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1. RESUMEN

Los nanomateriales son aquellos materiales que, en alguna de sus dimensiones, presentan un
tamanio dentro del rango de 1 a 100 nm, tamafio que les permite tener una serie de propiedades
idéneas para su aplicacion en diferentes ambitos.

La plata, también en forma de nanoparticulas (AgNPs), se ha empleado a lo largo de la historia
gracias a sus propiedades antisépticas y antibacterianas utilizandose como antibidtico antes de
la aparicidon de este grupo de farmacos. Actualmente el uso de las AgNPs se ha ampliado a otros
campos de actuacion médica como es el caso de la enfermedad del cancer y el SIDA.

Cancer y SIDA son enfermedades con una alta prevalencia, siendo el cancer la mayor causa de
muerte en paises desarrollados. Es cierto que el SIDA es una enfermedad con tratamiento que
permite tener a las personas que la sufren una vida normal reduciendo su carga viral. En el caso
del cancer también existen diferentes tratamientos, en algunos tipos de cancer, que son capaces
de reducir o eliminar las células cancerigenas, pero no existe un tratamiento ideal.

Es por ello por lo que la busqueda de una cura es uno de los principales objetivos frente a la
lucha de ambas enfermedades.

El objetivo de este trabajo es hacer una revision bibliografica de la aplicacion de las AgNPs
como agente antitumoral y frente al VVIH. Para ello haremos un recorrido en las propiedades y
usos de la plata y de las nanoparticulas y nos centraremos en el mecanismo de accion de las
AgNPs frente a ambas enfermedades y sus posibles riesgos toxicos en nuestro organismo.

1. ABSTRACT

Nanomaterials are those materials that, in some of their dimensions, have a size within the
range of 1 to 100 nm, which allows them to have a series of properties that make them
suitable in different fields.

Silver, also in the shape of nanoparticles (AgNPs), has been used throughout history thanks to
its antiseptic and antibacterial properties as antibiotic before the introduction of this group of
drugs. Currently, the use of AgNPs has been expanded to other medical fields, such as cancer
and AIDS.

Cancer and AIDS are diseases with a high prevalence, being cancer the leading cause of death
in developed countries. AIDS is a disease that currently has a treatment that reduces the viral
load allowing people to have a normal life reduce the viral load. Whereas in cancer, even
though there are different treatments for some types of cancer, that reduce or eliminate cancer
cells, there is no ideal treatment.

Therefore, one of the main objectives in the fight against cancer and AlDs is actively looking
for a cure is one of the main objectives in the fight against both diseases.

The objective of this project is to carry out a bibliographic review of the AgNPs application
as an antitumor agent and against HIV. In order to do so, the properties and uses of silver and
nanoparticles will be analyzed and so will the mechanism of action of AgNPs against both
diseases and the possible toxic risks to human health.
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2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES
2.1 Plata y medicina

La plata (Ag) es un elemento quimico cuyo nimero atémico es el 47 y que puede presentar los
estados de oxidacion +1, +2 y +3, siendo mas habitual encontrarlo en el estado +1. (1)

Se trata de un metal de transicion que se encuentra en la naturaleza en estado solido y que
destaca por sus propiedades de maleabilidad, ductilidad y conductividad tanto eléctrica como
térmica, siendo el metal que presenta mayor conductividad. (2)

La plata ha estado presente a lo largo de la historia dandole su uso en monedas, joyas,
purificacion de aguas y, desde un punto de vista mas médico, sus propiedades le han permitido
ser utilizada en el tratamiento o prevencién de enfermedades, tratamiento de Glceras y heridas
infectadas, asi como quemaduras cuando no existian los antibioticos. (3)

Respecto a su aplicacién médica, la plata se ha empleado en forma de nitrato de plata (AgNO3)
y sulfadiazina de plata, aunque bien es cierto que, recientemente, la plata se esta empleando en
forma de nanoparticulas debido a las caracteristicas y ventajas que presentan y que mas adelante
comentaremos.

1. El AgNOs presenta accion antiséptica y antiinfecciosa. Se trata de un antibacteriano
excelente en el tratamiento de heridas debido a su accion frente a microorganismos como
Streptococus pyogenes, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa.

2. Lasulfadiazina, por su parte, es un compuesto quimico que combina tanto las propiedades
antibacterianas que presenta per se la plata con una sulfonamida (antibiético) que ya se
empleaba durante la Segunda Guerra Mundial para la cicatrizacion de las heridas mas
superficiales. (1) Actualmente la sulfadiazina de plata constituye la primera linea de
eleccion en tratamientos tOpicos en pacientes con quemaduras por sus propiedades
antisépticas. Esta tiene un amplio espectro de actividad frente a microorganismos Gram
positvos y Gram negativos. Al ponerlo en contacto con fluidos corporales a través de esas
guemaduras, la sulfadiazina se convierte en grupos sulfhidrilo y proteinas libres lo que
permite su mayor absorcion sistémica. (4)
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Figura 1. Diferentes aplicaciones de la plata en forma de AgNOs, sulfadiazina de plata y AgNPs.
Figura adaptada de referencia 5.
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2.2 Nanotecnologia: plata y medicina

La nanotecnologia es una parte de la ciencia en auge desde hace unos afios. Supone el estudio,
disefio, creacion, sintesis, manipulacién y aplicaciones de materiales y sistemas a nano escala.
A medida que conocemos y comprendemos estructuras biomoleculares que se encuentran a
nanoescala tenemos la necesidad de crear sistemas también a esta escala que puedan interactuar
con esas biomoléculas. Estas particulas que se crean a escala nano presentan propiedades fisicas
y quimicas diferentes a los mismos materiales de los que proceden en escala “normal” o, mejor
dicho, visible. Propiedades como el punto de fusion, fluorescencia, conductividad o reactividad
quimica cambian. Es por ello por lo que su estudio es de gran importancia para poder aplicarlas
en diferentes medios aprovechando su tamafio y evitando riesgos que puedan presentar. (6)

Los nanomateriales no tienen una definicion comdn. Multiples organizaciones han tratado de
definirlos (7) y, aunque no han encontrado una unica definicion, en lo que si se esta de acuerdo
es en que estos nanomateriales son materiales que pueden proceder de origen natural o sintético
con particulas sueltas o formando aglomerados y que presentan un intervalo de tamafio entre 1
y 100 nm en alguna de sus dimensiones. Pueden proceder de diferente naturaleza (cerdmicos,
metalicos, semiconductores o polimeros) (8). Una de las caracteristicas principales de los
nanomateriales y que hacen que sus propiedades difieran del material de partida es que su
tamano reducido permite la facil modificacion de sus propiedades.

