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@Resumen:

Dendrimero carbosilano y su uso para la eliminacion
de microorganismos patégenos en suspensidon o0 en
biopelicula.

Es objeto de la invenciéon un dendrimero carbosilano
catiénico que comprende un nucleo ciclotetrasiloxano,
donde cada silicio del nicleo se encuentra unido
mediante una estructura carbosilano
(CH2)2{Si(Me)2}(CH2)2S(CH2)2 a una estructura
periférica que comprende un grupo amonio unido
mediante una cadena alquilica (CH2)2 a un grupo
hidroxilo. Es asimismo objeto de la invencion el uso de
dicho dendrimero para la eliminacion de al menos una
especie de microorganismo patdgeno, bien en
suspension o bien adherido a una superficie, formando
una biopelicula, asi como vehiculo de transporte de al
menos un farmaco. Adicionalmente, es objeto de la
invencion el dendrimero para su uso como
medicamento o en la prevencion y/o tratamiento de al
menos una enfermedad causada por al menos un
microorganismo patdgeno.
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DESCRIPCION

DENDRIMERO CARBOSILANO Y SU USO PARA LA ELIMINACION DE
MICROORGANISMOS PATOGENOS EN SUSPENSION O EN BIOPELICULA

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencion se refiere a la erradicacion de células en suspension y adheridas a
una superficie, incluidas biopeliculas mixtas (levaduras y bacterias en un cultivo comun),
utilizando un dendrimero carbosilano catiénico que presenta en su periferia grupos amonio

modificados con una funcion hidroxilo (compuesto BDNGO001).

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La eliminacion de microorganismos patogenos, especialmente los mas preocupantes y de
alta relevancia clinica, es un proceso cada vez mas complejo debido a la aparicién de
resistencias microbianas. Por ello, los tratamientos empleados requieren la utilizacion de
compuestos altamente toxicos o el uso de concentraciones tremendamente elevadas para
conseguir su completa erradicacion, sobre todo si estos microorganismos son eucariotas o
se presentan en forma de biopeliculas microbianas. Por ello, es imprescindible el desarrollo
de nuevas alternativas capaces de favorecer la eliminacion de microorganismos
potencialmente problematicos, minimizando el impacto medioambiental y, en particular, los

efectos secundarios en las personas que reciben dichas terapias antimicrobianas.

El uso de sistemas dendriticos con actividad antibacteriana y antifingica esta ampliamente
reconocido en la literatura (de la Mata, F.J. WIREs Nanomed Nanobiotechnoly 2022,
e1871). De igual forma, se ha observado su actividad antibiopeliculas con prometedores
resultados (Heredero-Bermejo, | et al. Pharmaceutics. 2020,12(10):918; Gdémez-
Casanova, N. et al. J Fungi (Basel). 2021, 7(7):574; Gomez-Casanova, N. et al.
Pharmaceutics 2022, 14, 1604). Generalmente, estos compuestos son sistemas que
presentan cargas positivas en la periferia junto con un esqueleto hidrofébico, como por
ejemplo carbosilano (CBS), que facilita la interaccién con la membrana bacteriana. Una
importante ventaja de los sistemas dendriticos es que son moléculas polifuncionales de
estructura bien definida (de la Mata, F.J. WIREs Nanomed Nanobiotechnol. 2022, e1871).

La formacion de estas moléculas suele realizarse por una serie de pasos repetitivos en los

que se aumenta cada vez el grado de funcionalizacién del sistema dendritico, dando lugar
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a moléculas de naturaleza globular con ramas que surgen a partir de un grupo multivalente

central.

El proceso de tratar y eliminar las levaduras es bastante complejo y complicado, y esto
especialmente se debe a que se trata de células eucariotas. Por ello, la mayor parte de los
antifungicos utilizados en la actualidad son altamente toxicos para las células de la persona
tratada, las cuales en ocasiones pueden llegar a ser también dianas de estos tratamientos
(Kagan, S. et al. Antimicrob Agents Chemother. 2012, 56(11):5603-11). Sumado a lo
expuesto, las biopeliculas, especialmente las biopeliculas mixtas formadas por levaduras
y bacterias, son un problema incluso mayor, debido a que su tratamiento requiere
concentraciones muy elevadas de compuesto para ser destruidas en su totalidad (Lara HH,
et al. Pathogens. 2020, 9(10):784).

La presente invencion surge por tanto de la necesidad de proporcionar una innovadora
solucion para eliminar microorganismos, tanto en su forma plancténica, como en estado de
biopeliculas. De este modo, la invencién proporciona un nuevo compuesto capaz de actuar
activamente como principio activo de antisépticos y/o desinfectantes, siendo eficaz tanto
para el tratamiento de una sola especie, como para el tratamiento de comunidades

microbianas formadas por diferentes especies.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
El compuesto al que se refiere la invencién es un sistema dendritico CBS, similar a los
descritos en W02014016460, pero en esta invencién es un sistema dendritico cationico

con grupos hidroxilo en la periferia unido al grupo amonio por una cadena alquilica.

