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RESUMEN

La nanociencia es un campo de investigacion surgido en los afios 60 que estudia los materiales
con un tamafio de entre 10 y 100 nandmetros. Los nanomateriales tienen aplicaciones en
multiples campos tales como medicina, ingenieria, industria de los alimentos, industria textil,
bioingenieria, construccion, cosmética e industria farmacéutica. Entre los nanomateriales, las
nanoparticulas metélicas resultan especialmente atractivas por su potencial aplicacion en
biomedicina. La plata ha sido utilizada a lo largo de los afios como antiséptico y antiinfeccioso
para tratar multiples enfermedades. Se ha investigado, y sigue siendo una linea de investigacién
abierta, el uso de las nanoparticulas de plata (AgNPs) como antibacteriano, puesto que parecen
ser una alternativa viable contra las bacterias multirresistentes ya que, de acuerdo a los estudios
realizados, estas bacterias no presentan una resistencia significativa a la plata, sin que haya,

hasta el momento, indicios de toxicidad en células humanas.

Esta revision bibliografica se centra en el estudio de las aplicaciones biomédicas de las
nanoparticulas de plata y en como afectan sus caracteristicas fisicoquimicas (tamafio, forma y

aglomeracion) a sus propiedades antibacterianas.

Palabras clave: nanoparticulas de plata (AgNps), influencia de tamafio y forma, aplicaciones

biomédicas, propiedades antibacterianas.






INTRODUCCION

La plata es un elemento de origen natural con un peso atémico de 107,87 y un nimero atdbmico
de 47. En la naturaleza puede encontrarse como elemento puro, pero ocurre cominmente en
minerales. Presenta tres estados de oxidacion Ag [+1], Ag [+2] y Ag [+3] (siendo la plata
metalica Ag [0]). Sélo el estado Ag [+1] es suficientemente estable para su uso como antibiético
(Rai etal., 2012).

En la antigledad, la plata fue utilizada por los griegos, los romanos y los egipcios para la
conservacion de agua y alimentos (Alexander, 2009). Her6doto mencioné por primera vez que
los persas usaban recipientes de plata para el transporte de agua. Hipdcrates utilizo
preparaciones de plata para el tratamiento de Glceras y promovi6 su uso medicinal, lo cual se
menciond en una farmacopea publicada en Roma en 69 A. C. (Hills, Pilsbury, 1939). Los
macedonios fueron los primeros en utilizar placas de plata para lograr una mejor cicatrizacién

de heridas y para prevenir o tratar infecciones quirdrgicas.

En el siglo XVII la plata se describi6 como un elemento médico multidisciplinar y se utiliz6
para tratar la epilepsia y el colera (Edwards-Jones, 2009). EI primero documento cientifico que
describe el uso médico de la plata ha sido atribuido a F. Crédé, quién, a finales del siglo XIX
utiliz6 una disolucién de nitrato de plata al 1 % como colirio en los recién nacidos, eliminando
la ceguera causada por las infecciones oculares post-parto y, en 1901, para la antisepsia interna
(Russell, Hugo, 1994). A comienzos del siglo XX un cirujano llamado W.D Halstead introdujo
el uso de un vendaje de plata que estuvo en la lista de Physician's Desk Reference hasta 1955
(Silver et al., 2006). La Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos (FDA)
aprobé las disoluciones electrocoloidales de plata para su uso como agentes antibacterianos. En
el mismo periodo, A.C. Barnes en Filadelfia patentd Argyrol, un derivado de proteinas con
Oxido de plata, que contenia un 25% de plata, como un antiséptico local para prevenir

infecciones oculares.

El uso de nitrato de plata (0,5%) en compresas para el tratamiento de heridas por quemaduras
fue explorado por primera vez por Moyer et al. (Moyer et al. 1965) funcionando correctamente
para tratar la infeccion por Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, el desarrollo de resistencia
bacteriana al nitrato de plata (Cason et al., 1966) (Cason,Lowbury 1968) provoc6 un cambio de
formulacion, utilizandose sulfadiazina de plata, una combinacién de plata y sulfonamida. Se han
estudiado otras combinaciones como sulfadiazina de plata con clorohexidina (Fraser et al.,

2004) y sulfadiazina de plata y nitrato de cerio (Flammacerium) (Garner y Heppell 2005a,



2005b). Actualmente, el British National Formulary (2011) autoriza el uso externo de nitrato de
plata (40-95%) en verrugas, granulomas umbilicales, sobre-granulacion del tejido y
cauterizacion y el uso de sulfadiazina de plata (1%) para la profilaxis y el tratamiento de heridas
por quemaduras, como tratamiento alternativo en la infeccion en Glceras en la pierna y ulceras
de presion a corto plazo y como complemento a la profilaxis de la infeccion en injertos de piel y
abrasiones extensas (BNF 2011).

Durante la segunda mitad del siglo XX, la plata también se emple6 como desinfectante,
especialmente en conjuncion con peroxido de hidrogeno. La eficacia de numerosos productos
para la industria alimentaria, piscinas, desinfeccién de superficies y equipos se basaron en la
evidencia de un efecto sinérgico de ambos compuestos. De hecho, se ha demostrado que la plata
actla como catalizador en la reaccion de Fenton para producir radicales libres hidroxilo (-OH),

altamente oxidantes (Duesterberg et al., 2008).

Ag’,-cit + H,0, >AgC.1-cit-Ag* + HO + H,0 (en condiciones 4cidas pH = 3)

HO + H,0, > HO; + H,0O
El empleo de la plata en aplicaciones sanitarias ha sido revisado por Edwards-Jones (2009),
quién sefiala que, dado su coste, el uso de los dispositivos con nanoparticulas de plata ha de
estar justificado por sus beneficios, como lo ilustra la utilizacion de particulas nano-cristalinas

en vendajes de plata o en catéteres urinarios (Hsu et al., 2010).

En forma de nanoparticulas, la plata y otros metales nobles, muestran excelentes propiedades
para aplicaciones biotecnoldgicas (Hackenberg et al., 2012) (Shang et alts. 2007) (Dipankar,
Murugan, 2012). En particular, para las AgNPs se ha establecido una amplia gama de
aplicaciones biomédicas (Neto et al., 2008), debido a su capacidad antibacteriana y toxicidad
selectiva a los microorganismos (Wong, Liu, 2010). Este hecho ha renovado el interés cientifico
por este metal (Maillard, Denyer 2006a) (Marambio-Jones, Hoek, 2010) (Stiufiuc et al., 2013).
Las AgNP son ampliamente utilizadas en campos industriales para el revestimiento de catéteres
venosos, fabricacion de prdtesis vasculares, fabricacién de apositos para el tratamiento para
heridas cronicas y Ulceras (Dipankar, Murugan, 2012) o como constituyente incorporado al
cemento para el realineamiento de las fracturas 6seas (Wong, Liu, 2010). También se utilizan en
la purificacion de agua filtrada (Chaloupka et al.,2010) y en la pintura de las paredes para
proporcionar un medio aséptico en las habitaciones de pacientes hospitalizados (Ahamed et al.,
2010).

