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RESUMEN

Introduccion: las limitaciones que presentan los farmacos convencionales para tratar
las enfermedades infecciosas genera la necesidad de desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas que hagan frente a este problema de interés mundial. En este contexto la
nanotecnologia surge como alternativa para tratar infecciones causadas por distintos
patogenos resistentes a los farmacos antimicrobianos disponibles, contra aquellos que

producen céncer o para el desarrollo de vacunas mas efectivas contra ellos.

Objetivos: el objetivo de este Trabajo Fin de Grado es realizar una revision
bibliografica para conocer las posibles aplicaciones de las nanoparticulas en el ambito

de la medicina contra microrganismos patégenos.

Metodologia: se ha seguido la guia PRISMA y se han consultados las bases de datos
y metabuscadores: MEDLINE, PubMed, UpToDate, Google Scholar, ademas de libros

incluidos en la plataforma ClinicalKey Student, entre otras.

Resultados: multiples ensayos han probado la eficacia antimicrobiana de diferentes
tipos de nanoparticulas en combinacion con distintos farmacos, naturales y sintéticos,
contra microorganismos, incluyendo bacterias, hongos, virus y parasitos. Ademas, se
han descrito diferentes mecanismos de accion de las nanoparticulas, asi como sus

multiples aplicaciones.

Conclusion: las nanoparticulas suponen una estrategia antimicrobiana efectiva como
alternativa a los farmacos convencionales en la prevencion y tratamiento de
enfermedades infecciosas. Las nanoparticulas descritas han demostrado actividad
antimicrobiana intrinseca, una mejora del efecto antimicrobiano de los farmacos con
los que se conjugan, asi como capacidad de dirigir firmacos hasta el lugar de accion.
A pesar de ello, se necesita mas investigacion en este area para su posible uso clinico

y comercializacion.



ABSTRACT

Introduction: the limitations of conventional drugs to treat infectious diseases creates
the need to develop new therapeutic strategies to treat this worldwide problem. In this
context, nanotechnology appears as an alternative to treat infections caused by
different pathogens resistant to available antimicrobial drugs, against those
microorganisms that cause cancer or for the development of more effective vaccines

against them.

Objectives: the aim of this Final Degree Project is to perform a literature review to
determine the possible applications of nanoparticles in the medical area against

pathogenic microorganisms.

Methodology: the PRISMA guide was applied and the several databases and meta-
search engines were consulted: MEDLINE, PubMed, UpToDate, Google Scholar, as

well as books included in the ClinicalKey Student platform, among others.

Results: multiple assays have demonstrated the antimicrobial efficacy of different
types of nanoparticles in combination with natural and synthetic drugs against
microorganisms, including bacteria, fungi, viruses and parasites. In addition, different
mechanisms of action of nanoparticles have been described, as well as their multiple

applications.

Conclusion: nanoparticles represent an effective antimicrobial strategy as an
alternative to conventional drugs in the prevention and treatment of infectious diseases.
The nanoparticles described have demonstrated intrinsic antimicrobial activity, an
enhancement of the antimicrobial effect of the drugs with which they are combined,
as well as the ability to target drugs to the site of action. However, more research is

needed in this area for potential clinical use and commercialization.



1. INTRODUCCION

1.1. LANANOTECNOLOGIA CONTRA LAS ENFERMEDADES
INFECCIOSAS

Las enfermedades infecciosas causadas por diferentes microrganismos constituyen una
creciente amenaza para la salud publica a nivel mundial (1). La limitada eficacia de
los farmacos actuales debido al desarrollo de mecanismos que confieren resistencia
frente a ellos, o los efectos secundarios de las terapias convencionales, son hoy en dia
algunos de los problemas inherentes a las enfermedades causadas por
microorganismos. Algunas de las limitaciones de los farmacos antimicrobianos
convencionales son su baja biodisponibilidad y estabilidad oral, la baja solubilidad en
agua, la baja tasa de transporte a través de membranas celulares y multiples efectos
adversos sistémicos, ademas del inconveniente afnadido de la inadecuada
administracion de estos agentes (2). Por ello, es necesario el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas que hagan frente a los desafios actuales. Entre ellas, la
nanotecnologia estd cobrando cada vez mas importancia como alternativa en el

desarrollo de nuevos sistemas antimicrobianos.

La nanotecnologia es la ciencia que involucra estructuras, dispositivos y sistemas con
novedosas funciones y propiedades debido a la disposicion de sus 4&tomos en la escala
de 1-100 nanémetros. Esta nueva aproximacion tecnologica se puede aplicar en casi
todos los campos cientificos, entre los que se incluye el de la medicina. La
nanomedicina, emplea las nanoterapias usando nanoparticulas (NP) de dimensiones
menores a 100 nanometros con el fin de incrementar el bienestar y la salud humana.
Estas NP permiten actuar como vehiculos de administracion de farmacos, potenciar el
efecto antimicrobiano de los farmacos o dosificar de distinta manera productos
estimuladores de la respuesta inmunitaria. El desarrollo de las NP como vehiculos de
farmacos antimicrobianos mejora la actividad del farmaco y garantiza su liberacion de
manera sostenida y con una alta eficacia, ofreciendo ademads la posibilidad de penetrar
e internalizarse en las biopeliculas de microorganismos patdogenos. Ademas, estas NP
pueden usarse como terapias efectivas e incorporarse en biomateriales con el fin de
potenciar o inducir propiedades antiinfecciosas. Estas ventajas las consiguen gracias a

sus propiedades intrinsecas como su pequefio tamafio que les permite interactuar con



los sistemas bioldgicos a nivel molecular, asegurando su paso a través de barreras
bioldgicas. La amplia area de superficie especifica que presentan estas NP en relacion

con su volumen es también otra propiedad que les hace ser mas eficaces (3,4,5).

1.2. NANOTECNOLOGIA CONTRA LA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

La introduccion de los antimicrobianos en la practica clinica es una de las
intervenciones mas prevalentes y significativas para el control de las enfermedades
infecciosas, salvando millones de vidas y constituyendo una revolucién en medicina.
Sin embargo, los mecanismos evolutivos de resistencia a los farmacos (Anexo I)
siempre han estado presentes en los microorganismos. Ademads, estos
microorganismos son capaces de transferir estos genes por diferentes mecanismos

como la conjugacion, traduccion o transformacion, entre otros.

La excesiva prescripcion y el uso abusivo e inadecuado de antibiodticos en los seres
humanos, en la agricultura, ganaderia, en la industria alimentaria y agropecuaria, junto
con el incumplimiento de tratamientos por parte del paciente o automedicaciones sin
pautas adecuadas, ademéas de practicas de higiene inadecuadas en algunos entornos
hospitalarios son algunas de las causas que han llevado a un aumento en el nimero de
microorganismos resistentes y a la actual crisis creciente de resistencia a los
antimicrobianos. Esta capacidad de los microorganismos para sobrevivir a
concentraciones de antibioticos que inhiben o matan a otras de su misma especie,
supone un problema global con importantes repercusiones para la salud humana a

medio y largo plazo, debido a la importante morbilidad y mortalidad asociada (6).

Para combatir y paliar esta amenaza y poder emplear terapias efectivas contra estos
microorganismos se estan investigando nuevas herramientas contra las enfermedades
infecciosas mortales. Actualmente se estan llevando a cabo multiples enfoques basados
en nanoparticulas para su empleo en la creacion de medicamentos nanoterapéuticos

antimicrobianos (5,7,8).



1.3. MECANISMOS DE ACCION DE NANOPARTICULAS

Las NP al tener mecanismos de accidon que difieren a los de los antibidticos estandar,

son alternativas ttiles contra los organismos resistentes a multiples farmacos (MDRO).

Estas se pueden emplear para el transporte de agentes antimicrobianos, pueden ayudar
en la administracion de nuevos farmacos incluso pueden tener actividad
antimicrobiana por si mismas. Ademas, las NP pueden asegurar una liberacion mas
dirigida contra la diana, permitir el paso a través de barreras bioldgicas e impactar y
danar la membrana celular microbiana, incluso pueden alterar el interior celular e
impedir la formacion de biopeliculas. Todo esto lo consiguen a través de los siguientes

mecanismos de accion recogidos en la (Figura 1) (7 modificada).
a)

NANOPARTICLES &

o Alteration of membrane potential 0 Reactive Oxygen Species (ROS)
1. Membrane depolarization 1. Respiratory chain disruption

PO T —
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-— ‘ Desarrollo de proceso inflamatorio

Figura 1. Mecanismo de accién de las NP al penetrar en la membrana bacteriana: a) Alteracién del potencial
de membrana, b) Generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (7 modificada).



1.4. TIPOS DE NANOPARTICULAS

La nanomedicina ha desarrollado diferentes tipos de NP antimicrobianas como
alternativas terapéuticas contra los microorganismos que producen cancer, contra
microorganismos resistentes a los farmacos antimicrobianos disponibles actualmente,

o para el desarrollo de vacunas mas efectivas y eficaces, entre otras (3,4,5).

Ademas, existen diferentes sistemas de encapsulacion de los agentes antimicrobianos
con el fin de protegerlos y que sean liberados en el lugar de accion, permitiendo una
administracion dirigida y una liberacion sostenida (Anexo II). De este modo se
consigue un aumento de la actividad antimicrobiana y una reduccion de la toxicidad
de los farmacos debido a que actian tinicamente en su lugar diana, por lo que la dosis
de farmaco necesaria es menor. Esto da lugar a una disminucién de los efectos

secundarios (5,9).

La eficacia de las NP como portadores de agentes antimicrobianos puede mejorarse
mediante la adicion de diferentes moléculas en su superficie. Estas moléculas permiten
la liberacion especifica de la carga antimicrobiana en el lugar deseado, gracias a que
los ligandos especificos de las superficie de las NP aumentan el reconocimiento
selectivo y la unién a células o moléculas concretas del organismo, aumentando
ademas la captacion celular y disminuyendo la citotoxicidad. La modificacion de la
superficie de las NP se realiza por métodos fisicos, quimicos o bioldgicos utilizando
ligandos o grupos funcionales sensibles a estimulos. Estos ligandos pueden ser
estimulados de manera local o externa y asi lograr que la NP tenga una actividad

antimicrobiana 6ptima (Anexo III) (5).

Por ultimo, en la composicion de la NP, donde se incluye la presencia de oro, plata o
zinc hace que la NP tenga actividad antimicrobiana por si misma, lo cual potencia los
efectos de los fdrmacos actuando de manera sinérgica. Esto aumenta la eficacia

terapéutica y reduce la resistencia al firmaco encapsulado.

De manera general y considerando todo lo anterior, las NP se pueden clasificar segun
su composicion en NP inorganicas y NP organicas. Dentro de cada una de ellas se han

desarrollado diferentes tipos con distintas aplicaciones que se detallan en la Tabla 1.



Tabla 1. Tipos de nanoparticulas segiin su composicion, caracteristicas principales y aplicaciones en medicina.

Tipos de
nanoparticulas (NP) Caracteristicas Aplicaciones Referencias
NP inorganicas
NP de plata (AgNPs)  Tamafio pequefio entre 10 y100 nm y alta estabilidad quimica. Actividad antibacteriana 10, 11
Presentan actividad antimicrobiana intrinseca debido a la interaccion de la plata contra la cadena de transporte de  Actividad antivirica
electrones y el ADN bacteriano. Ademas, tienen la capacidad de destruir paredes celulares y membranas, producir  Actividad antifungica
especies reactivas de oxigeno (ROS), inactivar enzimas y desnaturalizar proteinas. Actividad antiparasitaria
Pueden inhibir el crecimiento de células tumorales destruyendo ultraestructuras celulares, e inducir su apoptosis. Actividad anticancerigena
Cuentan con posibilidad de sintesis bioldgica, enfoque méas econémico y respetuoso con el medio ambiente. Adyuvantes de vacunas
Agentes antidiabéticos
NP de oro (AuNPs) Tamafio entre 2y 100 nm. Diagnéstico y tratamiento de 12,13, 14,
Varios tipos: nanoesferas (2-100nm), nanorod (10-100 nm) o nanoshell (100nm) lo que determina su distribucion, céancer: quimioterapias
que alcancen células diana y una dptima eliminacion del organismo. tumorales, radioterapia,
Presentan propiedad de resonancia de plasmon superficial que les proporciona la capacidad de absorber o dispersar  terapia fotodinamica y
la luz a determinadas longitudes de onda. terapias génicas
Su superficie puede ser funcionalizada con una amplia variedad de ligandos como farmacos, polimeros, material ~ Actividad antivirica
genético o marcadores. Actividad antiparasitaria
Presentan biocompatibilidad con el organismo.
NP de odxido de Tamafio< 100 nm. Diagnéstico y tratamiento de 15, 16

hierro (Fe20s)

Permite recubrirlas con otros materiales como citratos, aminas, polimeros, o compuestos inorgénicos. Esto junto con

la forma (nanoesférica, nanotubos, nanodiscos o nanovarillas) y carga (positiva 0 negativa) les proporciona
propiedades farmacocinéticas especificas, estabilidad fisica, una mayor biodistribucion e interaccién con el sistema
bioldgico. El hierro es facilmente metabolizable en el organismo y cuenta con propiedades magnéticas lo que facilita
dirigir y concentrar estas NP a los sitios de interés, ademas de la posibilidad de generar calor al aplicar un campo
magnético alterno.

cancer: agentes de contraste
en imagenes de resonancia
magnética y desarrollo de
sistemas de administracion de
farmacos en terapias dirigidas
como terapias génicas.
Actividad antibacteriana.