Las nanoparticulas (NPs) forman parte de estos nanomateriales. Se trata de estructuras con un
tamafio muy pequefio en comparacion con el tamafio de una célula, lo que supone el facil acceso
a las células y la llegada a sitios que compuestos o sistemas con un tamafio mayor no pueden
acceder. De esta manera, las nanoparticulas presentan un tamafo ideal para su interaccion tanto
con biomoléculas que se encuentran en la superficie de la célula, que son méas grandes, como
con aquellas estructuras mas pequefias que se encuentran dentro siendo capaces de liberar
farmacos de pequefio tamarfio dentro de la célula al penetrar en ella. (9)

Incluso podemos aumentar la especificidad de las nanoparticulas por el tejido diana. Este
término diana hace referencia a que el medicamento, sistema o en este caso nanoparticula esta
disefiado para actuar en esa molécula, 6rgano o tejido en concentro. De esta manera hacemos
que sea especifico al modificar su superficie con estructuras afines a la superficie de la diana
como polimeros o anticuerpos que sirvan de moléculas de reconocimiento. (10)

Nanoparticula de plata
1-100 nm

(O

ADN Virus Bacteria Célula animal Pelo humano Mariquita
10" nm 10> nm 10° nm 10* nm 10° nm 107 nm

Figura 2. Diferentes im&genes comparativas a escala nanométrica.

Las NPs presentan una serie de caracteristicas (9) esenciales que nos permiten entender el
porqué de su aplicacion en el &mbito de la medicina, asi como distinguirlas de otro tipo de
material:
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- Su pequefio tamafio hace que puedan llegar de manera més réapida y efectiva al punto diana
ademas de ser menos invasivo en el cuerpo. Este pequefio tamafio implica también que se
requiera menor muestra bioldgica para ver su efecto.

- La relacién area/volumen es mayor, lo que supone un area superficial mas grande
permitiendo asi mayor cantidad de nanomaterial en contacto con el punto diana debido a que
establecen mas interacciones quimicas. Ademas, al tener tanta superficie se puede recubrir
con mas moléculas, aumentando su selectividad.

Gracias a estas caracteristicas, las nanoparticulas se han empleado tanto en aplicaciones in vivo
como in vitro. (9)

- Invivo. Muchos nanomateriales se han disefiado para atacar ciertos tumores. La alta relacion
area superficie/volumen le permite que estén altamente cargados de agentes terapéuticos
para ese tumor en la superficie. Ademas, como podemos disefiar su superficie para que sean
mas especificos podemos evitar que vaya a tejidos sanos.

- In vitro. También se emplean en los dispositivos de diagnostico para medir moléculas en
muestras bioldgicas, como en pruebas de embarazo o como sustituto de PCR.

Podemos hablar de nanoparticulas organicas e inorganicas, siendo estas Gltimas las de nuestro
interés pues es aqui donde se incluyen las AgNPs.

Las AgNPs presentan un uso extendido dentro de la biomedicina gracias a su pequefio tamafio
y la mayor superficie activa que presenta frente al resto de compuestos de plata.

Las ventajas del uso de AgNPs frente a la plata son: alcanza concentraciones mayores por dosis,
se puede modificar su toxicidad intrinseca en funcion de sus propiedades como tamafio, forma,
solubilidad, superficie especifica, carga superficial y aglomeracion. (1)

Gracias a su estabilidad y a sus propiedades tanto por ser una nanoparticula como las que
presenta la plata por si misma le han permitido su uso en diferentes aplicaciones biomédicas,
biosensores, apdsitos para heridas y agente antimicrobiano; asi como posible agente antitumoral
y antiviral siendo estos dos Ultimos los usos mas novedosos y en los que se va a centrar esta
revision bibliogréafica.

2.2.1 Uso de las AgNPs como agente antimicrobiano

Entre sus aplicaciones mas conocidas encontramos la actividad antimicrobiana que presentan
estas nanoparticulas. Antes de que los antibioticos llegasen a nuestras vidas, la plata se utilizaba
para tratar heridas, quemaduras e infecciones oculares. Con la llegada de ese grupo de farmacos
la plata quedd en un segundo plano y su uso disminuyé de manera drastica. Sin embargo, con
la llegada de la nanotecnologia el uso de la plata en forma de nanoparticulas volvio a crecer.

El efecto antimicrobiano se debe a la actividad que presentan las nanoparticulas frente a ciertos
agentes patdgenos.

Como hemos comentado anteriormente, las propiedades antimicrobianas de la plata eran ya
conocidas. Realmente no se conoce con exactitud el mecanismo de accién por el cual la plata
actla frente a las bacterias, pero si se han propuesto varios puntos de actuacion (11,12,13):

a) interrumpe la cadena de transporte de electrones,

b) forma complejos con las bases del ADN inhibiendo su replicacion lo que causa apoptosis
celular,

c) interacciona con grupos funcionales en los residuos de aminoacidos como el grupo tiol
inactivando a las enzimas,
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d) hace que el citoplasma se separe de la pared celular, haciendo que esta se degrade y que
los contenidos celulares sean liberados lo que supone la inhibicién del crecimiento
bacteriano,

e) mantiene a las bacterias en un estado de metabolismo muy bajo al reducir la formacién
de ATP, haciendo que no se pueda dividir y finalmente mueran,

f) generan especies reactivas de oxigeno (ROS) que inhiben procesos como la peroxidacion
lipidica, alteracion de proteinas y dafio en el ADN.

Tanto en forma ionizada (Ag") como en forma de nanoparticula la accién antimicrobiana de la
plata ionizada es similar.