En particular, es un primer objeto de la invencién un dendrimero carbosilano catidnico (en
adelante, también denominado BDNGO001) que comprende un nucleo ciclotetrasiloxano,
donde cada silicio del nucleo se encuentra unido mediante una estructura carbosilano
(CH2){Si(Me)2}(CH.)2S(CH.)2 a una estructura periférica que comprende un grupo amonio
unido mediante una cadena alquilica (CH2)2 a un grupo hidroxilo, de acuerdo a la siguiente

formula:
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Por "compuesto dendritico" se refiere en la presente invenciéon a una macromolécula muy
ramificada donde las unidades, ramas o ramificaciones de crecimiento tienen esqueleto

carbosilano.

En particular, el dendrimero objeto de la presente invencion es catiénico. Por lo tanto,
puede comprender contraiones para neutralizar su carga. De este modo, en realizaciones
particulares de la invencion, el dendrimero reivindicado comprendera al menos un anion
seleccionado de un grupo que consiste en al menos un haluro (preferentemente, cloruro,
bromuro o ioduro), hidréxido, triflato, nitrato y sulfato, asi como cualquiera de sus

combinaciones.

Es asimismo objeto de la invencion el uso del dendrimero carbosilano reivindicado (o una
composicion farmacéutica que lo comprenda) como antibacteriano o antifungico, es decir,
para la eliminacion de microorganismos patégenos (incluyendo levaduras y bacterias), bien
en suspension en un medio liquido (como células plancténicas) o bien adheridas a una
superficie, en estado de biopelicula. Por “biopelicula” se entiende un conjunto de células
altamente organizadas que se encuentran adheridas a una superficie, la cual puede ser
bidtica o abidtica. Las biopeliculas pueden estar formadas por una Unica especie de
microorganismo, o varias, rodeadas por una matriz extracelular. Es tremendamente
complicado erradicar una biopelicula, especialmente si ésta ya se ha establecido, y esta
dificultad es aun mayor cuando se trata de biopeliculas mixtas, es decir, aquellas formadas
por mas de una especie. Su tratamiento esta muy limitado debido a que, o bien son téxicos
los compuestos, o se requieren altas concentraciones del biocida para eliminarlas.
Ademas, su presencia aumenta la adquisicién de resistencias, otro gran problema que se
encuentra en la actualidad. De este modo, una de las principales ventajas de la invencién

es que ha demostrado ser eficaz para tratar biopeliculas mixtas, es decir, de distintos
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microorganismos como levaduras y bacterias. La efectividad del compuesto frente a
biopeliculas se ha demostrado con métodos colorimétricos y de siembra en agar. El
dendrimero reivindicado es completamente soluble en agua y no presenta ningun tipo de
interaccion con los medios requeridos para el estudio de los microorganismos in vitro.

Adicionalmente, se trata de un compuesto de escasa citotoxicidad.

De manera particular, la composicién farmacéutica que comprenda al dendrimero objeto
de la invencion podra comprender adicionalmente al menos un segundo principio activo
seleccionado de un grupo que consiste en un antibiético, antiinflamatorio y antiviral, asi

como cualquiera de sus combinaciones.

Es asimismo objeto de la invencion un método para la eliminacion de al menos una
biopelicula constituida por una unica especie de microorganismos o por al menos dos
especies distintas de microorganismos, bien durante su formacién o bien una vez
constituida, caracterizado por que comprende aplicar a la biopelicula una disolucién
(preferentemente acuosa) del dendrimero objeto de la invencion durante un tiempo

preferentemente comprendido entre 1 horay 72 horas.

Adicionalmente, es objeto de la invencién el dendrimero carbosilano catidénico objeto de la
invencién para su uso como medicamento, asi como para su uso en la prevencion y/o
tratamiento de al menos una enfermedad causada por al menos un microorganismo

patoégeno.

Asimismo, es objeto de la invencion el uso del dendrimero reivindicado para la fabricacion
de un medicamente para el tratamiento de al menos una enfermedad causada por al menos

un microorganismo patogeno.

Finalmente, es objeto de la invencion el uso del dendrimero reivindicado como vehiculo de
transporte de al menos un farmaco, preferentemente con propiedades antibacterianas y/o

antifungicas.

