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1 RESUMEN

Las nanoparticulas organicas permiten la vehiculizacion y vectorizacion de una gran cantidad
de principios activos, incrementando de forma notable su semivida plasmatica, su especificidad
tisular y su bioseguridad.

En este trabajo, y teniendo en cuenta la preocupacion generada por la creciente resistencia a los
antibioticos, se explicaran las caracteristicas generales de las nanoparticulas orgénicas, los tipos
de nanoparticulas orgénicas utilizadas actualmente, y se expondrén los avances mas recientes
registrados con cada una de ellas, en el campo de las infecciones bacterianas multirresistentes.
Se estudiara la capacidad de los liposomas, nanoparticulas poliméricas y micelas para
vehiculizar y vectorizar antibiéticos convencionales o sustancias antibioticas no
convencionales a las zonas infectadas, y como ese proceso repercute en la supervivencia de las

colonias bacterianas.

2 INTRODUCCION

La resistencia a los antibiéticos es, a dia de hoy, una de las mayores amenazas para la salud, y
las infecciones pulmonares son la tercera causa de muerte a nivel mundial 2. Es urgente
encontrar alternativas a los antibidticos convencionales para poder hacer frente a este problema,
y, entre otras lineas de investigacién, la nanotecnologia parece mostrar resultados muy
prometedores 3.

Su éxito radica en la gran variedad de nanoparticulas poliméricas que pueden emplearse con
fines terapéuticos, profilacticos o diagndsticos, en funcién del tamafio, morfologia,
composicion y recubrimiento superficial de la molécula, # pudiendo ser ellas mismas las
responsables del efecto esperado, o vehiculizando distintos principios activos a la zona
deseada®.

2.1 Tamaio
El tamafio juega un papel importante a la hora de disefiar una formulacién basada en
nanoparticulas, pues dependiendo de éste, la distribucion y adhesion de las mismas, asi como

sus propiedades, variaran*:
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e Las particulas con un tamafio superior a 1um son frecuentemente opsonizadas y
sufren un aclaramiento esplénico y hepatico rapido e intenso, dando lugar a
semividas plasmaticas muy bajas®.

e Agquellas con un tamafio entre 200nm-1um sufren un menor aclaramiento
hepético. Si el tamafio es superior a 500nm son susceptibles de sufrir fagocitosis
en algunos tejidos*’. Pueden activar el sistema del complemento, se eliminan
principalmente por aclaramiento esplénico*® y su biodisponibilidad oral es muy
baja®.

e El rango entre 100nm-200nm es el que ofrece una mayor semivida plasmatica.
Es el tamafio ideal para formulaciones con tiempos de circulacion prolongados,
tienen una mejor biodisponibilidad oral, y son capaces de penetrar en algunas
células mediante el uso de transportadores pasivos y procesos de endocitosis*’.

e Entre los 10nm-100nm se obtiene la mayor velocidad de distribucion,
biodisponibilidad oral e internalizacion celular*’. Ademas, por debajo de los
50nm, las particulas son capaces de atravesar la barrera hemato-encefalica*®. Sin
embargo, estas particulas pueden ser degradadas por el sistema fagocitico
mononuclear (SFM), lo que, sumado a su répida absorcién celular, da lugar a
una reduccion dréstica de su semivida plasmatica®.

e Por debajo de los 10nm las particulas son demasiado pequefias, y son
rapidamente eliminadas por extravasacion o aclaramiento renal*®.

A la hora de elegir un tamarfio de particula para la formulacidn, es necesario tener en cuenta
que, a menor tamafio, mayores seran la absorcién y velocidad de distribucién. Por otro lado,
también pueden variar la via de eliminacién y el proceso por el cual seran internalizadas en la

célula.

2.2 Morfologia

Al igual que el tamafio, la morfologia de las nanoparticulas afectara a la adhesion, absorcién y
distribucion del sistema por el organismo*~’.

Las nanoparticulas esféricas (Figura 1) son las més estudiadas, debido a sus propiedades
opticas, su facilidad para modificar su superficie y sus buenas propiedades de distribucion,
vectorizacion y absorcion generales*’.

Sin embargo, las particulas asimétricas van ganando cada vez mas importancia, pues poseen

caracteristicas Unicas de distribucidn, vectorizacion, absorcién, actividad terapéutica y
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semivida plasmatica. Poseen una mejor capacidad de autoensamblaje y, en ocasiones, pueden
ser mas efectivas que las esféricas para patologias o vias de administracion concretas*®®.Las
formas discales (Figura 2) o de varilla (Figura 3) favorecen la absorcion por via oral®y,
especialmente las Ultimas, han destacado por su velocidad de absorcion celular en el tratamiento
de algunos tipos de cancer *"8. Por otro lado, los mecanismos de accion de estas particulas son
también méas complejos, por lo que es importante tener en cuenta la posible toxicidad que pueda

producirse al utilizar un tipo de particula u otro®.