Al igual que la plata, el mecanismo de accion bactericida que ejercen las AgNPs no se conoce
realmente pues no solo se debe a la liberacion de iones Ag*. Se han estudiado tres posibles
mecanismos que derivan en la alteracion que ejerce en la membrana celular, su pequefio tamafio
que le permite interactuar con el ADN vy la liberacion de iones plata, generando ROS. (14)
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Figura 3. Mecanismos de accion bactericida de las AgNPs y Ag*. Figura adaptada de referencia 18.

Se entiende que realmente la accién principal que ejercen las AgNPs es debida a la liberacion
de iones plata en el interior celular. Aungue todavia no se sabe de manera exacta si la accion
toxica se debe a la plata en si 0 a las nanoparticulas.

Sin embargo, el hecho de poder modificar estos sistemas y el pequefio tamafio hace que sea mas
eficiente el uso de AgNPs como sistema de liberacion de iones plata que estos por si mismos.
(13)

Los estudios mas actuales y relevantes (14) concluyen que un tamafio de nanoparticula por
debajo de 10 nm hace que la actividad antimicrobiana se deba a la propia nanoparticula mientras
gue tamafios mas grandes sugieren esa misma actividad a la liberacién de iones plata. Aunque
es cierto que la penetracion a la célula se hace de manera més eficaz en forma de nanoparticula
que ionizada.

2.3 Nuevas aplicaciones de las AgNPs

Las AgNPs presentan multitud de aplicaciones (15) como antiseptico en apositos, agentes
antimicrobianos en el tratamiento de infecciones, biosensores y, de manera mas novedosa,
agente anticancerigeno y virucida.

Probablemente la aplicacion mas estudiada y explotada de estas nanoparticulas sea la de agente
antimicrobiano. Como se ha mencionado antes, la plata se ha utilizado desde la antigtiedad para
el tratamiento de enfermedades gracias a su actividad antiséptica y antimicrobiana.

Esas propiedades junto a los beneficios que presenta en forma de nanoparticulas hacen que las
AgNPs sean una alternativa al problema que actualmente presenta la resistencia a antibioticos.

Por ello, supone una gran novedad poder aplicar las AgNPs en otros aspectos en los que se ha
visto su potencial accion. Aqui encontramos su accion citotoxica que puede ser Gtil para

-7-
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combatir células cancerigenas y la interaccidn que presenta con virus para los que aln no existe
tratamiento eficaz como se ha visto que sucede con el VIH.

El cancer es el nombre que se le da a un conjunto de enfermedades que tienen como factor
comun la proliferacién de las células de un tejido de manera descontrolada. EI cancer supone
una de las principales causas de morbi-mortalidad en el mundo. Por ello, la busqueda de
tratamientos eficaces frente a esta patologia supone uno de los objetivos de muchos
investigadores. Estudios demostraron que las AgNPs presentan una alta actividad citotoxica.
(16) De manera controlada, esta toxicidad supone una linea futura de la aplicacion de las AgNPs
en la terapia tumoral. (17)

Ademas de seguir esta linea de investigacion, los nanomateriales han sido evaluados en ensayos
clinicos como agentes que inhiban la propagacién de enfermedades de origen viral como es la
enfermedad del SIDA. Esta enfermedad esta causada por el virus VIH que con el tiempo ataca
y destruye el sistema inmune. El tratamiento actual de esta enfermedad se basa en la
combinacion de tres 0 mas antirretrovirales, pero es importante saber que no es un tratamiento
que cure, si no que hace que el virus no crezca tan rapido y nuestro sistema inmune no se
encuentre tan debilitado, evitando asi posibles infecciones y complicaciones. Debido a la
bdsqueda constante para un tratamiento eficaz frente al VIH, se observd que las AgNPs
presentan una alta eficacia para inhibir la replicacion del virus. (18)

3. OBJETIVOS

Los avances en la nanotecnologia han supuesto una amplia aplicacion de las nanoparticulas de
plata y debido al aumento de la incidencia de cancer en la sociedad y los estudios que se siguen
realizando en encontrar una cura frente al VIH este trabajo tiene como objetivos:

1. Conocer las propiedades fisicoquimicas de las AgNPs que hacen posible su aplicacion
en el campo médico.

2. Describir el mecanismo de accion de las AgNPs frente al VIH.

3. Describir el mecanismo de accion de las AgQNPs como agentes antitumorales.

4. Estudiar la toxicidad de las AgNPs en el ser humano.

4. METODOLOGIA

Este trabajo ha sido realizado mediante una revision bibliografica sobre nanoparticulas de plata
centrandonos en sus aplicaciones mas innovadoras y novedosas en el ambito de la
nanomedicina.

La informacion recogida en este trabajo se obtuvo a través de articulos cientificos, libros y tesis
doctorales cuyo acceso se consiguio a través de las siguientes bases de datos: PubMed, Science
Direct, ResearchGate, Google Schoolar y BibliotecaUCM.

Las palabras claves utilizadas principalmente fueron: silver nanoparticles, applications,
cancertherapy, treatment VIH, genotoxicity.

El objetivo es aunar y sintetizar la informacion obtenida sobre los usos actuales de las AgNPs
en el tratamiento del cancer y el VIH debido a su mecanismo de accion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Sintesis de nanoparticulas de plata

Las AgNPs pueden sintetizarse de diversas formas. El objetivo es encontrar un método de
sintesis ideal que garantice la estabilidad de las AgNPs pues esa estabilidad influird en los
efectos bioldgicos que ejerzan en las dianas en las que actten. (18,19)

De una manera muy general, los métodos de sintesis de las nanoparticulas se pueden resumir

en (20):

» Sintesis fisica 0 método Top-down - Aquellos métodos que van a reducir el tamafio del
material de partida hasta llegar al tamafio nanométrico que deseamos. Su principal
inconveniente es el alto consumo de energia y, por ende, el coste que requiere. (21)

= Sintesis quimica o Bottom-up - Método contrario al anterior. En este se parte de una
dispersion molecular para llegar al estado de agregacion nanométrico. Es un método
quimico en el que tenemos la plata en solucién coloidal y formamos particulas a partir de
esta. Este es el método mas habitual debido a la gran estabilidad que poseen las
nanoparticulas obtenidas. En este método partimos de un precursor de la sal de la plata
(normalmente AgNOs3) que es reducido a través de una reaccion quimica normalmente por
el borohidruro de sodio, NaBHa. (22) El inconveniente que supone esta manera de sintesis
es que, a pesar de conseguir compuestos mas estables que por el método de sintesis fisica,
supone la formacién de compuestos tdxicos por lo que se han investigado otras alternativas.
(17)