NP de é6xido de zinc ZnO es un material semiconductor compuesto cuya morfologia y quimica superficial influye en su biodistribucion y  Actividad antibacteriana: 17
(ZnO-NPs) eficacia en los sistemas bioldgicos. mediante inactivacion

Propiedades de fotooxidacion y fotocataliticas ademas de propiedades antimicrobianas a través de la generacion de  fotodinamica.

iones zinc (alteran membranas celulares microbianas) y provocando estrés oxidativo (ROS) y dafio en el DNA. Actividad antivirica.

Potencial antiviral debido a que el zinc inhibe procesos como la entrada del virus, traduccién de material genético o Actividad antifungica.

la actividad de diferentes enzimas, porque desencadena la produccion de las citoquinas. Actividad anticancerigena.

Causa deformaciones en hifas fungicas e inhibe el crecimiento de diferentes especies de hongos.

Presentan efectos citotdxicos sobre células cancerosas, a través de produccion de ROS, alteraciones de

componentes celulares (lipidos y proteinas) y sistemas de reaccién redox con respuestas proinflamatorias de las

células cancerosas contra las ZnO NPs que inducen apoptosis de estas células.
NP _de dxido de TiO2 tiene un tamafio de 1 a 100nm y cuenta con caracteristicas de fotoactividad por lo que al interaccionar con la  Actividad antibacteriana. 18
titanio (TiO2>-NPs) luz ultravioleta produce ROS provocando la induccion de muerte celular. Actividad antifungica.

Sus propiedades fotoquimicas permiten el desarrollo de terapias fotodindmicas contra distintos microrganismos y  Actividad antiparasitaria.

células cancerosas. Aplicacion en tratamiento de

Presentan una baja toxicidad, aunque es resefiable la toxicidad cutanea y la toxicidad sistémica por permeacion  enfermedades mediante

cutanea tras una exposicion dérmica cronica. terapias fotodinamicas.
NP _de dxido de Tamario < 100nm y con una alta relacién superficie-volumen, lo que aumenta su reactividad quimica. Esto junto con  Actividad antibacteriana. 19
magnesio (MgO- su capacidad para liberar iones de magnesio las dota de propiedades antimicrobianas pudiendo inhibir el crecimiento  Actividad antivirica.
NPs) y proliferacién de una amplia variedad de microorganismos. Actividad antifungica.

Presentan baja toxicidad y un método de sintesis respetuoso con el medio ambiente.
NP organicas
Nanoformulaciones  Compuestos por polimeros naturales como polisacaridos, quitosano y alginato o por polimeros sintéticos como el Actividad antimicrobiana 5,20
basadas en acido prolilactico, el acido lactico co-glicdlico y la polivinilpirrolidona Aseguran una liberacion estimulada del farmaco  mediante  sistemas  de
polimeros por variaciones de pH o estimulos quimicos y previenen su degradacion antes de llegar al lugar de accion, por lo que  administracion de farmacos.

aumenta su biodisponibilidad y reduce los efectos toxicos en otros lugares.
Presentan propiedades como una amplia variedad, versatilidad y facilidad de funcionalizacién, lo que mejora la
solubilidad del farmaco, entrada de la carga en el sitio deseado y actividad contra patogenos.
Se distinguen dos tipos (Anexo l):
- Nanocépsulas: incorporacion del farmaco en su nucleo.
- Nanoesferas: absorcién del farmaco en la superficie o unién en la matriz.
Optimas para la administracion de farmacos a las células diana, mediante tres mecanismos:
- Por reaccion enzimatica: ocurre la degradacion del polimero en el sitio objetivo y la liberacion del farmaco.
- Por hinchazdn de la NP polimérica seguida de hidratacion y liberacion del farmaco por difusion.




- Por desprendimiento del farmaco del polimero.

Nanoformulaciones
basadas en lipidos

Tamafio entre 10 y 1000nm.

Biodegradables, biocompatibles, inertes, no son toxicas ni inmunogénicas, facilmente disponibles y baratas.
Externa superficie con gran capacidad de carga de farmacos, liberacion controlada y rendimiento del farmaco.
Capacidad de aumentar la biodisponibilidad del farmaco que transportan, mejorando su perfil farmacocinético,
reduciendo su toxicidad y logrando concentraciones optimas en sitios que de otro modo serian inaccesibles.
Incluyen: liposomas, nanoparticulas lipidicas solidas (SLN), nanoemulsiones y nanosuspensiones.

Actividad antiviral.
Actividad antiparasitaria.

21

Nanoformulaciones
basadas en carbono

Presentan propiedades unicas como alta conductividad eléctrica, resistencia mecanica y estructuras porosas, con
capacidad de penetracion celular ademas de un peso ultraligero.

Involucran la utilizacién de materiales de carbono a escala nanométrica (1-100nm), tales como: nanotubulos de
carbono, nanoparticulas de 6xido de grafeno y fullerenos.

Actividad antiviral.
Actividad anticancerigena.

21




2. OBJETIVOS

Las propiedades beneficiosas inherentes a las NP y la gran cantidad de posibilidades y
alternativas que estas ofrecen son una buena alternativa como terapia antimicrobiana

contra las enfermedades infecciosas.

El objetivo principal de este trabajo es, realizar una revision exhaustiva de la
bibliografia para recoger las posibles aplicaciones de las nanoparticulas en el ambito
de la medicina, contra microorganismos de interés actual, incluyendo bacterias,

hongos, virus y parasitos. Para ello, se plantearon los siguientes objetivos parciales:

- Identificar las limitaciones de los fairmacos antimicrobianos disponibles, en
relacion con la prevencion y tratamiento de enfermedades de interés clinico
causadas por los microorganismos patégenos.

- Describir los diferentes tipos de nanoparticulas disponibles, asi como sus
propiedades y mecanismos de accion.

- Analizar la eficacia de las nanoparticulas contra microorganismos clinicamente
relevantes y determinar su potencial uso como alternativa a los firmacos

convencionales utilizados contra dichos patdgenos.

3. MATERIAL Y METODOS

La busqueda de informacion para realizar este Trabajo de Fin de Grado comenzo el
16/11/22, empleando como fuente principal la base de datos MEDLINE consultada a
través del motor de busqueda PubMed. Ademas, la seleccion de articulos se ha
ampliado mediante la propia bibliografia aportada por los estudios encontrados, asi
como mediante las plataformas UpToDate, Google Scholar y libros incluidos en
ClinicalKey Student, incluyendo también paginas web oficiales como la Organizacién

Mundial de la Salud.

Para la seleccion de los articulos cientificos considerados en la presente revision
bibliografica, se tuvieron en cuenta diferentes criterios tanto de inclusion como de

exclusion (Tabla 2).



Tabla 2. Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion Criterios de exclusién
Articulos completos de acceso gratuito Articulos no disponibles de forma completa
Articulos publicados en los ultimos 10 afios Articulos publicados hace mas de 10 afios
Articulos escritos en inglés o castellano Articulos escritos en un idioma diferente del inglés o
el castellano

Se realizaron diferentes busquedas para los distintos bloques en los que se ha

estructurado el trabajo (Tabla 3).

Tabla 3. Articulos seleccionados en base a las estrategias de busqueda.

Estrategia de busqueda Articulos en Pubmed Articulos seleccionados

Nanoparticulas “antibiotic resistance”, 55 6

. . ‘nanoparticles”,
antibacterianas p o

bacterias

Nanoparticulas “fungal infections’, 43 5
antifingicas “‘nanoparticles”
Nanoparticulas “antiviral therapy” 49 4
antivirales “‘nanotechnology”
Nanoparticulas “parasites” 30 4
antiparasitarias “leishmaniasis”

“nanoparticles”
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion, se presentan diferentes aplicaciones de NP para tratar las infecciones
producidas por distintos grupos de microorganismos, incluyendo bacterias, virus,

hongos y parasitos.

4.1.NANOPARTICULAS ANTIBACTERIANAS

Se han empleado diferentes tipos de NP contra las infecciones bacterianas. Entre ellas,
las NP de metal y oxido metalico que actuan sobre las células bacterianas
principalmente a través de la liberacion de iones metalicos, aumentando la producciéon
de ROS y afectando al metabolismo bacteriano. Las NP inorganicas de plata, AgNPs,
destruyen las paredes celulares bacterianas, producen ROS y dafian la estructura del
ADN. Ademas, destacan por su bajo riesgo de resistencia contra ellas. Otras NP
inorganicas (incluyendo, Ag, Au, Fe2O3, ZnO, TiO2 y MgO), constituyen sistemas de
carga y administracion de farmacos como la estreptomicina, neomicina, vancomicina,
cefalexina y ciprofloxacino, consiguiendo efectos mas potentes contra los patdogenos.
Estas NP inorganicas cargadas con antibioticos se han ensayado con resultados
prometedores contra cepas bacterianas de Staphylococcus aureus, Pseudomona
aeruginosa, Escherichia coli, Streptococcus spp, entre otras (5). En el caso de NP
organicas, concretamente las poliméricas, han sido empleadas para la encapsulacion
de farmacos antibacterianos, como levofloxacino, gentamicina, rifampicina,
doxiciclina, ampicilina o vancomicina. Estas NP poliméricas en sinergia con los
farmacos antibacterianos encapsulados han sido eficazmente probados contra S.

aureus, E. coli, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae, entre otros (5,10).

En los ultimos afios, se han llevado a cabo varios estudios en los que se han probado
contra patdgenos bacterianos diferentes tipos de nanoparticulas con farmacos, ya sea

como recubrimientos o incorporandose a los poros del material (5,8).

Asimismo, se han probado nanoestructuras basadas en magnetita (6xido de hierro) y
se ha detectado una mayor actividad antibacteriana al incluir los farmacos en estas NP
que cuando se administra el farmaco de forma libre (22,23). La actividad

antimicrobiana de esta nanoterapia mostro ser dependiente de especie como se muestra
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en la (Figura 2), en la que los valores de la concentracion minima inhibitoria son

menores en P. aeruginosa que en S. aureus con los dos farmacos ensayados (23).

O Fe;0, ® PLGA-CS-Fez0,
@] FE304@STR [ ] PLGA—CS-F6304@STR
O Fe04@NEO @ PLGA-CS-Fey0,@NEO
1.5+
5104 & E 2 @ <= E 2
£
=
E
o
= 0.5+ &
< & &
5 o
0.0 = i T
S. aureus P. aeruginosa

() (b)

Figura 2. CMI de los diferentes nanocompuestos con estreptomicina (SRT) y neomicina (NEO) para a) S.
aureus y b) P. aeruginosa (22).

De igual manera en la (Figura 3) se puede comprobar que estas NP son mas eficaces

contra Bacillus subtilis, que contra S. aureus y E. coli (23).

8

WFe304 WFe304/DOPA w0.013mg W0.027mg w0.034mg

N
[+

Zone of inhibition ( mm)

B.sub S.coc E.coli

Figura 3. Zona de inhibicion (mm) producida por Fe304, Fe304/DOPA y por diferentes cantidades
(mgldisco) de Fe304/DOPA/Van contra las bacterias B. subtilis, S. aureus y E. coli (23).
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Estas NP de FesO4 han mostrado ser eficaces contra S. aureus, pero esta especie
presentd una mayor sensibilidad a las NP de silice cargadas con NP de plata (24). Sin
embargo, cuando las NP de silice se preparan con bromuro de cetiltrimetilamonio y
NP de plata, los valores de CMI para S. aureus y E. coli publicados hasta la fecha son

los més bajos (24).

En otro estudio, los valores de CMI contra E. coli al emplear nanoparticulas de
quitosano cargadas con aceite esencial de canela Cinnamomun zeylanicum (23) fueron
significativamente menores que las CMI del aceite esencial puro (25). Por lo que se
puede comprobar, comparando ambos estudios, que el mismo compuesto
antimicrobiano contra el mismo microorganismo, muestra mayor efectividad al

combinarlo con NP que en su forma libre.

En el estudio realizado por Castro W. et al (2021) se ensay0 ciprofloxacino incluido
en NP de oOxido de hierro mesoporoso salinizado (MIONS-APTES) y se observé
actividad contra biopeliculas de S. aureus. Este trabajo ha demostrado por primera vez,
que el ciprofloxacino con NP MIONSs tiene actividad contra biopeliculas (26). Sin
embargo, un mayor efecto de la encapsulacion de ciprofloxacino contra biopeliculas
también fue observado por Kashef et al. (2020) al evaluar el efecto de este farmaco en

niosomas (27).

En la Tabla 4, se detallan varios estudios donde se analizaron las nanoparticulas con
farmacos antimicrobianos como alternativas de tratamiento contra las infecciones

bacterianas.