NOMENCLATURA EN BIOPELICULAS

La nomenclatura que es definida a continuacion para las biopeliculas ha sido previamente

estandarizada en diversas publicaciones anteriormente mencionadas, asi como en un
capitulo de libro (Gémez-Casanova, N., Candida and Candidiasis, 2022, capitulo en

IntechOpen). Los compuestos dendriticos con estas caracteristicas han sido evaluados

5
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utilizando el método colorimétrico con resazurina basado en el metabolismo celular para
cuantificar la viabilidad de las células de las biopeliculas (método cuantitativo), y el drop

plate method (siembra en placas de agar, método cualitativo).

Nomenclatura para el tratamiento de biopeliculas en formacién:

CMIB: Concentracion Minima Inhibitoria de Biopelicula, definida como la minima
concentracion capaz de inhibir la formacion de una biopelicula, pero que podria no
matar las células. Se determina con el método colorimétrico con resazurina.

CMBB o CMFB: Concentracion Minima Bactericida o Fungicida de Biopelicula,
definida como la minima concentracién capaz de impedir la formacion de una

biopelicula y matar el total de las células. Se determina por el drop plate method.

Nomenclatura para el tratamiento de biopeliculas previamente establecidas:

CMDB: Concentracion Minima que Dafa una Biopelicula, definida como la minima
concentracién capaz de danar gravemente una biopelicula establecida, pero que
podria no matar todas las células. Se determina por el método colorimétrico con
resazurina.

CMEB: Concentracion Minima de Erradicacion una Biopelicula, definida como la
minima concentracion capaz de erradicar completamente una biopelicula
previamente establecida. En este caso, todas las células que componen la
biopelicula estarian muertas. Se trata del objetivo mas complicado de alcanzar en los
estudios in vitro e in vivo de nuevos compuestos. Se determina por el drop plate

method.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Porcentaje de viabilidad de BDNGO0O01 en biopeliculas previamente establecidas
de C. albicans.

Figura 2. Porcentaje de viabilidad de BDNGO0O01 en biopeliculas previamente establecidas
de S. aureus.

Figura 3. Porcentaje de viabilidad de BDNGO0O1 en biopeliculas mixtas previamente
establecidas de C. albicans 'y S. aureus.

Figura 4. Porcentaje de viabilidad celular en la linea celular HeLa de BDNGO0O01 a las 24
horas.

Figura 5. Porcentaje de viabilidad celular en la linea celular HeLa de BDNGO0O1 a las 48

horas.
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EJEMPLOS
A continuacién, se describen los procedimientos de sintesis del dendrimero catidnico
BDNGO001, asi como el estudio de su actividad antifungica, antibacteriana y antibiopeliculas

de algunos microorganismos patégenos.

Ejemplo 1.- Sintesis del dendrimero BDNGO001 (G,Si104Si(S-NMe.OHBr)4).
Este compuesto se puede obtener a partir de GoSis04Si(S-NMez)s (0.150 g, 0.13 mmol)

(Heredero-Bermejo et al. Pharmaceutics 2020, 12, 918) por reaccion con Br(CH2).OH
(0.077 g, 0.62 mmol), sin descartar otros agentes que introduzcan el grupo etanol,
preferentemente en THF (tetrahidrofurano) como disolvente, u otros como DMF
(dimetilformamida), acetona, DMSO (dimetilsulféxido), calentando durante varios dias (ej.

3 dias a 60°C). El producto BDNG001 se obtiene como un solido amarillo palido.

Ejemplo 2.- Actividad microbiana de BDNG001 en células plancténicas

Se propone la utilizacién del compuesto de la invencion, BDNGO001, sistema dendritico con
grupos —OH en su periferia, para el tratamiento de microorganismos, tanto procariotas
(bacterias) como eucariotas (hongo levaduriforme), como alternativa a los farmacos de uso
tradicional empleados frente a dichos microorganismos. El compuesto es apto para la
evaluacién de su actividad antibacteriana basandose en la ISO 20776-1:2006. Para ello,
las bacterias fueron crecidas en medio liquido Mueller Hinton vy, tras 24 horas de
incubacion, la cantidad de microorganismo fue ajustada a un inéculo de 108 UFC/mL en
bacterias. A continuacién, 2 mL del inéculo ajustado fue anadido a 8 mL de agua destilada
estéril. Finalmente, en una placa multipocillos se adicionaron 100 uL de compuesto, 100
ML de medio Mueller Hinton dos veces concentrado y 5 uL del indculo ajustado. Las placas
fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, la absorbancia se

cuantificé a 630 nm.