= Sintesis biologica (o sintesis verde) = Supone una alternativa a los dos anteriores
métodos, ya que es menos costosa y no implica la formacion de sustancias toxicas y por lo
tanto es la que actualmente utilizamos. En este método de sintesis se utilizan como agentes
reductores y estabilizadores moléculas no tdéxicas (como proteinas o polisacaridos)
producidas por organismos vivos, sobre todo plantas, algas, hongos y bacterias (21,22). La
ventaja que encontramos de esta sintesis es la estabilidad que presentan las AgNPs y que
evita los reactivos toxicos que dafian al medio ambiente. El inconveniente es que los propios
microorganismos utilizados como bacterias patogénicas puedan contaminar el producto.
(24)

5.2 Propiedades fisicoquimicas

Conocer las diferentes propiedades (17,22) de las AgNPs constituye un paso esencial para poder
entender su mecanismo de accién y aplicacion en diferentes areas. De manera muy resumida,
se enuncian a continuacién las principales propiedades fisicoquimicas que presentan las
AgNPs.

= Tamafo: Al disminuir el tamafio aumenta el area superficial. Es por ello por lo que
particulas mas pequefas, con area superficial mas grande, presentan un efecto toxico
mayor. Se ha visto que el tamafio ideal para que tenga buena actividad frente a virus VIH
esentre 1y 10 nm (25). Ademas, ese pequefio tamafio también le permite interaccionar con
el genoma de bacterias.

= Forma: Las nanoparticulas se emplean principalmente en forma esférica porque presentan
mayor area superficial. Aun asi, formas cubicas y triangulares también presentan elevada
area superficial, por lo que también son interesantes.

= Cargasuperficial: Las diferentes cargas superficiales de los recubrimientos de las AgNPs
hacen que estas presenten distintos efectos biologicos por la diferente interaccion con los
sistemas biolégicos.

= Propiedades opticas: Gracias a un fendmeno conocido como excitacion de resonancia de
plasmén de superficie localizada (LSPR) las AgNPs son capaces de absorber radiacion

-9-
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electromagnética en la region visible (380-450 nm). Esta capacidad permite el desarrollo
de terapias fototérmicas y termoliticas. Ademas, podrian formar parte del tratamiento con
radiacion de distintos canceres.

= Velocidad de disolucion (26): Esta propiedad es determinante en la seguridad de las
nanoparticulas. Influye en su modo de accion como agentes antimicrobianos, toxicidad o
aplicaciones medicinales. La disolucion es un proceso en el que las moléculas que forman
parte de un solido viajan desde la superficie a la solucion por medio de una capa de
difusion. Esta disolucién media procesos como la liberacion de iones, en este caso iones
Ag" que, ademas de tener propiedades medicinales per se puede ser un potencial toxico.

Las propiedades fisicoquimicas que presentan las AgNPs hacen que tengan mecanismos
diferentes a los iones plata. Sin embargo, debido a que las AgNPs liberan iones Ag™, distinguir
el efecto toxico de uno u otro se ha visto dificultado (27). Lo que esta claro es que sus
propiedades hacen de este sistema una posible alternativa a tratamientos en diferentes
enfermedades

5.3 Empleo de AgNPs en el tratamiento del VIH

Para poder entender el mecanismo de accion de las AgNPS frente al VIH es importante conocer
ciertas caracteristicas de este virus.

Como se ha dicho anteriormente, el VIH (virus de la inmuno deficiencia adquirida) es el agente
patdgeno que causa la enfermedad del SIDA. Este virus pertenece a la familia conocida como
Retroviridae que presenta en su interior una enzima llamada retrotranscriptasa que les permite
sintetizar ADN a partir de ARN, mecanismo conocido como retrotranscripcion.

Su mecanismo de transmisién (28) es a través del contacto con fluidos corporales como son la
sangre, semen, liquido preseminal, secreciones vaginales y leche materna. Para que ocurra la
transmision estos fluidos deben entrar en contacto con tejidos dafiados de la otra persona o ser
inyectado directamente al torrente sanguineo. Es por eso por lo que las relaciones sexuales y el
uso de las drogas inyectables constituyen el principal foco de transmision.

La caracteristica principal del VIH es la infeccion y destruccion de células vitales para el
sistema inmune como son los linfocitos T CD4+ (29) de manera que al disminuir el nimero de
estos linfocitos el organismo pierde la inmunidad celular lo que hace que sea mas susceptible a
otras infecciones.

Son particulas esféricas de un tamafio de 80-110 nm, por lo que las AgNPs pueden atacarles.
Es un virus envuelto de una bicapa lipidica en la que se encuentran una serie de proteinas como
son las glicoproteinas gp120 y gp4l que van a ser clave en la interaccion con receptores
celulares. Dentro se encuentra su genoma, constituido por dos moléculas de ARN, y tres
enzimas que el virus necesita para su multiplicacion que son: transcriptasa inversa (TI) que
sintetiza ADN de doble cadena a partir de una hebra del ARN que luego se integrara en la célula
hospedadora; proteasa e integrasa, cuya funcion es insertar el ADN viral en el genoma de la
célula huésped para infectarla.

El ciclo replicativo (30) del virus es importante conocerlo pues sera aqui donde podremos
atacar. Se podria resumir en:

= Enlacey fusion: A través de gp120 y gp41 el virus interacciona con la célula. (31) Gp120
se une a un receptor celular denominado CD4 y posteriormente interacciona con los
correceptores CCR5 o CXCR4; mientras, gp41 facilita la fusion a la membrana gracias a
un cambio conformacional. Una vez que se ha unido y fusionado con la célula del huésped
el virus libera su material genético dentro de la célula.