Tabla 4. Estudios analizados acerca de nanoformulaciones antibacterianas.
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Agente Patégeno Mecanismo de accion Resultados Ref.
Tipos de NP antimicrobiano diana
NP de magnetita Estreptomicina P. aruginosa La STR y NEO, antibiéticos aminoglucosidos actian a nivel El tamafio de las NP era de 15,1 nm y la morfologia esférica. 22
(Fe304NP) ' ribosomal, impidiendo la formacién del complejo de iniciacion  El efecto antimicrobiano se evalud por la determinacion de las concentraciones
(STR) S. aureus de la sintesis proteica. inhibitorias minimas (CMI). Las NP con STR presentaron valores de CMI mas
Neomicina (NEO) ) Las nanoestructuras con el farmaco tienen efecto sinérgico. bajos, en comparacién con las que tenian NEO. Se observd una eficacia
Dafian a las bacterias al interferir con su grupo -tiol de la base  antibacteriana dependiente de la cepa. Los valores de CMI fueron dos veces
respiratoria, 0 mediante la liberacién de iones metalicos que  menores en P. aeruginosa en comparacion con S. aureus tanto para STR como
aumentan la produccién de ROS e inhiben el crecimiento para NEO al combinar los farmacos antimicrobianos con las NP de magnetita.
bacteriano. (Figura 2)
Permiten una administraciéon controlada del farmaco en el Las NP en microesferas poliméricas, mejoraron la biocompatibilidad y se
lugar de accién, aumentando su eficacia terapéutica y mantuvo el efecto antimicrobiano.
disminuyendo la toxicidad.
NP de magnetita Vancomicina B. subtilis La vancomicina, antibidtico glicopeptido, se une Eltamafio de las NP era de 10-20 nm. 23
(Fes04NP) Streptococcus  irreversiblemente a los residuos terminales d-alanil-d-alanina  El efecto antimicrobiano se evalué mediante el método de ensayo de difusién de
E. coli de los carbohidratos &cido N-acetimuramico y N- agar.Las NP de magnetita solas 0 combinadas con DOPA no presentaron accion

acetilglucosamina. Esta unién bloquea la accién de las
transglucosilasas y transpeptidasas impidiendo la formacién
del peptidoglicano bacteriano y provocando la muerte
bacteriana.

Las NP con vancomicina son capaces de unirse a una amplia
gama de bacterias a través de interacciones ligando-
receptores. Las NP presentan propiedades magnéticas de las
NP y con un iman externo, la mezcla de estas NP con
dihidroxifenilalanina (DOPA) y Vancomicina (FesOs NP-
DOPA-Van) se une a las bacterias y las separa del medio en
el que se encuentren. La administracion es dirigida y las NP
se acumulan en el sitio de infeccion, aumentando las
concentraciones del farmaco en el lugar de interés y
reduciendo la toxicidad sistémica.

bactericida, pero al combinarlas con vancomicina y DOPA se obtuvo actividad
antibacteriana  significativa. Ademas, a mayor concentracion de NP
FesO4NP/DOPA/Van mayor capacidad de inhibicion bacteriana., resultando la
zona de inhibicién ordenada (ZI) B. subtilis (23mm) > Streptococcus (20mm) >
E. coli (18mm). (Figura 3)
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NPs de magnetita Cefalexina B. cereus Las NP FesO4actiian como portador magnético, orientandose  El tamafio de las NP fue de 6 nm, forma esférica. 28
recubiertas de E. coli y dirigiéndose por control remoto hasta el punto de infeccion Las pruebas antibacterianas de difusién de disco in vitro demostraron que la
mucilago de S. aureus mediante la aplicacion de un campo magnético. Proporcionan  zona de inhibicion de Fes0s-BSM-CPX es mayor que la de CPX puro a las
semilla de S. typhimurium  una liberacién controlada y sostenida del farmaco, evitando su  mismas dosis. Al emplear NP se potencian las propiedades antibacterianas de
albahaca (Fe3O4- amplia difusion por otros tejidos. CPX. El aumento en el_recubrimiento de las NP conduce a una disminucion del
BSM-CPX) La cefalexina actla inhibiendo la sintesis de la pared celular tamafio de estas y a una reduccidn de sus propiedades magnéticas. La liberacion
bacteriana uniéndose preferentemente a las proteinas de del farmaco es bifasica, una liberacion rapida del 52% del farmaco en las
union a penicilina (PBP). primeras dos horas, debido al cambio de pH al entrar en la sangre,
El mucilago de semilla de albahaca cuenta con propiedades posteriormente una liberacién mas lenta y estable del 38% del farmaco dentro
antibacterianas y se emplea como estabilizador, reduciendo la  de las 88h.
interaccion de las particulas, y como consecuencia su tamario.
NPs de oxido de Ciprofloxacino S. aureus Tamario promedio de las NPs: 79 nm. Forma esférica. 26
hierro Las NP de o&xido de hierro cuentan con capacidad La actividad antibiética se evalud por método de formacién de biopeliculas. Las
mesoporoso antibacteriana y antibiopelicula a través de la produccién de NP solas no alteraban la formacion de las biopeliculas. Las NP cargadas con
(MIONs) y NPs de ROS, dafios en la membrana celular y la internalizacién de las  ciprofloxacino mostraron células dispersas y una pérdida completa de la
oxido de hierro NP. arquitectura de las biopeliculas. Las NP con CIRPO presentaron mayor actividad
mesoporoso El ciprofloxacino inhibe la topoisomerasa Il y las antibiopelicula a concentraciones menores (132, ug/mL) que el CIPRO libre. El
salinizado topoisomerasas tipo 1V, alterando la replicacion, transcripcion,  estudio cinético de liberacién mostré que MIONs y las MIONs funcionalizadas
(MIONS-APTES) reparacion y recombinacion del ADN bacteriano. con 3-aminopropil-trietoxisilano (APTES) permitian una liberacién controlada del
farmaco. El ciprofloxacino cargado en MION-APTES siguié una cinética mas
lenta, cerrando el ciclo de liberacion después de 8 dias. EI MION liberd el 100%
del farmaco en 6 dias.
NP de silice NPsdeplata E. coli Las NP de silice incluyen a las NP de Ag a su estructura, Eltamafio de las NPs obtenidas fue de 100-110nm, y forma cuasiesférica. 24
mesoporosa S. aureus utilizadas como soporte, para evitar que estas se dispersen La concentracién inhibitoria minima de NP de silice cargadas con CTAB +
(MSN) cargadas por el entorno biologico y pierdan actividad antibacteriana con ~ AgNPs, fue de 31,25 ug/mL para E. coliy 15,63 pg/mL para S. aureus.

con bromuro de
cetiltrimetilamonio
(CTAB)

el tiempo.

El CTAB se emplea para la sintesis MSN y actlia como agente
antibacteriano a través de la formacion de ROS. La estructura
mesoporosa en las NP MSN-Ag almacena CTAB facilitando el
contacto bacteriano con el nanocompuesto por medio de
interacciones electroestaticas.

Las AgNPs alteran la permeabilidad de la membrana de E. coli
e inhiben la replicacién del ADN de S. aureus, ademas liberan
iones de Ag que atacan las paredes celulares bacterianas,
induciendo la formacion de ROS y desestabilizando los
ribosomas, dafiando asi al ADN.

El MSN-AgNP mostré una inhibicién completa del crecimiento bacteriano
después de 12h. Las MSN solas demostraron propiedades bactericidas
moderadas puesto que quedaban varias colonias bacterianas sin inhibir.
Mediante el método de difusién de disco se estudié la sensibilidad de las
bacterias alas MSN y MSN-AgNP. Las zonas de inhibicion de MSN-AgNP contra
E. coliy S. aureus fueron 159,1 y 187,2 mm respectivamente, lo que sugiere
mayor sensibilidad de S. aureus a las NP comparada con la otra cepa. No se
observaron cambios significativos en las zonas de inhibicién de MSN contra E.
coli (Gram negativa), aunque S. aureus (Gram positiva) si que mostré
susceptibilidad. Esta discrepancia puede atribuirse a la diferencia en las
estructuras de membrana de las dos cepas.
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El levofloxacino inhibe la ADN girasa y la topoisomerasa IV
por lo que impide la replicacion del material genético
bacteriano impidiendo la divisién celular y el crecimiento
bacteriano.

Al combinar las CSNP y el gel in situ con el LFX se consigue
una accion antibacteriana prolongada de este farmaco debido
a una lenta liberacién de este. Ademas, esta combinacién
permite una mayor disponibilidad de LFX en la superficie
corneal.

El tamafio medio oscila entre 161,9 + 3,32 y 283,97 £ 4,21 (este depende de la
cantidad de quitosano, a mayor cantidad, mayor tamafo).

El efecto antimicrobiano se evalud por la determinacion del diametro de la zona
de inhibicién. Este fue mayor al emplear LFX-CSNP gel in situ (4,8 y 5,8 cm para
P. aeruginosa 'y 4,9y 5,2 cm para S. aureus) que LFX- sol (2,4 y 1,4 cm para P.
aeruginosa y 2,6 y 1,6 cm para S. aureus) tanto a las 12h como a las 24h
respectivamente. Ademas, la zona de inhibicién de LFX-CSNP gel in situ era
significativamente mayor (p<0,05) a las 24h y este tenia la capacidad de inhibir
el crecimiento bacteriano durante un periodo prolongado de tiempo en
comparacion con LFX-sol. Por histopatologia se evalu la toxicidad y se vio que
no se produjo ningtn cambio en el tejido ocular tras aplicar la formulacién de
LFX-CSNP gel in situ, por lo que este resultd seguro para su uso como aplicacion
ocular.

29

La accion antimicrobiana de la CE esta relacionada con dos
de sus componentes: cinamaldehido y eugenol. Estos inhiben
la sintesis de una enzima microbiana esencial y causan
ademas dafio a la pared celular bacteriana.

Darian la membrana celular actuando como inhibidores de la
ATPasa y reprimiendo las proteinas involucradas con la
asociacion de citoquinas.

La encapsulacion en los sistemas de administracion (CSNP)
mejoran su actividad antimicrobiana, protegiéndolo de las
sustancias bioactivas, mejorando su estabilidad y permitiendo
una liberacion progresiva del compuesto bioactivo en el sitio
de interés.

Rango de tamafio: 20-80 nm y forma esférica.

La actividad antimicrobiana se evalué mediante las CIM. Las CSNP solas
consiguieron la inhibicién completa (100%) a una concentracion > 1500 ppm.
CE-CSNP mostraron inhibicion completa contra E. carotovora y P. fluorescens a
187 ppm y contra E. coli a 375 ppm. Las CSNP cargadas con CE mostraron un
rendimiento superior en comparacién con las CSNP y CE solos contra las
bacterias probadas. Al encapsularse el CE por las CSNP ofrecié una mayor
actividad antibacteriana. P. fluorescens mostré mayor sensibilidad a las NP con
el farmaco cargado que E. carotovora y E. coli. La_liberacion in vitro de CE
presenta dos fases. Una primera en la que se descarga el 19,8% de CE a pH 7
durante los primeros 9 dias, y posteriormente una descarga mas lenta donde la
descarga de CE fue de practicamente 0. (Esto puede deberse a la ineficacia de
las soluciones tamp6n para romper las particulas y liberar el farmaco). Pasados
40 dias se descargd 21,4% de CE en soluciones tampén a pH 7.

30

NP de quitosano Levofloxacino P. aeruginosa
(CSNP) S. aureus
NP de quitosano Aceite esencial de E. coli
(CSNP) canela: Eriwinia
Cinnamomun carotovora
zeylanicum (CE) Pseudomona
fluorescens
NP de quitosano Aceite esencial de S. aureus
(CSNP) ortiga (NEO) E. coli
B. cereus
L.
monocytogenes

Al emplear particulas de tamafio nanométrico (CSNP) estas
penetran en la membrana celular y dafian la pared celular
bacteriana demostrando potencial antibacteriano.

Ademas, la hidrofobicidad de los NEO les permite
descomponer los lipidos de la membrana celular bacteriana,
causando la fuga de iones y compuestos celulares y como
consecuencia, la muerte celular.

Tamafio medio: 208,3 + 44,5nm y 369,4 + 48,1 nm y forma esférica.

La actividad antibacteriana se midi6 por halos de inhibicion. Las CSNP cargadas
con NEO presentaron valores de 4,11 cm, 3,53cm, 3,46¢cm, 3,95cm 3,45 ¢cm para
S. aureus, L. monocytogenes, S. typhi, E. coli y B. cereus respectivamente. Estos
fueron mayores que los obtenidos con CSNP y NEO independientes. El volumen
inhibitorio minimo (VIM) para las CSNP cargadas con NEO fue de 4L contra
las cinco bacterias probadas. EI NEO puro fue de 4uL para las 4 primeras
bacterias mencionadas y de 8L para E. coli. Para las CSNP la MIV fue de 16uL
para las cepas examinadas. Por tanto, las CSNP cargadas con NEO mostraron
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mayor actividad antibacteriana que NEO puro o CSNP sin NEO. Ademas, las
CSNP que no estaban cargadas con NEO mostraron una reduccidn significativa
(P <0,05) en el crecimiento bacteriano en comparacion con el control, mostrando
por tanto la actividad antibacteriana de quitosano.

NPs de alginato-

quitosano

Rifampicina (RIF)
y éacido ascorbico

(ASC)

S. aureus
sensible a
meticilina

(MSSA)

S. aureus
resistente a
meticilina
(MRSA)

S. aureus cepa
ATCC

La superficie funcionalizada de RIF/ASC NP juega un papel
crucial en los procesos de adhesion de las NP en la superficie
bacteriana, alterando la integridad de la membrana celular,
permeabilizandola y facilitando la captacién celular y
penetracién de la combinacion antibidtica RIF/ASC por las
bacterias, con la consecuente destruccién bacteriana por la
accion combinada de los antibiéticos. Aun asi, se sigue
investigando mas acerca del mecanismo de accion
antibacteriano de este compuesto que parece ser el resultado
de los efectos colaborativos entre las NP y la combinacién de
antibiéticos.

