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RESUMEN

Con motivo del auge de los avances actuales para tratar la resistencia a antibiéticos, en
este estudio se destacara aquella generada por la poblacion de bacterias que se agrupan
en forma de biopeliculas. Esta formacion es una de las principales causas de resistencia a
antibidticos, debido a que se ve impedida la accién antimicrobiana de los farmacos. En
esta revision, se ha hecho hincapié en el estudio de formulaciones liposomales dirigidas
a afecciones pulmonares (siendo la fibrosis quistica la de mayor interés) como posible
estrategia clave para resolver este problema. Para ello se han indagado distintas fuentes
para recopilar datos y deducciones relevantes, buscando en distintas bases de datos con
las siguientes palabras claves: biofilm, liposome, cystic fibrosis, nanomedicine,
nanoparticles, en tesis, trabajos fin de grado, etc, con el fin de encontrar un tratamiento
efectivo 0 una terapia exitosa para el acceso y posterior actuacion de antimicrobianos en
biopeliculas bacterianas, para favorecer asi la erradicacion de esta. Tras la recogida de
datos, se han estudiado y analizado diferentes resultados obtenidos de formulaciones de
liposomas desde convencionales, fluidosomas a liposomas modificados o liposomas de
superficie modificada. Asi mismo, se han destacado algunas formulaciones ya
comercializadas y sus datos esperanzadores. Se ha demostrado como la encapsulacion del
farmaco en vesiculas liposomales favorece enormemente el objetivo planteado frente a la
administracion de farmacos libres ya que se ha manifestado una mayor penetracion,
eficacia, permanencia en tejido pulmonar y menor incidencia de efectos adversos. A pesar
de que hoy dia la resistencia antimicrobiana no tiene cura, podria ser que estas
formulaciones fueran la clave para tratar este problema; seguir en esta linea puede ser una
gran ventaja para combatir esa gran preocupacion que prevalece actualmente en

crecimiento.

PALABRAS CLAVE: biopelicula, liposoma, fibrosis quistica y nanomedicina,

nanoparticulas.



ABSTRACT

As current advances in treating antibiotic resistance are rising, this study will highlight
the resistance generated by those bacteria population grouped in the form of biofilms.
One of the main causes of antibiotic resistance is that antimicrobial action of drugs is
prevented. In particular the one in which this bibliographic review has been based. In this
review, it has been accentuated the study of liposome formulations addressed to lung
diseases (arousing cystic fibrosis of greater interest) as potential key strategy to solve this
problem. To that end, may sources have been investigated to collect relevant data and
conclusions by searching in different data bases the following key words: biofilm,
liposome, cystic fibrosis, nanomedicine, nanoparticles; as well as it has been investigated
in thesis and end of degree projects, with the aim of finding an effective treatment or a
successful therapy to the approach and subsequent action of antimicrobial in bacterial
biofilms, thus promoting their eradication. After collecting the data, the results obtained
from liposome formulations, through conventional, fluidosomes to modified liposomes
or modified surface liposome, have been studied and analyzed. Furthermore, it has been
stressed some formulations already commercialized and their encouraging data. It has
been proved how drug encapsulation in liposomal blisters contribute greatly to the stated
objective against free drug administration, since it has been noticed a greater penetration,
effectiveness, permanence in lung tissue and a lower incidence in ill effects. Despite the
fact that nowadays antimicrobial resistance has no cure, these formulations may be crucial
to treat this problem; following this line of studies could be a big advantage to address

that concern which continues to increase.

KEY WORD: biofilm, liposome, cystic fibrosis, nanomedicine and nanoparticles
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1. INTRODUCCION
1.1 Problematica de las enfermedades infecciosas

Durante el siglo pasado, enfermedades infecciosas como la difteria, tuberculosis, colera
0 coqueluche, entre otras, eran causadas por bacterias que se encontraban dotadas de
mecanismos patogénicos especificos. Con estas caracteristicas, los antibiéticos y vacunas
desarrollados para estos gérmenes lograban una notable eficacia en su control. En la
actualidad, estas bacterias han sido desplazadas por microorganismos ubicuos, capaces
de producir infecciones de tipo cronico, que responden, en muchos casos, pobremente a
los tratamientos antibi6ticos y no pueden prevenirse mediante inmunizacion. De hecho,
diversas publicaciones sefialan que, al menos el 65% de todos los procesos infecciosos

bacterianos humanos podrian involucrar la presencia de biopeliculas (Nazar, 2007).