= Transcripcion inversa: La enzima Tl convierte una de las cadenas de ARN del virus en
una doble cadena de ADN virico. Esto supone un paso limitante en la replicacion del VIH.
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= Integracion: Una vez que el nuevo ADN esta dentro del nucleo la integrasa “envuelve” el
nuevo ADN virico con el ADN de la célula hospedadora. Una vez integrado el virus puede
permanecer latente durante varios afios o replicarse.

= Transcripcion: Esta etapa supone la replicacion del VIH a partir del nuevo ADN virico
donde se crean copias del material genéticos del VIH gracias a la polimerasa del ARN que
utiliza de la propia célula hospedadora.

= Ensamblaje: La proteasa del VIH corta las largas cadenas proteicas del virus en cadenas
cortas que se van uniendo a las copias de ARN del virus de manera que se ensambla una
nueva particula del virus.

= Salida de la célula: Una vez que se han ensamblado correctamente las proteinas virales,
durante el proceso de gemacion los virus salen a través de la membrana celular y van
construyendo nuevas particulas viricas con capacidad de infectar otras células.

Desde que el virus del SIDA irrumpid en nuestras vidas, el descubrimiento de una vacuna eficaz
ha sido y es uno de los objetivos de cientificos del mundo. Actualmente no existe esa vacuna y
no se puede garantizar la inmunidad por lo que el tratamiento actual se basa en una combinacién
de medicamentos antirretrovirales. Se trata de inhibidores de la TI, inhibidores de la proteasa,
inhibidores de la fusion, antagonistas del correceptor CCR5 en la membrana celular e
inhibidores de la integrasa. Estos medicamentos evitan la replicacion del virus por lo que
reducimos su carga viral y asi el sistema inmunitario puede recuperarse y combatir infecciones
relacionadas con el VIH. Aunque los pacientes en tratamiento pueden llevar una vida normal y
conseguir niveles en sangre casi indetectables del virus, no existe un tratamiento totalmente
eficaz que elimine el VIH del organismo de aquellas personas que sufren la enfermedad. Este
tratamiento actda en su mayoria a nivel celular (33), por lo que el desarrollo de nuevas lineas
de investigacion, como es el uso de AgNPs, en la que ataqguemos directamente y podamos
impedir la entrada al virus es de gran importancia en la lucha contra el VIH.

Es importante conocer la etapa de entrada y fusion. Aunque aln no se conoce con exactitud el
mecanismo que presentan las AgNPs frente al VIH se ha propuesto que su accién es a nivel de
la gp120, proteina que interacciona con el receptor CD4 de la célula humana. (33)

Uno de los primeros estudios (25) que describen la interaccién entre las NPs y el virus hace
referencia a que esta interaccion se produce a través de las glicoproteinas de la superficie del
virus, especificamente la gp120, inhibiendo la unién del virus a la célula. En este estudio tratan
de comprobar la interaccion con el VIH empleando para ello microscopia electronica de
transmision de exploracién de campo oscuro anular de angulo alto (HAADF). Esta técnica, en
términos generales, permite obtener imagenes basandose en el nimero atémico por lo que los
elementos mas pesados aparecen brillantes y los mas ligeros en oscuro. Esto permite distinguir
facilmente a las AgNPs, con un peso elevado, del virus.

Como se ha explicado anteriormente, el virus VIH presenta en su membrana lipidica
glicoproteinas de superficie entre las que destaca gp120. Esta se encuentra mas expuesta al
exterior ademas de presentar varias cadenas disulfuro préximas al sitio de union a CD4 (32) lo
que hace que sea mas accesible a esas posibles interacciones con las AgNPs.

Respecto a la técnica de HAADF, en el caso de que el nimero atomico sea similar, las imagenes
de contraste las obtendremos de las variaciones de densidad de la muestra. Esto es lo que ocurre
con los componentes del virus. Su membrana esta formada por lipidos muy empaquetados v,
por tanto, muy densos. Como presenta esas glicoproteinas de superficie de menor densidad,
estas areas se ven mas claras.

En el estudio emplearon AgNPs marcadas de tres maneras diferentes: carbono espumoso, poli
N-vinil-2-pirrolidona (PVP) y albumina de suero bovino (BSA).
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Gracias a la técnica de HAADF consiguieron ver que la interaccion es dependiente de tamafio,
pues solo las nanoparticulas de tamafio inferior a 10 nm se unian al virus de manera
significativa. Ademas, esta unidn no era aleatoria. Se vio que habia diversas zonas a las que se
unian de manera regular. Estas estructuras a las que se unian se encontraban separadas por la
misma distancia a la que se encuentran los botones de la gpl120. Por esas caracteristicas
propusieron que la zona de unién era la gp120.

Figura 4. Imagenes de HAADF del VIH expuesto (a) y no expuesto (b) a AgNPs. Imagen
tomada de referencia 25.

Midieron los efectos de las AgNPs frente al VIH. De la misma forma en la que los datos que
obtuvieron sobre la interaccion fueron congruentes con los distintos tipos de agentes que
utilizaron para marcar a las AgNPs, no lo fueron respecto a la toxicidad e inhibicion y no
obtuvieron datos concluyentes. Por eso no se pudo demostrar una evidencia directa entre la
accion de las AgNPs y su interaccidn con gp120. Este estudio se realiz6 en 2005 y fue uno de
los primeros, por lo que sirvid de base a otros estudios posteriores.

El que si demostr6 el mecanismo de accidn fue el estudio realizado en 2010 por Lara et al. (33).
En este estudio estudiaron la actividad antiviral de iones plata partiendo de la hipotesis que
establecieron Elechiguerra et al. sobre que la diana molecular era gp120. Obtuvieron varios
resultados:

1. Evaluaron el efecto antiviral de los iones plata en forma de sulfadiazina de plata y AgNO:s.
Aunque ambas sales también inhibieron la infeccién por VIH su indice terapéutico fue 12
veces menos que el de las AgNPs.

2. Realizaron un ensayo de adsorcion al virus para confirmar que la actividad frente al virus
gue presentan las nanoparticulas se podia atribuir a la inhibicion de la unién del virus al
receptor de la célula humana. Utilizaron un farmaco antiviral inhibidor de la fusion
(Enfuvirtida) como control. El resultado que obtuvieron indico que las AgNPs actian a
nivel de las etapas iniciales del ciclo de infeccion por VIH.