Las NP de alginato-quitosano cargadas con RIF/ASC
actuarian como un sistema de administracion de antibiéticos
efectivo para infecciones intracelulares pulmonares.

LaRIF y el ASC cocargados en NP de ALG/CS forman nanocompuesto RIF/ASC
NP, cuya actividad antimicrobiana se midi6 con los valores de CMI. Las NP
cargadas con RIF/ASC mostraron una disminucién de los valores de CMI de 0,2
a 0,025 pg/ml (8 veces) contra la cepa S. aureus ATCC y de 3,125 a 1,6 pg/ml
(2 veces) contra MRSA. No se observo variacién de RIF combinado con ASC.
Para la cepa MSSA las NPs RIF/ASC mostraron un valor de CMI similar al
obtenido con RIF libre, ademas la RIF libre no mostro efecto bactericida contra
ninguna de las tres cepas, por lo que fue considerada bacteriostatica. Por su
parte, las NP solas no mostraron actividad antibiética. El examen morfoldgico de
las bacterias se probo sobre la cepa ATCC de S. aureus (control), estos tienen
forma esférica y un tamafio de 600nm aproximadamente, con superficie lisa y
regular. Las bacterias tratadas con NPs solas presentaron una morfologia similar
ala del control. Las tratadas con RIF mostraron diferentes cambios morfolégicos
(formas anémalas, bordes irregulares e indefinidos), y aquellas tratadas con NP
RIF/ASC mostraron una gran mayoria de células afectadas, con un tamafio
considerablemente menor y una mayor cantidad de desechos celulares.

32

NPs de alginato-

quitosano
Alg-CS)

(NPs

Endolisina
MR-5

Lys

S. aureus

Lys MR-5 actlia mediante el reconocimiento y unién a la pared
celular de las bacterias grampositivas hidrolizando enlaces
peptidoglicanos especificos, rompiendo la pared celular y
causando muerte bacteriana.

Las NP actua como sistema de administracion de farmacos
solventando la inestabilidad y la vida media corta in vivo de las
endolisinas, mediante una liberacion prolongada y controlada
y protegiendo las proteinas de la degradacion.

El CS se adhiere al acido lipoteicoico cargado negativamente
de las bacterias grampositivas, dafiando de la membrana,
cambiando su permeabilidad y derivando en la fuga de
contenido intracelular que resulta en la muerte celular.
Ademas, las NP de Alg-CS retienen agua y quelan metales
produciendo interacciones con el ADN microbiano.

Tamafio de las NP Alg-CS cargadas con LysMR-5: 46-58 nm, forma esférica.
La eficacia antibacteriana se evalué mediante el ensayo de difusion de pozos de
agary ensayo de hidrolisis de peptidoglicano. Las NP Alg-CS libres y las NP Alg-
CS cargadas con LysMR5 mostraron una zona de inhibicién de 5£18mm y 2,22
+ 5,3mm respectivamente. En el ensayo de hidrolisis, la zona de hidrolisis se
observo solo alrededor de las NP cargadas con LysMR-5. El efecto bactericida
se evalu6 por microscopia electronica de barrido (SEM). Las micrografias SEM
de bacterias tratadas con LysMR-5 libre, NPs de Alg-Chi cargadas con LysMR-
5 mostraron alteraciones morfologicas tras tratamiento, indicando actividad
bactericida tras tratamiento. El perfil de liberacién in vitro de LysMR-5 mostré un
comportamiento de liberacién bifasico, una liberacién inicial rapida de casi el
40% hasta 4h, seguida de una liberacion lenta y sostenida que alcanzé un
maximo del 81% a las 36h. Las NP mostraron citotoxicidad insignificante,
confirmando biocompatibilidad para su uso en estudios in vivo.
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4.2. NANOPARTICULAS ANTIFUNGICAS

Las infecciones causadas por hongos suponen un importante problema de salud debido
a la alta morbilidad e incluso mortalidad que producen, principalmente en pacientes
inmunocomprometidos. Existe un escaso nimero de fArmacos antifingicos para tratar
estas infecciones y muchos de ellos presentan efectos secundarios adversos y cierta
toxicidad. Ademas, las infecciones causadas por ciertas especies fingicas que

desarrollan resistencias a estos farmacos son cada vez mayores (34, 35).

La nanotecnologia se plantea como opcion para solventar estos problemas, ofreciendo

estrategias como la encapsulacion de NP biocompatibles, el disefio de NP con sistemas

eficientes de administracion de antifingicos e incluso el uso de las propias NP por sus

propiedades antimicoticas intrinsecas (36). En la (Figura 4) se muestra un esquema

con diferentes tipos de NP con actividad antifiingica.

Metallic <« | Nanoparticles with |__ | Metal oxide
Ag Au, Cu, Pd, Se antifungal activity Ag0, CuO, MgO,
/ \ Eiﬂy Znﬂ
Doped Combined with antifungal
Ag/Zn0, GO/Ag, Au/SnCl, Fe,04/Ag, Nystatin, Nystatin/Mg0/Cu(),
Hydroxyapatite/Ag, MgO/CuQ, TiO/Ag, Si/Amphotericin B
ZnO/Mgl(OH),

Figura 4. Diferentes tipos de NP desarrolladas contra hongos (36).

Las NP tienen numerosos mecanismos de accion, y en ocasiones de forma simultanea,
los hongos tendrian que evolucionar de multiples maneras para adquirir resistencia.
Ademas, las NP se pueden sintetizar y combinar con antifingicos para aumentar sus
capacidades antimicoticas. La adicion de antifungicos a las NP puede beneficiar la
eficacia de diferentes formas; puede aumentar la rugosidad de las superficies de las NP
lo que conlleva a dafios mecanicos en los microrganismos o una mayor area de
superficie. Ademads, cuando los antifingicos se encuentran encapsulados en las NP en
lugar de recubiertos se reduce su toxicidad, pueden mejorar su actividad, alterar la

morfologia de las NP y reducir la citotoxicidad en células humanas. Algunos de los
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mecanismos de accion de dafio celular fingico por parte de las NP son los siguientes

(34, 36):

- Dafos en la membrana: a través de la microscopia se ha visto que el contacto

directo e incrustacion de estas NP con la pared celular fingica induce cambios
morfoldgicos como contraccion de su superficie, agregacion celular, formacion
de hoyos o poros y deformacion general de la célula fingica. Ademas, las
membranas internas también se distorsionan por disposicion alterada de
organulos y disminucion del contenido citoplasmatico. Las NP también pueden
generar ROS que atacan a los mondémeros de la pared celular, rompiendo
enlaces glucosidicos y provocando poros, lo que lleva a la muerte del hongo.

- Interacciones con el ADN: las NP mas pequefias pueden penetrar en el interior

celular sin la necesidad de danar la pared. Una vez en el interior el mecanismo
de lesion antimicotico incluye la fragmentaciéon mitocondrial, la
despolimerizacion de ribosomas y dafios a la cromatina. Ademas, las NP se
pueden intercalar entre los acidos nucleicos intracelularmente uniéndose al
ADN vy destruyéndolo. Algunos tipos de NP pueden causar dafio directo del
ADN por condensacion nuclear y fragmentacion del ADN lo que da lugar a
disfuncioén celular y apoptosis.

- Liberacion de iones: dependiendo del tipo de NP que libere los iones estos

actuaran de un modo u otro, algunos pueden inducir la produccién de ROS que
afectarian a los grupos -tiol del hongo y se alteraria el potencial redox
intracelular provocando la apoptosis celular. En algunos casos la toxicidad de
las NP se debe principalmente a la actividad i6nica.

- Dafio en hifas y esporas: algunas NP como AgNP, MgO NP, o ZnO NP tienen

la capacidad de deformar las hifas y modificar sus patrones de crecimiento,
agrupando y adelgazando estas estructuras y, por tanto, inhibiendo la formacion
del micelio. Ademas, las NP pueden dafiar conidios, distorsionando su
estructura e inhibiendo la germinacion y el desarrollo y, como consecuencia, el
crecimiento fungico. Esto lo llevan a cabo a través de la union de la NP a la
superficie de la espora cargada negativamente, envolviéndose alrededor de la

pared celular de la espora e inhibiendo el transporte y absorcion de nutrientes.
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- Efectos sobre la formacion de biopeliculas: las biopeliculas fingicas son

comunidades de células fungicas que se adhieren a una superficie y presentan
mayor resistencia. Se ha demostrado que las NP son capaces de inhibir estas
formaciones, a través de la irrupcion en la pared celular que impulsa la
inhibicion de la formacion de hifas, las cuales son cruciales para la adherencia
y la formacion de estas biopeliculas. Ademas, las NP pueden también afectar a
biopeliculas preformadas al depositarse sobre las sustancias poliméricas
extracelulares de las biopeliculas que son esenciales para la integridad

estructural.

Por otro lado, son varios los nanosistemas de administracion de agentes antifingicos

En la (Figura 5) se recogen de manera esquematica.
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Figura 5. Administracion de antifliingicos con NP. A) NP de quitosano cargadas de voriconazol. B) PLGA NP
cargadas con farnesol. C) PLGA NP con anticuerpo anti-F4/80 para administrar itraconazol (5).
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La mayoria de los estudios sobre nanoformulaciones se han desarrollado contra
Candida albicans, uno de los agentes causales de las candidiasis que es la enfermedad

fingica mas comun.

En algunos estudios, se ha comparado la actividad antifingica de anfotericina B
(AmB) libre y combinada con NP poliméricas (ZnONPs-AmB y ZnO-AmB-PEG)
contra las especies fungicas C. albicas y Cryptococcus neoformans, evaluando las
concentraciones minimas inhibitorias de estos compuestos (Figura 6). Se detect6 que
la NP ZnO-AmB-PEG tuvo mayor efecto antifngico frente a C. neoformans que
frente a C. albicans y la encapsulacion anadiendo el polimero PEG favorece

positivamente la inhibicion del crecimiento fungico. (37)

B AMB
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C. albicans C. neoformans C. albicans C. neoformans

Figura 6. Susceptibilidad antimicética de NP de ZnO-AMB-PEG, ZnO-AMB y AMB libre contra
C. albicansy C. neoformans. A) Concentracion inhibitoria minima (CMI). B) Concentracion fungicida
minima (CFM) (37).

El uso del polimero poliacido lactico-co-glicolico (PLGA) contra C. albicans mostro
también un efecto antifungico mayor al utilizarlo en estas NP poliméricas cargadas con
el farmaco, en comparacion con estas NP combinadas con farmacos sin el polimero e
incluso con los farmacos en su forma libre (38,39). Ademas, estas NP de PLGA
combinadas con farnesol mostraron actividad contra biopeliculas de C. albicans
reduciendo en un 35% la formacion de las biopeliculas en comparacion con el farnesol
solo. Este mayor efecto antifungico podria atribuirse al pequefio tamafio, a su
liberacion de manera sostenida que alarga el tiempo de inhibicién y a como impactar

esta NP con el hongo. La dispersion acuosa uniforme de estas NP aumenta el contacto
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con las esporas y células del hongo, conduciendo a una rdpida internalizacion del

farmaco (38,39).

Ademas, estas NP poliméricas se han formulado con el aptamero AD-1 y al probarlas
contra C. albicans present6 un efecto antifungico mayor (39,40). Se comprobo6 que no
presentan toxicidad y que ocurre un reconocimiento especifico entre el aptdmero AD-
1 y las moléculas de glucano de C. albicans, 1o que proporciona que el firmaco actie
todavia mas especificamente y disminuyan los efectos secundarios. Ademas, cabe
destacar las propiedades contra biopeliculas de estas NP al combinarlas con irradiacion
ecografica, ya que esta combinacidn da lugar a un efecto sinérgico contra biopeliculas

de C. albicans tanto in vitro como in vivo (40).