Por otro lado, los métodos estandarizados para el estudio de la sensibilidad antifungica se
basan en la European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Para ello,
las levaduras fueron crecidas en una placa de agar de Sabouraud. Después, se
recolectaron varias colonias y se homogenizé en agua destilada estéril hasta alcanzar una
densidad de 0,5 McFarland (10® UFC/mL) (inéculo). Después, se realizé una dilucién 1:10
en medio dos veces concentrado de RPMI-1640, suplementado con MOPS y glucosa.
Finalmente, en una placa multipocillos se afadieron 100 uL del compuesto y 100 pL del
inéculo ajustado. Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C. Transcurrido ese

tiempo, fueron analizadas a 530 nm.
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Al ser un compuesto soluble en agua, no requiere de ningun procedimiento para mejorar
su solubilidad durante el proceso de testado. Tanto en bacterias como levaduras, se
probaron gradientes de concentracion hasta 512 mg/L. Cada concentracion se realizd por
triplicado, asi como el control de bacteria sin tratamiento. Pocillos de control de agua, medio
de cultivo y compuesto también fueron incorporados para controlar las posibles

contaminaciones o interferencia del compuesto en la lectura de la absorbancia.
Para estos ensayos se ha utilizado una cepa de Candida albicans de la Coleccién Espanola
de Cepas Tipo (CECT1002), una de Staphylococcus aureus (CECT240) y una de

Escherichia coli (CECT515).

Ejemplo 3.- Actividad de BDNGO001 sobre biopeliculas bacterianas y fungicas en

formacion y establecidas

Se propone la utilizacién del compuesto de la invencion, BDNGO001, sistema dendritico con
grupos —OH en su periferia, para el tratamiento de biopeliculas bacterianas y fungicas como
alternativa a los farmacos de uso tradicional. El compuesto es apto para la evaluacién de
su actividad frente a biopeliculas en desarrollo, como biopeliculas establecidas. Los
procedimientos y nomenclatura comunmente utilizada para testar la actividad
antibiopeliculas queda recogida en Heredero-Bermejo, | et al. Pharmaceutics.
2020,12(10):918; Fernandez, J. et al. Polymers (Basel). 2021, 13(13):2127; Gomez-
Casanova, N. et al. J Fungi (Basel). 2021, 7(7):574; Gébmez-Casanova, N., Candida and
Candidiasis, 2022 Capitulo en IntechOpen). Para estos ensayos se utilizé como cepa
representativa eucariota a la levadura C. albicans (CECT 1002) y como cepa representativa

procariota a la bacteria S. aureus (CECT240).

Las biopeliculas pueden ser tratadas antes de que se generen, como prevencion de la
formacion de la biopelicula, o una vez establecidas. Para el tratamiento de biopeliculas en
formacion en S. aureus (bacteria) las células fueron crecidas en medio Mueller Hinton. Al
dia siguiente, se ajusto el inéculo a 0,5 McFarland. A continuacion, se realizé una dilucion
1:100 en medio Tryptic Soy Broth suplementado con glucosa dos veces concentrado.
Finalmente, en una placa Nunc multipocillos de fondo plano se afadieron 50 uL de
compuesto BDNGO001 y 50 pL de la suspensién bacteriana. Las placas fueron incubadas
durante 24 horas a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, las biopeliculas fueron cuidadosamente
lavadas con phosphate buffered saline (PBS). Después, 100 uL de PBS fue anadido a cada
pocillo junto con 20 uL de resazurina al 0,01% (previamente esterilizada por filtracién). Las

microplacas fueron incubadas durante 20 horas en oscuridad y fue medida a 570 nm y 600
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nm. Estos datos proporcionaron el valor de la CMIB. Por ultimo, 5 uL de cada pocillo se
sembraron en plates count agar (PCA) y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Estos

datos proporcionaron el valor de la CMBB.

Por otro lado, los métodos estandarizados para el estudio de biopelicula en desarrollo de
levaduras presentan ligeras diferencias. Candida fue crecida en medio YPD (extracto de
levadura, peptona y dextrosa) toda la noche y fue ajustada a 0,5 McFarland en medio
RPMI-1640 suplementado con MOPS y glucosa. Después, en una placa Nunc multipocillos
de fondo plano se anadieron 50 yL de compuesto BDNGO001 y 50 pL de la suspension
fungica. Las placas fueron incubadas durante 48 horas a 37 °C. Transcurrido ese tiempo,
las biopeliculas fueron cuidadosamente lavadas con PBS. Después, 100 uL de PBS fueron
anadidos a cada pocillo junto con 20 uL de resazurina al 0,01%. Las placas multipocillos
fueron incubadas durante 20 horas en oscuridad y fue medida a 570 nm y 600 nm. Estos
datos proporcionaron el valor de CMIB. Por ultimo, 5 uL de cada pocillo fueron sembrados
en placas de agar Sabouraud e incubadas a 37 °C durante 24 horas. Estos datos

proporcionaron el valor de la CMFB.

