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1 RESUMEN

La nanotecnologia se ha impulsado recientemente gracias a las soluciones que ofrece tanto
en el desarrollo de nuevas aplicaciones biomédicas como en la mejora de las habituales ya
existentes. Se estima que en el afio 2050 haya mas de 10 millones de muertes anuales a causa
de las resistencias a antibidticos, es por ello que considero indispensable el abordaje de dicho
problema a través de otras vias alternativas en las cuales la nanotecnologia tiene un papel
esencial.

El propdsito de mi Trabajo de Fin de Grado es documentar las novedades existentes en este
campo de aplicacién para tratar de evitar problemas futuros relacionados con la aparicion de
las superbacterias, ofreciendo una clasificacion detallada de los distintos tipos de
nanomateriales existentes, su forma de obtencién, mecanismo de accion y posibles ventajas
y desventajas frente a los sistemas convencionales.

Palabras clave: nanotecnologia, nanomateriales, nanoparticulas, microorganismos, infeccion
bacteriana, antibidticos, resistencias, biopelicula, zwitterion.

Abreviaturas: NPs (Nanoparticulas), MSNs (Nanoparticulas de Silice Mesoporosa), AgNPs
(Nanoparticulas de plata), AuNPs (Nanoparticulas de oro), IONPs (Nanoparticulas de dxido de
hierro), PVA (Alcohol polivinilico), PAN (Poliacrilonitrilo), ROS (Especies Reactivas de Oxigeno),
ZMSNs (Nanoparticulas de silice mesoporosa zwitterionica), UV (ultravioleta), NIR (Infrarrojo
cercano), GSH (Glutation reducido).

2 INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Los nanomateriales son el resultado de la nanotecnologia, ciencia que surgio en la década de
los 80 y que cada vez refiere una mayor importancia. Actualmente no existe una definicidon
universal establecida como tal de lo que se considera un nanomaterial, en lo que si se coincide
con unanimidad es en establecer que las nanoparticulas presentan una o mas dimensiones
externas en la nanoescala, es decir, un tamafo comprendido entre 1 y 100 nanémetros. (1)

Los métodos utilizados para la obtencidon de las NPs se pueden clasificar en:

- Métodos quimicos: basados en reduccién del metal, sintesis electroquimica, micelas
y microemulsiones.

- Métodos fisicos: por condensacion con un gas inerte, corte por laser, pirolisis.

- Métodos bioldgicos: uso de microorganismos como factorias para la sintesis de NPs.

- Métodos hibridos: mezcla de los anteriores.
Siendo los métodos fisicos y los quimicos los mas utilizados ya que permiten un control mas
sencillo sobre la forma de las NPs, su tamano y distribucidn. Sin embargo, a la hora de buscar
métodos de obtencidn respetuosos con el medio ambiente y con la salud humana se tiene
preferencia por el uso de los microorganismos como fuente para sintetizar las NPs mediante
procesos enzimaticos. (2)
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La descripcidon de un nanomaterial debe hacer referencia tanto a sus propiedades fisicas
(tamafio, forma, superficie especifica, adherencia entre sus particulas, distribuciéon por
tamafio, capacidad para disolverse...), como a sus propiedades quimicas (estructura,
composicion relacionada con la pureza de la misma, estado en el que se encuentra la materia,
atraccion de moléculas de agua y de aceites o grasas, etc). Estos materiales nanoestructurados
presentan una mayor superficie en comparacion con su andlogo macroscdépico en volumen,
con ello se consigue que el material nuevo obtenido al disminuir el tamafio sea mas reactivo.

(1)

Los nanomateriales son utilizados en numerosos campos: electrénica, cosmética, industria
textil, proteccién medioambiental o medicina, siendo uno de sus objetivos principales
promover el desarrollo humano y mejorar la calidad de vida. En esta revisidn bibliografica me
centro en el papel de los nanomateriales utilizados en medicina (Figura 1) cuya finalidad sea
evitar la formacién de biopeliculas o luchar contra infecciones ya establecidas mediante
sistemas de liberacién de fadrmacos de forma mantenida durante un mayor tiempo.
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Figura 1. Diferentes campos de aplicacion de los nanomateriales en la medicina.
Imagen tomada de la Ref. (3)

En la actualidad la aparicidn de resistencias a los antibidticos comienza a ser un problema para
la salud publica debido a su uso por parte de la poblacion sin las indicaciones médicas
adecuadas. Se prevé que estas bacterias resistentes sean una de las principales causas de
muerte en el afio 2050 (Figura 2). Los nanomateriales ofrecen resultados muy prometedores
en relacion a la prevencion y lucha frente a las infecciones microbianas, es por ello que la
nanotecnologia es una ciencia en estudio con numerosas vias de investigacion abiertas en las
cuales se debe seguir trabajando para obtener resultados firmes en un futuro ya que adn no
se conocen con exactitud muchos de los aspectos que derivan de ella.
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Figura 2. Los expertos estiman que para 2050, si no existe una accion global, las
superbacterias puedan matar a 10 millones de personas al afio, mds que la actual
cifra de muertes por cdncer y diabetes juntas. Datos obtenidos de Ref.(4)

Los nanomateriales representan una alternativa ante dichas resistencias debido a que poseen
accion microbicida, diferente a la de los antibidticos.

