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PREMESSA:  

Le infezioni batteriche multi-resistenti agli antibiotici convenzionali rappresentano una delle minacce più serie per la salute umana. Tra i batteri che sviluppano più facilmente resistenza vi è lo 
Pseudomonas aeruginosa, patogeno associato ad infezioni come la polmonite e la cheratite. Un’ottima alternativa terapeutica contro tali infezioni è rappresentata dai peptidi antimicrobici (AMPs) a motivo del loro diverso meccanismo d’azione. 
In particolare, l’Esc(1-21), un AMP derivato dalla pelle di rana, è stato caratterizzato per la sua   potente attività battericida proprio contro P. aeruginosa (Luca et al, 2013). Successivamente, un suo analogo contenente due D-amminoacidi, l’Esc(1-21)-1c, ,ha mostrato una minore citotossicità, una maggiore biostabilità, una più forte attività anti-biofilm (Di Grazia et al, 2015) ed una migliore attività in vivo in modelli murini di infezioni polmonari (Chen et al, 2017). 
Tuttavia, l’inadeguato trasporto degli AMPs al sito d’infezione rappresenta un limite importante per il loro sviluppo come agenti anti-infettivi. Per facilitare quindi la loro veicolazione al sito d’azione e prolungarne la biodisponibilità sono state realizzate delle nano-formulazioni polimeriche inglobanti il peptide.
Uno degli obiettivi del nostro studio è stato quello di analizzare la capacità delle nanoparticelle, contenenti Esc(1-21)/Esc(1-21)-1c (Esc_NPs e Esc1c_NPs), di diffondere attraverso barriere di muco e biofilm simulato al fine di mimare l’ambiente di un polmone infetto da Pseudomonas, e di studiare la cinetica di rilascio del peptide.

Come già descritto lo scorso anno, questo batterio è anche in grado di aderire e colonizzare superfici abiotiche come cateteri o lenti a contatto, formando biofilm. Dai risultati ottenuti in vitro, durante il primo anno di dottorato, è stato possibile osservare come tali peptidi siano in grado di mantenere attività battericida quando coniugati covalentemente a lenti a contatto. Con lo scopo di sviluppare i due AMP, oggetto del lavoro di tesi, come molecole per la funzionalizzazione di biomateriali, è stata valutata anche la loro abilità nell’inibire la crescita e l’adesione batterica sulla superficie della lente stessa.
 
Infine, è stata valutata la capacità dei due isomeri di indurre resistenza in P.aeruginosa, confrontandola con quella di antibiotici convenzionali.





METODOLOGIE E RISULTATI: 

1. Sintesi di nanoparticelle polimeriche: Le nanoparticelle polimeriche sono state preparate tramite la tecnica di diffusione emulsione/solvente. Un’emulsione tra soluzione acquosa di peptide e cloruro di metilene contenente acido poli (lattico-co-glicolico), PGLA, alla quale è stato poi aggiunto etanolo, è stata preparata per indurre la precipitazione del polimero in forma di nanoparticella. La dispersione così ottenuta è stata diluita con alcool polivinilico, PVA, e dopo evaporazione del solvente, le nanoparticelle con il peptide incapsulato sono state raccolte mediante centrifugazione. Il quantitativo di peptide è stato analizzato mediante cromatografia liquida in fase inversa (RP-HPLC), dopo estrazione dalle nanoparticelle con acetonitrile (d’Angelo et al, 2015).

2. Cinetica di rilascio del peptide: La cinetica è stata valutata in tampone fosfato di sodio a pH 7.2 per 7 giorni. La quantità di peptide è stata calcolata dopo precipitazione delle nanoparticelle per centrifugazione e successiva dissoluzione in acetonitrile e solfato di sodio. I campioni sono stati analizzati con RP-HPLC e il contenuto di peptide è stato calcolato, per ogni intervallo di tempo, come differenza tra la quantità iniziale di peptide incapsulato e quella finale.