3. Realizaron un ensayo de fusion en el que simularon el proceso de fusion entre el VIH y la
célula huesped a través de la union con gp120-CD4. Para ello utilizaron un cultivo celular
de células HL2/3 (que expresan en su superficie las proteinas Env y Tat del VIH en sus
citoplasmas) y se co-cultivaron con células Hela-CD4-LTR-B-gal (células indicadoras) en
relacién 1:1. Este cocultivo se incubd en presencia y ausencia de AgNPs para medir la
unién de la proteina Env con CD4. Estas lineas celulares se emplearon pues ambas se
fusionan como resultado de la interaccion gp120 y CD4; ademas, la cantidad de células
fusionadas se pueden medir de una manera facil a través del gen B-gal.
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Se vio como en presencia de una mezcla de estas células, las AgNPs consiguieron bloquear
la fusion entre ambas células de manera dependiente a la dosis. Por el contrario, los
farmacos controles (AZT, UC781 e Indinavir) no inhibieron la fusion celular en este ensayo
de fusion.

. Midieron la capacidad inhibitoria que presentan las AgNPs frente a la interaccion gp120-

CD4. Esta actividad se midio a traves de la técnica ELISA gpl20 capture Assay
Immunodiagnostics Incorporated. Se trata de un kit de ELISA que detecta a gp120.
ELISA es una técnica que nos permite detectar y cuantificar proteinas y antigenos que se
encuentran inmovilizados mediante un anticuerpo enlazado a una enzima que, al detectarlo
cambia de color, pudiendo medir la absorbancia por un espectrofotometro.

Incubaron una cantidad constante de gp120 durante 10 minutos con cantidades diferentes
de AgNPs y un control sin AgNPs. Estas diferentes soluciones fueron depositadas en los
pocillos del ELISA que previamente se habian impregnado con CD4. Los datos que
obtuvieron aceptan la hipétesis de que las AgNPs bloquean la entrada viral a través de la
interaccion gp120-CD4 por lo que inhiben la infeccion del VIH.

. Llevaron a cabo el conocido TAE (experimento por adicion en tiempos) con el fin de poder

determinar la etapa del ciclo replicativo del virus donde acttan las AgNPs, pues una de las
premisas era conocer en qué etapa acttan las nanoparticulas. Para ello, utilizaron también
células HelLa que expresan CD4, CXCR4 y CCR5. Primero fueron infectadas con virus
libre y luego afiadieron los antirretrovirales controles (Tak-779, AZT, Indinavir y 118-D-
24) que acttan a diferentes niveles del ciclo replicativo, frente a las AgNPs. Los resultados
que obtuvieron mostraron que la actividad antiviral de los anteriores farmacos comenzaba
a disminuir una vez que la etapa a la que se dirigen ya habia pasado. Las AgNPs, por su
parte, eran capaces de continuar su actividad antiviral pasadas 12 horas de haber inoculado
al virus, lo que demuestra que intervienen en otras etapas y no solo en la de fusion (la cual
se creia que era su diana).

. También vieron la actividad que presentan las AgNPs a diferentes concentraciones sobre

el VIH libre y el virus asociado a células. Ambos se encuentran en el semen y secreciones
cervicovaginales y se pueden transmitir a través de la barrera mucosa del cervix. Tras los
resultados obtenidos demostraron que las AgNPs actian directamente en el virion y lo
inactivan.
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Figura 5. Actividad anti-VIH-1 de AgNPs frente a los diferentes farmacos. Figura tomada de
referencia 33.
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Otro estudio realizado también en 2010 (34) estudid la accion de las AgNPs recubiertas con
PVP frente al VIH en un modelo de cérvix humano, sabiendo que es una de las principales
fuentes de infeccion. Para ello emplearon AgNPs que recubrieron con PVP en un gel no
espermicida (Replens). Asi pudieron ver que estas nanoparticulas inhibian rapidamente la
transmision del VIH y presentaba una proteccion del tejido cervical de hasta 48 horas frente a
la infeccion.

Aun asi, en todos los estudios hacen referencia a la necesidad de pruebas in vivo sobre la
toxicidad, farmacocinética y farmacodinamia de las AgNPs siendo ain un campo inexplorado.

5.1 Empleo de AgNPs como agentes antitumorales

Segun la American Cancer Society (35), el cancer es el conjunto de enfermedades que se
caracteriza por un crecimiento descontrolado de las células. Las células normales siguen un
orden a la hora de dividirse. Sin embargo, en el cancer las células crecen sin ningun control. El
area donde esas células crecen sin control da lugar a una masa denominada tumor. EIl proceso
de desarrollo del cancer se conoce como carcinogénesis. Es un proceso que dura afios y en el
que estan implicados los agentes carcindgenos, responsables del inicio de este proceso.

Actualmente existen multitud de cénceres conocidos. No existe un Gnico desencadenante del
cancer, ademas no se conocen completamente. Se sabe que ciertos factores aumentan la
posibilidad de padecer cancer. Segun la Asociacion Espafiola Contra el Cancer (AECC) (36),
el 40% de los canceres se debe a la accidon de estos factores externos (pueden ser fisicos,
quimicos y/o bioldgicos) que actlan sobre el organismo y que la persona puede modificar con
el cambio en los habitos de vida. En funcion del tipo de cancer existen distintos agentes
carcindgenos. En el resto de los casos no se conoce con exactitud el mecanismo por el que se
desarrolla el cancer por lo que se piensa que es debido a mutaciones espontaneas en los genes.

Existen distintos tratamientos para el cancer. Este se elegira en funcion del tipo de cancer y del
grado que sea. Podriamos resumirlo en: cirugia (se extirpa el cancer del cuerpo), radioterapia
(se usa radiacion en altas dosis), quimioterapia (uso de farmacos), inmunoterapia (destinado a
ayudar al sistema inmune a combatir el cancer) y terapia hormonal (uso de hormonas
principalmente para el cancer de mama y de préstata).