Segun la recopilacién de la literatura disponible, el tamafio y la relacion superficie/volumen
influyen de forma directa sobre la efectividad de las NPs como agentes antibacterianos, por
tanto, estas caracteristicas son concluyentes a la hora de interaccionar con la membrana de
la bacteria. (5) Entre los mecanismos de accion de los nanomateriales se incluyen la induccién
de estrés oxidativo, liberacion de iones metalicos y mecanismos no oxidativos. (6)

Dentro de las principales ventajas que refiere el uso de nanomateriales frente a los sistemas
convencionales antimicrobianos destaca el hecho de que pueden dirigirse a drganos o células
especificos del cuerpo, como las células cancerosas, y mejorar la efectividad de la terapia, asi
como disminuir los efectos secundarios derivados del tratamiento al permitir una mayor
focalizacién en su modo de actuacidn.

Por otra parte, la utilizacion de estos nanomateriales también implica correr algun tipo de
riesgo. Las composiciones quimicas Unicas de los nanomateriales junto con la elevada
reactividad que presenta la materia a escala nanométrica hacen que surjan dilemas referidos
a la seguridad que ofrecen estos al interactuar con materia viva en cuanto a toxicidad o
impacto ambiental. Muchas veces estos riesgos se deben a que los efectos que se esperan de
los estudios in vivo no pueden predecirse y difieren con lo que ocurre bajo condiciones
controladas en las pruebas in vitro de los laboratorios. (1)

El hecho de que no haya suficientes estudios epidemiolégicos que permitan establecer el
impacto en la salud a largo plazo, asi como la falta de consenso en cuanto a una definicion por
parte de las principales instituciones internacionales, hacen que se ralentice la tarea de
elaboracion de medidas regulatorias y normativas, retrasando asi los avances en
investigacion.

-4 -
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3 OBIJETIVOS

El principal objetivo de este Trabajo Fin de Grado es realizar una busqueda bibliografica y
analisis de los articulos cientificos mas novedosos y relevantes relacionados con los
nanomateriales en el dmbito de la lucha frente a las infecciones microbianas.

Asi mismo, se busca analizar de manera critica la magnitud del problema que desencadenan
las resistencias bacterianasy laimportancia de la nanotecnologia en la lucha contra las mismas
por medio de la incorporacién de los nanomateriales como posibles métodos alternativos o
complementarios al uso de antibidticos.

4 MATERIALY METODOS

Para llevar a cabo la recopilacién de la informacidn se han empleado diversas bases de datos
online como PubMed, SciFinder, CrossRef, Medline, Google Scholar y ScienceDirect.

Como herramienta de redaccion de texto se ha utilizado el programa informatico Microsoft
Office Word 2016 junto con la ayuda del gestor bibliografico Mendeley.

En cuanto a la metodologia, se ha procedido a la lectura y analisis de diversos textos y articulos
cientificos sobre nanomateriales y sintesis de los mismos para dar una visién general de las
principales novedades en este ambito.

5 RESULTADOS Y DISCUSION

Para comprender la clasificacion de los nanomateriales en cuanto a su accién combatiendo
infecciones microbianas, es importante tener conocimiento de las formas en las que estos
microorganismos colonizan nuestro organismo y producen patologias.

Referido a las infecciones que pueden aparecer cuando se realiza un implante de hueso, dicha
infeccidn tendria lugar en los siguientes pasos (Representado en la Figura 3):

1) Comienza la puesta en marcha de la adhesién bacteriana.
= |nicialmente esta se produce de forma reversible. Se trata de una interacciéon no
especifica entre la pared bacteriana y la superficie del implante.
= Posteriormente, tiene lugar una nueva interaccién mediada por proteinas lo que
hace que esta adhesidn bacteriana se vuelva irreversible.
2) Tras este proceso se forma la biopelicula bacteriana (comunidades de microorganismos
incrustados en una matriz de polisacdrido de produccidn propia). (7)
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Figura 3. Etapas de la formacion de la biopelicula y ventana terapéutica que se debe
aprovechar para tratar de evitar la formacion irreversible de la misma, asi como las
posteriores resistencias generadas al tratamiento antibacteriano. Imagen
modificada de Ref. (8)

La mayoria de estas infecciones son causadas por alguno de los siguientes microorganismos:
Staphylococcus epidermis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli o Pseudomonas
aeruginosa. La colonizacidn por parte de estas bacterias implica la aparicion de una reaccién
inflamatoria acompafiada de una importante tasa de morbimortalidad ya que en muchas
ocasiones las bacterias se desprenden de la biopelicula para colonizar otras areas e inducir
infecciones adicionales. (8)

Se ha comprobado como el uso inapropiado de antimicrobianos para tratar de eliminar
bacterias conduce progresivamente a mas casos de resistencias bacterianas a los
medicamentos, lo que induce un crecimiento bacteriano incontrolado y la formacion de
biopeliculas persistentes. Todo esto hace comprender que la mayoria de los esfuerzos en la
busqueda e investigacidon de biomateriales deben ir encaminados en mayor medida a la
inhibicién de la adhesion bacteriana en la superficie para prevenirla.