Figura 1: Nanoparticula Figura 1: Nanoparticula en Figura 3: Nanoparticula en
esférica [4] forma de disco [4] forma de varilla [4]

2.3 Recubrimiento Superficial

Otra de las ventajas de la nanotecnologia es que ofrece la posibilidad de modificar la superficie
de la molécula escogida recubriéndola con diferentes sustancias, alterando sus propiedades
farmacocinéticas, farmacodinamicas y su especificidad por la diana a la que se quiera dirigir la
formulacion®#14-176-13  Algunos de los métodos para modificar la superficie de la particula se

realizan mediante los siguientes recubrimientos:

2.3.1 Polietilenglicol (PEG)

Muchas de las nanoparticulas empleadas en medicina se encuentran cargadas a nivel superficial,
lo que puede provocar la unién de proteinas plasmaticas u otras moléculas*®"’, formando la
denominada “corona proteica” o “corona biomolecular”**"~1° que facilita su opsonizacion y
eliminacion por parte del SFM"*¢, dificulta su reconocimiento por la célula dianal’ y es capaz
de interactuar con otras superficies celulares, volviendo los efectos de la formulacién
impredecibles.

Al recubrir dicha particula con PEG, un polimero muy hidrosoluble y no cargado*’*"~%9, se
neutralizan las cargas superficiales y se evita la adsorcidn de proteinas y la formacién de la
corona, de modo que se alarga la semivida plasmatica. Sin embargo, el sistema inmune es capaz
de producir anticuerpos frente a estas moléculas y, por consiguiente, cuando se produce una
segunda administracion, las particulas son rapidamente eliminadas por un proceso llamado

“aclaramiento sanguineo acelerado”’18, Ademas, las formulaciones PEGyladas tienden a
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agregarse en medios con altas concentraciones de sal, aumentando su didmetro hidrodindmico

y limitando su acceso a ciertas zonas, asi como su excrecion por via renal®?°,

2.3.2 Zwitteriones

Surgen para intentar cubrir las carencias asociadas al
polietilenglicol. Son polielectrolitos que contienen grupos
cargados tanto positiva como negativamente, resultando en
una carga total neutra (Figura 4). Con estas superficies
i6nicas, se obtiene un recubrimiento con cargas balanceadas

(potencial zeta practicamente cero) que actta de forma similar

al obtenido por PEG, pero con una alta resistencia a amplios

Figura 4: Nanoparticula con cubierta

rangos de pH y medios con altas concentraciones de sal*”°. Zwitteriénica [19]

Los recubrimientos  zwitterionicos mas  estudiados

actualmente pueden ser de bajo peso molecular, basados principalmente en aminoacidos,
derivados de sulfobetaina y derivados fosfolipidicos, o de alto peso molecular basados en
polimeros'®. A pesar de ser muy prometedoras, la mayor parte de las formulaciones con

recubrimiento zwitteridnico adn estan en proceso de investigacion.!’°,

2.3.3 Quitosano

El quitosano es un polisacarido catiénico derivado de la quitina, compuesto por cadenas de N-
acetil glucosamina y D-glucosamina, con numerosos grupos funcionales, que pueden ser
modificados para numerosas aplicaciones?®. Se trata de un polimero especialmente versatil
debido a su baja alergenicidad y toxicidad, y alta biocompatibilidadd y biodegradabilidad. De
hecho, es el Gnico polimero catiénico biodegradable utilizado en nanotecnologia®®.Por otro
lado, su capacidad para interaccionar con las cargas negativas de la pared celular le confiere
propiedades antimicrobianas propias. De esta manera, se da una fuerte interaccion, facilitando
-si lo hubiera- la penetracion del principio activo en su interior'>?°, Ademas, el propio
polisacarido es capaz de reaccionar con la cadena transportadora de electrones de la membrana
celular de la bacteria, esencial para la formacién de ATP. Por otro lado, el quitosano de bajo
peso molecular es capaz de penetrar en la célula procariota y unirse al ADN bacteriano,
frenando la sintesis proteica, y provocando finalmente la muerte celular®. La capacidad
antimicrobiana de este polimero viene determinada por el tipo de quitosano utilizado, el grado
de desacetilacion y su peso molecular?®, aunque puede incrementarse en combinacion con