Por ultimo, en el estudio realizado por Al-Maghrabi et al. (2020) (41) en el que
probaron SLN cargadas con nitrato de miconazol contra C. albicans, se encontrd
mayor inhibiciéon que en los resultados reportados por Aljaeid et al. (2016) donde
emplearon las mismas NP (42) y que la microemulsion de nitrato de miconazol
probada por Haroon Khalid (2018) contra el mismo hongo (43). Por lo que en este
estudio se han obtuvieron los mejores resultados en relacion con la actividad
antimicrobiana del miconazol contra C. albicans en comparacion con lo recogido en

la literatura hasta entonces (41)

En la Tabla S se recogen estos y otros estudios basados en investigaciones acerca de

las NP como potenciales estrategias de tratamiento de la infecciones antifingicas:



Tabla 5. Estudios analizados acerca de nanoformulaciones antiftingicas.
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Tipo de NP Agente Patégeno Mecanismo de accion Resultados Ref.
antimicrobiano diana
Nanoparticulas  Nistatina (NYT)  C. albicans  Las AgNP se unen a proteinas con azufre Tamafio promedio: 80nm (NYT-NP) y 25 nm (FLU-NP) y forma esférica. 44
de plata Fluconazol Aspergillus  presentes en la membrana celular microbiana, Contra A. brasiliensis la NYT (400 pg / ml) mostré una inhibicion del 80% y el FLU no
(AgNP) (FLU) brasiliensis ~ provocando cambios morfologicos y pérdida tuvo efecto. La combinacion con AgNP a 400 pg/ml (FLU-AgNP) inhibié el crecimiento
del contenido intracelular. Intracelularmente  al 100% y NYT-AgNP mostro una eficacia del 80-95%. La combinacién de ambas NP a
inhiben enzimas de la cadena y se unen a 200 pg/ml (NYT-AgNP + FLU- AgNP) inhibié el 90% del crecimiento. Contra C. albicans
compuestos que contienen fosforo como el  NYTy FLU (300 pg / ml) solos inhibieron el 30-33% del crecimiento. Al combinar con
ADN, impidiendo la reproduccién celular. AgNP a la misma concentracion, la inhibicion aument6 al 50-62%. La combinacion de
Generan ROS causando necrosis. NP (NYT-AgNP + FLU- AgNP) caus6 una inhibicién del 100% a (200 pg / ml). Por tanto,
Por otro lado, la NYT actla sobre el ergosterol los resultados mostraron que las AgNP mejoran significativamente los efectos
y la formacion de poros en la membrana antimicéticos de NYT y FLU en comparacién con los farmacos solos. Ademas, los
plasmatica. El FLU inhibe la enzima 4500- resultados de las muestras indicaron una respuesta dosis-dependiente contra los
desmetilasa del citocromo P14 bloqueando la  hongos analizados.
biosintesis de ergosterol.
Nanoparticulas  Anfotericina B  C. albicans  La AMB se une al ergosterol y provoca poros  Tamafio promedio: 662,3 + 24,7 nm y forma esférica. 37
de oxido de (AmB) C. en la membrana y la muerte celular. La union  Contra C. albicans y C. neoformans, las NP de ZnO-AMB-PEG disminuyeron
zinc (Zn0) y neoformans  covalente de PEG al farmaco mejora su significativamente la concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentraciéon minima
polimero solubilidad y su farmacocinética. Las NP de  de fungicidas (MFC) en comparacion con las NP ZnO-AMB y el AMB libre. (Figura 6)
polietilenglicol ZnO-AMB-PEG entran facilmente a través de  En los ensayos murinos, para evaluar la toxicidad, los pardmetros renales, creatinina y
(PEG) las membranas celulares fungicas. Las NP de  BUN se redujeron significativamente al inyectar en ratas ZnO-AMB-PEG en
ZnO permiten la liberacién sostenida del comparacién con AMB libre 0 ZnO-AMB, lo que demostro la capacidad significativa de
farmaco mejorando  su absorcidn y ZnO- AMB-PEG de reducir la nefrotoxicidad asociada a anfotericina.
potenciando su actividad.
Nanoparticulas  Voriconazol C. albicans  El voriconazol desmetila el 14 a-lanosterol, Tamafio medio entre 167+ 8,23 y 475 + 15,3 nm y forma esférica. 45

de quitosano
(CSNP)

inhibiendo la sintesis de ergosterol. La NP
polimérica de quitosano aumenta la absorcién
percutdnea y la difusiéon transdérmica del
farmaco, al interactuar con lipidos y queratina
del estrato corneo de la piel.

Las NP de quitosano cargadas con voriconazol inhiben significativamente el crecimiento
de C. albicans, en comparacién con voriconazol simple. Las zonas de inhibicion para
CSNP cargadas con voriconazol fueron mayores, debido al efecto sinérgico del farmaco
y el quitosano. Las NP permiten una mayor penetracion dérmica del farmaco, asi como
su retencion en la piel, lo que mejora su actividad antimicrobiana. Las CSNP cargadas
con voriconazol son prometedoras para mejorar la biodisponibilidad de la administracion
transdérmica, haciendo posible una administracién tépica y mejorando el efecto
antifingico del voriconazol contra la candidiasis cutanea.
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Nanoparticulas  Aceite de C.albicans  Elaceite de orégano contiene timol y carvacrol, Tamafio: 320nm y forma esférica. 46
de quitosano- orégano (OrO) que tienen la capacidad de dafiar la pared Las NP con OrO inhibieron el crecimiento bacteriano de manera mas eficiente a
alginato celular de Candida e inhibir su crecimiento. concentraciones mas bajas que la forma pura del aceite. Las CIM de OrO-NP fueron de

Las NP de quitosano-alginato incorporan el 4 a 32 veces mas bajas que las de OrQ, lo que demuestra una mayor eficacia de las

0rO en una dispersidn acuosa impidiendo que  NP. Se evidencia una mejor actividad antifingica del aceite de orégano encapsulado

se volatilice y degrade, lo que facilita su en NP de quitosano-alginato.

aplicacién farmacéutica.
Nanoparticulas  Farnesol C. albicans  Elfarnesol inhibe la transicion levadura-hifa de  El tamafio de las NPs de PLGA cargadas con F (NPs F-PLGA) es de 140 nm. 38
de poliacido C. albicans. Inhibe la etapa inicial de adhesion  Los efectos ultraestructurales en las células de C. albicans se evaluaron por
lactico-co- de la formacion de biofilm, aumenta la microscopia electronica de transicion (TEM). El farnesol produjo dafios en la pared y
glicélico permeabilidad de los protones afectando las membrana de pocas células y no afectd a su morfologia. Las NP F-PLGA provocaron
(PLGA) funciones de la membrana celular. deterioro de la morfologia celular y una expansién de la pared celular con un aumento

Las NP de PLGA actua como sistemas de de dafios tanto en ella como en la membrana, ademas de aumentos significativos de

administracién de farmacos para superar las  vacuolizaciones en el citoplasma. La actividad antibiofilm se estudié mediante la prueba

deficiencias del farnesol mediante su de reduccién XTT. Las NP F-PLGA disminuyeron un 53% la formacién de biopeliculas.

encapsulacion. El farnesol presenté una reduccién del 18%.
Nanoparticulas Itraconazol C. albicans  El ltraconazol inhibe la sintesis del ergosterol  Tamafio promedio: 176.96 + 24,32 y forma esférica. 39
de poliacido (IT2) afectando a la formacion de la membrana En cuanto a la actividad antifingica se estudié con el método de difusion de disco. Las
lactico-co- plasmatica del hongo. NP vacias no tuvieron efectos. Las suspensiones acuosas de ITZ y NP PLGA-ITZ
glicélico Las NP encapsulan el farmaco, y lo protegen inhibieron significativamente el crecimiento antiflngico. Estas uUltimas mostraron mayor
(PLGA) de la degradacion, y mejorando su zona de inhibicion. La liberacion in vitro del farmaco mostrd una liberacion bifasica, una

biodisponibilidad, absorcién, solubilidad, y liberacion inicial de rafaga del 31,88% del farmaco en 6h y una fase posterior con en

proporcionando una liberacién controlada. estado estacionario con aproximadamente el 45,01% liberado tras 72h, demostrando

una posible administracion constante de ITZ durante tres dias consecutivos.

Nanoparticulas Itraconazol Histoplasma  El itraconazol inhibe la sintesis de ergosterol.  La actividad antifungica se evalué mediante las CMI de ITZ libre y encapsulado en los 47
PLGA (1T2) capsulatum  Las NP de PLGA encapsula al farmaco para nanoportadores funcionalizados (0 no) con Ac anti- F4/0. Los resultados de las CMI

funcionalizada
3 con
anticuerpos
anti-F4/80

protegerlo y mejorar sus propiedades. Los Ac
anti-F4/80 proporcionan una liberacién dirigida
y controlada en macréfagos.

El ITZ encapsulado mejora sus propiedades
antifingicas mediante la modulacién de la
expresion génica de citoquinas anti y
proinflamatorias en macréfagos. Las NPs con
Ac mejoran la terapia dirigida a macréfagos
aumentando su endocitosis y la concentracion
intracelular del farmaco.

mostraron que el ITZ encapsulado requirié una concentracion de 0,015 pg/mL, en
cambio, el ITZ libe 0,007ug/mL. Esto se debe al tipo de liberacion cinética de las NP,
donde después de 7h las ITZ-PLGA NPs logran una liberacién del 40% del ITZ y esta
continta hasta las 72h logrando el 43% de liberacion del farmaco. Para inhibir el 100%
del crecimiento del hongo se necesita mas concentracion de ITZ encapsulado que libre.
En cambio, los autores plantean que en el modelo in vivo esta liberacién podria alcanzar
el 100% debido a la degradacién de los enlaces éster del PLGA que se producen
aceleradamente al reconocer las células del organismo las NP como agentes extrafios.
Los resultados mostraron que las NPs funcionalizadas no mostraban efectos
citotoxicos. El efecto antifingico se evalu6 mediante el recuento de unidades
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formadoras de colonias (UFC). Las NP reduijeron significativamente la cantidad de UFC
en comparacion a las NP desnudas a una concentracion menor a 0,007ug/mL. Esto se
explicaria debido al aumento de la endocitosis por los macréfagos al funcionalizar las
NP (por uniones de superficie entre ambas entidades). Las ITZ-PLGA NP
funcionalizadas podian modular la respuesta inmune de los macréfagos infectados,
reduciendo las expresiones IL-1B, INF-y e IL-6 (citoquinas proinflamatorias). Esta
reduccién fue més significativa cuando estas NP se recubrian con F4/80.

Anfotericina B
(AmB)

Nanoparticulas
de PLGA-PEG
funcionalizada
s con
aptameros
(AD-1)

C. albicans

La anfotericina B se une al ergosterol de la
membrana, altera su composicién y provoca la
muerte del hongo.

El aptamero AD1 unido a las NP actla como
ligando especifico produciendo una mayor
union a C. albicans por su alta afinidad a los (1-
3)- B-D- glucanos de la pared celular de este
hongo. Estos glucanos también son uno de los
principales componentes de la matriz
extracelular de las biopeliculas por lo que su
union a ellos supone uno de los mecanismos
de accién esenciales contra la formacion de
biopeliculas.

Las NPs actia como sistemas de
administracién de farmacos. Se conjugan
ademas con los aptdmeros AD1 mediante la
funcionalizacion de su superficie.

El tamario de las AD1-AmB-NPS fue de 273,9 +1,1.

Los efectos antifingicos sinérgicos antifingicos in vitro, se evaluaron mediante la
cuantificacién de la tasa de supervivencia de C. albicans y la actividad de las
biopeliculas. Todos los tratamientos que contenian AmB redujeron significativamente la
supervivencia del hongo en comparacién con el grupo control. Las NP AD1-AmB no
redujeron significativamente la supervivencia en comparacion con AmB-NPs +
ultrasonidos. Las AmB-NP+ultrasonidos y las AD1-AmB-NP reducen significativamente
la actividad de las biopeliculas. No hay diferencias significativas entre ambos grupos.
La actividad antifungica sinérgica in vivo fue probada en ratones. AD1-AmB-NP+
ultrasonidos mostrd una inhibicion antifingica significativamente mayor (p<0,01), que la
de otros grupos de tratamiento. El tratamiento con ultrasonido solo no mostré efectos
antimicéticos significativos. AmB, AmB-NP y AD1-AmB-NP mostraron una tendencia de
liberacién cinética similar en el tiempo y sin diferencias significativas entre ellas
(p>0,05). Tras la irradiacion ultrasénica se vio una concentracién acumulativa
significativamente mayor de AmB en las AmB-NP y AD1-AmB-NP, con una liberacién
inicial de aproximadamente el 30% en 12h, y una posterior liberacién gradual del 75%
en 144h. Esto indica que el ultrasonido podria desencadenar de manera efectiva la
liberacion sostenida del farmaco. En los ensayos en ratones, los marcadores
bioquimicos séricos renales, BUN vy creatinina, eran significativamente mas bajos al
inyectar AmB-NP y AD1-AmB-NP, en comparacién con AmB libre.
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Nitrato de
miconazol (MN)

Nanoparticulas
lipidicas
solidas (SLN)

C. albicans

El nitrato de miconazol inhibe la biosintesis de
ergosterol flngico mediante la inhibicién de la
enzima 14-a-lanosterol desmetilasa asociada
al citocromo P-450 flngico, alterando la
membrana celular fungica.

Las SLN actian como sistemas de
administracion de farmacos permitiendo la
penetracion del farmaco a través de la piel,
mediante la formacién de una pelicula lipidica

Tamafio de particulas de 244,2 + 27,2 a 493,6 + 35,3 y forma esférica.

La actividad antifingica in vitro se estim6 con el diametro de la zona de inhibicion.MN-
SLN mostré una mayor zona de inhibicion (34 mm), que la solucidn de MN (18mm),
contra C. albicans. MN-SLN liberaron entre un 78,21% a 93, 33% de MN de manera
controlada durante 48h. Estos porcentajes de liberacién fueron significativamente
mayores que la cantidad liberada de solucién de MN.

Se realizaron pruebas de irritacién cutanea puesto que el tratamiento con MN produce
eritemas, lo que conlleva una mala adherencia al tratamiento por parte del paciente.
Estos estudios revelaron que la férmula simple de SLN y MN-SLN no mostraron ningln
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en la parte superior del estrato corneo a través
de la cual el MN difunde a la piel.

tipo de irritacion ni a las 24h ni a las 72h, mientras que la soluciéon de MN reveld
irritaciones leves tras 24h desde la aplicacién y aumento del mismo tras 72h.