La resistencia a los antimicrobianos relacionada con la biopelicula no depende solo de la
matriz como obstaculo fisico, también depende de:

- Lapresencia de ADN y proteinas bacterianas y del huésped que pueden aumentar la
capacidad de proteccién de la matriz.

- La presencia de bacterias con diferentes resistencias adquiridas y sensibilidades
antibidticas.

- El desarrollo de bombas de eflujo.

- La presencia de enzimas capaces de degradar antimicrobianos. (9)

- El establecimiento de la deteccidon de quérum (comunicacién bacteria-bacteria).

Una vez conocidos los mecanismos que poseen las bacterias para permanecer en el organismo
y desencadenar los procesos infecciosos, se describen los diferentes tipos de nanomateriales
gue pueden emplearse para prevenir y combatir estas infecciones microbianas.

-6-



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia y el/la Tutor/a no se hacen responsables de la informacion contenida en el mismo.

5.1 NANOMATERIALES CON ACCION ANTIADHERENTE

Se trata de superficies cuya funcién es inhibir la formacién de la biopelicula, por tanto, repelen
la adhesién bacteriana y previenen la adsorcion de proteinas. Estos nanomateriales pueden
ser impregnados en antibidticos, agentes bactericidas o recubiertos con restos
antimicrobianos (cobre, plata, material sin liberacion, 6xido de titanio...).

En relacion con los implantes de hueso, se debe tener en cuenta la complejidad de la
elaboracion de nanomateriales con este cometido puesto que no solo tienen que evitar la
adhesidon de bacterias y formacion de biopeliculas, al mismo tiempo se debe conseguir la
adhesion de células eucariotas para una adecuada osteointegracion. (10)

El disefio de estas superficies puede realizarse por medio de diversos métodos:

5.1.1 Modificaciones quimicas

Consiste en proporcionar a la superficie del biomaterial una naturaleza de zwitterién, es decir,
conseguir que tenga el mismo nimero de cargas positivas y negativas, por lo que se espera
gue sea eléctricamente neutra (Figura 4). Esta neutralidad hace que se forme una capa
hidrofébica en la superficie que hace de obstaculo tanto energético como fisico e impide que
las bacterias se adhieran. (7)

De hecho, debido a la reducciéon de la adsorcion de proteinas, las funcionalizaciones
zwitteridnicas también se han postulado como sustitutos de la pegilacion, lo cual podria ser
beneficioso para superar la creciente apariciéon de anticuerpos anti-PEG. (11)

© Repulsidon bacteriana

ONo se forma biopelicula

Figura 4. Diferencias entre el comportamiento de una superficie normal de
biomaterial y una superficie zwitterionica frente a la colonizaciéon bacteriana.
Imagen modificada de Ref.(8)

La sintesis de particulas zwitteridnicas con grupos amino y fosfonato (ZMSN) partiendo de una
MSN se lleva a cabo mediante el anclaje covalente de agentes catiénicos y anidnicos en su
superficie externa. La carga positiva es proporcionada por una cadena corta e hidrolizable que
contiene un grupo amino y la carga negativa la aporta la segunda cadena que contiene un
grupo fosfonato.

-7 -
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La reaccion que tiene lugar parte de una estructura de silice mesoporosa a la cual se le
incorpora una mezcla de precursores de silano (Aminopropil silanotriol y Trihidroxisilil propil
metilfosfonato) que debe ser afiadida simultdaneamente en proporciones molares variables
para optimizar las propiedades zwitteridnicas de las nanoparticulas funcionalizadas.

Dicha reaccién debe ser mantenida durante la noche en atmésfera inerte de N3, agitacion
constante y reflujo a 85°C antes del lavado completo y recuperacidn bajo centrifugacién con
EtOH y metanol, seguido de secado a vacio a 30°C. De esta forma se consigue una MSN
funcionalizada con carga neutra en condiciones fisioldgicas de pH (Figura 5).

v

Atmosfera N,
Reflujo 852C
EtOH

MSN

Figura 5. Sintesis de silice mesoporosa zwitteridnica (ZMSN) y condiciones en las que
tiene lugar la reaccion a partir de MSN (Nanoparticula de Silice Mesoporosa)
utilizando una mezcla de precursores de silano (Aminopropil silanotriol, APST y
Trihidroxisilil propil metilfosfonato, THSPMP) para conferir la caracteristica de
zwitterion a la silice mesoporosa de partida. Imagen modificada de Ref. (12)

Se ha comprobado que tanto los MSNs zwitteridnicos de carga neutra como el PEG-MSNs
muestran una reduccion significativa de la adhesion de proteinas séricas y la captacion de
macroéfagos. En el caso de las MSNs zwitteridnicas, esta reduccion es de hasta un 70-90% para
la adsorcion de proteinas y 60% para la captacién celular.