algunos compuestos inorganicos a base de oro y hierro®.
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No obstante, el principal interés del quitosano radica en su capacidad para vehiculizar otros
principios activos!t320-22 egpecialmente aquellos que también posean actividad
antimicrobiana. Este material ha mostrado afinidad por tejidos infectados, propiedades muco-
adhesivas (probablemente relacionadas con la alta porosidad del polimero) y capacidad para
incrementar la permeabilidad celular, inhibir bombas de eflujo y reducir la toxicidad y otros
efectos adversos de los principios activos???, ademas de numerosas posibilidades de liberacion
y liberacion prolongada, como la difusion simple, por hinchamiento previo, o incluso erosion,
de la matriz.?°

Su tamario y superficie son a su vez facilmente modificables,*!1%%22 y esta particularidad,
sumada a su baja toxicidad, sus escasos efectos adversos y demas caracteristicas
extraordinarias hacen del quitosano un excelente polimero para formulaciones

antimicrobianas%,

2.3.4 Materiales sensibles a condiciones externas

Muchas infecciones bacterianas provocan modificaciones de pH o de temperatura en los tejidos
donde desarrollan la infeccion, que no se corresponden con los valores fisioldgicos #1416, Estas
modificaciones en el entorno permiten incrementar la selectividad de la nanoparticula por el
tejido infectado al recubrir su superficie con moléculas estables a valores de pH o de
temperatura fisioldgicos, pero sensibles a ciertas variaciones del medio*®1¢. Un recubrimiento
formado por variantes de fosfatidiletanolamina y cadenas insaturadas de acilo, que sean capaces
de protonarse ante una bajada de pH, son capaces de desestructurar la bicapa lipidica que
conforma la superficie de la nanoparticula, desestabilizdndola y provocando la liberacion del
farmaco en la zona deseada®®. De forma anéaloga a lo que sucede con el pH, pero utilizando los
cambios de temperatura, podremos aumentar la selectividad de la formulacion utilizando
materiales que sufran algun tipo de cambio conformacional a una temperatura superior a la

fisiologica®?.

2.3.5 Restos especificos

Otra via de sefalizacion sugiere el recubrimiento superficial de la nanoparticula con
biomateriales que reconozcan receptores especificos del organismo, como la apoferritina, capaz
de unirse al receptor de ferritina’, o la biotina, que favorece la absorcion oral del farmaco gracias
a su afinidad por los enterocitos®. La técnica de recubrir la particulas con restos especificos
ofrece innumerables posibilidades, pero para su desarrollo se requieren muchisimos recursos
y tiempo.
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2.4 Material

Finalmente, se debe tener en cuenta el material utilizado para desarrollar la nanoparticula,
pudiendo ser este inorganico u organico. Las nanoparticulas inorganicas estan formadas por
compuestos metalicos, permiten el desarrollo de formulaciones de muy pequefio tamafio
(inferiores a 100nm), pueden vehiculizar otras sustancias sin pérdidas y son capaces de ejercer
efectos terapéuticos por si mismas®>"8101116.18.20 Sin embargo, pueden acumularse en tejidos y
su mecanismo de accion en ocasiones puede presentar actividad citotoxica tanto frente a células
infecciosas como propias, y se precisan muchos recursos para disminuir la toxicidad de la
formulacion®,

Por este motivo, y por presentar una mayor eficiencia en la vehiculizacién de principios

activos!?, este trabajo se centrara principalmente en nanoparticulas organicas.

3 OBJETIVOS

En este estudio se pretende:

¢ Divulgar informacion sobre el funcionamiento de los diferentes tipos de nanoparticulas
organicas.

e Demostrar la importancia de vehiculizar determinadas sustancias en medicina.

e Poner de manifiesto la importancia de las nanoparticulas organicas en el &mbito de la
vectorizacion y bioseguridad.

e Explicar los diferentes métodos por los que las nanoparticulas organicas son capaces de
presentar efectos antimicrobianos sobre bacterias multirresistentes.

e Exponer avances recientes frente a infecciones provocadas por bacterias

multirresistentes utilizando como base nanoparticulas organicas.