Las propiedades que deben mostrar las AgNPs para aplicaciones biomédicas, incluyen eficacia
prolongada, altos niveles de actividad bactericida y bacteriostatica, capacidad de prevenir

infecciones en un amplio espectro de bacterias, alta biocompatibilidad y baja toxicidad in vivo
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(Gnanadhas et al., 2013). En particular, la forma y la concentracién de las AgNPs en disolucion,
son factores importantes para asegurar el contacto efectivo de las particulas con las membranas
bacterianas y en la determinacion de la cantidad de AgNPs para inhibir eficazmente a las
bacterias (Pal et al., 2007).

La capacidad de las AgNPs para controlar la actividad bacteriana depende de las interacciones
con tres componentes estructurales principales de las bacterias: peptidoglicanos de la pared
celular, ADN Yy proteinas, afectando principalmente a las enzimas involucradas en la cadena de
transporte de electrones (Gnanadhas et al., 2013).

Un estudio realizado por Xiu et al. (2012) afirma que las nanoparticulas per se no afectan a la
toxicidad contra la bacteria, pero puede servir como portador para liberar los iones de plata en el
citoplasma y membrana de la bacteria.

Desde el punto de vista médico, el desarrollo de mecanismos de resistencia contra los
antibidticos por microorganismos patégenos ha sido motivo de gran preocupacion (Sibanda,
Okoh, 2007). Estos mecanismos de resistencia, debido a varias mutaciones enzimaticas y
genéticas en los patdgenos causantes de enfermedades infecciosas, han alentado a los
investigadores a disefiar nuevos antimicrobianos contra agentes patégenos para el control de
infecciones (Kollef et al., 2011). Las nanoparticulas metalicas son una forma efectiva de

controlar muchos microorganismos patdgenos y resistentes a los antibiéticos.

OBJETIVOS DE LA REVISION

El objetivo principal de esta revision bibliogréfica, es el estudio de las diversas aplicaciones de
las nanoparticulas de plata en el campo de la biomedicina y la influencia que puede tener en sus

propiedades antimicrobianas un cambio en el tamafio y la forma de estas nanoparticulas.
METODOLOGIA

Para realizar la presente revision bibliografica se han consultado articulos cientificos publicados
a lo largo de los ultimos cinco afios, utilizando para ello las bases de datos ScienceDirect, Web
of Knowledge (WOS) y Pubmed que la Universidad de Sevilla pone a disposicion de los

alumnos.

Para la blasqueda en la base de datos ScienceDirect se ha introducido, en primer lugar, el
descriptor “silver nanoparticles”, obteniéndose de esta forma 23.078 resultados en los Gltimos
cinco afos (2012-2016). Filtrando por “journals” y por areas de investigacion (“Biochemistry”,
“Chemistry”, “Inmmunology and Microbiology”, “Medicine and Dentistry” y ‘“Pharmacology,
Toxicology and Pharmaceutical Science”, se reduce a 11.712 articulos. A continuacion, se han

afiadido los “topics™: “silver”, “surface”, “silver nanoparticle”, ‘“nanoparticle”, “silver
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nanoparticles” y “nanoparticles”—obteniendo asi 1074 trabajos. Finalmente, se ha afiadido

“antimicrobial applications” a la busqueda anterior obteniéndose 419 resultados.

En WOS, utilizando el descriptor “silver nanoparticles” se han encontrado 30.068 publicaciones
en los altimos cinco afios, y refinando por area de investigacion: “Chemistry”, “Biochemistry
molecular”, “Pharmacology y pharmacy”, “Toxicology”, “Microbiology”, “Infectious diseases”
e “Inmunology”, se han obtenido 7.619 resultados, los cuales se han filtrado por “article” y
“review” y se ha afiadido el descriptor “antimicrobial applications” a la busqueda anterior y se

han obtenido finalmente 389 trabajos.

En el caso de la base de datos Pubmed, se han utilizado los mismos descriptores y afios de
investigacion, pero no se ha podido filtrar por area de investigacion puesto que es una base de
datos que esta mas especializada en el area clinica. Se encontraron 8750 resultados utilizando
“silver nanoparticles” de 2012 a 2016, reduciéndose a 1475 al refinar por especie “humans” y

finalmente obteniendo 118 resultados al afiadir “antimicrobial applications”.

En todas las bases de datos, los resultados se han ordenado en orden decreciente de relevancia

para asi obtener las publicaciones de mayor impacto.

Para analizar los resultados obtenidos en las diferentes bases de datos y poder compararlos a

nivel global, se han realizado las siguientes gréficas:
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Grafica 1: Comparacion de los resultados por afio utilizando el descriptor “silver nanoparticles”
+ “antimicrobial applications” en las distintas bases de datos.



RESULTADOS GENERALES DE LAS BASES DE DATOS

W Sciencedirect WOS mPubmed

Gréfica 2: Comparaciéon de los resultados finales buscados en cada base de datos con los
descriptores “silver nanoparticles” + “antimicrobial applications”

En la gréfica 1 se observa que el nimero de estudios dedicados a las aplicaciones
antimicrobianas de las nanoparticulas de plata ha ido incrementandose a lo largo de los afios.
Tanto WOS como ScienceDirect, muestran que es un campo que esta siendo muy estudiado en
los Ultimos afios, puesto que, aunque se ha filtrado por las &reas de investigacion que
interesaban para la revisién, se han obtenido mayor nimero de resultados que en Pubmed. Cabe
mencionar, que se han encontrado resultados mas generales en estas dos bases de datos, siendo
esto Uutil para conocer como se comporta la plata como antimicrobiano y qué influencia tiene en

esta propiedad un cambio de forma o superficie en las nanoparticulas de plata.

Pubmed, sin embargo, destaca por su bajo nimero de resultados, como se observa en ambas
gréficas, en comparacion con ScienceDirect y WOS, pero ha resultado de gran utilidad para
buscar revisiones mas especializadas en el campo de la medicina, sobre todo para encontrar
articulos que hagan referencia a las aplicaciones biomédicas que tienen las nanoparticulas de

plata, incluyendo ensayos clinicos realizados.

Una vez concluida la busqueda en las bases de datos, se ha procedido a la lectura de los

articulos encontrados més interesantes para la presente revision bibliografica-

A escala global, puede concluirse que el estudio de las aplicaciones biomédicas de las
nanoparticulas es una rama de la nanotecnologia que estd actualmente en crecimiento y lo
seguird haciendo conforme pasen los afios por su gran interés cientifico y su carécter

multidisciplinar, lo cual hace que sea una linea de investigacion prometedora.



DESARROLLO Y DISCUSION

Sintesis de nanoparticulas de plata

La sintesis de nanoparticulas de plata es de gran interés para la comunidad cientifica debido a su
amplia gama de aplicaciones (Popescu et al., 2010). Se conocen varias rutas para la sintesis de
nano-estructuras de plata, que pueden clasificarse en métodos fisicos (Kholoud M.M. et al.,
2010), quimicos (Zhang et al., 2011) (Roldan et al., 2013) (Kosmala et al., 2011) (Asanithi, et
al., 2012) y biolégicos (Shivaji et al., 2011) (Li et al. (2012) (Mourato et al., 2011).