El objetivo de esta modificacion zwitteridnica se ha centrado en el tratamiento local de
infecciones bacterianas a través del efecto sinérgico que existe entre el poder antimicrobiano
inherente de este sistema y el perfil de liberacién de antibiéticos levofloxacino. (12)

Hay ciertos desafios a los que deben enfrentarse los nanomateriales para su etapa clinica de
desarrollo entre los que se incluyen:

- Preservacion de la biocompatibilidad.

- Farmacocinética adecuada a través de la administraciéon local de agentes
antimicrobianos.

- Curacidén 6sea.(8)
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Otra forma de modificacién quimica es la funcionalizacidn directa de una superficie con restos
de bajo peso molecular que tengan igual numero de cargas positivas y negativas. Se pueden
usar algunos aminodcidos ya que son biocompatibles, aunque no se considerarian en si como
zwitteriones ya que al presentar grupos ionizables dependerian del pH y de su punto
isoeléctrico (Figura 6).
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Figura 6. Funcionalizacion de una superficie de NPs de silice con pequefias moléculas
del aminodcido cisteina a través de una molécula conectora tipo epoxido para crear
una superficie zwitterionica con mayor estabilidad que la superficie de partida y de
aplicacion en nanomedicina. Imagen tomada de Ref. (13)

5.1.2 Modificacion de textura para adaptar la superficie de nanoestructura

Es posible conseguir superficies antibacterianas artificiales en las cuales se ve reducido hasta
en un 70% la adhesién bacteriana y con ello la formacion de biopeliculas después de 24h de
incubacién.

Para lograr estas superficies se han investigado diferentes enfoques, los resultados mas
satisfactorios se han obtenido al utilizar un recubrimiento de nanotubos de TiO, sobre
superficies de titanio por medio de la ruta de anodizacién. Su grado antibacteriano esta
fuertemente asociado con el tamafio de los nanotubos, la cristalinidad (fase rutilo o anatasa)
y el angulo de contacto con la superficie. (14)

Asi mismo, se comprueba que células semejantes a los osteoblastos tienen comportamientos
similares y satisfactorios en cuanto a colonizacién, adhesion, proliferacién y diferenciacion
celular en ambas superficies (nanoparticulas recubiertas y sin recubrir). (7)

5.2 NANOMATERIALES PARA COMBATIR INFECCIONES

Los multiples modos de accién de las nanoparticulas reducen significativamente la posibilidad
de que las bacterias generen resistencias.

Los mecanismos antibacterianos de las nanoparticulas estan relacionados con el estrés
oxidativo, la liberacién de iones metalicos y los mecanismos no oxidativos, y generalmente
desencadenan la formacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS), inhibicién enzimatica,
desactivacion de proteinas, dafio en el ADN o cambios en la expresidn génica, asi como rotura
de la pared bacteriana.
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Una excesiva produccién de ROS por parte de las nanoparticulas conduce a la alteraciéon de la
homeostasis intracelular y a un estrés oxidativo severo que dafia los componentes celulares,
afecta a los lipidos de la membrana y altera la estructura del ADN y de proteinas. Ademas, las
nanoparticulas a base de metales liberan gradualmente iones metdlicos que alcanzan el
compartimento intracelular e interactian con grupos funcionales de proteinas y acidos
nucleicos amino (-NH), mercapto (-SH) y carboxilo (-COOH). Todo ello puede derivar en la
aparicion de ciertos efectos toxicos como la coagulacién de proteinas, la alteracién de las
proteinas relacionadas con las cadenas de transferencia de electrones o la desregulacion de
los procesos metabdlicos bacterianos a través de la actividad enzimatica impedida.

Por otra parte, la interaccion de las nanoparticulas con la pared y la membrana de las bacterias
conduce a mecanismos no oxidativos. Las bacterias Gram (+) poseen una pared celular rigida
compuesta de una capa delgada de peptidoglicanos que comprende polimeros de hidratos de
carbono reticulados a través de residuos de péptidos. (15) Las bacterias Gram (—) contienen
una capa de peptidoglicano mas delgada y rigida con enlaces cruzados mucho mas cortos,
rodeada por una membrana lipidica con lipopolisacaridos (LPS) formando una barrera
superficial.

Es importante tener en cuenta la composicion de la membrana de la bacteria implicada en el
proceso infeccioso a erradicar, ya que, dependiendo de ella, la via de adsorcion para las
nanoparticulas sera diferente.

La carga negativa en la superficie de la pared bacteriana puede proporcionar interaccion
electrostatica con nanoparticulas cargadas positivamente que pueden acumularse, perturbar
los procesos metabdlicos o causar la perforacion y ruptura de membranas.