4 MATERIAL Y METODOS

El estudio ha sido realizado mediante busquedas bibliograficas en diversas bases de datos
online, destacando PubMed, Elsevier, Springer, ACSpublications, el catalogo Cisne de la UCM
y la pagina web de la Organizacion Mundial de la Salud. Las busquedas se realizaron bajo
términos como ‘“‘antimicrobial nanoparticles”, ‘“stealth liposomes and multidrug resistant
bacteria”, “organic nanoparticles and multidrug resistant bacteria”, “antimicrobial micelles”,

“surface coated nanoparticles” y “nanoparticles targeting”, realizando especial hincapié en los

estudios mas recientes.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

Las nanoparticulas orgénicas presentan un gran interés en la lucha frente a la creciente
resistencia a los antibidticos por algunos tipos de microorganismos patdgenos, debido
principalmente a que permiten modificar la superficie de sus estructuras facilmente,
confiriéndoles selectividad frente a dianas concretas, capacidad para vehicular compuestos
tanto lipdfilos como hidrofilos, que van asociadas a una baja toxicidad y porque estan
conformadas principalmente por materiales biodegradables®!. Ademas, se ha demostrado que
la probabilidad de desarrollar resistencias frente al tratamiento es mucho menor en
formulaciones vehiculizadas por nanoparticulas que en aquellas que contienen el principio
activo libre. Dentro de las nanoparticulas orgénicas se incluyen los liposomas, las
nanoparticulas poliméricas, las micelas poliméricas y las nanoparticulas basadas en lipidos

sOlidos**,

5.1 Liposomas

Los liposomas son vesiculas lipidicas formadas a partir de una (unilamelares) o varias

(multilamelares) bicapas cerradas concéntricamente alrededor de un espacio acuoso (Figuras 5
11,23-25

y 6) -

) ’
.‘. [€] @ ‘ L Lipid Bilayer
> PET/SPECT/MRI Probes

062 a0® ¢
- . ] . Targeting Agents

> @ @ Yy DSPE-PEG
Figura 5: Liposoma funcionalizado unilamelar.[23] Figura 6: Sintesis de un Liposoma
multilamelar [25]

Ofrecen un sistema de vehiculizacion especialmente atractivo, debido a su versatilidad a la hora
de modificar su composicion quimica, estructura, superficie y tamafio en el momento de su
fabricacion®. Y si bien su principal inconveniento es que pueden producir la pérdida del
principio activo tras un tiempo de almacenamiento prolongado, esto puede corregirse mediante
la incorporacion de colesterol en su estructura®:?’

El proceso de fabricacion de liposomas se lleva a cabo sometiendo los componentes de la bicapa
a técnicas de liofilizacion, hidratacion o estrusion®+?8, aunque el surgimiento de técnicas de
encapsulacion por microfluidos parece mostrar datos muy prometedores, al permitir la

produccion de liposomas de tamario reducido y en lotes muy homogéneos?!-28-32,
-8-
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5.1.1 Liposomas utilizados para incrementar el efecto de antibiéticos comunes

Uno de los sistemas utilizados para el tratamiento de bacterias multirresistentes consiste en

aprovechar la capacidad de los liposomas para vehiculizar y vectorizar formulaciones,

optimizando su distribucion y aumentando su tiempo de circulacion®>=3,

Se han desarrollado distintas formulaciones frente a P.aeruginosa en pacientes con fibrosis

quistica, basadas en la administracion de liposomas cargados con antibidticos por via

inhalatoria®*3*, destacando principalmente los siguientes:

Arikayce™: se trata de una formulacion que encapsula amikacina acuosa en liposomas
de 300nm. Se fabrican a partir de dipalmitoil fosfatidilcolina y colesterol,
proporcionando una carga neutra a la superficie nanomolecular, que protege la
amikacina, cargada positivamente, frente al ataque de los componentes del esputo,
cargados negativamente. Ademas, la uniformidad y el pequefio tamafio de los liposomas
permite a la formulacion atravesar la biopelicula formada por P.aeruginosa,
optimizando el efecto del antibiotico* 3, todo ello sin que se incremente su toxicidad
frente a la droga libre®*-35, También podria tener aplicaciones en el tratamiento de
infecciones no tuberculosas mycobacteriales®.