En los Ultimos afos, debido a su prevalencia abrumadora, las biopeliculas han sido
reconocidas progresivamente como factores muy importantes en la patogenia de muchas
infecciones humanas persistentes, incluyendo placa dental, caries, infeccion periodontal,
neumonia por Pseudomonas en fibrosis quistica (FQ), cistitis crénica, endocarditis
bacteriana, osteomielitis y prostatitis cronica (Melo and Fernandez, 2015). Asimismo, se
ha demostrado que las biopeliculas bacterianas pueden estar presentes en una gran
variedad de dispositivos médicos implantables, pudiendo provocar infecciones asociadas,
como la sepsis por catéteres endovenosos y arteriales (Feldman et al., 1999); ademas, se
han descrito en catéteres urinarios, sigmoidoscopios y lentes de contacto, como describe
Nazar en su articulo. La formacién de biopeliculas constituye también un problema serio
en valvulas cardiacas artificiales, marcapasos y protesis ortopédicas ya que, una vez

infectadas, generan infecciones excepcionalmente dificiles de resolver con antibioterapia.

Desde los afios 70 se ha venido documentando la acumulacion bacteriana en tubos
endotraqueales en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI). La presencia de
biopeliculas formadas por bacterias Gram negativas en estos tubos se ha relacionado con
neumonia intrahospitalaria, presumiblemente por diseminacion mecanica durante la

aspiracion (Nazar, 2007).



1.2. Infecciones a nivel respiratorio

El establecimiento de la colonizacion por determinados microorganismos en las vias
respiratorias constituye un factor de riesgo para desarrollar infecciones en esta region del
organismo. Como etapa previa a dicha colonizacion, se establece la modificacion de la
microbiota de la orofaringe, ya sea de tipo cualitativo, con la presencia de especies mas
invasivas o resistentes, o bien de tipo cuantitativo, con el incremento de la carga
bacteriana colonizadora, o bien una combinacion de ambos (Gomes-Fernandes et al.,
2017).

El proceso de colonizacion puede ocurrir hasta en un 60% de los pacientes afectos, y tiene
lugar generalmente durante la hospitalizacién prolongada y en situaciones de tratamiento
antibiotico, también a nivel ambulatorio. La neumonia adquirida en el hospital (NAH) y
la neumonia asociada a la ventilacion (NAV), juntas representan el 22% de todas las
infecciones de origen nosocomial, siendo la NAV la primera causa de infeccion en el
paciente ventilado. Estudios recientes demuestran que aproximadamente el 10% de los
pacientes sometidos a ventilacion mecanica (VM) son diagnosticados con NAV(Wang et
al., 2014). Tanto la NAH como la NAV se producen generalmente por microaspiracion
de las secreciones orofaringeas o gastricas contaminadas con microbiota colonizante
(generalmente modificada por sobrecrecimiento o tratamiento antibidtico previo
prolongado), por aspiracion de un gran indculo de microorganismos y por alteracion o
abolicion de los mecanismos de defensa del tracto respiratorio de tipo mecanico (epitelio
ciliado y moco), humoral (anticuerpos) y celular (polimorfo nucleares, macrofagos y

linfocitos, y sus respectivas citocinas).

El paciente ventilado mecanicamente es mas propenso a la colonizacion pulmonar por
organismos pertenecientes a la microbiota orofaringea. La presencia del tubo
endotraqueal (TE) obstaculiza el reflejo normal de la tos, asi como el aclaramiento
mucociliar normal de las secreciones orofaringeas y, por lo tanto, facilita una via de
entrada de los microorganismos a los pulmones. Conjuntamente, el TE actGa como
reservorio bacteriano debido a la acumulacién de una biopelicula que lo recubre, y que
mas tarde se desprende y se disemina hacia al pulmén durante la VM o la manipulacion
del propio tubo. No obstante, parece ser que la propia VM induce una inmunosupresion

local, que tiene como resultado una reduccion en el proceso de fagocitosis bacteriana



(Bielen et al., 2018). Esta alteracion inmunitaria aumentaria el riesgo de desarrollo de

infecciones en el paciente ventilado.