5.2.1 Nanomateriales con propiedades antibacterianas inherentes

Antes incluso del descubrimiento de la penicilina ya se conocian las propiedades
antibacterianas intrinsecas de algunos metales, 6xidos y sales metdlicas, sin embargo, su uso
en la medicina se vio mermado debido a la aparicidn de los antibiéticos. Hoy en dia con la
aparicion de las resistencias se estan volviendo a recuperar estos primeros agentes
antimicrobianos. (16)

A continuacidn, se describen algunos ejemplos de nanoparticulas con dicha accion.

e Nanoparticulas de plata

Aunque las nanoparticulas de plata (AgNP) son uno de los nanomateriales mas utilizados como
tratamiento antimicrobiano, sigue sin ser completa la comprensién precisa de su modo de
accién puesto que pueden estar involucrados multiples mecanismos en el proceso.

Para que la plata tenga efecto bactericida y sea biolégicamente activa, debe liberarse en la
solucidn. La efectividad de dicha solucién depende de la concentracién y la forma en la que se
encuentren los iones de plata presentes. Ag* es la forma idnica presente en el nitrato de plata
(AgNO:s), sulfadiazina de plata y otros compuestos de plata iénica. Ag® es la forma metadlica
gue se encuentra en las estructuras de plata cristalinas.
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La plata ejerce sus efectos antimicrobianos al interferir con la cadena respiratoria ya que
interactUa en la sintesis de proteinas del complejo enzimatico del citocromo P450. Se une
preferentemente con bases de ADN para inhibir la replicacién (Figura 7). Por otra parte, el
efecto bactericida de la plata también se ha atribuido a la inactivacidn de la enzima manosa-
6-fosfato isomerasa implicada en la biosintesis de polisacaridos capsulares.

Ag* desnaturaliza e
inhibe la sintesis de
proteinas

Ribosoma

Ag* causa la
destruccion del
peptidoglicano

Ag* se une a las bases que
forman el ADN, hace que
pierda su capacidad de
replicacion y previene la

reproduccién bacteriana

por biparticion.

Pared
bacteriana

lones Ag* /

Figura 7. Mecanismo de accion de los iones de Ag*. Imagen modificada de Ref(17)

Plasmido

Ha sido demostrado el efecto sinérgico que se manifiesta cuando combinamos las NPs de plata
con los antibidticos convencionales debido a que ambos poseen diferentes mecanismos de
accion.

Se llevé a cabo un estudio en el que se utilizaron AgNPs asociadas a clindamicina. Gracias a
esta combinacidn se vio disminuida la concentracién minima inhibitoria (CMI) y se demostré
el efecto antimicrobiano no solo frente a bacterias como Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, S.epidermidis, Enterococcus faecalis, Vibrio cholerae, Salmonella enterica, Salmonella
typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus resistente a vancomicina o S. aureus
resistente a meticilina, también se comprobd su capacidad para inhibir el crecimiento del VIH.
(18)

Otro campo de desarrollo clinico de las AgNPs estd relacionado con el tratamiento y
prevencion de infecciones relacionadas con implantes. Se ha creado un recubrimiento hibrido
para la superficie de titanio del implante, que contiene polidopamina, hidroxiapatita, AgNP y
quitosano (biopolimero de aminopolisacaridos). El doble efecto quelante de la polidopamina
y el quitosano reduce significativamente la liberacion de iones de plata de los AgNP en el
recubrimiento hibrido, disminuyendo asi la potencial citotoxicidad que estos pudieran tener.
Este recubrimiento muestra una eficacia anti formadora de biopeliculas de un 91,7%, 89,5% y
92,0% para S. aureus, S.epidermidis y E.coli, respectivamente. Ademas de las propiedades
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antibacterianas, este revestimiento hibrido permite la osteointegracion del implante éseo.
(19)

En concentraciones minimas la plata no es toxica para las células humanas. Probablemente,
uno de los efectos secundarios mas reportados de los productos de plata es la argiria. La argiria
ocurre cuando la plata subdérmica se deposita en los microvasos de la piel, dando como
resultado una coloracién irreversible de gris a negro de la piel. Esta decoloracién permanente
no es fisicamente dafiina, pero sigue siendo un problema cosmético grave. Si esta
pigmentacidén aparece en otros drganos tales como ojos, higado, etc, se denomina argirosis.

Existen informes que alertan de una posible toxicidad renal y hepdtica debido a la plata
nanocristalina. (20)

Sin embargo, es importante sefalar que, a pesar de décadas de uso, la evidencia de toxicidad
de la plata aun no esta clara y la sulfadiazina de plata sigue siendo el principal producto tdpico
utilizado en las quemaduras. (2)

e Nanoparticulas de oro

El oro metadlico es biocompatible debido a que es estable frente a la oxidacidn. Sin embargo,
al ser el oro un metal quimicamente inerte, su uso como agente antimicrobiano no posee
tanta relevancia como ocurre con las nanoparticulas de plata puesto que su reactividad es
mucho menor.