En las evaluacién in vivo, mediante estudios histopatoldgicos se comparé la piel de
distintas ratas manteniendo un grupo control con estructura cutdnea normal y diferentes
grupos a los que se le indujo la infeccién y posteriormente se les administré tratamiento
(MN solucion y MN-SLC). Los grupos infectados y sin tratamiento presentaron
hiperqueratosis, edema, epidermis ulcerada, erosiones e hifas flngicas. El grupo al que
se le tratd con solucion MN reveld areas de erosion, ulceracién minima, hifas flngicas
y sin foliculos pilosos. Por Gltimo, el grupo tratado con la formula MN-SLC reveld una
estructura uniforme de la piel con foliculos pilosos conservados. Por tanto, estos
hallazgos demuestran la gran eficiencia de MN-SLC en el tratamiento tépico de la
infeccion flngica cutdnea en comparacion con la solucion MN.

Nanoparticulas
lipidicas (NLC)

Aceite esencial

de
sidoides
(LSEO)

Lippia

C. auris

LSEQ inhibe la transformacion de levaduras en
hifas, la formacién de biopeliculas, la reduccién
de la Dbiosintesis de la membrana
citoplasmatica o pared celular, formacion de
ROS y sobreexpresion de transportadores de
membrana. Debido a su compleja composicidn
y la sinergia entre sus constituyentes, estos
mecanismos pueden ocurrir simultaneamente.
El mecanismo concreto de LSEO esta
relacionado con sus grupos funcionales,
concretamente con los terpenos.

Las NLC encapsulan estas particulas y
modulan sus propiedades de liberacion,
mejorando  su estabilidad y actividad
antimicrobiana.

Tamario de las particulas (213,1 a 445,5 nm).

Contra C. auris las NLC cargadas con LSEO exhibieron zonas de inhibicion mas
grandes, mediante la prueba de difusién en agar, en comparacion con LSEO y NLC
solas. Los ensayos de microdilucion en caldo determinaron las CMI. La mayor actividad
antifingica se logré con NLC cargadas con LSEO (0,281 mg/mL) y con LSEO solo
(0,563 mg/mL), contra C. auris.

La toxicidad in vivo se evalué mediante la inyeccién en larvas de Galleria mellonella
(este modelo muestra grandes similitudes con las respuestas inmunes y tdxicas de los
mamiferos). NLC cargadas con LSEO a CMI y por encima de la CIM no mataron las
larvas, mostrando ausencia de toxicidad. LSEO mat6 al 40% de las larvas y la LSEO
pura mato a todas las larvas tras 24h. Por tanto, las NLC como sistemas portadores
mostraron un perfil no toxico, lo que sugiere una estrecha relacién con la
biocompatibilidad mejorada de la matriz lipidica.
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4.3. NANOPARTICULAS ANTIVIRALES

La emergente aparicion de nuevas infecciones virales en todo el mundo, asi como las
infecciones por virus multirresistentes y su alta transmision, ha planteado desafios en
las terapias antivirales convencionales. Entre las limitaciones de estos farmacos
antivirales se encuentran: i) interaccion de los antivirales con los farmacos para
patologias comunes, ademas de efectos secundarios toxicos; ii) la vida media corta de
los antivirales implica un aumento en la frecuencia de la medicacion y un dificil
cumplimiento por parte del paciente; iii) el posible desarrollo de resistencias a los
medicamentos; iv) la limitada solubilidad, permeabilidad y la baja biodisponibilidad
de los farmacos requiere la administracion de dosis mas altas y por tanto, mayores
efectos toxicos; v) algunos virus como el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
el virus del Zika o el Ebola, se propagan hasta regiones inaccesibles como el sistema
nervioso central (SNC), el sistema linfatico o el liquido sinovial, lo que dificulta la
eficacia terapéutica; vi) dificultades en el diagndstico y tratamiento debido a largos
periodos de latencia de muchas infecciones virales; vii) dificultad para desarrollar
farmacos antivirales de amplio espectro ya que cada virus tiene su propia estructura y
funcién; viii) alteraciones del fdrmaco en el tracto gastrointestinal cuando su

administracion es por via oral, disminuyendo su actividad.

Por ello, en los ultimos afos, se han explorado nuevas alternativas tanto para el
diagnostico y prevencion como para el tratamiento de este tipo de infecciones, entre
ellas la nanotecnologia (49,50). Se han desarrollado sistemas avanzados de
administracion de antivirales (Figura 7) los cuales consisten en NP cargadas con
farmacos antivirales que debido a sus caracteristicas y mecanismos de accion

consiguen superar las limitaciones de los firmacos convencionales (51)
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Nanoparticle delivery systems of antivirals
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Figura 7. Mecanismos de accion de los sistemas de administracion de nanoparticulas antivirales.
Los antivirales encapsulados inhiben la replicacién viral en la célula huésped a través de: 1) Bloqueo
de los receptores antivirales. 2) Penetrando en la célula huésped e inhibiendo directamente los
principales pasos de la replicacion viral, incluyendo la transcripcion, replicacion de ADN, sintesis de
proteinas y ensamblaje. 3) Liberando los fA&rmacos antivirales transportados por las NP en el lugar de

accion (51).

Se han descrito NP con un patréon bifasico, es decir, una liberacién inicial y
posteriormente una liberacion mas lenta y sostenida en el tiempo. La liberacion rapida
inicial da lugar a la disolucion instantdnea de las moléculas de farmaco absorbidas en
la superficie de las NP, y en la segunda liberacion el farmaco atrapado en la estructura
interna de la NP difunde lentamente lo que aumenta la vida media de los farmacos y

requiere una menor frecuencia de dosificacion.

Las NP aplicadas al tratamiento de infecciones viricas incluyen NP de plata, NP de
diéxido de titanio, NP basadas en oligo y polisacaridos y NP de lipidos sélidos. Estas
NP pueden contener farmacos antivirales como docetaxel, flavonoides, zidovudina,
aciclovir, ritonavir, entre otros. Estas aproximaciones se han aplicado contra varios
virus como el coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS- CoV-2), el

virus herpes simple (VHS) o el VIH, siendo este ultimo uno de los méas estudiados (5).

El VIH es un virus neurotrépico que invade el SNC y produce reservorios en él. La

terapia antirretroviral combinada (ARVc) es incapaz de cruzar la barrera
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hematoencefalica y la barrera del liquido cefalorraquideo (LCR) por lo que resulta
ineficiente en el tratamiento del neuroSIDA (52,53). Por ¢llo los estudios descritos
plantean combinaciones de estos farmacos con diferentes tipos de NP, las cuales actiian
como sistemas de administracién para poder llegar al sitio diana. Entre otros, se ha
estudiado el farmaco antivirico zidovudina con diferentes NP, NP de alginato
funcionalizadas con amida (GAAD NPs) y NP hibridas de acido dextraestearico
(SA/DexNPs) (54,55). Ambas NP presentaban forma esférica y las SA/DexNPs tenian
un mayor tamafio y una liberacion del farmaco menor que las GAAD NPs en 24h.
Ademas, ambas NP presentaron eficiente absorcion celular sin mostrar toxicidad en
las células, por lo que ambas podrian ser vectores prometedores para la administracion
de AZT en la terapia contra el VIH (54,55). La administracién de las NP mediante
nanogotas por via nasal también se ha estudiado como alternativa no invasiva, segura
y con una mayor eficacia que otras administraciones debido a la conexiones

anatomicas entre la region olfativa y el SNC (56).

Debido a las importantes repercusiones de la pandemia causada por el SARS-CoV-2,
se estan investigando alternativas de tratamiento con NP. Entre ellos, el estudio
realizado en el modelo in vivo en hamsters dorados por su homologia con la infeccién
producida en el ser humano. La infeccion por este virus fue tratada por inhalacion con
el nanofarmaco “SNAT” (Tx—[NH 2 -AgNPs]) y se observaron reducciones
significativas de carga viral y de las secuelas de la infeccion, como la pérdida de peso

o lesiones pulmonares en el modelo animal (57).

Las NP también se han aplicado como sistema de administraciéon de vacunas de ADN
y su uso como inmunoterapia contra el cancer producido por virus (VPH-16). Este es
un enfoque potencialmente prometedor ya que el sistema de administracion puede
dirigirse especificamente a las células presentadoras de antigenos e inducir la
liberacion de la vacuna de ADN en endolisosomas, pudiendo lograr una inmunidad
efectiva de células T a dosis mas bajas de ADN plasmidico, lo que se traduce en una

mayor seguridad y rentabilidad (58).

En la Tabla 6 se recogen con mas detalle estos y otros trabajos sobre NP aplicadas

contra las infecciones viricas.



Tabla 6. Estudios analizados acerca de nanoformulaciones antivirales.
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Tipos de NP Agente Patégeno Mecanismo de accion Resultados Ref.
antimicrobiano diana
Nanofarmaco  Docetaxel SARS- El mecanismo de accion del nanofarmaco SNAT, no SNAT mostréd una disminucion en el nimero de copias de ARN viral y una 57
“SNAT” CoV-2 se conoce con certeza. Se piensa que a pH alcalino disminucion significativa de los titulos virales en hisopos orales de hamsters
este nanofarmaco podria bloquear la liberacién viral infectados por SARS-CoV-2. En estudios in vivo realizados en hamster infectados,
(Tx=[NH2- endosomal, interfiriendo en el ciclo de vida del virus. SNAT demostré una pérdida de peso corporal y lesiones pulmonares post infeccion
AgNPs]) Futuros estudios tienen como objetivo descifrar el significativamente menor en comparacion con los no tratados o con los que
mecanismo de accidn exacto por el cual SNAT inhibe  recibieron solucion salina. Por tanto, estos resultados in vivo sugieren el potencial
la infeccién por SARS-CoV-2 en hamsters. de SNAT para reducir significativamente la carga viral, asi como una efectiva
reduccién de la perdida ponderal y la patologia pulmonar resultante. En los
resultados ex vivo, SNAT no producia citotoxicidad y mostré propiedades
antioxidantes en células pulmonares y cutaneas humanas.
Nanoparticulas  Zidovudina VIH La zidovudina inhibe la transcriptasa inversa Eltamafo de las particulas fue de entre 437 nm a 473 nm y forma esférica. 54
de alginato (AZT) impidiendo la replicacién del virus. Las NP exhibieron un alto rendimiento de atrapamiento de farmacos. Los estudios
funcionalizadas Las NP de alginato funcionalizadas con amida, de liberacién in vitro de zidovudina mostraron una liberacion lenta y sostenida
con amida encapsulan al farmaco y le proporcionan propiedades durante un periodo prolongado de tiempo. Con una liberacion inicial en rafaga
(GAAD NP) hidrofilas. Los grupos hidroxilo del alginato se conjugan  durante 2,5 h, y del 54% del farmaco en 24 h. Las NP cargadas con zidovudina
con farmacos y proteinas, mejorando la solubilidad, mostraron una eficiente absorcion en los ensayos de captacién intracelular. Por
aumentando el tiempo de circulacién y con ello la vida  tanto, las GAAD cargadas con farmacos son candidatas prometedoras como
media del farmaco. sistema de administracion de farmacos antivirales en terapias contra el VIH. La
citotoxicidad de las NP se probd in vitro contra células de glioma y neuro 2a, no se
afecto la viabilidad de estas células, indicando buena biocompatibilidad.
Nanoparticulas  Zidovudina VIH La zidovudina inhibe la transcriptasa inversa, Eltamafio de las particulas vari6 entre 356 nm a 730 nm y morfologia esférica. 55
hibridas de (AZT) impidiendo la replicacién viral. Los farmacos incluidos en las NP hibridas cambiaron su perfil de liberacién
acido El nanosistema hibrido gracias a su estructura core- dependiendo del pH. A pH fisiolégico, se observé una liberacién sostenida del
dextraestearico shell evita la liberacion prematura del farmaco farmaco, teniendo lugar una liberacion inicial del 28% en las primeras 10h, seguida
(estructura mejorando su estabilidad. de una liberacion lenta del 42,2% hasta las 24 h. Los estudios de captacién celular
core-shell) in vitro se realizaron sobre tres lineas de células neuronales y se observo mediante
(SA/DexNPs) microscopia fluorescente. Las NP hibridas mostraron mas captacion en las células