Los métodos fisicos y quimicos son los de uso méas extendido, sin embargo, son bastante caros y
peligrosos para el medio ambiente, ya que implican el uso de compuestos quimicos peligrosos.
Por ello, actualmente se estan desarrollando procesos experimentales biol6gicos para la sintesis

de nanoparticulas.

Hay dos enfoques para la sintesis de las nanoparticulas de plata, conocidos como “top-down” y
“bottom-up”, esquematizados en la figura 1. En la aproximacién “top-down”, que implica
principalmente métodos fisicos de sintesis, se parte de material a granel, el cual se descompone
en particulas finas por reduccién de tamafio con diversas técnicas, como molienda,
pulverizacién catddica y ablacién térmica/laser. Asi por ejemplo, en la ablacion térmica las
nanoparticulas se producen por evaporacion-condensacion utilizando un horno tubular a presién
atmosférica, donde se funde el material en el horno y es vaporizado por un gas portador. La
generacion de nanoparticulas de plata utilizando horno de tubo tiene numerosos inconvenientes,
pues ocupa un gran espacio y consume mucha energia, necesitando mucho tiempo para alcanzar
la estabilidad térmica. Una de las mayores limitaciones de este método son las imperfecciones
en la estructura superficial del producto y en sus propiedades (Vijay et al., 2014) (Prathna et al.,
2011).

En la aproximacion “bottom-up”, las nanoparticulas pueden ser sintetizadas usando sustancias
quimicas y biol6gicas por métodos de autoensamblaje de atomos a nuevos nicleos que crecen
en una particula a nano escala. La reduccién quimica es la técnica mas utilizada para sintetizar
nanoparticulas de plata segln este enfoque (Hurst et al., 2006). Se utilizan agentes reductores
organicos e inorganicos tales como borohidruro de sodio (NaBH,), citrato de sodio, ascorbato
de sodio, hidrégeno, reactivo de Tollen, N,N-dimetilformamida (DMF) y copolimeros de
polietilenglicol (PEG) para la reduccion de iones plata (Ag") ya sea en disolucion acuosa o no
acuosa (lravani et al., 2014). Se utilizan, ademas, agentes protectores como la octadecilamina

para dar estabilidad a las nanoparticulas. Una de las mayores ventajas de este método, es que se



sintetizan gran cantidad de nanoparticulas en un periodo corto de tiempo, pero se utilizan

compuestos muy toxicos que dan lugar a subproductos no ecoldgicos (Reddy et al., 2015).

Top-down

»
»

A

Bottom-up

Figura 1. Esquema de los métodos “top-dow” y “bottom-up”. (Figura adapatada de
Kapuscinska, Nowak, 2016).

Figura 2: Nanoparticulas de plata en una solucion coloidal de plata


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780323428682000152
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780323428682000152

En la sintesis bioldgica de AgNps, los agentes reductores y estabilizantes toxicos son
reemplazados por moléculas no toxicas (proteinas, carbohidratos, antioxidantes...) que se
producen en organismos vivos, incluyendo bacterias (Shivaji et al., 2011), hongos (Li et al.,
2012 y levaduras (Mourato et al., 2011). Para esta sintesis, se han utilizado componentes
naturales econdémicos tales como limon, aloe vera, algas marinas, alfalfa, té, mostaza, loto y
tulsi. Los posibles mecanismos de sintesis bioldgica, también Ilamada sintesis verde, incluyen
tanto la via enzimética, con la utilizacion de la NAPH reductasa, como la reduccion no

enzimatica (Gpe et al., 2014).

El avance de la sintesis verde o bioldgica sobre los métodos fisicos y quimicos es apreciable
puesto que es un método respetuoso con el medio ambiente, rentable y muy Util para la sintesis
a gran escala de nanoparticulas. Ademas, no hay necesidad de utilizar altas temperaturas,
presién o productos quimicos toxicos (Dhuper et al., 2012). Hasta la fecha se han llevado a cabo
muchos estudios sobre la sintesis biolégica de nanoparticulas de plata usando microorganismos.
Gracias a las propiedades antioxidantes o reductoras que tienen, son responsables de la
reduccion de compuestos metalicos para obtener nanoparticulas. Sin embargo, actualmente la
sintesis mediada por microorganismos no es de viabilidad industrial debido a las condiciones
altamente asépticas que son necesarias. Por ello, el uso de extractos de plantas es
potencialmente ventajoso sobre la sintesis con microorganismos, debido a la mejora en el
proceso de sintesis y el menor riesgo biologico que conlleva. Ademas, este tipo de sintesis
permite optimizar la forma y el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas (Kalishwaralal et al.,
2010).

Toxicidad de las nanoparticulas de plata

Existen varias formas posibles para la administracion de nanoparticulas de plata tales como
contacto dérmico, administracion oral, inhalacién y circulacion sanguinea. Los macréfagos son
las primeras células que las AgNPs se encuentran en el cuerpo humano (Pratsinis et al., 2013).
Se conoce que el tamafio de AgNP determina su modo de citotoxicidad para macrofagos
murinos. La toxicidad de las AgNPs (<10 nm) esta mediada por los iones Ag* liberados , siendo
el higado el principal 6rgano diana, seguido del bazo, los pulmones y los rifiones. Un estudio
mostro el efecto de AgNPs de 20 nm y 100 nm sobre ratas Wistar WU tratadas con 6 mg/kg ,
observandose un aumento en el peso del bazo. Ademas, los pardmetros de la quimica clinica

también mostraron dafio en el higado (De Jong et al., 2013).

Otro estudio sobre la toxicidad por inhalacion de AgNPs mostré que tenian una influencia
bioldgica insignificante en las mucinas neutras de la mucosa respiratoria de ratas Sprague-

Dawley (SD) expuestas a AgNPs a concentraciones de 0,5-61 pug/m® (Hyun et al., 2008). En otro
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trabajo se puso de manifiesto que las AgNPs tuvieron un impacto insignificante en la cavidad
nasal y los pulmones de ratones (Lee et al., 2009). Por otra parte, los niveles de plata en
trabajadores que fabricaban nanomateriales expuestos a concentraciones de plata de 0,35-1,35
g/m® eran de sélo 0,0135-0,034 mg/m?® para la sangre y 0,043 mg/m® para la orina y no hubo
resultados concluyentes sobre su estado de salud (Lee et al., 2012).

A pesar de que la mayoria de los productos de consumo que contienen Ag son de aplicacion
topica, el riesgo de absorcion percutdnea es muy bajo ya que la epidermis humana es una capa
relativamente impenetrable (a excepcion de las abrasiones dérmicas, heridas y cortes. Lansdown
argumenta gue, aunque existe un uso creciente de Ag en hilos y fibras textiles, no hay evidencia
de aumento de plata en la sangre o acumulacién de precipitados de plata en la piel por
exposicion crénica y los riesgos de argyria en estos casos se han considerado insignificantes
(Lansdown, 2006). De la misma manera, los riesgos tdxicos asociados con la ingestion de plata

por via oral son bajos.

Aunque se han publicado muchos estudios toxicologicos utilizando AgNP, todavia es dificil
llegar a una conclusion definitiva sobre su toxicidad. Las AgNPs pueden tener diferentes
propiedades toxicolégicas debido a los diferentes métodos de sintesis, sus diferentes tamafios, la
presencia 0 ausencia de agentes bloqueantes o estabilizadores, los diferentes organismos y / o

celulas de cultivo. Por lo tanto, sus riesgos deben evaluarse caso por caso.

Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas de plata

La plata se ha utilizado desde la antigliedad como agente para el tratamiento de muchas
enfermedades. De hecho, antes del descubrimiento de los antibi6ticos, la plata se utilizd por su
actividad antiséptica, especificamente para el tratamiento de heridas abiertas y quemaduras. La
potente actividad antimicrobiana frente a las bacterias Gram positivas y Gram negativas (Sondi,
Salopek-Sondi, 2004) (Wei et al., 2009), la baja toxicidad para las células y la posibilidad de
desarrollar una nueva generacion de antibiéticos, hacen de las AgNPs una alternativa para
superar el problema de la resistencia a antibioticos.

Ademas de su aplicacién como agente antibacteriano, las AgNPs encuentran también uso en
otros campos de la medicina como en diagndstico, terapéutica y eficacia antiparasitaria,
administracion de farmacos para enfermedades potencialmente mortales o agentes virucidas
(Yen et al.,, 2009). A continuacién se recogen ejemplos de sus principales aplicaciones,

centrandose la revision en su empleo como agente antibacteriano.
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-AgNps como agentes virucidas

Se ha demostrado que las AgNPs inhiben el VIH-1, el virus Tacaribe (TCRV), el virus de la
hepatitis B (VHB), el virus respiratorio sincitial recombinante (VSR), el virus de la viruela del
mono, el norovirus murino (MNV) -1y el virus A / HIN1 de la gripe (Park et al., 2014). Xiang
et al. (Xiang et al., 2013) demostraron que las AgNPs tienen efectos beneficiosos en la
prevencion de la infeccion por el virus de la influenza A / Human / Hubei / 3/2005 (H3N2) tanto
in vitro como in vivo. En este estudio se utilizd el subtipo H3N2 del virus influenza como un
modelo para investigar la actividad virucida, realizandose una serie de ensayos in vitro (MTT,
hemaglutinina, citometria de flujo, inmunofluorescencia y TEM) e in vivo (modelo del raton
infectado). In vitro se ha observado que las AgNPs protegen significativamente a las células
contra la infeccién viral aumentando su viabilidad, inhibiendo el crecimiento del virus y
disminuyendo la apoptosis celular inducida por el subtipo H3N2. Las AgNP interactuaron con
las particulas virales y destruyeron sus estructuras morfoldgicas de una manera dependiente del
tiempo. Ademaés, la administracion intranasal de AgNP aument6é significativamente la
supervivencia en ratones, impidié el crecimiento del virus en sus pulmones e inhibi6 el
desarrollo de lesiones pulmonares patoldgicas lograndose una alta supervivencia de las ratas. En
conjunto, los resultados indican que las AgNP tienen una actividad antiviral prometedora contra
el virus influenza A a través de multiples mecanismos, lo que demuestra que el desarrollo de
AgNPs optimizadas y la investigacion adicional de sus mecanismos antivirales relevantes seran

criticos para controlar brotes de gripe.

Otro estudio observé (Gaikwad et al., 2013) que las AgNPs eran capaces de controlar la
infectividad viral, probablemente bloqueando la interaccion del virus con la célula. Este bloqueo
podria depender del tamafio y potencial zeta de las AgNPs. Con respecto a la influencia del
tamafio de las nanoparticulas en la actividad antiviral, se observé que las AgNPs producidas por
especies de F. oxysporum y Curvularia, con un tamafio de 4-13 nm y 5-23 nm, respectivamente,
tenian una mejor actividad antiviral (80-90 % de inhibicion) contra virus HSV-1 y HPIV-3 y
eran menos citotdxicos para células Vero. Por el contrario, las AgNP producidas por especies de
Alternaria y Phoma, con un intervalo de tamafio de 7-20 nm, mostraron menos actividad
antiviral. Por lo tanto, AgNPs de menor tamafio fueron capaces de unirse mejor al virus

inhibiendo su replicacion.
-AgNps y su aplicacién potencial en cancer

Las AgNPs han demostrado tener efectos antitumorales prometedores. Se ha observado que una

baja concentracion de AgNPs pueden causar dafios en el ADN y aberraciones cromosémicas
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(genotoxicidad), aunque no se ha registrado una citotoxicidad significativa (Zhang et al. 2014).
Sin embargo, otro grupo de investigadores (Lima et al., 2014) han demostrado que no se
observan efectos de genotoxicidad para diferentes células de cultivo humano tratadas con hasta

10 mg/ml de AgNPs capsuladas (didmetro 6-80 nm).

La generacion de muchos datos toxicologicos sobre nanoparticulas a veces crea una percepcion
negativa de su uso. Sin embargo, la toxicidad en si misma puede ser Util para las terapias contra
el cancer puesto que se han logrado resultados positivos al incorporar AgNPs en tratamientos
contra el cancer. No s6lo pueden interactuar pasivamente con las células, sino también mediar
activamente en los procesos moleculares para regular las funciones celulares. Un ejemplo de
esta aplicacion es su uso en leucemia mieloide aguda (LMA). Varios investigadores han
concluido que las nanoparticulas de plata inducen un efecto citotdéxico contra las células
leucémicas, como por ejemplo contra las células de Jurkat, K562 y THP-1. Recientemente, Guo
et al. (Guo et al.,, 2013) han estudiado que las AgNPs recubiertas con PVP (N-vinil-2-
pirrolidona) pueden inhibir la viabilidad de las células de leucemia mieloide aguda (LMA),
incluyendo los casos aislados de pacientes con LMA en concentraciones bajas, lo que sugiere un
enfoque novedoso para el tratamiento de LMA en el futuro. En otro estudio, llevado a cabo por
el mismo grupo (Guo et al., 2014), se ha demostrado que las AgNPs son capaces de entrar en las
células K562, una linea celular de LMC (leucemia mieloide crénica), de manera dosis-
dependiente y localizarse dentro de los endosomas, provocando la supresién de la proliferacion

de éstas células.
-AgNps y su aplicacion como antiparasitario

Las AgNPs también han demostrado tener un papel importante contra las enfermedades
parasitarias. Las enfermedades parasitarias como la malaria, la tripanosomiasis y la
leishmaniosis amenazan la vida y representan un problema de salud mundial. Asi por ejemplo,
la leishmaniosis estd aumentando rapidamente en todo el mundo y, desafortunadamente, los
farmacos antileishmaniosis tienen muchas desventajas. Por ello, el control y manejo de estas
enfermedades es un desafio para los cientificos, debido a la ineficacia de las terapias
farmacoldgicas disponibles, pudiendo ser las AgNPs la alternativa para tratar estas
enfermedades. Se ha estudiado la actividad de las AgNPs contra los parasitos de la
leishmaniosis (Allahverdiyev et al. 2011). Para ello se evalud el efecto in vitro de AgNPs sobre
las propiedades morfol6gicas, el crecimiento, la proliferacion, la actividad metabdlica, la
infectividad y el indice de infeccion (porcentaje de macréfagos infectados multiplicado por el
nimero medio de amastigotes por macré6fago) de Leishmania tropica en funcion de la presencia

