenem, disminuye la produccion de la interleucina 6 en células Huvec.
Los efectos de la IL-6 son pleiotrépicos y pueden incrementar o inhibir la proliferacién celular, en el
caso de los fibroblastos, esto podria explicar la disminucion de la proliferacion de FPH's @4Y2%. Por otro
lado; la vancomicina es sin duda el antimicrobiano mas frecuentemente usado en pacientes quemados
para otorgar cobertura antibacteriana contra los agentes mencionados, especialmente en unidades
con pacientes criticos. Frecuentemente este antimicrobiano se asocia a otros, de accion anti bacilos
gramnegativos, en una terapia empirica inicial para ampliar la cobertura antimicrobiana en los pacientes
quemados.

El uso de la vancomicina, esta dado por su eficacia en bacterias resistentes a meticilina. Actualmente es
uno de los antibiéticos mas usados en los cdcteles de antibidticos para la desinfeccion y preservacion de
aloinjertos de piel humana con fines de trasplante o implante temporal 227, Sin embargo, su asociacion
con aminoglucésidos puede inhibir la sintesis de proteinas a través del bloqueo de la subunidad 50°S
(Dato no mostrado) creando un efecto sinérgico.

Con un peso molecular de 1,449 KD; la vancomicina pocas veces puede atravesar algunos espacios
celulares con alto numero de uniones estrechas, por lo que para que esto suceda, se requiere de un
proceso inflamatorio o edema intersticial: Esta condicidon puede ser recreado durante el proceso de
desinfeccion, ya que el medio liquido puede generar edema intersticial y mayor penetrancia del antibiético
en la dermis y el estrato corneo de la epidermis.
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Finalmente, a pesar de que los antibidticos
wutilizados  mostraron  algun  efecto
significativo  sobre inhibicion de la
proliferacion se debe considerar que los
procesos de recuperacion biologica, se
realizan en condiciones controladas de
hipoxia durante 36 horas; lo que puede
incrementar la generacion de estrés
oxidativo en presencia de antibiéticos con
ligera toxicidad, por lo que el uso de agentes
estabilizantes de pH tales como el HEPES,
y la L-glutamina, son utiles para mantener
la estabilidad de la viabilidad celular en
el proceso de desinfeccion. Se requieren
otros ensayos de cocteles de antibioticos y
cambios especificos en el ciclo celular.

Conclusion:

Las concentraciones mostradas en estos
ensayos para determinar el efecto de los
antibioticos betalactamicos (Ceftriaxona,
clindamicina, meropenem y vancomicina) sobre
la capacidad proliferativa de los fibroblastos
expuestas a concentraciones minima, maxima y
media terapéutica, no tuvieron efecto significativo
sobre la proliferacion de fibroblastos primarios
humanos, durante las primeras 72 hs a 37 °C.
Ceftriaxona (dMed/dMax) y Clindamicina (dMax/
dMed) son mostraron ser menos citotoxicos,
ya que sus absorbancias son muy cercanas o
superiores al Control, indicando minima o nula
toxicidad sobre la proliferacion celular.

Por lo anterior, tales concentraciones, pueden
utilizarse de manera segura en la generacion
de cocteles de antibidticos empleados en los
procesos de desinfeccion isoténica de aloinjertos
humanos con fines de trasplante en un periodo de
hasta 5 dias.

Considerando que la desinfeccion de tejidos
comprende periodos de 36-48 hs, es decir antes
del dia 3; podemos concluir que no hay efecto
sobre la proliferacién celular en un modelo in vitro
y que los tejidos sometidos a descontaminacion
bacteriana no presentan ningun efecto sobre la
proliferacion celular. Sin embargo, con objeto de
no generar procesos de resistencia bacteriana,
es recomendable personalizar el esquema
de antibiéticos de acuerdo a las condiciones
clinicas del donante o del receptor. Se requieren
otros ensayos de cocteles de antibidticos
para determinar los posibles efectos en el
ciclo celular como se han reportado en células
mesenquimales, endoteliales con el uso de
cefalosporinas, meropenemy de fluoroquinolonas
en fibroblastos. @®
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