Tanto en bacterias como levaduras, se probaron gradientes de concentracién hasta 512
mg/L (maxima concentracion probada). Cada concentracién se realizé por triplicado, asi
como el control de bacteria sin tratamiento. Pocillos de control de agua, medio de cultivo y
compuesto también fueron incorporados para controlar las posibles contaminaciones o

interferencia del compuesto en la lectura de la absorbancia.

Para el tratamiento de biopeliculas previamente establecidas en S. aureus, las células
fueron crecidas en medio Mueller Hinton toda la noche. Al dia siguiente, se ajusté el indculo
a 0,5 McFarland. A continuacion, se realizé una dilucién 1:100 en medio Tryptic Soy Broth
suplementado con glucosa. Después, en una placa Nunc multipocillos de fondo plano se
afnadieron 100 uL de la suspension bacteriana. Las placas fueron incubadas durante 24
horas a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, las biopeliculas fueron cuidadosamente lavadas
con PBS y se procedié6 al tratamiento con el compuesto BDNGO001. Las placas multipocillos
fueron nuevamente incubadas durante 24 horas a 37 °C. Finalmente, pasado este tiempo,
las biopeliculas fueron cuidadosamente lavadas de nuevo con PBS. Después, 100 yL de
PBS fue afadido a cada pocillo junto con 20 pyL de resazurina al 0,01%. Las placas
multipocillo fueron incubadas durante 20 horas en oscuridad y fueron medida a 570 nm y

600 nm. Estos datos proporcionaron el valor de la CMDB. Por ultimo, 5 yL de cada pocillo



10

15

20

25

30

ES3021807 Al

fueron sembrados en placas de agar PCA e incubadas a 37 °C durante 24 horas. Estos

datos proporcionaron el valor de la CMEB.

Por otro lado, los métodos estandarizados para el estudio de biopelicula previamente
establecidas de levaduras vuelven a presentar ligeras diferencias. Candida fue crecida en
medio YPD toda la noche y fue ajustada a 0,5 McFarland en medio RPMI-1640
suplementado con MOPS y glucosa. Finalmente, en una placa Nunc multipocillos de fondo
plano se afiadieron 100 pL de la suspension fungica. Las placas fueron incubadas durante
48 horas a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, las biopeliculas fueron cuidadosamente lavadas
con PBS vy tratadas con el gradiente de concentraciones del compuesto BDNGO0O1.
Nuevamente, las placas fueron incubadas durante 48 horas a 37 °C. Transcurrido este
tiempo, los pocillos fueron lavados con PBS. Después, 100 yL de PBS fue afiadido a cada
pocillo junto con 20 pL de resazurina al 0,01%. Las placas multipocillos fueron incubadas
durante 20 horas en oscuridad y la absorbancia se cuantificé a 570 nm y 600 nm. Estos
datos proporcionaron el valor de CMDB. Por ultimo, 5 yL de cada pocillo fueron sembrados
en placas de agar Sabouraud e incubadas a 37 °C durante 24 horas. Estos datos

proporcionaron el valor de la CMEB.

Tanto en bacterias como levaduras, se probaron gradientes de concentracién hasta 1024
mg/L (maxima concentracion estudiada). Cada concentracion se realiz6 por triplicado, asi
como el control de bacteria sin tratamiento. Pocillos de control de agua, medio de cultivo y
compuesto también fueron incorporados para controlar las posibles contaminaciones o

interferencia del compuesto en la lectura de la absorbancia.

Ejemplo 4.- Actividad de BDNGO001 sobre biopeliculas mixtas en formacion y

establecidas

Se propone la utilizacion del compuesto e la invencion, BDNGO001, sistema dendritico con
grupos —OH en su periferia, para el tratamiento de biopeliculas mixtas como alternativa a
los farmacos de uso tradicional. EI compuesto BDNGO001 fue testado sobre biopeliculas
mixtas eucariota + procariota, siendo C. albicans representante eucariota y S. aureus
microorganismo procariota. Los resultados obtenidos se basaron como anteriormente fue
mencionado, bajo la nomenclatura descrita por el capitulo Gomez-Casanova, N., Candida
and Candidiasis, 2022 Capitulo en IntechOpen y diversos articulos recogidos en la

literatura (Heredero-Bermejo, | et al. Pharmaceutics. 2020,12(10):918; Fernandez, J. et al.
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Polymers (Basel). 2021, 13(13):2127; Gomez-Casanova, N. et al. J Fungi (Basel). 2021,
7(7):574).