0 ausencia de irradiacion UV. Los AgNPs inhibieron las actividades biol6gicas de L. tropicay,
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ademas, este efecto aument6 bajo luz UV. El efecto observado de la luz UV sobre la actividad
anti-leishmaniana de los AgNPs se atribuy6 a la capacidad de los AgNP para liberar iones de
plata. La influencia infecciosa de Leishmania bajo la accion de AgNPs, especialmente
observada junto con la luz UV, se explico por la interaccion de AgNPs con el lipofosfoglicano
de la superficie parasitaria y con moléculas de glicoproteina que son las responsables de la
infectividad. Tales hallazgos son importantes no sélo en el tratamiento de la leishmaniasis, sino
también en el control de su propagacion mediante la aplicacion de AgNPs en vectores como la
mosca de arena, que portan promastigotes infecciosos. Ademas, los amastigotes parecen ser mas
sensibles que los promastigotes, incluso a bajas concentraciones de AgNPs que no son nocivas
para los macréfagos, como 1-10 mg / L. Esto se supone que es un resultado de la accién de los
macrofagos, que después de la exposicion a AgNPs puede mejorar la produccion de enzimas
liticas o Oxido nitrico. Este efecto también puede ser causado por la pérdida de la capacidad de

amastigotes para afectar negativamente a la produccion de ROS.

En otro estudio de Panneerselvam et al. (Panneerselvam et al., 2011) se determiné la actividad
antiplasmodios de AgNPs contra Plasmodium falciparum. La propiedad antiparasitaria se
analiz6 mediante valores de 1C50 cuyos resultados fueron 26 + 0,2% a 25: g/mL y 83 £ 0,5% a

100: g/mL, confirmando actividad antiplasmodios significativa de los AgNPs.

La fascioliasis es otro tipo de infeccion parasitaria causada por Fasciola hepatica, cominmente
conocida como la enfermedad del higado, pues tiene la capacidad de infectar higado de varios
mamiferos, incluyendo humanos. Gherbawy et al. (Gherbawy et al., 2013) estudiaron las
propiedades antifasciolasis de las AgNPs producidas por Trichoderma harzianum y también
compararon la actividad de las AgNPs con el farmaco eficaz tricabendazol, comercialmente
disponible. Para ello estudiaron los huevos de Fasciola hepatica y observaron cémo actuaban
éstos sin el farmaco, en presencia de tricabenzadol y con nanoparticulas de plata asociadas a
tricabendazol. Los resultados mostraron que el 100% de los huevos sin tratar eclosionaban,
mientras que en los tratados con tricabendazol s6lo eclosionaban el 29,4% y Gnicamente un
9,4% de los huevos en presencia de tricabendazol con AgNps. El estudio concluydé que las
AgNPs tienen una considerable actividad antifasciolasis en comparacion con el triclabendazol,
pues las nanoparticulas de plata dafian la membrana de las células de los huevos, impidiendo

que éstos eclosionen y puedan ser infectivos al alcanzar la madurez.

-AgNps y su aplicacién como agente antibacteriano
Las nanoparticulas de plata, llamadas plata coloidal o metal plata, han demostrado ser un agente

antimicrobiano eficaz, destruyendo las membranas bacterianas a través de contacto directo, por
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lo que han sido encapsuladas en muchos dispositivos médicos para conferir propiedades

antimicrobianas a vendajes, suturas, exfoliantes quirdrgicos y catéteres (Pollini et al., 2011).

Las particulas de plata se han introducido como agentes antimicrobianos utilizados en el curado
de heridas, protesis dseas, protesis cardiacas y resinas compuestas dentales. La plata junto con la
zeolita, un material cristalino poroso de aluminosilicato hidratado, ha sido incorporada en
acondicionadores de tejidos, resinas acrilicas y enjuagues bucales. Los adhesivos ortodénticos
con nanoparticulas de plata tienen elevada capacidad antibacteriana sin comprometer sus
propiedades fisicas (Chladek et al., 2012) (Nam, 2011).

Ademas, las nanoparticulas son seguras en su aplicacion en la mucosa, heridas y epidermis. De
este modo, las nanoparticulas pueden actuar como componentes activos de productos de higiene
bucal, tales como enjuagues bucales o pasta de dientes liquidos. La actividad antibacteriana
permite la proteccion del ambiente oral contra la proliferacion excesiva de la flora bacteriana,
fortaleciendo la proteccién contra la caries dental. Las AgNPs aceleran el proceso de curacion
de la piel mejorando el proceso de regeneracion de la epidermis. Por lo tanto, pueden aplicarse
sobre la piel quemada o herida y la mucosa. La formulacion galénica, como unglentos y cremas
gue contienen nanoparticulas de plata, se puede aplicar en las areas afectadas. También, se
pueden usar disoluciones coloidales de plata para lavar areas afectadas antes de aplicar un

farmaco en forma solida (Guzman et al., 2012).

Figura 3: a) Ulcera de dos semanas sin tratar b) Ulcera tras diez dias tratada con gel de plata
nanocristalina c) Cicatrizacion de la Glcera tras tratarla durante 23 dias con el gel de plata
nanocristalina (Adhya et al., 2014).
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En la figura 3 (Adhya et al., 2014), se muestra como actta un gel que contiene nanoparticulas de
plata sobre una quemadura de segundo grado como una alternativa a la sulfadiazina de plata
(SSD), puesto que, aunque se ha utilizado ampliamente en quemaduras, induce citotoxicidad,

leucopenia y argiria.

En otro estudio (Hebeisha et al. 2014), se prepararon nanoparticulas de plata en polvo y
disoluciones altamente concentradas de AgNPs, utilizando almidén disuelto alcalino que actia
con una doble funcién: reducir la Ag (+1) a Ag (0) y estabilizar las nanoparticulas creadas. Se
prepararon disoluciones coloidales de AgNPs con diferentes concentraciones (60, 125 y 250
ppm) a partir de una disolucion de 30.000 ppm. Estas disoluciones se usaron para el tratamiento
de telas de algodon segun la técnica “pad-dry-cure”. Las telas de algodon cargadas con las tres
concentraciones diferentes de disoluciones coloidales de AgNPs fueron evaluadas en diversas
aplicaciones médicas, como antimicrobianos, para cicatrizacion de heridas, y como
antiinflamatorios, asimismo se evalué su toxicidad. La eficacia antimicrobiana contra
microorganismos, incluyendo bacterias y hongos, del vendaje que contenia 250 ppm de AgNPs
fue mayor que para los que contenian 60 y 125 ppm, como se indica por la zona de inhibicidn.
Se concluye que las telas de algodon tratadas con AgNPs tienen un potencial prometedor como

tejidos inteligentes con fines médicos, asi como en diversos campos bioldgicos

Otro ejemplo de la aplicacion como bactericida de las nanoparticulas de plata, en este caso en
odontologia, es el ensayo clinico in-vivo desarrollado por Farhadian et al. (Farhadian et al.,
2016) para comparar un retenedor ortodéncico convencional, que provoca la acumulacion de
placa (Streptococcus mutans) y desmineralizacion del esmalte, con uno que contiene
nanoparticulas de plata en su base acrilica, para comprobar como afecta al crecimiento de la
bacteria Streptococcus mutans en la superficie palatina de los dientes