Debido al aumento en la frecuencia de microorganismos resistentes a multiples farmacos
como causa de infecciones respiratorias, asi como el riesgo elevado de gravedad que
conlleva en el paciente la falta de efectividad del tratamiento, en la mayoria de los casos
se implementa una terapia empirica con antimicrobianos de amplio espectro, y por
decisiobn de consenso, se realizan cultivos de las secreciones respiratorias de

practicamente todos los pacientes con sospecha de NAV (Kalil et al., 2016).

La resistencia ocasionada tras el uso de los tratamientos antibiéticos en las infecciones de
tracto respiratorio inferior (ITRI) promueve la sustitucién de la microbiota original por
patdgenos oportunistas. Ademas, cabe destacar que la admision en UCI de pacientes
portadores de cepas multiresistentes representa un factor de riesgo que aumenta
significativamente la frecuencia de infecciones nosocomiales causadas por
microorganismos resistentes a multiples farmacos. Asi, como complicaciones de la
infeccion pulmonar causada por Staphylococcus aureus se observa, entre otros, el
desarrollo de empiemas pleurales, abscesos pulmonares y bacteriemia. Por otro lado, las
ITRI causadas por Pseudomonas aeruginosa pueden variar en gravedad desde una
colonizacion asintomatica 0 una traqueobronquitis benigna hasta una bronconeumonia
necrotizante grave. Los pacientes con enfermedad cronica pulmonar, como los afectados
de EPOC, FQ, bronquiectasias, y en menor frecuencia, pacientes neutropénicos, suelen

ser colonizados y/o infectados frecuentemente por este microorganismo.

La neumonia causada por P. aeruginosa se encuentra entre las neumonias mas frecuentes
y generalmente también mas graves dentro del conjunto de neumonias nosocomiales
(Gomes-Fernandes, 2017). Hay que destacar en este punto que los enfermos criticos
tienen afectada su produccion de inmunoglobulina A y fibronectina debido a un aumento
de los niveles de proteasa. Esto, a su vez, impide la adherencia de las bacterias Gram
positivas a la mucosa orofaringea y favorece la adherencia de las bacterias Gram
negativas. De este modo, P. aeruginosa, que coloniza poco frecuentemente la piel y las
mucosas nasal y faringea de las personas sanas, en los pacientes hospitalizados adquiere
una tasa de colonizacién superior al 50%, especialmente tras la administracion de
tratamiento antimicrobiano prolongado que, asimismo, favorece la seleccion de cepas

resistentes a multiples farmacos.



1.3. Biopeliculas: caracteristicas y formacion

Las bacterias existen en la Naturaleza bajo dos formas o estados: a) bacterias
plancténicas, de libre flotacion, y b) bacterias formando biopeliculas constituidas por
colonias de microorganismos sesiles. Se postula que el 99% de todas las células
bacterianas existen en calidad de biopeliculas, y tan s6lo 1% vive en estado plancténico
(Nazar, 2007). Esta disposicion representa una antigua estrategia de supervivencia
procariética debido a las ventajas significativas que proporcionan las biopeliculas a las
bacterias, tanto frente a fluctuaciones medioambientales de humedad, temperatura y pH,
como en lo referente a la capacidad de concentrar nutrientes y facilitar la eliminacion de

desechos.

Las biopeliculas, también denominadas biofilms, se definen como colonias microbianas
inmovilizadas y encerradas dentro de una matriz que las propias bacterias autogeneran.
Dicha matriz esta constituida por sustancias poliméricas extracelulares hidratadas
(polisacéridos, proteinas, etc.). La estructura compleja y heterogénea de la matriz
extracelular se encuentra intercomunicada a través de una red de canales de agua y
nutrientes, que son necesarios para el intercambio de nutrientes, agua y productos
metabolicos entre las células (Rukavina y Vani, 2016). Tanto la estructura como la
composicion exacta de las biopeliculas se encuentran influenciadas por numerosos
factores, entre los cuales cabe destacar las propiedades de la superficie, la disponibilidad

de nutrientes, asi como los componentes microbianos de la misma.

La biologia de los biofilms se centra en su ciclo vital e interacciones con el medio
ambiente. En dicho ciclo vital, que se trata de un proceso gradual y dindmico, se

distinguen tres fases: adhesidon, crecimiento y separacion o desprendimiento (Figura 1).