Para el tratamiento de biopeliculas mixtas en formacién se deben ajustar inicialmente el
indculo de cada especie por separado. En primer lugar, se ajusto la especie S. aureus
(bacteria), previamente crecida en medio liquido Mueller Hinton, a 0,5 McFarland. A
continuacion, se realizé una dilucion 1:100. En segundo lugar, C. albicans (levadura),
previamente crecida en medio YPD, fue ajustada a 0,5 McFarland en medio. Finalmente,
se mezclaron a partes iguales ambas especies, quedando el inéculo ajustado (1:1). El
experimento se realizé usando medio RPMI-1640. Homogeneizada la mezcla, se procedio
a afadir 50 pL del in6culo suspension y 50 yL de compuesto en una placa Nunc
multipocillos de fondo plano. Las placas fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C.
Transcurrido ese tiempo, las biopeliculas fueron cuidadosamente lavadas con PBS.
Después, 100 uL de PBS fue anadido a cada pocillo junto con 20 pL de resazurina al 0,01%
(previamente esterilizada por filtracidn). Las placas multipocillos fueron incubadas durante
20 horas en oscuridad y la absorbancia se valoré a 570 nm y 600 nm. Estos datos
proporcionaron el valor de la CMIB. Por ultimo, 5 uL de cada pocillo se sembraron en placas
de agar PCA y agar Sabouraud y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Estos datos
proporcionaron el valor de la CMBB/CMFB. Se probaron gradientes de concentraciéon hasta

512 mg/L (maxima concentracion probada).

Para el tratamiento de biopeliculas mixtas previamente establecidas se debe ajustar
inicialmente el indculo de cada especie por separado. En primer lugar, se ajusto la especie
S. aureus (bacteria), previamente crecida en medio liquido Mueller Hinton, a 0,5 McFarland.
A continuacién, se realizé una diluciéon 1:100. En segundo lugar, C. albicans (levadura),
previamente crecida en medio YPD, fue ajustada a 0,5 McFarland. Finalmente, se
mezclaron a partes iguales ambas especies ajustadas (1:1). El experimento se realizé
usando medio RPMI. Homogeneizada la mezcla, se procedié a inocular 100 uL de
suspension en una placa Nunc multipocillos de fondo plano. Las placas fueron incubadas
durante 24 horas a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, las biopeliculas fueron cuidadosamente
lavadas con PBS y se procedié al tratamiento con el compuesto BDNGOO1. Las placas
multipocillos fueron nuevamente incubadas durante 24 horas a 37 °C. Transcurrido ese
tiempo, las biopeliculas fueron cuidadosamente lavadas de nuevo con PBS. Después, 100
pML de PBS fueron afadidos a cada pocillo junto con 20 pyL de resazurina al 0,01%
(previamente esterilizada por filtracion). Las placas multipocillos fueron incubadas durante

20 horas en oscuridad y la absorbancia se cuantificé a 570 nm y 600 nm. Estos datos
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proporcionaron el valor de la CMDB. Por ultimo, 5 uL de cada pocillo se sembraron en
placas de agar PCA y agar Sabouraud y se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Estos
datos proporcionaron el valor de la CMEB. Se probaron gradientes de concentracion hasta

1024 mg/L (maxima concentracion estudiada).

En ambos procedimientos, tratamiento de biopeliculas mixtas en formacién y biopeliculas
mixtas previamente establecidas, cada concentracion se realizé por triplicado, asi como el
control de bacteria sin tratamiento. Pocillos de control de agua, medio de cultivo y
compuesto también fueron incorporados para controlar las posibles contaminaciones o

interferencia del compuesto en la lectura de la absorbancia.

Ejemplo 5.- Biocompatibilidad del BDNG001

La biocompatilidad del compuesto principal de la invencion, BDNGO001, fue estudiada. Para

ello, se utilizaron células HelLa (ATCC® CCL- 2TM). Los ensayos se realizaron en placas
de 24 pocillos (NUNC™) en medio Dulbecco’s Modified Eagle suplementado con un 10%
de suero fetal bovino y un 1% de una mezcla antibiética compuesta por: 10.000 U
penicilina, 10 mg estreptomicina y 25 ug AmB por mL. Las células fueron ajustadas a una
densidad de 1 x 10* células/pocillo en 500 pL de medio fresco. Las placas fueron incubadas
a 37 'C y 5% de CO; durante 5 dias, hasta obtener una monocapa confluyente.
Transcurrido el tiempo de incubacion, el medio fue eliminado y se afadid el gradiente de
concentraciones del compuesto diluido en medio fresco. El control sélo contuvo medio
fresco. Las placas se incubaron durante 24 y 48 horas. Después, el medio fue eliminado y
los pocillos fueron cuidadosamente lavados con PBS. Finalmente, se anadieron 500 pL de
medio fresco a cada pocillo y 50 yL de microcultivo de tretrazolio (MTT, 5 mg/mL). Las
placas fueron nuevamente incubadas durante 4 horas a 37 “C. Después de la incubacion,
el medio fue eliminado y se anadieron 500 yL de DMSO para disolver los cristales.
Finalmente, se procedié a medir la absorbancia de los pocillos en una lectora a 570 nm.