Para realizar el ensayo, se escogieron al azar sesenta y seis pacientes de ortodoncia en la fase de
desunion, con grupos de 2 emparejados por sexos y grupos con aleatorizacién de blogues
estratificados: el grupo 1 (T1) recibio retenedores extraibles convencionales y el grupo 2 (T2)
los que contenian nanoparticulas de plata (de aproximadamente 40 nm de tamafio y 500 ppm en
concentracién). Después del tratamiento ortoddncico integral, los pacientes que no revelaron
evidencia clinica de caries dental, bolsas periodontales, o enfermedad sistémica se consideraron
apropiados para este estudio. Se tomaron muestras con esponja de la zona palatal superior del
paciente en el sitio dental de la colocacion del retenedor. Para el grupo 1, una semana después
del aparato ortodéncico fijo y para el grupo 2, siete semanas después. Se compararon el nimero
de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) de S. mutans entre los dos grupos, 7 semanas

después de la administracion del retenedor. Los resultados se analizaron utilizando el analisis de
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la covarianza. Los participantes y los evaluadores fueron cegados en los grupos de asignacion.
Los resultados se recogen en la tabla 1. Se analizaron 29 pacientes en el grupo de control y 32
en el grupo de intervencién. En T1, el grupo control tenia un conteo de colonias de S. mutans
mayor con respecto al grupo de intervencion. El analisis de la prueba de covarianza mostré una
significativa reduccion de las colonias en el grupo de intervencion después de 7 semanas. La
diferencia media de los recuentos de colonias entre los 2 grupos fue de 40,31 (intervalo de
confianza del 95%, 24,83-55,79, P\ 0,001).

Tabla 1. Comparacion de T1 (7 dias después de la separacion) y T2 (7 semanas después de la

administracion del retenedor)

IC 95%
Intervencion Control Diferencia (control Limite Limite Valor P
- intervencion inferior superior
S mutans en 58.84 (37.2) 64.34 (41.3) 5.50 -14.61 25.61 0.586
T1
S mutans en 33.00 (18.6) 73.3(39.1) 40.31 24.83 55.79 0.000
T2

Por tanto, las nanoparticulas de plata incorporadas en retenedores acrilicos, con una
concentracion de 500 ppm y tamafio de 40 nm, tuvieron un fuerte efecto antimicrobiano contra
S. mutans, disminuyendo las Unidades Formadoras de Colonias en condiciones
clinicas.Ademas, las AgNPs tienen potencial para resolver el problema de las bacterias
multirresistentes a los antibiéticos, porque es poco probable que los microorganismos
desarrollen resistencia contra la plata. De hecho, la plata ataca a un gran nimero de dianas en la
célula bacteriana y, ademaés, también se ha demostrado que las nanoparticulas de plata perturban
la formacion de biofilms (Chen et al., 2011). Los biofilms se forman debido a la union de
bacterias a superficies sélidas, resultando en un aglomerado de células bacterianas que
aumentan la resistencia a la terapia de farmacos, desinfectantes y forman patdgenos que evaden
las respuestas inmunitarias del huésped y establecen infecciones crénicas (Kalishwaralal et al.,
2010).

Influencia de diversos factores en la funcién bactericida de las nanoparticulas de plata

La actividad biocida de las AgNPs y su interaccion e impacto biolégico depende de varias
caracteristicas fisicoquimicas, como por ejemplo tamafio, forma y superficie, carga superficial y

recubrimiento, aglomeracion y velocidad de disolucién.
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-Tamafio

El tamafio controlado de los hanomateriales es el prerrequisito mas importante para el desarrollo
rapido de la nanomedicina, y para su uso como herramienta en infecciones contra
microorganismos y en aplicaciones clinicas (Brigger et al., 2002). La mayor accién
antibacteriana se ha demostrado para las particulas mas pequefias dentro del tamafio
nanométrico, tamafio que parece mejorar la permeabilidad de las células microbianas a los iones

de plata, facilitando su muerte celular (Devi et al., 2014).

Shameli et al. (Shameli et al., 2012) estudiaron la actividad antibacteriana de diferentes agentes
de AgNP con PEG (polietilenglicol) contra bacterias Gram positivas (S. aureus) y Gram
negativas (Salmonella typhimurium). Concluyeron que la actividad antibacteriana de AgNPs
con PEG pueden ser controlada regulando el tamafio de las nanoparticulas, siendo mayor la

actividad cuanto menor es el tamafo de particula.

Ivask et al. (lvask et al., 2014) concluyeron que el mecanismo por el cual las AgNps de 20-80
nm inducen toxicidad es por medio de la liberacion de plata, mientras que las nanoparticulas de
10 nm resultaron ser mas tdxicas para E. coli, debido al mayor contacto de las nanoparticulas
sobre la superficie de la bacteria, a causa de su menor tamafio de nanoparticula. Esta conclusion
se baso en el hecho de que AgNps de 10 nm tenian un contacto mas eficiente que las AgNps de

20-80 nm, lo que conducia a una mayor biodisponibilidad intracelular de plata.
-Forma

Se sabe que la forma de las nanoparticulas de plata puede afectar draméaticamente a sus
propiedades fisicas y quimicas, como por ejemplo en el color de sus disoluciones coloidales. En
un estudio llevado a cabo por Huang y Nancy (Huang, Nancy, 2010), se realizaron doce
disoluciones de nanoparticulas de plata coloidales y se observd cémo un cambio en la forma y
el tamafio de las nanoparticulas de platas se ponia de manifiesto en un cambio de color visible.
Para ello crearon curvas de calibracién nano-Opticas, que correlacionan la forma y el tamafio
medidos por HRTEM con sus espectros LSPR (localized surface plasmon resonance). Las
nanoparticulas de plata de mayor tamafio absorben radiacion de mayor longitud de onda. Por
otro lado, la forma también influye en el color observado, de modo que, combinando particulas
de distintos tamafios y morfologias se consiguen absorciones en todo el intervalo del espectro
visible (figura 4). Estas nanoparticulas podrian ser empleadas como marcadores oOpticos en el

estudio de eventos dinamicos tanto in situ como in vivo.
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Figura 4. Variacion del color de las disoluciones coloidades de AgNps en funcion de su tamafio

y forma (Huang, Nancy, 2010)

Las formas mas frecuentemente utilizadas en el campo de la biomedicina incluyen
nanoparticulas esféricas, nanofibras, nanobarras, nanoparticulas triangulares y nanocubos
(Rycenga et al., 2011).

Pal et al. (2007) demostraron que las actividades también dependian de la forma de los AgNPs,
e investigaron las propiedades antibacterianas de AgNPs de diferentes formas contra la bacteria
Gram-negativa E. coli, siendo las nanoparticulas triangulares las de mayor actividad, al tener

mayor densidad de &tomos en sus caras.