El proceso de formacion de la biopelicula comienza con el acondicionamiento de la
superficie mediante su recubrimiento con macromoléculas del entorno, lo que permite la

adhesion inicial reversible de los microorganismos.

La siguiente etapa consiste en la formacion de uniones mas fuertes e irreversibles a la
superficie, seguida de la proliferacién y agregacién de microorganismos en grupos
multicelulares y multicapas, los cuales producen activamente matriz extracelular. A
medida que las bacterias se van dividiendo y van colonizando la superficie, comienzan a

elaborar un exopolisacarido que constituye la matriz del biofilm, y éste comienza a



desplegarse en una formacién tridimensional, generando estructuras similares a setas
(Ramadan et al., 2005).

Forma planctoénica Biofilm

(5) Desunién y vuelta al estado
planctonico, comenzando un
nuevo ciclo

s - )
e g <

: 2

e ——— =
(1) Union a (2) Formacion (3) Microcolonias (4) Biofilm maduro, con forma
Ia superficie — de monocapa—> y multicapas —» de "hongo" compuesto de
y produccion polisacarido

Figura 1. Representacion esquematica de la formacion de biofilms. El proceso comienza con la
adhesion reversible de las células plancténicas (6valos marrones) a una superficie (gris) (1). La
bacteria comienza a formar una monocapa con uniones irreversibles tras la produccién de una
matriz extracelular (mostrado en amarillo) (2). Posteriormente, aparece una microcolonia que da
lugar a una multicapa (3). Durante las ultimas etapas, el biofilm madura y forma estructuras tipo
champifion debido a la presencia de polisacaridos (4). La ultima etapa consiste en la dispersion
de algunas células, de la estructura del biofilm (5). Adaptado de Vasudevan (2014).

Una vez las biopeliculas se encuentran en la etapa madura, algunas células bacterianas se
desprenden de ellas, separandose continuamente de los agregados. Este fendémeno
representa una fuente continua de bacterias planctdnicas que posteriormente pueden

propagarse y formar nuevas microcolonias.

A comienzos de los ’90, se produjo un avance importante en la comprension de los
biofilms, con el descubrimiento de las proteinas responsables del mecanismo de
formacidn. La unién de los microorganismos a una superficie y la ulterior formacién de
un biofilm requieren que las bacterias se cercioren que han efectuado contacto. Para
lograrlo, es necesaria la existencia de sefiales quimicas coordinadas que les permitan
comunicarse entre ellas. EI proceso de interaccion célula-célula se facilita debido a la
proximidad existente entre las bacterias en el biofilm y a la existencia de sefiales quimicas
moleculares, denominadas autoinductores o quorum-sensing (QS), mediante las cuales
existe un mecanismo de regulacién de la expresidn genética en respuesta a la densidad de

poblacion celular en la biopelicula. Por tanto, tanto el crecimiento como la maduracién



de células bacterianas en una biopelicula diferenciada, asi como el mantenimiento de
comunidades altamente organizadas, se encuentran regulados por la comunicacion

intercelular mediante estos QS.

Algunos factores que modifican la regulacion de los QS son, entre otros, la densidad
celular, la expresion génica, la produccion del factor de virulencia, asi como otras
funciones celulares existentes en la biopelicula (Scoot y Manning, 2003). Las principales
moléculas QS son las acil-homoserina-lactonas, que predominan en bacterias Gram
negativas, mientras que oligopéptidos modificados prevalecen en especies Gram
positivas. Las bacterias también poseen un receptor que puede detectar especificamente
el autoinductor correspondiente, de manera que cuando éste se une al receptor, activa la
transcripcion de determinados genes, incluyendo aquellos necesarios para la sintesis del
inductor (Thomas y Nakaishi, 2006).

Las biopeliculas constituyen una causa comun de infecciones cronicas, nosocomiales y
relacionadas con dispositivos medicos, debido al hecho de que pueden desarrollarse en
tejidos vivos o necroticos, asi como en superficies inertes de diferentes materiales
implantados. Ademas, estas disposiciones peculiares de las bacterias estan relacionadas
con un alto nivel de resistencia a los antimicrobianos, fracasos frecuentes del tratamiento,
asi como una mayor morbilidad y mortalidad. Como consecuencia, las infecciones por
biopeliculas y las enfermedades que las acompafian se han convertido en un problema de
salud importante y un desafio serio tanto para la medicina moderna como para la farmacia.
En la figura 2 se recoge un listado de algunas de las patologias infecciosas en humanos

en las que se encuentran involucradas especies bacterianas formadoras de biopeliculas.