Estos experimentos también fueron realizados por triplicado y repetidos tres veces.

Para la valoracion de estos resultados se calculd el porcentaje de viabilidad de las células
HelLa. Porcentaje de viabilidad se entiende como: ODs7o compuesto/ODszo control x 100 (el
control es considerado como el 100% de viabilidad). Se consideraron no citotéxicas cuando
solo se obtuvo una reduccién de viabilidad <10%, valores entre 10-25% fueron
considerados como bajo citotdxicos y valores entre 25-40% se consideraron como niveles

moderadamente citotoxicos.
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RESULTADOS

Los ensayos de actividad del dendrimero objeto de la presente invencion se han realizado
utilizando preferentemente agua como disolvente, si bien no se descarta la posibilidad de
emplear otros disolventes. El uso de agua, sin embargo, elimina el uso de disolventes
nocivos por si mismos para los microorganismos. Esta caracteristica es tremendamente
relevante, especialmente en el ambito fungico, donde la mayoria de los antimicéticos
utilizados en clinica son escasamente solubles en agua. Esta propiedad del dendrimero
objeto de la invencién favorece su facil manipulacion y uso. Los rangos de concentraciones
estudiados preferentemente alcanzan concentraciones maximas de 512 mg/L para células
planctonicas y biopeliculas microbianas en formacion y hasta 1024 mg/L para biopeliculas

microbianas previamente establecidas.

En los ensayos realizados, se ha testeado la actividad antimicrobiana del compuesto
principal de la invencién, BDNGO0O01, frente a células plancténicas bacterianas (S. aureus 'y
E. coli) y levaduras (C. albicans). Todas las cepas utilizadas pertenecen al stock de la
Coleccion Espariola de Cepas Tipo (CECT). En la Tabla 1 se muestran los valores de
concentracion minima inhibitoria (CMI), concentracion minima bactericida (CMB) y
concentracién minima fungida (CMF). Los resultados reflejados en esta tabla avalan la

buena actividad antimicrobiana, especialmente frente a C. albicans.

Tabla 1. Valores de CMI, CMB y CMF (mg/L) de diferentes microrganismos (una levadura
y dos bacterias) usando el principal compuesto de la invencién, BDNG001. CECT:

Coleccién Espanola de Cepas Tipo.

Cepas CECT CwMi CMB/ CMF
C. albicans CECT1002 2 2
S. aureus CECT240 2-4 4
E. coli CECT515 16 16-32

El principal compuesto de la invencion ha sido probado en biopeliculas en formacién y
biopeliculas previamente establecidas de microorganismos eucariotas (C. albicans) y
procariotas (S. aureus). El compuesto es facilmente soluble en agua y no se observan
agregados en contacto con los medios de cultivo utilizados. Los resultados obtenidos
fueron muy satisfactorios como se puede comprobar en la Tabla 2, donde se indican los
valores obtenidos para una biopelicula en formacién: Concentracion Minima Inhibitoria de

Biopelicula (CMIB), Concentracion Minima Fungicida de Biopelicula (CMFB) vy
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Concentracion Minima Bactericida de Biopelicula (CMBB); y valores para una biopelicula
previamente establecida: Concentracion Minima que Dafa la Biopelicula (CMDB) y
Concentracion Minima de Erradicacion de Biopelicula (CMEB). Las Figuras 1 y 2 recogen
el porcentaje de viabilidad para cada concentracién testada en biopeliculas previamente

establecidas de C. albicans y S. aureus.

Tabla 2. Valores de CMIB, CMFB, CMBB, CMDB y CMEB (mg/L) obtenidos para el
compuesto BDNGO0O01.

Biopeliculas en formacionBiopeliculas establecidas

CMIB CMBB/CMFB CMDB CMEB
C. albicans CECT1002 4-8 8 16 16
S. aureus CECT240 4 4 64 64

El compuesto de la invencion BDNGO001 ha sido testado en biopeliculas mixtas en
formacion y biopeliculas mixtas previamente establecidas de C. albicans (levadura) junto a
S. aureus (bacteria). Los resultados obtenidos fueron tremendamente satisfactorios como
se puede comprobar en la Tabla 3, donde se indican los valores obtenidos de una
biopelicula mixta en formacion de: CMIB y CMBB/CMFB; y valores para una biopelicula
formada: CMDB, CMEB. La Figura 3 recoge el porcentaje de viabilidad en biopeliculas

mixtas previamente establecidas para cada concentracion testada con BDNGO0O1.

Tabla 3. Valores de CMIB, CMFB/CMBB, CMDB y CMEB (mg/L) obtenidos para el

compuesto BDNGO0O01 en tratamientos de biopeliculas mixtas.