Lipoquin™ y Pulmaquin™: son formulaciones comercializadas del ciprofloxacino,

encapsulado en liposomas cargados negativamente y recubiertos con PEG para su
administracion oral e intravenosa, capaces de atravesar la biopelicula formada por
P.aeruginosa y penetrar en macrofagos infectados por M.avium®*34, La Unica diferencia
entre ambas formulaciones es que Pulmaquin™ contiene una segunda dosis de
ciprofloxacino disuelta junto a los liposomas, de modo que se produce rapidamente un

primer pico de concentracion de antibidtico en el pulmdn3,

Al mismo tiempo que se emplean liposomas para optimizar la penetracion y distribucion de la

formulacién en el tejido infeccioso incrementando su efecto, se puede introducir un tercer

elemento que potencie el efecto antibidticol’:

La meningitis bacteriana es una enfermedad con una elevada mortalidad, que puede ser
provocada por distintas cepas bacterianas, muchas de ellas resistentes a los antibidticos
convencionales, como pueden ser S.pneumoniae, E.coli y S.aureus-meticilin-
resistente(SAMR)®. En 2017, Bartomeu et al.*® desarrollaron una formulacion a base
de liposomas fusogénicos. Este término hace referencia a aquellos liposomas que
contienen lipidos capaces de desestabilizar las membranas bacterianas en condiciones

ambientales especificas, como el pH &cido, facilitando la perfusion de otras moléculas
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al interior celular®. En este estudio concreto, los liposomas fusogénicos expresaban en
su superficie péptidos con accién penetrante celular, como los péptidos
Tat,,_s,, derivados de la proteina Tat del VIH y vehiculizaban meticilina, vancomicina
o ampicilina frente a SAMR, S.pneumoniae o E.coli respectivamente. Al comprobar el
resultado, se comprobo que todas las formulaciones a base de liposomas presentaban
una menor toxicidad que aquellas en las que s6lo se empleaba la droga libre. Ademas,
en el caso de SAMR, se observo una reduccion bacteriana del 96% cuando se empleaba
la formulacién basada en liposomas, frente a un 40% cuando se utilizaba meticilina
libre. Sin embargo, no se registrd un aumento de la actividad antimicrobiana en caso de
E.coli.®®

e Las biopeliculas protegen a numerosos microorganismos de los antibioticos, tanto por
generar una barrera fisica dificil de penetrar’>33-353" como por la capacidad de inactivar
el farmaco mediante enzimas, reacciones de quelacion y bombas de eflujo®. Estas
biopeliculas son zonas con una baja concentracion de oxigeno, condicion necesaria para
que el patégeno lleve a cabo las reacciones de quelacion y la sintesis proteica de las
enzimas y bombas de flujo. A raiz de estos datos, Hu et al.*” desarrollaron una
formulacién frente a P.aeruginosa, utilizando distintos antibidticos (aztreonam,
ceftazidima y piperacilina-tazobactam) encapsulados en lip@PFH@O,,un tipo de
liposoma esférico, de 120nm de diametro, con polaridad superficial positiva a pH acido
(pues favorece la penetracion en la biopelicula) y cargado con perfluorohexano, un
compuesto biocompatible y con excelente capacidad para almacenar oxigeno®’(Figura
7). Como resultado, la hipoxia en la biopelicula revirtid, aumentando asi la efectividad
del tratamiento debido a la disminucion de las resistencias ante los distintos

antibidticos®’.

Perfluorohexane (PFH)
C —
sonication

Oxygen bubbling

lip lip@PFH lip@PFH@0,

Figura 7: Proceso de carga y oxigenacion de lip@PFH@0,[35]

Muchas especies bacterianas logran evitar la terapia antimicrobiana mediante mecanismos de
infeccion intracelulares, principalmente en el interior de los macréfagos, donde el antibiotico
no puede penetrar correctamente. En la actualidad se han logrado numerosos avances en la
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vectorizacion citosdlica de farmacos mediante la utilizacion de liposomas®+10-12:30,33,34,38-40
bien sea modificando su carga superficiall®?3 ytilizando métodos de sensibilizacion ante
ciertos valores de pH!11221:3436 o mediante la utilizacion de restos especificos, como puedenser
la expresion de restos de manosa (macrofagos)®, biotina (enterocitos)® o ferritina (eritrocitos)’
con la intencion de desencadenar un proceso de endocitosis o fagocitosis por la célula diana’°.
Sin embargo, no todos los farmacos son capaces de abandonar el endosoma una vez éste se ha
formado, como es el caso de los aminoglucdsidos (incluidas la gentamicinay la estreptomicina)
utilizados en las infecciones respiratorias producidas por Francisella tularensis. Para hacer
frente a esta infeccion, Su et al.*® lograron incorporar un copolimero a una formulacion de
estreptomicina encapsulada, a partir de 2 fragmentos. El primer fragmento expresaba restos de
manosa, que favorecieron el reconocimiento y la internalizacion del liposoma por parte de los
macrofagos alveolares®. Una vez en el endosoma, se produjo una bajada del pH, y el segundo
fragmento, un residuo sensible al pH, favorecio la difusién de la estreptomicina a través de la
membrana, facilitando su llegada al citosol, donde actué el principio activo antimicrobiano®.
Tanto la estructura del liposoma como el esquema de este proceso vienen representados en las

figuras 8 y 9 respectivamente.