Infecclén o enfermedad Especle bacterlana formadora de blofllm

Carles dental Cocos Gram positivos acidogénicos (e). Streptococcus)
Perlodonditis Bacterlas anaeréblcas orales Gram negativas

Otihis media Cepas no tipables de Haemophilus influenzae

Infecciones del masculo-esqueleto Cocos Gram positivos (e). staphylococos)

Fascitls necrotizante Streptococos Grupo A

Osteomelitis Varlas especles bacterlanas y fnglcas, generalmente mezcladas
Prostatitis bacteriana E. colt y otras bacterlas Gram negativas

Endocarditis de la valvula nativa  Streptococos del grupo viridans

Neumonia por librosis quistica Pseudomonas aeruginosa y Burkholderta cepacta

Meloldosis Pseudomonas pseudomallet

Infecclones nosocomiales
Neumonia (culdados ntensivos) Bacllos gram-negativos

Suturas Staphylococcus epidermidis y S awreus
Orificios de salida S. epidermidis y S. aureus

Vias arterlovenosas S. eptdermidis y S. aureus

Bucles esclerales Cocos Gram positivos

Lentes de contacto P aeruginosa y cocos Gram positivos

Cistitis por catéteres urinarios £ colf y otros bacllos Gram negativos
Peritonitis por dialisis peritoneal Una varledad de bacterias y hongos

DILI Actinomyces (sraellt y muchos otros

Tubos endot raqueales Una varledad de bacterias y hongos
Catéteres hickman S. eptdermidis y Candida albicans

Catéteres centrales venosos S eptdermidis y otros

Vilvulas mecanicas del corazén S eptdermidis y S. aureus

Injertos vasculares Cocos Gram posilivos

Bloqueo del conducto bihar Una varledad de bacterias entéricas y hongos
Dispositivos ortopédicos S epidermidis y S. aureus

Prétesis del pene S. eptdermitdis y S. aureus

Figura 2. Listado de algunas infecciones humanas en las que estdn involucrados biofilms
bacterianos. Tomada de Lasa et al., (2005).

Las infecciones por biopeliculas comparten algunas caracteristicas comunes:
manifestacion clinica retrasada, persistencia durante meses o afios, generalmente con
episodios agudos o periodos de exacerbacion y ausencia de sintomas clinicos (Rukavina
y Vani, 2016). Aunque este tipo de infecciones es menos agresivo que las infecciones
agudas, su tratamiento se convierte en un desafio en mayor medida. La razén principal de
ello es que se produce una disminucion de hasta 1000 veces la susceptibilidad de las
biopeliculas a los agentes antimicrobianos y desinfectantes, asi como la resistencia a la
respuesta inmune del huésped. Las bases de la resistencia bacteriana en biofilm se estan
aun investigando. No obstante, como se ha reflejado en diversos estudios, parece que el
aumento de la resistencia de la biopelicula es el resultado de varios mecanismos posibles
(Lasa et al., 2005):

1. Existencia de la barrera de difusion fisica y quimica que constituye la matriz de

exopolisacaridos, a la penetracion de los antimicrobianos.

2. Crecimiento ralentizado de las bacterias del biofilm debido a la limitacion de

nutrientes.

3. Existencia de microambientes que antagonizan con la accion del antibi6tico.



A continuacion, se comentaran algunos de estos mecanismos.

El aumento de la tolerancia podria explicarse en parte por el hecho de que los
microorganismos que forman la biopelicula estan incrustados en el glicocalix polimérico
extracelular, en su mayoria de naturaleza anionica. Ello representa cierto impedimento a
la penetracion, probablemente debido a la difusion lenta y retardada o bien a interacciones
quimicas y electrostéticas con las moléculas antimicrobianas (Mah y O’Toole, 2001; Sun
et al., 2013). Ademas, las interacciones quimicas implican la degradacién enzimatica de
los antibidticos, especialmente porque la matriz extracelular proporciona un entorno
apropiado que favorece la acumulacién de altas cantidades de enzimas inactivadoras de
antibi6ticos dentro de la biopelicula.