Los mecanismos de inhibicion bacteriana por parte de las nanoparticulas de oro alin no estan
claros. Muchos estudios exponen que las AuNPs estan relacionados con la generacién de ROS
como causa potencial de dafio y muerte de células bacterianas, asi como, a través de su accion
sobre el equilibrio de oxidacién-reduccién dentro de la cadena respiratoria bacteriana al
generar estrés oxidativo.(7)

Otra hipotesis que considera el mecanismo de la actividad biocida de AuNPs se centra en su
accion sobre la pared bacteriana, lo que lleva a una fuga del contenido citoplasmatico como
principal causa de la muerte bacteriana.

El efecto antibacteriano mds efectivo de las AuNPs se consigue debido a la accidn sinérgica
cuando estas nanoparticulas se combinan con polimeros para obtener nanocompuestos
antibacterianos o nanoparticulas hibridas. Este es el caso de formulaciones de AuNPs con
quitosano junto con ampicilina, las cuales han demostrado duplicar su accién antibacteriana
en comparacion con la ampicilina libre. (21)

Los resultados mas novedosos con respecto al uso de nanoparticulas de oro como agente
bactericida estdn recogidos en un estudio en el que se muestra su eficacia antibacteriana en
el tratamiento de la neumonia nosocomial causada por Pseudomonas aeruginosa resistente a
aminoglucésidos debido a la accién de estimulos externos sobre las AuNPs.

En este estudio se asocian nanocilindros de oro de 50—-100 nm de longitud junto con polimeros
glucomiméticos. El mecanismo de actuacién de esta formulacidn es el siguiente:
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- Los ligandos de galactosa y fucosa basados en glucomiméticos, presentes en los
nanocilindros de oro, imitan el mecanismo natural por el que P.aeruginosa se adhiere
al huésped mediante la interaccion carbohidrato-lectina, por tanto, al bloquear
especificamente las lectinas bacterianas se inhibe la formacidn de la biopelicula. (22)

- Debido a lo que se conoce como “terapia fototérmica”, los nanocilindros de oro
funcionalizados con los polimeros biocompatibles anclados a las lectinas de
Pseudomonas aeruginosa, se calientan al ser irradiados por luz del infrarrojo cercano.
Este efecto provoca la muerte y una mayor destruccion selectiva de dicha bacteria por
hipertermia cuando son sometidos a esta irradiacion. Ademas, también ayudan a
regular la respuesta inmune del organismo y a reducir los niveles de inflamacién
facilitando la recuperacion del huésped ante un proceso infeccioso. (23)

e Nanoparticulas de 6xido de metal

Los nanomateriales inorgdnicos en los que se incluyen los metales y los éxidos metalicos
presentan ventajas frente al resto por su estabilidad y bioseguridad. Las nanoparticulas de
oxido de zinc (Zn0), 6xido de hierro (Fes04), 6xido de cobre (CuQ), 6xido de magnesio (MgO)
y didxido de titanio (TiO2) han demostrado tener poder antimicrobiano basado en la
generacion de ROS, el cual se atribuye a su actividad fotocatalitica intrinseca o a la liberaciéon
de iones metalicos.

Los nanocristales de ZnO (20 nm de diamétro) han sido funcionalizados con aminas vy
preparados por medio de una sintesis a base de microondas, generando un disefio altamente
biocompatible. Los resultados in vitro sugieren que estos nanocristales pueden ser usados
para resolver enfermedades infecciosas en implantes dseos y al mismo tiempo promover la
osteoinduccion. (5)

Los estudios referidos a las nanoparticulas de éxido de hierro promueven estrategias
antibacterianas alternativas al uso de antibidticos para luchar contra las superbacterias
resistentes.

La toxicidad frente a los microorganismos vendria generada por una serie de interacciones
entre las que se incluye la despolarizacidon de la membrana originando el deterioro de la
integridad celular, produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) con peroxidacidon
lipidica y dafio en el ADN, y liberacidn de iones metdlicos que afectan la homeostasis celulary
la coordinacidn de proteinas. (Figura 8)

Se ha demostrado que los cambios en el tamafio y la forma de las nanoparticulas desempeian
un papel importante en la toxicidad celular, ya que los sistemas basados en nanoparticulas de
oxido de hierro (IONPs) en forma de barra o de tamafio nanométrico son mas téxicas que las
particulas micrométricas y en forma de esfera. Ademas, la carga superficial de las IONPs
puede afectar la citotoxicidad celular y la genotoxicidad de la misma forma que ocurre con
otros factores como la concentracion, el tipo de recubrimiento o la forma de administracién.
(22, 24)
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Figura 8. Principales mecanismos de accion mediante los cuales los sistemas
basados en nanoparticulas de dxido de hierro (IONPs) generan toxicidad celular.
Imagen tomada de Ref. (24)

Dadas las propiedades magnéticas de las nanoparticulas de éxido de hierro, es posible acabar
con las bacterias patdgenas, asi como bloquear la formacién de biopeliculas sin necesidad de
usar antibidticos. Esto es factible ya que las bacterias (poseen carga negativa en su pared)
guedan atrapadas por interaccidn electrostatica en estas nanoparticulas magnéticas cargadas
positivamente. Al aplicar una corriente externa de radiofrecuencia, todas las bacterias
retenidas son eliminadas por completo en 30 minutos debido a la pérdida del potencial de
membranay a la disfuncion de los complejos asociados a esta. (25)