B
(1) Recep Extr
- mediated Space

————“_,-T """"""""""" S ": -y . Endocytosis[] pH 7.40]

___—”' E R a D% % 3 (= ( "‘\ Cyloplasm{j\\
' $ )
pH-responsive: Bl © Q° 1 X - =% %
™ endosomal- | e 2 ' @) pH-responsive #® Intracellular
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Figura 8: Liposoma y copolimero propuesto por Su et al. [38] frente a la Figura 9: Esquema de actuacion de la
Ftularensis formulacion propuesta por Su el al.

[38]frente a la F.tularensis.

5.1.1 Liposomas utilizados en formulaciones no basadas en antibiéticos comunes.

La capacidad de los liposomas para vehiculizar sustancias ha permitido que la comunidad
cientifica vuelva a dirigir su atencion hacia aquellas que por lo general habian quedado
descartadas debido a su toxicidad, baja biodisponibilidad o especificidad.

La fagoterapia utiliza especies viricas de la familia de los bacteriéfagos (descubiertos a
principios del S.XX) para combatir infecciones bacterianas®>?>3040-42_ Estas especies viricas se

caracterizan por infectar de forma especifica especies bacterianas concretas, multiplicandose
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en su interior una vez infectadas y lisandolas con enzimas especificas para poder escapar e

infectar nuevos hospedadores*, todo ello mostrando unos niveles de toxicidad minimos y sin

apenas inducir resistencias?>*!. Sin embargo, tras la llegada de los antibi6ticos convencionales

fueron cayendo en desuso debido a su baja biodisponibilidad y corta semivida plasmatica®°.

Tras el surgimiento de los liposomas y la crisis de los antibioticos, el interés por los

bacteriéfagos y sus lisinas ha vuelto a resurgir.

El concepto “caballo de Troya” basa su estrategia en la encapsulacion de fagos vivos
en liposomas®%, y presenta un especial interés en el tratamiento de las infecciones
causadas por bacterias intracelulares o con capacidad de sobrevivir y dispersarse en el
interior de células eucariotas*®. En este experimento se valoraron diversas formas de
administracién de fagos especificos (fago libre, cepa infectada, cepa no patdgena
infectada y fago encapsulado en liposoma) frente a M. tuberculosis, Chlamydia y S.
aureus®®. Los resultados desvelaron que los fagos encapsulados eran capaces de
alcanzar e infectar a los objetivos de forma eficaz, sin apenas producir efectos adversos
(p la cepas infectadas en ocasiones podian incrementar la virulencia de la infeccion)*°.
Por otro lado, se report6 la dificultad de los fagos para ser encapsulados, debido a su
tamafio y a la irregularidad de su superficie*®. En otros estudios se investiga la
posibilidad de utilizar distintas cepas de bacteri6fagos mediante técnicas de
microfluidos, que permitirian obtener liposomas muy homogéneos y de cualquier
tamafio®.

Si bien no tienen la posibilidad de reproducirse en el interior de las células infectadas,
las enzimas liticas especificas, producidas por bacteriéfagos, ejercen el mismo efecto
citotoxico que el virus vivo, con el mismo perfil toxicoldgico y la misma especificidad.
Se trata de unas moléculas muy prometedoras pues, al tener un tamafio menor, permiten
una mejor encapsulaciéon en el interior de los liposomas y ejercen un efecto mas
intenso.*2 En un primer estudio, Bai et al.? desarrollaron una formulacion de endolisina
(N-acetilmuramonil-L-alanina  amidasa) sintetizada por el fago BSP16
(BSP16_ORF33) y lisozima y las encapsularon en liposomas con un didmetro menor
a 500nm y carga superficial positiva, para utilizarla frente a bacterias gram negativas.?®
Un afio después, Portilla et al.** encapsularon la endolisina antiestafilococica
“LysRODI”, codificada por el fago vB_SauM_philPLA-RODI, en liposomas sensibles

a un pH inferior a 5,5. Los ensayos se realizaron sobre biopeliculas formadas por
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bacterias sésiles, y demostraron una buena capacidad antimicrobiana, incluso en cepas
multirresistentes.*?

e La fagoterapia también ha despertado interés en el campo de la medicina veterinaria,
donde ya ha comenzado a explotarse. A partir de un ensayo realizado por Colom et al.*®
se pretende desarrollar un nuevo método profilactico mediante la encapsulacion de
fagos efectivos frente a Salmonella. spp, encapsulados en liposomas catidnicos con un
tamafio de 400nm de didmetro, y por administracion oral, yen el que se espera no
aparezcan resistencias®.