Segun otro estudio llevado a cabo por Akbar et al. (Akbar et al.,2013), se sintetizaron
nanoparticulas de plata con forma de cubo, tridngulo, esfera y fibra, por diferentes métodos
quimicos y fisicos, para estudiar el efecto que tenia la morfologia y la distribucion de tamafio en
su actividad antibacteriana. Se utilizaron cepas de bacterias de Escherichia coli, Bacillus y
Estafilococos, y tras cultivarlas en agar nutriente a 37° durante 24 horas, se sembré cada
bacteria en otro agar nutriente que contenia las muestras de nanoparticulas con diferentes

estructuras, comprobandose la supervivencia de las bacterias. Con el fin de encontrar la
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distribucién de tamafio de particula, se realizé un analisis DLS, que se basa en la dispersion de
luz l&ser en disolucion acuosa. En la figura 5 se observa que el tamafio medio de particula de las
nanofibras era de 92 nm, 450 el de los nano-cubos, 17 nm para las nano-esferas y 50 nm para las

nanoparticulas triangulares.
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Figura 5. Iméagenes de MEB y MET de nanoparticulas de plata esféricas (a) y (e), triangulares
(b) y (f), de barra (c) y (g) y en forma de cubo (d) y (h) (Akbar et al., 2013).

Se realizaron las mediciones antimicrobianas con E. Coli, Bacillus y Estafilococos. Para los
cuatro tipos de nano estructuras, se observaron comportamientos antimicrobianos diferentes, sin

embargo, la actividad frente a E. Coli y Bacillus fue semejante, mientras que frente a
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Estafilococos fue diferente. La mayor actividad antibacteriana la tuvo la forma esférica, seguida
de la forma cubica, la de fibra y la triangular en E. Coli y en Bacillus. En el caso de las bacterias
Estafilococo, la mayor actividad la present6 la forma de triangulo, seguida de la esférica y la de
fibra, como se observa en la figura 6. Se puede concluir que la capacidad antibacteriana de las
nanoparticulas de plata depende tanto de la forma de la nanoparticula como del tipo de bacteria

y de su membrana celular.
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Figura 6: Viabilidad de las bacterias ante diferentes formas de nanoparticulas de plata. (Figura
adaptada de Akbar et al., 2013).

-Concentracion

Shrivastava et al. (Shrivasta et al., 2007) sugirieron que la actividad de los AgNPs contra las
bacterias gram-negativas depende de su concentracion. Se ha demostrado que la concentracién
de AgNPs que previene el crecimiento bacteriano es diferente para cada tipo de bacteria. Se ha
observado que Staphylococcus aureus es mas resistente a las nanoparticulas, pues necesita una
concentracién de AgNps mayor de 100 pg/ml, mientras que E. coli y Salmonella typhi

presentaban inhibicion con una concentracién de 25 pg/ml.

Otro estudio llevado a cabo por Kim et al. (Kim et al., 2007) también estudié la actividad
antimicrobiana de AgNPs contra E. coli y Staphylococcus aureus y demostraron que E. coli se
inhibia a baja concentracion, mientras que los efectos inhibidores del crecimiento sobre S.
aureus fueron menos marcados. Esto lo llevaron a cabo realizando un cultivo bacteriano con
dichas bacterias y AgNps y calculando el CMI (Concentracion Minima Inhibitoria), cuyo

resultado fue de 3,3 nM para E. Coli y méas de 33 nM para S. aureus.
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Estos resultados sugieren que los efectos antimicrobianos de las nanoparticulas de plata pueden
estar asociados con ciertas caracteristicas de algunas especies bacterianas, como la capa de

peptidoglicano, que es mas gruesa en bacterias Gram + (S. aureus) que en Gram — (E. Coli y S.
typhi).

-Otros factores

Las NPs tienen tendencia a formar aglomerados o agregados (Oberddrster et al., 2005). Los
aglomerados son grupos de particulas unidas mediante fuerzas relativamente débiles de tipo van
der Waals, electroestaticas o de tensidn superficial, que pueden resdispersarse por medios
mecanicos. Mientras que los agregados son grupos de particulas fuertemente asociadas cuya
redispersion por medios mecénicos es mas complejo. Estos dos fendmenos pueden cambiar el
lugar de deposito de las AgNPs en el organismo, ya que un agregado o aglomerado de NPs se
deposita en unas zonas u otras debido al distinto didmetro hidrodindmico. Ademas, también se
modifica la toxicidad, ya que al ser una estructura compacta, el area superficial es menor y por

tanto la toxicidad también serd menor (Galvez y Tanarro, 2010).

Se sabe que en la mayoria de las nanoparticulas se produce aglomeracion. Se ha demostrado que
la aglomeracion de AgNPs se produce en los medios de cultivo y dentro del citoplasma y los

nicleos de las células HepG2 (Kim et al., 2009),

Otros estudios han encontrado que los efectos bioldgicos de las AgNPs dependen de las
diferentes cargas superficiales de sus revestimientos, que pueden afectar a la interaccion de

AgNPs con los sistemas vivos (Powers et al., 2011).

Se puede concluir que las diferentes formas y tamafios de particula, asi como la aglomeracion de
éstas, su carga superficial y su concentracion, influyen en la actividad biocida contra diferentes

bacterias.

Mecanismos de accion bactericida de las nanoparticulas de plata

La disolucion de AgNPs como resultado de la oxidacién superficial conduce a la produccion de
plata idnica que presenta un importante rol antimicrobiano. La velocidad de disolucion depende
de las propiedades quimicas y superficiales de la particula y se ve afectada por el medio. El ion
plata [Ag*], ademas de unir aniones y proteinas en sistemas bioldgicos, se enlaza fuertemente a
los receptores de la superficie celular de bacterias, levaduras y hongos. Se une principalmente a
grupos donadores de electrones de moléculas bioldgicas como azufre, oxigeno y nitrégeno. La
union del ion plata a grupos sulfhidrilo y proteinas en las membranas celulares parece ser clave

en la accion antimicrobiana (Lansdown, 2006).
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Aunque generalmente se reconoce que la plata i6nica es la responsable de la actividad
antimicrobiana, el modo por el cual mata a las células bacterianas no se ha establecido ain. Se
han propuesto cuatro posibles mecanismos intracelulares (Melaiye, Youngs, 2005) (Hermans,
2006) (Silver, 2003) (Russell, Hugo, 1994). En todos ellos, la unién de la plata a la membrana
celular y su absorcion intracelular es el primer paso obligatorio, ya que las bacterias acumulan

plata en contra de gradiente hasta que se alcanza la muerte celular en bacterias.

El primer mecanismo propuesto (Gravante et al.,, 2009) (Bragg, Rainnie,1974) implica la
inhibicién de las enzimas necesarias para la vida de la célula bacteriana por interaccion quimica
con el ion plata. El ion plata es capaz de bloguear el sistema de transporte de electrones de las
bacterias. Se sabe que concentraciones de 15 mg/ml de plata i6nica inhiben la oxidacion de
glucosa, glicerol, fumarato, succinato, D-Lactato, L-Lactato y otras sustancias endogenas en E.
Coli (Slawson et al., 1990). Se ha demostrado que la plata i6nica inhibe enzimas de la cadena
respiratoria en dos sitios especificos: entre el citocromo b y el citocromo d y entre el sitio de
entrada de sustrato en la cadena respiratoria y la flavoproteina, en las regiones NADH y
succinato deshidrogenasa. A concentraciones tan bajas como 2 mg/ml de plata i6nica, la
absorcidon de fosfato inorganico se inhibe y se produce el flujo de salida del fosfato acumulado
(Bragg, Rainnie, 1974). Ademas, el ion plata interactta con los grupos tioles, que se encuentran
en las enzimas que contienen el aminoécido cisteina. Cuando la plata se une a este grupo, la
enzima se desactiva, lo que provoca la muerte celular de las bacterias. Sin embargo, las células
pueden eludir este mecanismo produciendo grandes cantidades de glutation (Russell, Hugo WB,
1994).