5.2.2 Nanomateriales como nanotransportadores de antibioticos

Los métodos tradicionales de administracion de farmacos (via oral, parenteral, etc.), se
asocian con una rapida liberacién y eliminacion del medicamento, por lo tanto, se necesita
una dosis de farmaco inicial alta para mantener las concentraciones terapéuticas durante un
periodo de tiempo prolongado (Figura 9). Con la aparicién de estos nanotransportadores una
menor dosis es requerida ya que la liberacion del farmaco se lleva a cabo en los sitios
especificos en los que se precisa después de la aplicacion de un estimulo adecuado.(26)
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Figura 9. Esquema comparativo de las terapias sistémicas frente a las terapias
dirigidas. Imagen tomada de Ref. (26)
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e Nanoparticulas poliméricas

Los polimeros tienen la ventaja de englobar una gran diversidad de moléculas biocompatibles
y biodegradables que pueden ser utilizadas para la construccién de diferentes
nanoestructuras transportadoras de farmacos que satisfacen las necesidades clinicas.

De entre las numerosas técnicas que pueden usarse para sintetizar nanofibras de polimeros,
el electrohilado es la técnica mas ampliamente utilizada ya que es simple, rentable a nivel
econdmico y escalable. (27)

La marca genérica de copolimeros Gantrez™, formados por metil vinil éter y restos de 4cido
maleico, son solubles en agua y ayudan a controlar la formacién y crecimiento de sarro, se
incluyen en pastas dentifricas y enjuagues bucales para aumentar el tiempo de permanencia
de los ingredientes activos (antimicrobianos) en contacto con la biopelicula de
microoganismos. Son moléculas biodegradables, con baja toxicidad, alta biocompatibilidad y
propiedades bioadhesivas. (20)

Recientemente se ha demostrado el efecto antibacteriano obtenido al recubrir una gasa de
algoddn convencional con nanofibras de silicona y carbono. De igual forma se reveld en dicho
estudio que esta gasa también proporcionaba efecto coagulante de la sangre en contacto con
la misma, siendo esto muy util para evitar hemorragias. (28)

Nuevos apdsitos para heridas han sido disefiados como sistema de administracion dual de
farmacos (antiinflamatorios y antibidticos). Estdn basados en una cubierta de nanofibras de
PVA-PAN. El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero biocompatible e hidrofilico capaz de
transportar farmacos solubles en agua, sin embargo, el poliacrilonitrilo (PAN) es capaz de
transportar farmacos solubles en disolventes organicos. (29)

Para disefiar dichas nanofibras se ha empleado el método de la “inmersion”. Con el fin de
llevar a la practica esta propuesta, las nanofibras centrales hechas de PVA se deben sumergir
en varias concentraciones de PAN y entrecruzarse por inmersion en etanol. En este estudio se
ha utilizado la sal de diclofenaco sddico (DS) como farmaco cargado en las nanofibras centrales
y el sulfato de gentamicina (GEN) cargado en las nanofibras externas. (28) (Figura 10)

Electrospinning o
PVADSs ]
.

Immersion into the
Ethanol /

f Cross-linking
PVA/DSs

Immersion into the
PAN/GENs

Figura 10. Disefio de nanofibras para la administracion dual de medicamentos.
Imagen tomada de Ref. (28)
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Se ha demostrado que, a concentraciones de 1% a 2% p/p de PAN/GEN con respecto a las
concentraciones de PVA/DS son las que arrojaron resultados mas relevantes en el estudio.

De cara a perspectivas futuras, este proyecto puede ser el comienzo para la elaboracién de
nanofibras multicapa que permitirian la administracién de multiples farmacos en la lucha
frente a las infecciones microbianas.

¢ Nanoparticulas de silice mesoporosa

El principal objetivo de estos nanomateriales es proporcionar nuevas soluciones para el
tratamiento de infecciones mediante el uso de nanovehiculos cargados con antibidticos
capaces de penetrar la pared bacteriana. Estos nanosistemas, llamados “nanoantibiéticos”,
estdn compuestos por nanoparticulas de silice mesoporosa (MSNs), que actian como
nanoportadores de un agente antimicrobiano (levofloxacino) localizado dentro de los
mesoporos que se libera de manera sostenida a dosis efectivas. Para que este nanosistema
posea la capacidad de interaccionar con la membrana de las bacterias, se injerta de forma
covalente en su superficie externa un dendrimero policatiénico, en este caso fue un
dendrimero de poli (propilenimina) de tercera generaciéon (G3) el cual demostré tener una
alta penetrabilidad en las membranas bacterianas Gram negativas (Figura 11).