de glioma y en las células neuro 2a que en la AZT libre. Teniendo en cuenta los
resultados, el SPN SA/DEX parece un vector prometedor para la administracion de
AZT y su internalizacién en células del SNC, para la terapia del VIH. La absorcién
de AZT-SA/DEX NPs se prob¢ también en células HelLa, comprobandose su
internalizacién en ellas. Las NP AZT-SA/DEX no exhibieron ninguna toxicidad para
las células neuronales (Todos los componentes del nanosistema hibrido muestran
una viabilidad celular superior al 94%, lo que indica biocompatibilidad).
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Nanoparticulas  Dolutegravir VIH Dolutegravir sédico inhibe la integrasa de segunda Tamafio de las NP de 72,47+ 4,8 a 106,5 £ 5,6 nm y forma esférica. 56
de sodico (DTG) generacion, y por tanto la transferencia de las cadenas,  El perfil de liberacién in vitro del farmaco sigui6 un patron bifasico. Las DGT-NP
hidroxipropil- impidiendo la integridad del ADN viral del VIH en el mostraron una liberacion del 54,28% — 97,11% del farmaco en 6h. El farmaco libre
B- ciclodextrina ADN del huésped, paso esencial en la replicacion viral.  19,12% en 6h. Las NP mostraron mucoadhesién en la mucosa nasal porcina y no
reticulados con Las NP HPBCD aumentan la eficiencia de atrapamiento  mostraron toxicidad ni en dicha mucosa ni en las células de fibroblastos, mostrando
carbonato de y por tanto la carga del farmaco, aumentando su 91,58+ 0,93% de viabilidad celular. Se estudié ademas la biodistribucion in vivo en
difenilo solubilidad y transportandolo hasta el lugar de accién.  ratas albinas y se vio que el porcentaje de transporte cerebral directo del farmaco
(HPBCD NPs) fue significativamente mayor (P<0,05) tras la administracién intranasal de NP
cargadas con DGT (83,47%) que con solucién DGT (72,56%). La administracién
intranasal de NP aument6 notablemente la concentracion del farmaco en LCR. Las
gammagrafias revelaron una alta radiactividad en el SNC, vejiga, higado tras la
administracion intranasal de DTG-NP en comparacion con la solucion intranasal de
DGT.
Nanoparticulas  Efavirenz (EFV) VIH El EFV actua inhibiendo la transcriptasa inversa. Tamafio de las NP de 198+4,4 nm y forma esférica. 52
quitosano-g- El quitosano puede modificarse quimicamente lo que Las NP mostraron liberacion sostenida del farmaco (99,03+ 0,3% en 8h).
HPBCD (CS-g- permite introducir nuevas funciones al unir sus grupos Las EFV-NP mostraron 4,76 veces mas permeabilidad que la solucién simple del
HPBCD NPs) amina, grupos alcohol, entre ofros, con ofras farmaco a través de la mucosa nasal porcina.
moléculas, modificando asi las propiedades de La administracién intranasal de EFV-NP mostré una mayor biodisponibilidad en el
liberacion de farmacos, su solubilidad o la SNC (unas 12,4 veces mayor que la solucién intravenosa de EFV) y un alto
administracion eficiente de estos. Los grupos amino del  porcentaje de focalizacion del farmaco (99,24%) en comparacion con EFV sola.
CS cargados positivamente, interaccionan con sitios Las imagenes de gammagrafia revelaron una alta captacion de EFV-NP en el SNC.
cargados negativamente de los revestimientos Las NP mostraron histocompatibilidad con la mucosa nasal porcina y no toxicas
celulares epiteliales de la mucosa potenciando la para lalinea celular probada (L929). Por todo esto, CS-g- HPBCD demostrd ser un
absorcion y permeacion. portador potencial en el desarrollo de EFV-NPs intranasales para su orientacion en
El nanocompuesto CS-g- HPBCD NP, disefiado parala el SNC.
administracién intranasal, actia mejorando la
biodisponibilidad del farmaco en el SNC, ya que
protege al farmaco de la degradacién biolégica y
quimica y lo transporta extracelularmente por la via
neuronal. Facilita la endocitosis y aumenta las
concentraciones del farmaco en el SNC y mejorando su
biodisponibilidad en ese sistema para el tratamiento del
neuro-SIDA.
Nanogotas de  Aciclovir VHS-2 Aciclovir actia inhibiendo la ADN polimerasa viral Tamafio promedio: 395,4 + 12,6 nm, forma esférica. 59

quitosano
decoradas con

blogueando la sintesis de ADN.
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éter de
sulfobutil B-
ciclodextrina
(SBE- B-CD NP)

El quitosano presenta una alta capacidad de
mucoadhesién  gracias a las interacciones
electroestaticas entre sus grupos amino cargados
positivamente y la capa de moco del organismo
cargada negativamente, lo que permite potenciar la
penetracion del farmaco que transportan a través de
barreras biologicas. El éter de sulfobutil p-ciclodextrina
actua de agente solubilizante del farmaco, mejorando
su biodisponibilidad y su absorcién.

Por tanto, las nanogotas de quitosano con éter de
sulfobutil B-ciclodextrina actlan como
nanotransportadores del farmaco y permiten una
liberacion sostenida del mismo, su absorcidn
transmucosa y su administracion en el sitio objetivo.

Contra el VHS-2 las nanogotas cargadas con aciclovir exhibieron mayor actividad
antiviral en comparaciéon con el farmaco libre. Puede que por una mayor
concentracion intracelular del farmaco en la administracién de nanogotas.

Los resultados del diagrama de solubilidad acuosa demostraron que el ACV
aumenté de manera dependiente de la concentracion de ciclodextrina. Al combinar
el ACV con SBE- B-CD NP aumento su solubilidad, lo que favorecié la difusién del
farmaco y un perfil de liberacion in vitro prolongado sin efecto de explosion inicial.
La capacidad de mucoadhesion del quitosano se mantuvo para la formulacién en
nanogotas y tras combinarla con SBE- -CD.

Por tanto, los resultados apoyan la viabilidad de las nanogotas de quitosano
cubiertas de éter de sulfobutil B-ciclodextrina como nanotransportadores de
antivirales y permitiendo la administracion topica de aciclovir en la mucosa vaginal.

Ritonavir es un inhibidor competitivo de la proteasa del
VIH y actda interfiriendo en su actividad y produciendo
viriones no infecciosos.

Las SLN actuan como nanoportadores para solventar
las limitaciones de permeacion y orientar los farmacos
hasta los reservorios de virus, evitando las bombas de
eflujo P-gp y la endocitosis/fagocitosis de sistemas de
degradacion, gracias a su naturaleza lipofilica y su
pequefio tamafio. Aumentan la biodisponibilidad y el
tiempo de actuacion de los antirretrovirales al aumentar
la captacion linfatica, evitando el metabolismo de
primer paso.

Tamario de las SNL cargadas fue de 178-254 nm y forma esférica.

La encapsulacion del farmaco en los SLN causd una liberacidn sostenida del 40%
durante 9 dias, sin ninguna explosion inicial. El antigeno p24 del VIH se determind
como indicador de inhibicion para la evaluacion de la eficacia antirretroviral. El
ritonavir encapsulado en SLN inhibié la produccién de p24, sin mostrar diferencias
significativas respecto a la inhibicién del ritonavir libre en todas las
concentraciones, a las 24h y a las 62h.

53

Nanoparticulas  Ritonavir VIH
lipidicas

solidas (SLN)

Nanoparticulas  Aciclovir VHS

lipidicas
solidas (SLN)

Aciclovir actla bloqueando la sintesis de ADN,
inhibiendo la ADN polimerasa viral y finalizando el
alargamiento de la cadena de ADN viral.

Las SLN actian como medios de administracion de
farmacos con el fin de administrar los farmacos en
células especificas mejorando la accién terapéutica y
reduciendo efectos secundarios, a través del
mecanismo anteriormente mencionado.

El tamafio de las SNL cargadas fue de 180 + 1,2 nm, y forma esférica.

Las SLN cargadas con aciclovir mostraron una liberacion bifasica, con un efecto
rafaga inicial seguido de una liberacion prolongada, liberando el 78% del farmaco
en 35h.

Por tanto, los resultados indican que las SLN cargadas con ACV podrian ser
eficaces en el mantenimiento de la liberacién del farmaco durante un periodo
prolongado y como una preparacién de liberacién controlada para el tratamiento
de infecciones virales.
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Nanoparticulas
de quitosano
(SNP)

Vacunas ADN

VPH 16

Las vacunas de ADN actlan contra la oncoproteina E7
codificada por el VPH-16, estimulando la respuesta
inmunitaria mediante la producciéon de anticuerpos
especificos contra la proteina E7 o0 a través de linfocitos
T citotdxicos que reconocen y atacan especificamente
a células que expresen esta oncoproteina. Esto se
consigue mediante la incorporacion de un fragmento de
ADN viral que codifica para la proteina E7 en el cuerpo
del paciente donde se incorpora a sus células.

Las NP de quitosano se unen al ADN de la vacuna y lo
protegen de la degradacion de las nucleasas
mejorando su absorcidn celular, permitiendo una mejor
movilidad a través de las membranas celulares y la
llegada de una cantidad optima de ADN a las células
presentadoras de antigeno, induciendo asi la respuesta
inmune.

El tamafio de las CSNP fue de aproximadamente 70 nm y forma esférica.

El ensayo de respuesta de proliferacién de linfocitos al antigeno E7 mostré que la
proliferacion fue significativamente mayor (P <0.001) en ratones estimulados con
CSNP-ADN E7 que en aquellos estimulados con ADN-E7 y que los grupos control.
Las CSNP-ADN E7 mostraron un 50% de lisis especifica, a través de la induccion
de la actividad de linfocitos T citotdxicos (CD8+), mostrando una actividad citolitica
significativamente mayor que ADN-E7 y CSNP solos.

Los ratones inmunizados con vacuna ADN administrada en NP de quitosano
produjeron significativamente mas citoquinas (INF-y e IL-4), que el resto de grupos.
La vacuna CSNP-DNA E7 mostr6 una regresién tumoral significativa de 1,2 a 0,8
mm3. EI ADN E7 mostré una reduccién del volumen tumoral de 1,2 a 0,95 mm3,
pasadas seis semanas en ambos casos.

En resumen, los resultados mostraron que los sistemas de nanoadministracion
basados en quitosano para la vacuna ADN E7 podrian reducir significativamente el
volumen de tumores que expresen E7. Esto indica que la nanoentrega basada en
quitosano promueve significativamente la inmunidad antitumoral de la vacuna de
ADN.

58




33

4.4. NANOPARTICULAS ANTIPARASITARIAS

Las NP también se han estudiado para aplicarlas en tratamientos de infecciones
parasitarias. Entre las enfermedades infecciosas producidas por parasitos, la
leishmaniasis es una enfermedad tropical parasitaria producida por el protozoo
Leishmania spp. pudiendo afectar a humanos, carnivoros y roedores y propagada por
picaduras de flebotomos. Actualmente supone un importante problema de salud
publica en areas endémicas, afectando por lo menos a 102 paises, con altas tasas de

mortalidad, discapacidad y morbilidad. (5,61).

El mecanismo patogénico de este protozoo consiste en su crecimiento incontrolado en
el interior de los macréfagos, que son las células huésped primarias en la etapa
intracelular del parasito, lo que produce la alteracion de la inmunidad del huésped. Las
intervenciones terapéuticas actualmente disponibles para luchar contra este
mecanismo no son del todo efectivas debido a sus limitaciones o efectos secundarios
asociados. Entre los farmacos disponibles, el antimoniato de meglumina tiene muchos
efectos secundarios asociados a su ingesta y el antimonial pentavalente no se puede
administrar a pacientes inmunocomprometidos, trasplantados o con enfermedades
cardiacas. El farmaco miltefosina puede causar teratogenia si se administra en
embarazadas. Estos firmacos quimioterapicos son caros y ademas el parasito ha
desarrollado resistencia contra ellos debido a un mal manejo clinico en la mayoria de

paises subdesarrollados. Ademas, no existe una vacuna efectiva para su prevencion.

Para solventar este problema, durante la Ultima década se han planteado como
alternativa los sistemas de administracion de farmacos antileishmaniales basados en la
nanotecnologia, con capacidad para penetrar en los macréfagos por fagocitosis y llegar
hasta el parasito, mejorar asi el rendimiento de los farmacos y reducir la toxicidad

sistémica (Figura 8) (62).
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Figura 8. Esquema del proceso de fagocitos para la absorcién de las nanoparticulas cargadas con
farmacos (62).

Han sido sintetizadas distintas NP para la administracion controlada de farmacos en el

tratamiento de la leishmaniasis (61,62):

Nanoparticulas metalicas: Las NP de 6xido de zinc (ZnONP) han demostrado que

en estudios in vitro ser eficaces contra las especies Leishmania donovani y
Leishmania major (63). Las NP de plata (AgNP) producen la muerte de
amastigotes y la liberacion de ROS que causan dafio en la membrana de los
promastigotes, la forma de protozoo que causa la infeccion (62).

Nanoparticulas liposémicas: Los liposomas cargados positivamente son facilmente

absorbidos por los macrofagos. Ademas, estas NP se pueden recubrir con
moléculas de azucar para favorecer la unioén con el parésito, o cargar farmacos
tanto hidréfobos como hidroéfilos, aunque pueden presentar inestabilidad y posible
toxicidad al pasar a sangre. Un ejemplo son los liposomas con el firmaco AmB
(62).

Nanoparticulas poliméricas: Se han probado las NP poliméricas Pluronics P-123

y F-127 con accion en la membrana mitocondrial del parasito o AmB incorporada
a un nanoportador de quitosano tiolado anclado a manosa (64).

Nanoparticulas lipidicas: Se han probado NP lipidicas cargadas con el farmaco

miltefosinas que son alquilfosfolipidos que destruyen el Ca’* necesario para la
homeostasis del parasito y causan la lesion de los promastigotes y su muerte. Se

ha probado estas NP lipidicas con los farmacos Oryzalin y AmB (65).
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En la Tabla 7. Se detallan los trabajos descritos para tratar con NP las infecciones
parasitarias concretamente contra la leishmaniasis. En varios de los estudios se
demostrd que la propia NP tiene actividad antileishmanial (63,64,69). En otros
estudios se incorporaron farmacos y las NP actuaron, por un lado, como vehiculos de
administracion de fairmacos y por otro, potenciando las propiedades antimicrobianas
del farmaco que transportan, actuando de manera sinérgica (65-68). Hay varios
estudios que han evaluado distintos tipos de NP contra la especie L. major y tanto las
ZnO NP como las NP poliméricas han mostrado eficacia (63,64,66). Ademas, las ZnO
NP mostraron actividad antileishmanial por si mismas y las NP poliméricas
demostraron un aumento en la eficacia de los farmacos que transportaban en
comparacion con su forma libre. Dependiendo de la NP empleada, el mecanismo de
accion difiere, pero como norma general en todos los estudios los resultados muestran
mayor efectividad del tratamiento al emplear las NP en comparacion con aquellos que

prescinden de ellas (Tabla 7).