3. Saggio di diffusione del peptide attraverso muco e/o biofilm simulato: Per gli esperimenti di diffusione sono stati usati modelli artificiali di muco e biofilm (alginato) utilizzando sistemi bicamerali (Transwell) dotati di dispositivi di supporto permeabili che vengono a creare due compartimenti (apicale e basolaterale) separati dal filtro del supporto. Una dispersione di nanoparticelle cariche di peptide rodaminato (Rho-Esc_NPs) e/o di peptide libero (Rho-Esc) è stata collocata sulla superficie dello strato di muco e/o biofilm simulato, opportunamente deposto nel compartimento apicale della Transwell. Nel compartimento basolaterale è stato invece aggiunto del liquido interstiziale artificiale o del tampone fosfato (PBS), rispettivamente usati per gli esperimenti di diffusione in muco o biofilm simulato. A successivi intervalli di tempo il quantitativo di peptide rodaminato è stato calcolato tramite analisi spettrofluorimetrica (λecc 520 nm/λemis 580-640 nm) e monitorato per 6 ore.

4. Saggio di inibizione di crescita e adesione batterica alla lente coniugata con il peptide: Per valutare l’inibizione della crescita, la lente coniugata al peptide è stata incubata con una sospensione batterica per 24 ore a 37 °C. Successivamente aliquote di campione sono state diluite e piastrate per la conta delle unità formanti colonie (CFU). Parallelamente, la lente è stata prelevata dalla sospensione batterica, immersa in PBS e, dopo sonicazione, aliquote sono state prelevate per la conta delle CFU.

5. Induzione di resistenza: P. aeruginosa è stata sottoposta a 15 cicli di esposizione a concentrazioni non inibenti la crescita microbica di antibiotici convenzionali (colistina, tobramicina, ciprofloxacina e aztreonam) e di peptidi. Alla fine dei cicli, la minima concentrazione inibente la crescita (MIC) di ogni composto è stata valutata e confrontata con quella ottenuta prima dei cicli di trattamento. 

Le nanoformulazioni polimeriche ottenute presentavano un diametro idrodinamico inferiore a 300 nm, un basso indice di polidispersione (PI, ~0.05), un potenziale ζ leggermente negativo (-7,57 per Esc_NPs e -0.94 per Esc1c_NPs) e un’elevata efficienza di intrappolamento del peptide. 
I risultati di cinetica di rilascio del peptide dalle nanoformulazioni hanno mostrato un profilo bifasico caratterizzato da un’iniziale “burst”, in cui circa il 60% della quantità di peptide incapsulato veniva rilasciato entro 3 ore, seguito da un rilascio sostenuto nei giorni seguenti.
Dagli studi di diffusione in muco simulato è stato osservato che, già dopo un’ora, la quantità di peptide diffuso nel compartimento basolaterale era pari a circa l’80% per il peptide incapsulato rispetto al 38% del peptide libero. Uno stesso rapporto tra peptide incapsulato e libero è stato registrato anche nel modello di biofilm simulato. 
Questi risultati mettono in risalto i benefici e l’efficacia dell’incapsulare gli AMP in nanoformulazioni per facilitarne la diffusione e penetrazione attraverso il muco polmonare e il biofilm batterico di Pseudomonas. 
Studi futuri interesseranno l’analisi dell’attività antimicrobica in vitro di tali formulazioni.

Le lenti a contatto coniugate con i due peptidi hanno mostrato una buona attività nell’inibire sia la crescita che l’adesione batterica alla superficie della lente. In particolare, la lente coniugata con Esc(1-21)-1c, ha mostrato una migliore efficacia nel ridurre il numero di cellule batteriche adese alla superficie della lente con una percentuale del 97%, rispetto al 80% del peptide wild-type. Questo potrebbe essere legato alla sua maggiore resistenza alle proteasi e quindi un tempo di esposizione alle cellule batteriche superiore rispetto al peptide wild-type, il quale potrebbe invece essere rapidamente degradato. In sintesi, è stato dimostrato, insieme ai dati ottenuti lo scorso anno, che questi due peptidi rappresentano degli ottimi candidati per lo sviluppo di nuove formulazioni oftalmiche e/o per la realizzazione di lenti a contatto per prevenire e/o trattare infezioni oculari associate a Pseudomonas.
Sarà interessante analizzare anche la struttura secondaria assunta dai peptidi quando immobilizzati alle lenti a contatto e la loro attività antibatterica in vivo.

Grazie al loro meccanismo di perturbazione della membrana plasmatica, raramente gli AMP inducono resistenza. Anche nel nostro caso, dopo 15 cicli di esposizione a concentrazioni sub-MIC dei due peptidi, la MIC è rimasta invariata rispetto a quella registrata prima del trattamento. Diversamente, con gli antibiotici convenzionali, i valori di MIC sono risultati tutti più alti del valore di partenza (da 8 a 128 volte) indicando quindi lo sviluppo di resistenza del batterio a tali molecole.
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