De manera mas novedosa, se ha estudiado el uso de las AgNPs como agente anticancerigeno.
Uno de los mecanismos (37) por el cual las AgNPs inducen citotoxicidad es debido a la
produccion de ROS y liberacion de iones Ag*. Cuando la produccion de ROS es mayor que la
capacidad antioxidante celular se produce estrés oxidativo y los consiguientes cambios
bioldgicos. Las AgNPs generan ROS de una manera similar a la que se ha explicado en el
apartado en la actividad antimicrobiana de las AgNPs. Las ROS son subproductos del
metabolismo oxidativo celular que participan en la modulacion de la supervivencia, muerte,
sefializacion y diferenciacion celular. Son muy reactivos y son capaces de provocar dafios
oxidativos a nivel de proteinas y ADN. Entre las especies reactivas mas conocidas encontramos
radicales libres como los iones superdxido (O2), hidroxilo (OH’) y no radicales como el
perdéxido de hidrégeno (H20-)

Los niveles de las ROS estan regulados por enzimas como la superoxido dismutasa (SOD) o
glutation (GSH) que presentan accion antioxidante y se considera un sistema de defensa para
la supervivencia celular. Las ROS intracelulares se generan principalmente en mitocondrias
(siendo esta la fuente principal), reticulo endoplasmatico (RE), peroxisomas, microsomas y los
complejos de NOX en las membranas celulares. De manera extracelular, la radiacion,
contaminacion y exposicion a diversos nanomateriales inducen también la produccion de ROS
(38).
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Las AgNPs son capaces de generar también ROS, tanto como nanoparticulas como por la
liberacién de Ag™ en la célula. A través de la difusion y, sobre todo, por endocitosis; invaden la
célula y llegan a la mitocondria, organulo clave en la generacion de especies reactivas (39).
Aqui interfieren en la cadena de transporte de electrones lo que se traduce en un aumento a
nivel celular de radicales libres, interrupcion de la sintesis de ATP y la activacion de la
apoptosis dependiente de las mitocondrias. El exceso de produccién de ROS hace que se activen
diferentes vias de sefializacion que regulan la muerte celular como es la de la p53 y la caspasa
3. También estos ROS estimulan la sefializacion inflamatoria TNF-a (40) que causa dafio en la
membrana. El resultado de ambos es la apoptosis de la célula.

Por otro lado, al aumentar los radicales libres se reduce GSH, por lo que no se puede controlar
la produccion de ROS y se produce el estrés oxidativo. Esto conduce a una serie de
consecuencias: dafio oxidativo en el ADN vy alteracion en la formacion y funcion de proteinas
lo que conduce a la muerte celular (17,37,38).

Ademas, diferentes autores han hecho referencia a las propiedades de las AgNPs como agente
antiproliferativo (41) y antiangiogénico (42). Para poder entender qué ocurre en el cancer
podemos hacer comparacién con una célula normal. En condiciones normales la célula sigue
su ciclo celular que pasa por diferentes fases. La célula crece, replica su material genético y se
divide dando lugar a otra célula. En el cancer, las células cancerigenas sufren mutaciones en su
genoma, por lo que este ciclo funciona mal y se produce una proliferacion descontrolada (43).
Estudios (44) sugieren que las AgNPs pueden detener la fase sub G1 de las células cancerigenas
(fase en la que la poblacién de células cancerigenas aumenta (45)), inhibiendo asi su
proliferacion.

Respecto a la angiogénesis, se demostro que las AgNPs anulaban este proceso inducido por
VEGF (factor de crecimiento endotelial vascular) en ratones y modelos de rata. La
angiogeénesises el proceso de formacidn de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos existentes.
Este proceso es de vital importancia en la cicatrizacion de heridas, pero también se cree que el
crecimiento de tumores puede deberse a este proceso de angiogénesis ya que los nuevos vasos
suministrarian los nutrientes y el oxigeno que las células cancerigenas necesitan para invadir el
resto de los tejidos y 6rganos (44).

De manera resumida podriamos decir que las AgNPs pueden invadir la célula a través de
procesos como endocitosis o difusion. Una vez dentro tanto las nanoparticulas por si mismas
como por la liberacién de Ag* son capaces de generar ROS ademas de poder inhibir la division
celular y el proceso de angiogénesis. Esto implica:

o Unaumento de estrés oxidativo que conduce a dafio en el ADN y proteinas y que supone
la muerte celular.

o Apoptosis de la célula debido a la activacion de diferentes vias de sefializacion.

o Accion antiproliferativa al detener la fase G1 del ciclo celular.

o Accién angiogénica.
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Figura 6. Imagen adaptada de referencias 38 y 40.

En diferentes estudios se ha demostrado la eficacia de las AgNPs frente a diferentes lineas
celulares cancerigenas.

Frente a la leucemia (46) se demostr6 que AgNPs recubiertas con PVP tenian la capacidad de
generar ROS vy liberar iones plata, dafios en la membrana de la mitocondria, dafio en el ADN y
apoptosis. Si que vieron que la N-Acetilcisteina y la vitamina C eran capaces de revertir estos
efectos por ser agentes antioxidantes.

En ensayos realizados en células de cancer de mama MDA-MB-231 con AgNPs sintetizadas a
través de sintesis verde con dos tipos diferentes de organismos (47) también observaron que se
generaban ROS. La diferencia es que investigaron acerca del papel que tenia p53. Su ensayo
sugiere que se necesita la activacion de p53 para generar ROS ademas de despolarizar la
membrana de la mitocondria y activar la caspasa 3. Esto se traduce en que las nanoparticulas
son capaces de interferir en la proliferacion de las células e inducir la apoptosis.

También se realizaron ensayos frente a la linea celular MCF-7. En uno de ellos (16) obtuvieron
efectos citotoxicos dependiente de dosis.

En otro (48) vieron que las AgNPs inducian la produccién de ROS con el consiguiente dafio
mitocondrial y estrés oxidativo en el reticulo endoplasmatico (RE). Esto permite la modulacion
de la actividad de la glucoproteina P. Tras esto, células resistentes a la accion de farmacos
anticancerigenos se sensibilizaban, potenciando el efecto de los farmacos.

De manera similar a este ultimo se vio en otro ensayo (49) como las AgNPs aumentaban la
actividad apoptdética de la gemcitabina (agente antitumoral) en células del cancer de ovario. Se
vio como el efecto antitumoral en esta terapia combinada era mayor que si se usaban por
separado.