Otra teoria propuesta para explicar la resistencia elevada de la biopelicula es que la
estructura de mosaico especifica de ésta genera gradientes de oxigeno, nutrientes, pH,
fuerza ionica y potencial redox en toda la biopelicula, que conducen a la correspondiente
heterogeneidad en la tasa de crecimiento y la actividad metabodlica en las diferentes capas
de la biopelicula (Stewart y Franklin, 2008).

Debido a los cambios producidos en la velocidad de proliferacion y la transcripcion de
genes, los microorganismos en las biopeliculas también manifiestan un fenotipo alterado
en comparacion con las células plancténicas. La mutacion y la frecuencia de transferencia
horizontal de genes en las biopeliculas es significativamente mayor en comparacion con
sus contrapartes planctonicas, lo que podria explicar por qué los microorganismos que
crecen en biopeliculas se vuelven facilmente resistentes a multiples farmacos (Donlan y
Costerton, 2001).

1.4. Deposicion de biopeliculas en el tejido pulmonar

Se ha estudiado la formacion de biopeliculas de Pseudomonas desarrolladas en pulmon
de animales con FQ. Como se muestra en la Figura 3, esta poblacion encerrada en la
matriz persiste a pesar de las reacciones inmunes del huésped. Costerton et al. (2003)
propusieron que los pulmones podrian ser colonizados como consecuencia del
desprendimiento de fragmentos de biopeliculas provenientes de la orofaringe vy
concluyeron que dichos fragmentos no pueden eliminarse mediante mecanismos de

defensa pulmonar.
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Figura 3. Representacion esquematica de las estrategias de defensa del pulmon. (a) Superficie
del epitelio alveolar defendida por la presencia de polimorfos nucleares y macréfagos, que
fagocitan las bacterias plancténicas entrantes de forma rapida y facil. (b) Los fagocitos alveolares
no pueden atrapar las bacterias en fragmentos de biopeliculas encerrados en la matriz, incluso
cuando estos reaccionan con anticuerpos especificos. (c) Crecimiento de biopeliculas y
colonizacion del pulmoén, liberando ocasionalmente células planctonicas que reaccionan con
anticuerpos y son fagocitadas. (d) La biopelicula madura, y parte de la comunidad microbiana
comienzan a calcificar. Adaptada de Costerton et al. (2003).

Estos datos experimentales obtenidos con animales parecen haber sido confirmados en
ensayos clinicos con pacientes con FQ, indicando como los tubos endotraqueales que se
han utilizado para la ventilacion asistida han mostrado agregaciones masivas de
biopeliculas de especies mixtas. El desprendimiento simple de fragmentos podria

conducir a la colonizacion crénica de los pulmones, como se aprecia en la figura 4.




Figura 4. Autopsia de un pulmon de un paciente con FQ que muri6 debido a una infeccion cronica
por P.aeruginosa. Se aprecian las biopeliculas presentes en todo el pulmén como gruesos parches
amarillentos con aspecto de moco. Tomado de Hoiby et al., 2010.

Por otra parte, estudios en pacientes intubados en unidades de cuidados intensivos
demostraron que las biopeliculas existentes en los tubos endotraqueales, a menudo
contenian bacterias del tracto digestivo cuando también se empleaban tubos nasogastricos
en los pacientes, y que estos microorganismos a menudo se encontraban en los pulmones

de pacientes que habian muerto tras la ventilacién asistida (Costerton et al., 2003).

Por tanto, esta bien documentado que los fragmentos de biopeliculas se aspiran al pulmon,
y que estos microorganismos encerrados en la matriz no se pueden eliminar mediante
mecanismos de defensa pulmonar, convirtiéndose en microcolonias que persisten durante

meses Yy pueden dar lugar a una infeccion diseminada.
1.5. Erradicacion de la biopelicula

La erradicacion de las biopeliculas infecciosas es un proceso muy complicado para el que
no hay un tratamiento adecuado disponible, desde que Van Leeuwenhoek noto que el
vinagre que uso para limpiar sus dientes de la biopelicula oral maté solo las bacterias que
residian en el exterior de esta, pero dejod las residentes en el fondo de una biopelicula viva.
De hecho, una de las metas que se persigue actualmente es conseguir la penetracion y
acumulacion de antimicrobianos, asi como la muerte del microorganismo en todo el
grosor de una biopelicula infecciosa, como advirtié Van Leeuwenhoek hace mas de tres
siglos (1684). Hay que tener en cuenta, ademas, que en este proceso de acceso a la
biopelicula, los antimicrobianos pueden desactivarse enzimaticamente bien en la

circulacion sanguinea o bien una vez dentro de la biopelicula (Albayaty et al., 2018).