Con respecto al sistema inmune, se estan llevando a cabo estudios sobre la capacidad de

los liposomas para vehiculizar segundos mensajeros lipidicos capaces de estimularlo, como

el &cido fosfatidico o fosfatidilinositol, que incrementan la respuesta bactericida
fosfolipasa-dependiente de macréfagos y linfocitos broncoalveolares en pacientes con
neumonia causada por bacterias multirresistentes?’.

Por otro lado, se contempla la posibilidad de aprovechar sus caracteristicas adyuvantes en

el transporte de antigenos proteicos o glicolipidicos para el desarrollo de vacunas,

garantizando un reconocimiento rapido y especifico por parte del leucocito?’, o incluso de
utilizacion del propio liposoma, para encapsular y reducir el efecto nocivo de las exotoxinas

secretadas por otras bacterias**4°.

5.2 Nanoparticulas poliméricas

Las nanoparticulas poliméricas permiten una eficiente vehiculizacion de farmacos de todo tipo
a la diana deseada dependiendo de su método de fabricacion. Estdn formadas por una matriz
polimérica sintética o natural®!, y es crucial definir y controlar las caracteristicas de la sintesis,
haciendo hincapié en el porcentaje de disolvente utilizado para definir el tamafio, y en el pH,
que afectara a la liberacion del principio activo!. Igualmente relevantes son los diferentes
mecanismos de integracion de la matriz con drogas hidrofilicas o lipofilicas, como la quimica
covalente o el atrapamiento por interacciones hidrofobicas. Los polimeros sintéticos mas
utilizados son la polilactida (PLA), el adido poly(lactic-co-glicolico)(PLGA,es el mas
utilizado), policaprolactonas (PCL) y poliacrilatos (PCA). Entre los naturales destacan el
alginato, la albimina y el quitosano, y especialmente este ultimo, debido a sus propiedades
mucoadhesivas y antimicrobianas®®.

Algunos de los avances mas recientes muestran la eficacia de particulas de PLGA cargadas con

gentamicina frente a P.aeruginosa“®.
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La importancia de las nanoparticulas en la vectorizacion de principios activos también queda
patente en el estudio realizado por Sun et al.'3, en el que se logran sintetizar particulas formadas
por quitosano y acido poly(y-glutdmico). Si bien algunas de las formulaciones superaban el
micrémetro de diametro, éstas transportaban 6xido nitrico, un gas que a concentraciones de
200ppm demuestra efectos antimicrobianos sin resultar toxico para el organismo, y LL-37, un
péptido antimicrobiano capaz de estimular el sistema inmune, ademé&s de ejercer su propia
actividad bactericida. Ambos componentes presentan baja toxicidad y generan un menor
numero de resistencias que los antibi6ticos convencionales®.

No obstante, existe un método para hacer frente a la crisis antimicrobiana sin necesidad de
recurrir a la vehiculizacion de ningdn tipo de principio activo ni utilizar una nanoparticula con
efectos antimicrobianos propios. En el estudio de Hong et al.*’, se logro sintetizar una
nanoparticula de ftalil-pululano a partir de pululano, un polisacarido de alto peso molecular, no
digerible y fermentable por la microbiota intestinal. En el ensayo, la nanoparticula era
internalizada por el probidtico Lactobacillus plantarum, obligdndole a producir una leve
respuesta estrés, que se traduciria en un incremento de la secrecion de plantaricina, una

bacteriocina que favoreceria su actividad antimicrobiana frente a E.coli y L.monocytogenes®#'.

Es interesante resaltar la idea de Zhang et al.*® al proponer (A)
un sistema hibrido que combinaba un nucleo hidrofébico, PLoA %

una superficie hidréfila y una monocapa lipidica entre el

Drug )
nacleo y la superficie (Figura 10). Esta molécula :
presentaba tanto las cualidades de los liposomas como las Lipld KKK K
de las nanoparticulas poliméricas corrientes, ofreciendo la

. . N . Lipid-PEG WU\!\
posibilidad de modificar su tamafio, su carga superficial,

un perfil de liberacion constante, su estabilidad serica, una Figura 10: Particula hibrida compuesta por Zhang et al.