El segundo mecanismo (Slawson et al., 1990) por el que la plata i6nica mata a las células de las
bacterias es a través de la interaccion y ruptura de la pared celular. La membrana bacteriana
contiene tanto cargas catiénicas como anionicas en la superficie. La plata catidnica se unira
electrostaticamente a las porciones aniénicas de la membrana. Esto puede inhibir el movimiento
de las bacterias o hacer que la membrana se rompa. Se ha demostrado que la plata idnica induce
la salida del manitol, succinato, glutamina y prolina de las membranas celulares bacterianas.
Ademas, la unién de la plata a la membrana puede inhibir el paso de nutrientes a través de ésta,
y/o interferir en los gradientes de concentracion normales de la célula, provocando su muerte

celular.

Un tercer mecanismo (Slawson et al., 1990) implica la interaccion de la plata i6nica con el ADN
de las células bacterianas. Las células eucariotas no se ven afectadas por este mecanismo, ya
gue el ADN esta contenido dentro del nicleo. Se ha demostrado que la plata interactda con la

guanina-citosina y la adenina-timina. Esta interaccién de la plata con el nitrégeno de la guanina-
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citosina y la interaccion con el par adenina-timina causa la dimerizacion de la timina en
presencia de luz UV. Ambas interacciones resultaran en una mutacion del ADN bacteriano vy,

finalmente, en la muerte celular .

La cuarta interaccion (Lansdown, 2002) (Legler et al., 2001) implica la destruccion de una
bacteria celular por radicales libres. Estos radicales libres, tales como radical superoxido, radical
hidroxilo y peroxido de hidrégeno (ROS) se generan durante el metabolismo aerdbico de la
célula y poseen potencial antimicrobiano (Xu et al., 2012) . Esto se debe a que la plata puede
unirse a muchos aminoacidos en la célula bacteriana, incluyendo arginina y acido glutamico.
Cuando la plata se une a estos aminoacidos, se forma un complejo organometalico que se rompe
posteriormente, generando radicales libres dentro de la célula. La acumulacién de radicales
libres en la célula puede perjudicar la cadena de transporte de electrones, inactivar el ADN
bacteriano y el ARN y dafiar y romper la membrana celular, uniéndose a proteinas con cisteina

y grupos tioles, precipitandolas y causando muerte celular.

Hay que mencionar que las bacterias Gram positivas son menos susceptibles a Ag™ que las
bacterias Gram negativas. Esto puede ser debido a que la pared celular de las Gram positivas
contiene méas peptidoglicano que las Gram negativas. Como la pared celular en Gram positivas
es mas gruesa, la plata cargada positivamente se une al peptidoglicano cargado negativamente,

pudiendo quedar alli retenida la plata (Ankanna et al., 2010).

El hecho de que la resistencia a los iones plata sea bastante infrecuente sugiere que varios de los
mecanismos propuestos puedan ocurrir simultaneamente. Por tanto, con el fin de producir un
microrganismo resistente a la plata en el laboratorio, debe superar los cuatro mecanismos de
accion. En la figura 7 se resumen los mecanismos de accion bactericida de las nanoparticulas de
plata en diferentes bacterias y en la tabla 2 se muestra el mecanismo de accion por el que actian

las AgNps contra diferentes bacterias (Franci et al. 2015).
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1. Interaccién con la

- cadena respiratoria
2. Interaccion con P

la membrana
celular

Figura 7. Mecanismos de accién conocidos por los que las nanoparticulas de plata actian como
agentes antimicrobianos (Franci et al. 2015).
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Tabla 2: Mecanismos por los que se lleva a cabo la muerte celular de diferentes bacterias por
las nanoparticulas de plata. (Franci et al., 2015).

Bacteria

Mecanismo de accion

Acinetobacter baumannii

Alteracion de la pared celular y citoplasma

Escherichia coli

Alteracion de la permeabilidad de la membarana y respiracién

Enterococcus faecalis

Alteracion de la pared celular y citoplasma

Klebsiella pneumoniae

Alteracion de la membrana

Listeria monocytogenes

Cambios morfoldgicos, separacion de la membrana citoplasmaética de
la pared celular, plasmolisis

Micrococcus luteus

Alteracion de la membrana

Nitrifying bacteria

Inhibicién de la actividad respiratoria

Pseudomonas aeruginosa

Dafio irreversible a las células de la bacteria; Alteracion de la
permeabilidad de la membrana y respiracién

Proteus mirabilis

Alteracion de la pared delular y citoplasma

Staphylococcus aureus

Dano irreversible a la célula bacteriana

Staphylococcus epidermidis

Inhibicién de la replicacién del ADN bacteriano, dafio a la membrana
citoplasmatica bacteriana y modificacion de los niveles de ATP
intracelular

Salmonella typhi

Inhibicidn de la replicacion del ADN bacteriano, dafio a la membrana
citoplasmatica bacteriana y modificacion de los niveles de ATP
intracelular

Vibrio cholerae

Alteracion de la permeabilidad de la membrana y la respiracion
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CONCLUSIONES

En los Gltimos cinco afios se ha producido un aumento de las aplicaciones de las nanoparticulas
de plata en el campo de la biomedicina. Para la sintesis de estas nanoparticulas cada vez se
recurre mas a los métodos biolégicos, por ser mas eficientes y ecoldgicos, permitiendo obtener
nanoparticulas con la forma y el tamafio deseado, siendo estas dos caracteristicas clave en sus
propiedades bactericidas. Segun los estudios revisados, particulas méas pequefias y con
geometrias que permitan tener un mayor numero de atomos expuestos, presentar mayor
capacidad antibacteriana. Como ejemplos de uso como bactericida de las AgNps se pueden
destacar los vendajes que aceleran el proceso de cicatrizacion y la inhibicion de crecimiento
bacteriano, catéteres recubiertos con nanoparticulas de plata que impiden la formacion de
biofilms, responsables de infecciones y complicaciones clinicas. Hay que sefialar también que

las AgNps son una alternativa viable a los antibi6ticos frente a los patdgenos multirresistentes.

Por otra parte, resulta interesante el empleo de AgNps como virucida, destacando su capacidad
de inhibir al virus influenza (H3N2), el virus Tacaribe (TCRV), el virus de la hepatitis B
(VHB), el virus respiratorio sincitial recombinante (VSR), el virus de la viruela del mono, el
norovirus murino (MNV) -1y el virus A / HIN1 de la gripe. Otra de sus aplicaciones es como
antiparasitario, siendo el uso de nanoparticulas de plata una alternativa viable para la infeccion

por Fasciola hepatica.

No obstante, hay que seguir investigando este campo pues aln no se conocen con exactitud los
mecanismos por los que las AgNps acttan a nivel celular y a qué nivel afectan en el organismo

humano.
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