También se realizo frente al cancer de pulmén en lineas celulares A549 con AgNPs recubiertas
con PVP (50). Se vio que se generaban ROS y se reducia la funcion mitocondrial. Esto
provocaba la activacion de caspasa-3 lo que inducia a la apoptosis.

Otro estudio (51) de terapia combinada con metotrexato (agente antitumoral en canceres que
expresen receptores de folato), 6xido de grafeno (usado en varios &mbitos, entre ellos ablacion
fototérmica de células tumorales) y AgNPs (que generan ROS provocando dafio en el ADN
celular) respalda la idea de que este tratamiento combinado es un potencial tratamiento frente
a distintos tipos de cancer.
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Todo esto hace de las AgNPs un potencial agente antitumoral tanto él solo como en terapia
combinada con distintos farmacos.

5.2 Riesgos toxicoldgicos de AgNPs

Siempre se ha pensado que la plata presenta pocos efectos toxicos, a excepcion de la
enfermedad de argiria. Esta enfermedad se produce en aquellas personas que tienen exposicion
prolongada a la plata en forma de sales o de metal y que conduce a la coloracion azulada-
grisacea de la piel de la persona expuesta.

Es importante entender que la plata en forma de nanoparticulas presenta propiedades diferentes
respecto a la plata como la conocemos. Dado que la exposicion a las AgNPs es cada vez mayor
gracias a su uso en medicina, industria textil y alimentaria, es importante evaluar sus riesgos en
el ser humano.

Autores (52) establecen que las concentraciones toxicas de iones plata son de 1 a10 mg Lty
de 10 a 100 mg L™ para las AgNPs. Esto nos haria pensar que, si ya de por si la plata no presenta
numerosos efectos toxicos, en forma de nanoparticula habria menor riesgo.

Ya se ha comentado en el apartado anterior el mecanismo de toxicidad que presentan las AgNPs
en las células humanas. De manera controlada y como terapia dirigida frente a células
cancerigenas las AgNps son un potencial agente antitumoral debido al mecanismo de accion
que presentan. Cuando la exposicion aumenta a través de diferentes vias, nuestro organismo y
nuestras células estan expuestas a la accion de las nanoparticulas, provocando dafio.

Las vias de exposicion mas importantes son la via oral a través de la ingestion, respiratoria por
inhalacion y contacto dérmico (53,54).

- Via oral: tras la ingesta de AgNPs estas y/o iones plata son capaces de llegar al intestino a
través de circulacion sistémica donde causan Ulceras intestinales. A través del torrente
sanguineo son capaces de llegar al higado (se cree que es el érgano diana de las AgNPs) y
causa dafio, provocando inflamacion.

- Via respiratoria: tras la inhalacion de las nanoparticulas se ha observado que estas son
capaces de depositarse en la cavidad nasal y regiones alveolares provocando inflamacion.
Esto conduce a lesiones pulmonares y puede afectar a la reactividad vascular lo que aumenta
las lesiones por isquemia (55).

- Via dérmica: dado el uso de las AgNPs en textiles y apdsitos las nanoparticulas son capaces
de entrar en contacto directo con la piel. Una vez han atravesado la piel, los queratinocitos
de la piel fagocitan a las AgNPs y causan inflamacién. Ademas, depositos de plata dentro
de la piel conducen a argiria,

Factores como el tamafio, forma, recubrimiento, carga superficial, dosis y el tipo de célula
afectan al dafio que hacen las nanoparticulas. Estos factores también afectan al dafio que se
produce en los 6rganos cercanos a los que llegan las AgNPs (54).

Independientemente de la via de exposicion, gracias a su tamafio se ha visto que las AgNPs son
capaces de llegar a circulacion sistémica y distribuirse por 6rganos y tejidos siendo el higado
el érgano maés afectado (56).

Es importante entender que el efecto toxico que presentan las AgNPs aun no se conoce
completamente y que se tiene que seguir estudiando. A pesar de tener estudios que hacen
referencia a su mecanismo de toxicidad no se sabe realmente si se debe a las nanoparticulas
como tal 0 a su liberacién como iones plata.
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6. CONCLUSION

El uso de las nanoparticulas de plata constituye una innovacion en el ambito médico gracias a
caracteristicas como su pequefio tamarfio y el &rea superficial que presenta. Siendo su uso como
antibacteriano su aplicacion mas explotada y documentada se ha querido en esta revision
bibliografica hacer hincapié en su posible uso en dos enfermedades para las que actualmente
no existe cura.

Tras una exhaustiva busqueda bibliografica se ha visto que las AgNPs interacttan con el VIH
en una etapa de replicacion viral temprana pero que ademas su efecto perdura hasta etapas
posteriores una vez que el virus ha entrado en la célula. Las AgNPs se unen a gp120 impidiendo
la unioén, fusion y posterior infeccion de los viriones a los receptores CD4 de la célula humana.
De esta manera, las AgNPs actian como agente virucida eficaz frente a células libres y virus
asociados a células.

Respecto al cancer, podemos decir que las AgNPs inducen toxicidad de la célula cancerigena a
través de la generacion de ROS que inducen a estrés oxidativo provocando dafio en el ADN y
proteinas. De esta manera se conduce a la apoptosis de la célula. Ademas, son capaces de
potenciar el efecto cancerigeno de farmacos antitumorales como metrotexato en terapia
combinada.

Y es que, a pesar de la multitud de estudios que existen, ain no esté claro el mecanismo por el
cual las AgNPs causan dafio y provocan los efectos que antes hemos visto. Por ello es tan
necesario seguir estudiando y realizar mas ensayos para lograr aumentar la selectividad de las
AgNPs frente a las células cancerigenas y conocer con exactitud su mecanismo y ver asi los
efectos que presentan, minimizando los riesgos y efectos secundarios en nuestras células.

Aunque expertos hacen referencia a que los riesgos frente a la exposicion de la plata no son
altos, debido a que el uso de AgNPs es cada vez mayor tanto en el campo de la medicina como
en otros campos a los que estamos expuestos diariamente es importante seguir haciendo
estudios de los posibles riesgos que presentan tras la exposicion a largo plazo.
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