Tabla 7. Estudios analizados acerca de nanoformulaciones antiparasitarias.
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Tipos de NP Agente Patégeno Mecanismo de accion Resultados Ref.
antimicrobiano diana
Nanoparticulas  Nanoparticulas L. major Las ZnONPs ejercen efectos citotoxicos sobre los  El tamafio medio de las NP de zinc fue de 20 nm. 63
de dxido de de 6xido de zinc promastigotes provocando su apoptosis. El La inhibicién del crecimiento de los promastigotes dependia de la dosis de ZnONP
zinc (ZnONP) (ZnONPs) mecanismo exacto de como la inducen es aln administrada (a mayor concentracién menor viabilidad de los promastigotes), mostrando
desconocido. un efecto méaximo a la concentracién de 120 pg/ml a las 72h contra los promastigotes de
L. major. Al aumentar la concentracion de las NP, el numero de amastigotes en
macrofagos infectados disminuia.
Por tanto, los resultados de este estudio mostraron que las ZnONP tienen actividades
antileishmaniales dependientes de la dosis y el tiempo, observandose mayores efectos
necréticos y apoptéticos en el parasito a mayor tiempo y concentracion de NP y
obteniéndose diferencias significativas entre los grupos de prueba y control.
NP poliméricas NP poliméricas  Leishmani  Las NP poliméricas producen la despolarizacion de  Las NP P-123 y F-127 inhibieron significativamente la tasa de supervivencia de los 64
Pluronics P- Pluronics P-123  a las membranas mitocondriales. amastigotes y produjeron pérdida de potencial de membrana mitocondrial en los
123y F-127 y F-127 sin la amazonen Los Pluronics penetran en los macréfagos promastigotes.
incorporacion Sis infectados. Las NP Pluronics P-123 y F- 127 tienen un alto potencial como nanoportadores de
de otros Estas NP acttan como nanoportadores, agentes quimioterapicos contra microorganismos intracelulares como leishmania.
farmacos potenciando la actividad del farmaco que Las NP Pluronics P-123 y F-127 mostraron baja actividad citotdxica en macréfagos
transportan, mejorando su penetracion en los J774A1. NP P-123 mostrd citotoxicidad moderada para macréfagos BALB/c.
macrofagos, su selectividad y efectos. Las NP Pluronics P-123 y F-127 no mostraron toxicidad en los glébulos rojos humanos.
NP poliméricas  Anfotericina B L. major La AmB interacciona con el ergosterol, induciendo  La actividad antileishmanial in vitro de AmB libre y AmB NP se determind en los 66

de poli acido
lactico-co-
glicélico
(PLGA)

(AmB)

la formacién de canales de membrana que mejoran
la permeabilidad a iones y pequefias moléculas, lo
que lleva a la muerte del parasito.

Las NP permiten una administracién directa en el
sitio de infeccién y la liberacion del farmaco de
manera sostenida, reduciendo su toxicidad y los
efectos secundarios.

promastigotes de L. major y en macréfagos infectados.

La concentracién inhibitoria media (ICs0) en los promastigotes extracelulares muestra que
no hay diferencias significativas entre AmB libre y AmB NP.

Contra los amastigotes en macréfagos infectados, AmB NP fueron dos veces mas
efectivas que las AmB libre, mostrando diferencia significativa (p<0,01) entre sus ICso.
Esto podria deberse a que las NP permiten la penetracion y accion de la anfotericina en
los macréfagos, donde se encuentran los amastigotes.

Contra L. major tanto la AmB libre (2-20pg/ml) como AmB NP (2-20ug/ml) inhibieron
completamente el crecimiento. AmB (0,2 pg/ml) inhibi6 el 39% del crecimiento y AmB NP
(0,2 pg/ml) inhibié el 100%, manteniendo esta eficacia estable durante 15 dias, lo que
indica una liberacion lenta y posterior exposicion a largo plazo efectivo. Esto demostré el
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papel crucial de la encapsulacién de la AmB para mejorar la inhibicién del parasito durante
periodos prolongados de tiempo.

En un estudio in vivo en ratones se comparé la eficacia terapéutica de la administracion
intralesional y se vio un efecto significativamente mayor de reduccion de la lesion de las
AmB NP en comparacioén con el desoxicolato de AMB vy el control. Estos hallazgos
sugieren que las AmB NP mejoran la administracién de anfotericina y se podrian usar
para el tratamiento local de leishmaniasis cutanea.

Nanoparticulas  Anfotericina B L La AmB se une al ergosterol de la membrana, Las AmB-SLN recubiertas de quitosano mostraron una mayor captacion e internalizacién 65
lipidicas (AmB) donovani  formando poros permeables y permitiendo el paso  en los macréfagos J774A1 en comparacion con las AmB-SLN no recubiertas.
solidas (SLN) de cationes, aniones y electrolitos. Las AmB-SLN recubiertas de quitosano mostraron un aumento significativo de la
recubiertas de Las SLN solventan los problemas de solubilidad que  inhibicién de amastigotes en comparacién con las AmB-SLN no recubiertas.
quitosano impiden una correcta administracion y llegada hasta  La actividad inmunomoduladora de los macréfagos consiste en inducir una respuesta Th1
el sitio objetivo del farmaco. a través de la secrecion de TNF-a e IL-12. Las AmB-SLN mostraron un aumento de 1,68
El recubrimiento de quitosano se une a los vy 1,84 veces en la produccion de TNF-a e IL-12 respectivamente, en comparacion con
macrofagos, facilitando la fagocitosis. las no recubiertas. En los ensayos en tejidos renales y hepaticos para evaluar la toxicidad
se confirmd la ausencia de cualquier efecto adverso de las AmB-SLN recubiertas de
quitosano.
Nanoparticulas  Quercetina (QT) Acantham  El mecanismo exacto por el cual las NP recubiertas  Tamafio de las QT-AgNPs: 443nm y forma esférica. 67
de plata Acido kolavenic  oeba. de productos naturales actian sobre las Los ensayos amebicidas mostraron que QT, PGEAy CPFLM redujeron significativamente
(AgNP) (PGEA) castellanii  acanthamebas es todavia desconocido, pero se el numero de A. castellanii, mostrando efectos amebicidas significativos. Al conjugarlos
Extracto vegetal sabe que las AgNP mejoran los efectos amebicidas con AgNP se mostré una reduccién significativa de la viabilidad de las amebas en
de Caesalpinia de los medicamentos, a través de su vehiculizacion  comparacion con los productos naturales y las AgNP solas.
pulcherrima hasta zonas de imposible acceso para ellos. Las  En cuanto a la citotoxicidad, ninguna de las muestras exhibié >30% de dafio en las células
(CPFLM) QT-AgNP impiden la transformacién morfolégica de  HacCaT (linea celular seleccionada de queratinocitos humanos).
los trofozoitos en quistes. Por tanto, estos resultados muestran el uso potencial de los compuestos naturales QT,
PGEA y el extracto vegetal CPFLM, conjugados con AgNP contra A. cartellanii.
Nanoparticulas  Bisindol Balamuthi  Los tiazoles despolarizan la membrana mitocondrial ~ Tamafio de los nanoconjugados: <100nm 68
de plata sintéticos (A1y a induciendo la muerte celular causando apoptosis, y ~ Contra B. mandrillaris los compuestos sintéticos (A2 y A4) mostraron induccién de muerte
(AgNP) A2) y Tiazol mandrillari  pueden fragmentar el ADN. |Inhiben la celular del 42% y 53% respectivamente. Al conjugar A4 con AgNP aumento su actividad
sintéticos (A3y s polimerizacién de microtubulos, la activacion del amebicida, pero no de manera significativa.
A4) Naegleria  transductor de sefiales de la ftranscripcion, la  Contra N. fowleri solo mostro efectos amebicidas A4 (69%).
fowleri modulacién de la quinasa y la inhibicion de la  Contra B. mandrillaris A1y A3 mejoraron significativamente su actividad amebicida (39%

histona deacetilasa.
Los indoles interfieren en la sintesis de ergosterol,
lo que conduce a la interrupcién de la membrana.

y un 71% respectivamente), al conjugarlos con AgNP.
Contra N. fowleri, al conjugar A1y A3 con las AGNP mejoré significativamente su actividad
amebicida, incrementandose un 32% y un 51% respectivamente.
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Las AgNPs mejoran las actividades antiamebianas
de estos compuestos mediante alteraciones de la
permeabilidad de las membranas celulares,
formacion de ROS y de radicales libres. También
actuan sobre el azufre y fosforo del ADN.

Los estudios de toxicidad en células HeLa mostraron que la mayoria de los compuestos
expresaban citotoxicidad limitada, exceptuando Bisindol sintético (A1) que mostrd 98%
toxicidad contra las células humanas.

Por tanto, los derivados del indol y Tiazol exhibieron potentes actividades antiamebianas,
las cuales mejoraron aun mas al conjugarlas con NP.

Nanoparticulas
de selenio
(SeNPs)

Nanoparticulas
de selenio
(SeNPs)

Toxoplas
ma gondii

Los mecanismos de actuacién exactos se
desconocen, pero se ha visto que aumentan las
citoquinas inmumoduladoras celulares (IL-12, IL-2,
etc.) y algunos mediadores inflamatorios.

Para evaluar la actividad antiparasitaria, a los ratones infectados con la cepa Toxoplasma
gondii se les inyectd distintas concentraciones de SeNP por dia y se midieron los niveles
de ARNm, TNF-, IL-12, IL-10 e IFN al decimoquinto dia. Se vio que el nimero de quistes
cerebrales en ratones tratados con SeNPs fue significativamente menor que el grupo
control (sin tatar).

Los estudios de toxicidad mostraron una baja toxicidad de las SeNPs.

69
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5. CONCLUSIONES

- La busqueda bibliografica ha resultado de gran complejidad debido al campo tan
amplio que abarcan las NP. Ademas, la aplicacion de la nanotecnologia dentro de
la terapia antimicrobiana esta poco desarrollada y las evidencias cientificas se
centran principalmente contra las infecciones bacterianas.

- Las NP mejoran el efecto antimicrobiano de los farmacos con los que se conjugan
gracias a sus propiedades, ademas de presentar muchas de ellas, actividad
antimicrobiana intrinseca.

- Las caracteristicas de superficie y de vehiculizacion de farmacos hasta el lugar de
accion que presentan las NP, ademas de la capacidad de liberacion sostenida,
consiguen disminuir los efectos secundarios en el organismo. Esto permite que se
optimicen las concentraciones de antimicrobianos en el sitio diana disminuyendo
la frecuencia de dosificacion.

- Las NP combinadas con farmacos tiene mayor actividad contra los
microorganismos, en comparacion con los farmacos libres. Este efecto se ha
descrito tanto con farmacos naturales como sintéticos, en nanosistemas
inorganicos, lipidicos y poliméricos.

- El efecto antimicrobiano depende del tipo de NP empleada y el agente
antimicrobiano con el que se combina, asi como del microrganismo concreto
contra el que actaan.

- Es necesario ampliar la investigacion en aplicaciones de NP antivirales,
antifingicas y antiparasitarias, asi como en la adhesion y formacion de biopeliculas
microbianas. Ademas, se requieren mds ensayos clinicos para conocer mejor el

mecanismo de accion de las NP in vivo y poder comercializarlas para uso clinico.
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Figura 1. Mecanismos de resistencia desarrollados por las bacterias. 1) Inactivacion enzimatica 2)
disminucion de la permeabilidad celular 3) alteracion del lugar diana 4) y 5) proteccion o sobreproduccion del
objetivo 6) aumento del flujo de salida a través de sobreexpresion de bombas de eflujo 7) formacion de biopeliculas

0 quérum (21).
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Figura 2. Algunos de los mecanismos moleculares de resistencia a firmacos antifingicos. A)

Mutaciones en los genes de biosintesis de ergosterol (componente esencial de la membrana celular

fingica) que conducen a la produccion de ergosteroles alternativos que no interactuan eficazmente con

polienos y, por tanto, no se consigue daflar la membrana. B) Sustitucion y sobreexpresion de la diana

farmacolégica (Ergll), lo que conduce a una menor afinidad de unién al farmaco y a un aumento del
numero de copias del objetivo del farmaco respectivamente, todo ello impide la inhibicion por parte de
los azoles. Ademas, también se pueden sobreexpresar las bombas de eflujo expulsando al farmaco del

interior del hongo. C) Mutaciones en los genes FKS que codifican la subunidad catalitica de la diana

del farmaco, y como consecuencia no interactian de manera adecuada con las equinocandinas (34).
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Figura 3. Estructuras de diferentes sistemas nanoportadores utilizados para la administracion de farmacos

(9).
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Figura 4. Nanoparticulas empleadas como sistemas de administracién de farmacos y expuestas a
estimulos tanto locales como externos (5).