. e 47]
buena capacidad de especificacion tisular y un proceso

sintético simple.*®

5.3 Micelas poliméricas

Las micelas poliméricas son estructuras coloidales esféricas formadas por copolimeros
anfifilicos como poly(butil metacrilato)(PBMA), polistireno (PLS), acido polilactico y 6xido

de polieno-polipropileno(PEO-PPO)*!!, La estructura micelar se forma espontaneamente una
-14 -
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vez superada la concentracion critica micelar y la temperatura critica de micelizacion!!. Una
vez formada, la estructura se agrega y precipita, presentando un nucleo interno hidréfobo y
solido (si no fuese solido, la liberacion seria inmediata), que permite la incorporacion de la
droga, y el externo hidréfilo, que permite su solubilizacion en el medio. La vehiculizacion
correcta del polimero dependeré de la densidad de la carga de la droga y de la longitud de la
cadena del polimero.. Las micelas poliméricas presentan una baja toxicidad y el control del
tamafo depende de la estructura quimica del polimero, no del método de preparacién; ademas
son particulas mas sencillas y econémicas*! que los liposomas y las nanoparticulas poliméricas.
Yuan et al.*® llevaron a cabo la sintesis de una formulacioén micelar a partir de PEO-PCL-
PTBAM vy superficie PEGilada, y consiguieron que las micelas mismas mostraran actividad
antimicrobiana frente a E.coli y S. aureus debido a la presencia de aminas secundarias en el
bloque de PTBAM, 464°,

Uno de los ensayos mas recientes, llevado a cabo por Tian et al.*>°, propone un tipo de micela
zwitterionica a base de poly(e-caprolactona)-ester-poliaminocuaternario sensible a un pH acido
y autoensamblada con polietilenglicol-poly(e-caprolactona) para formar la micela zwitteridnica
(ZW-MSPMs) que facilite la eliminacion de biopeliculas estafilocécicas®. En el medio &cido
de la biopelicula, la superficie queda cargada positivamente por la conversion del éster
poliaminocuaternario en un anillo lactonico, lo que permite a la micela penetrar y acumularse
de forma especifica en el interior de la biopelicula, donde interactuara fuertemente con
sustancias extracelulares como eDNA o proteinas, dispersando la biopelicula y facilitando la

accion de otros antibioticos como el ciprofloxacino®

5.4 Nanoparticulas basadas en lipidos sélidos

Son moléculas formadas a partir de lipidos so6lidos a temperatura corporal, como el cetil-
palmitato o sales de acido miristico, estabilizados con emulsificantes y co-emulsificantes como
polisorbatos, poloxameros, co-ésteres de acidos grasos, lecitina y sales biliares.!! El estado de
los lipidos depende de las caracteristicas del medio -(temperatura, pH ...), lo que ofrece un
control mayor de la , eficacia y liberacion que con otras nanoparticulas.!* La mayor parte de

estos sistemas se encuentran en estado preclinico.

6 CONCLUSIONES

Las nanoparticulas organicas abren un amplio abanico de posibilidades en la lucha frente a las
bacterias multirresistentes. Mediante formulaciones basadas en liposomas, nanoparticulas

poliméricas y micelas se han detallado numerosos ensayos, algunos empleando antibidticos
-15 -
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convencionales y otros sustancias novedosas, capaces de hacer frente a infecciones provocadas
por bacterias multirresistentes de distinto tipo. Estos ensayos, en los que se han utilizado,
mecanismos de actuacion y componentes diversos para sintetizar o recubrir las nanoparticulas,
ya sea con polietilenglicol, sustancias para modificar la membrana a determinados valores de
pH, zwitteriones, o restos especificos como manosa o biotina, han arrojado resultados
prometedores.

Por lo tanto, a la hora de plantear el desarrollo de nuevas formulas antimicrobianas, estos tipos
de moléculas se convierte en excelentes candidatos debido a sus posibilidades de vectorizacion
y su baja toxicidad. Los ensayos en el campo de las nanoparticulas estan siguiendo lineas de
investigacion muy variadas, con resultados excelentes. Resulta emocionante adentrarse en la
evolucion de los estudios, descubrir la aparicion de mas y mas moléculas susceptibles de ser
vehiculizadas, nuevos polimeros con los que modificar las caracteristicas de las nanoparticulas,
o considerar la posibilidad de un ensayo clinico de nanoparticulas basadas en lipidos sélidos.
Sin duda, el potencial de evolucion en este campo es inmenso y prometedor.
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