E. coli-biofilm-

levofloxacin §

Internalization in Y;s
Gram-negative — Hy
bacteria Si0; —oH
" Effective biofilm destruction with levofloxacin
MSN-G3 loaded dendrimer-decorated MSNs

Figura 11. Demostracion de la efectividad en la destruccion de biopeliculas de E.coli
de nanoparticulas de silice mesoporosa funcionalizadas con un dendrimero
policatidnico que actua como transportador de levofloxacino. Imagen tomada de
Ref. (30)

Persiguiendo el mismo objetivo, se han realizado numerosos estudios referidos a MSNs cuya
liberacién del farmaco cargado en sus canales mesoporosos responde a estimulos tales como
cambios térmicos, de pH, luminico, etc. (Figura 12) Las aberturas de los poros de dichas silices
mesoporosas se cierran con nanocapsulas, una vez que el farmaco se ha introducido en los
canales, para evitar la salida prematura del mismo.
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Dependiendo del estimulo aplicado sobre la formulacién, tanto interno como externo, la
liberacién del farmaco atrapado se llevara a cabo en el lugar en el que sea necesario lo cual
permite focalizar su accién. (31)

- De entre los estimulos internos, el pH es uno de los que mds empleados,
especialmente para el tratamiento en oncologia o inflamaciéon, debido a que estas
patologias muestran una variacion significativa de los valores de pH a lo largo del
tiempo. En el caso de tejidos inflamados a causa de una infeccidon microbiana, el pH
puede alcanzar valores de 5.5, es por ello que, el uso de sistemas de liberacién de
antibidticos pH-dependiente es una perspectiva interesante para enfocar el
tratamiento y conseguir disminuir la dosis necesaria.

- La temperatura puede ser usado como estimulo interno en ciertas patologias, como
tumores, inflamacién o procesos infecciosos, que pueden provocar aumentos
moderados de la temperatura de hasta 4 6 5°C. Por otro lado, los aumentos de
temperatura causados por factores externos, como la hipertermia producida con
campos magnéticos, también se emplea para activar la liberacién de carga de los
MSNs. En general, los polimeros solubles en agua son los candidatos ideales para tapar
los poros debido a sus cambios conformacionales reversibles en respuesta a la
temperatura y también pueden contribuir a mejorar la estabilidad coloidal de los
MSNs.

- Elusode diferentes longitudes de onda de luz para desencadenar la liberacién de carga
de MSNs se ha vuelto muy popular en los ultimos afios. Las longitudes de onda
aplicadas incluyen ultravioleta (UV), visible (vis) o infrarrojo cercano (NIR), lo que hace
gue este enfoque sea muy versatil. Presenta algunos beneficios con respecto a otros
estimulos como, por ejemplo, su facil aplicacion desde el exterior del cuerpo y la
posibilidad de enfocarse en el tejido diana, aunque la penetrabilidad en tejido no es
tan profunda como en el caso del ultrasonido.

- El ultrasonido se considera uno de los desencadenantes mas prometedores para los
nanosistemas de administracidon de farmacos. La razén de tal interés se basa en su
capacidad para penetrar de manera no invasiva en los tejidos vivos sin dafiarlos y en
su elevado control espacio-temporal que permite conseguir una aplicacién segura.

- Las diferencias en el potencial Redox entre el entorno extracelular e intracelular junto
con alteraciones en la produccién de glutation reducido (GSH) o especies reactivas de
oxigeno (ROS), permiten el desarrollo y el uso de sistemas de liberacién de farmacos
para aplicaciones biomédicas. (26, 31)
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Figura 12. Esquema de la liberacion del fdrmaco desde las nanoparticulas de silice
mesoporosas, es una liberacion estimulo-respuesta. Imagen tomada de Ref.(26)

6 CONCLUSIONES

El incremento de las resistencias a los antibidticos hace necesario buscar nuevas alternativas
y enfoques para el tratamiento de patdgenos bacterianos infecciosos. La nanotecnologia, a
través del uso de las nanoparticulas, ha demostrado tener un gran potencial para atacar y
destruir selectivamente a las superbacterias ademas de ser una alternativa factible para evitar
agotar los antibidticos como primera opcién.

Considerando que el tratamiento de dichas infecciones le supone a la Unidn Europea (UE) un
coste anual de 1.500 millones de euros (32), parece mas que légico comprender que el futuro
pasa por invertir en mayor medida en investigacion. A pesar de que el Producto Interior Bruto
dedicado a I+D+l por parte de los paises miembros de la UE ha aumentado con respecto a
afios anteriores, este sigue siendo bajo (2,07% del PIB) (33).

Para finalizar quiero resaltar la importancia de considerar a los nanomateriales como parte
indiscutible de la solucién a este problema. Aun queda mucho camino por recorrer en el
ambito de la nanotecnologia y puesto que todavia estamos a tiempo, debemos darnos cuenta
de que solo apostando por la ciencia e innovacién se podrdn evitar innumerables muertes
anuales a causa de las bacterias resistencias a antibiéticos, al mismo tiempo que se conseguira
un ahorro econémico importante en los Sistemas Sanitarios de los diferentes paises.
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