BIOPELICULA MIXTA DE C. albicans CECT1002 + S. aureus CECT240

Biopeliculas en formaciéon Biopeliculas establecidas
CMIB CMBB/CMFB CMDB CMEB
4 8 8 32

Estos resultados obtenidos presentan una gran relevancia. Son muy pocos los estudios
que se han realizado sobre biopeliculas mixtas. El dendrimero objeto de la presente
invencion ha logrado erradicar en su totalidad una biopelicula previamente establecida de
dos especies completamente diferentes, a bajas concentraciones.

Finalmente, la citotoxicidad producida después de 24 y 48 horas de incubacién del
compuesto junto con la linea celular HeLa fue evaluada. Esta invencién garantiza una

ausencia de toxicidad a las principales concentraciones con efecto sobre biopeliculas,
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incluidas unas de las mas complicadas de eliminar, las biopeliculas mixtas. Estos
resultados aparecen representados en las Figuras 4 y 5. En dichas figuras aparecen los
porcentajes de viabilidad, demostrando la buena biocompatibilidad que presenta el

dendrimero objeto de la presente invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Dendrimero carbosilano catidonico que comprende un nucleo ciclotetrasiloxano,
donde cada silicio del nucleo se encuentra unido mediante una estructura carbosilano
(CH2)2{Si(Me)2}(CH.)2S(CH.)2 a una estructura periférica que comprende un grupo amonio

unido mediante una cadena alquilica (CH2)2 a un grupo hidroxilo, de acuerdo a la siguiente

formula:
HO OH
\/>Né <+R/_/
\_/Ei’o\éi_/_&\—
Cé b
TSig-st
Si— / \\\g/
s/ \ \\\5
~ \\\G?\j/
HO / \_\)
H
2. Dendrimero carbosilano, de acuerdo a la reivindicaciéon 1, donde la carga de dicho

dendrimero se encuentra neutralizada por al menos un anioén seleccionado de un grupo
que consiste en al menos un haluro, hidroxido, triflato, nitrato y sulfato, asi como cualquiera

de sus combinaciones.

3. Dendrimero carbosilano, de acuerdo a la reivindicacion 2, donde el haluro es

seleccionado de un grupo que consiste en cloruro, bromuro y yoduro.

4, Uso de un dendrimero carbosilano, de acuerdo a una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, para la eliminacion de al menos una especie de microorganismo
patégeno, donde dicho microorganismo se encuentra bien en suspensién o bien adherido

a una superficie, formando una biopelicula

5. Uso, de acuerdo a la reivindicacion 4, donde dicho microorganismo es seleccionado

de un grupo que consiste en levaduras y bacterias.
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6. Uso, de acuerdo a la reivindicacién 4 o 5, donde la biopelicula esta constituida por
una Unica especie de microorganismos o por al menos dos especies distintas de

microorganismos.

7. Método de eliminacién de al menos una especie de microorganismo patégeno,
caracterizado por que comprende aplicar al microorganismo patégeno una disolucién del

dendrimero definido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

8. Método de eliminacion de al menos una biopelicula constituida por una unica
especie de microorganismos o por al menos dos especies distintas de microorganismos,
bien durante su formacién o bien una vez constituida, caracterizado por que comprende
aplicar a la biopelicula una disolucién del dendrimero definido segun una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 3.

9. Método de acuerdo a la reivindicacion 7 u 8, donde la aplicacién de la disolucion del

dendrimero se lleva a cabo durante un tiempo de entre 1 horay 72 horas.

10. Método de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, donde la

disolucién es una disolucidon acuosa.

11. Dendrimero carbosilano catidnico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a

3 para su uso como medicamento.

12. Dendrimero carbosilano catiénico segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3 para su uso en la prevencién y/o tratamiento de al menos una enfermedad causada por

al menos un microorganismo patégeno.

13. Uso de una composicién farmacéutica caracterizada porque comprende un
dendrimero carbosilano segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para la
eliminacion de al menos una especie de microorganismo patégeno, donde dicho
microorganismo se encuentra bien en suspension o bien adherido a una superficie,

formando una biopelicula.

14. Uso de una composicion de acuerdo a la reivindicacion 13, donde dicha

composicion comprende adicionalmente al menos un segundo principio activo
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seleccionado de un grupo que consiste en un antibidtico, antiinflamatorio y antiviral, asi
como cualquiera de sus combinaciones.

15. Uso de un dendrimero carbosilano segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3

como vehiculo de transporte de al menos un farmaco.

16. Uso, de acuerdo a la reivindicacion 15, donde el farmaco es un farmaco con

propiedades antibacterianas y/o antifungicas.
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