Todos estos factores, que se resumen en la figura 5, contribuyen a que la destruccion total
de la poblaciéon bacteriana en la profundidad de una biopelicula sea practicamente
imposible (Sutherland, 2001), lo que favorece la recurrencia de la infeccion después del
tratamiento (Wolfmeier et al., 2018).

La penetracion y la acumulacion solo pueden ocurrir una vez que el antimicrobiano ha
accedido a la zona del organismo donde se ubica la biopelicula. Dado que muy a menudo
esto tiene lugar desde la circulacion sistémica, y teniendo en cuenta los procesos de
distribucién y eliminacion de muchos antimicrobianos administrados por via sistémica,

que requiere la administracion de elevadas dosis, con los consecuentes efectos adversos
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que pueden generan en diferentes Organos, se esta recurriendo a estrategias de
vectorizacion con el fin de acumularse en cantidades suficientemente altas en las regiones

del organismo donde se encuentre la biopelicula infecciosa (Forier et al., 2014 ).

PROBLEMAS EN ERRADICACION DE BIOFILM CON ANTIMICROBIANOS
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Figura 5. Resumen de los problemas involucrados en el tratamiento antimicrobiano de
biopeliculas infecciosas. Adaptada de Wang et al. (2020).

Una vez acumulado dentro de la biopelicula, el antimicrobiano ejerce su accion
antimicrobiana, que puede basarse en la generacion de dafio en la pared celular, o bien en
la entrada en la bacteria para interferir con los procesos metabdlicos vitales. Ambos
mecanismos presentan mucha complejidad, especialmente porque las bacterias han
desarrollado una gran variedad de mecanismos de defensa, que se resume bajo el
denominador comdn de resistencia a los antimicrobianos (Kumar et al., 2016). A esto se
agrega el problema de las bacterias que buscan proteccion frente a los antimicrobianos,
en las células de mamiferos (Mantovani et al., 2011), a las que muchos antimicrobianos
no tienen acceso. Incluso se han encontrado bacterias en el interior de macréfagos que,
como se sabe, estan destinados por naturaleza a ejercer mecanismos de desactivacion y
muerte (Knodler et al., 2001).

Por tanto, de forma global, no existen antimicrobianos que resuelvan todos los problemas
referidos anteriormente. Es aqui donde se abre un nuevo campo mediante la utilizacion

de la nanotecnologia, con el fin de facilitar el acceso de los antimicrobianos a la zona de
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la biopelicula, favorecer la penetracion de estos a través de su estructura matricial e

interaccionar con las bacterias que conforman el biofilm (Wang et al., 2020).
1.6. Sistemas nanoparticulares y biopeliculas a nivel pulmonar

La resistencia de los pat6genos bacterianos a los antibiéticos se ha convertido en un grave
problema de salud publica desde la introduccion en clinica de los primeros antibidticos,
como las sulfamidas y la penicilina. Este problema da lugar a que las infecciones se sitien
como la segunda causa principal de mortalidad a nivel mundial y la tercera causa en los

paises desarrollados (Alhariri et al., 2017).

Los pat6genos resistentes a maltiples farmacos se presentan como un serio desafio en el
tratamiento de enfermedades infecciosas. Para evitar y prevenir la aparicion y
propagacion de bacterias resistentes, es importante modificar los antibioticos
convencionales y desarrollar nuevos agentes antibacterianos. En el caso de las
biopeliculas, la mayoria de los métodos de control propuestos se centran en (Rukavina y
Vani, 2016):

e Prevencion y minimizacion de la formacion de biopeliculas mediante la seleccidon
y modificaciones de la superficie de materiales antiadhesivos (Piozzi et al., 2004).

e Técnicas de desbridamiento que incluyen ultrasonido y procedimientos
quirurgicos (Breuing et al., 2005).

e Interrupcion del sistema de sefializacion QS de la biopelicula (Rasmussen y
Givskov, 2006).

e Lograr la penetracion adecuada del farmaco a través de las biopeliculas formadas
mediante el uso de un campo electromagnético (Matl et al., 2011), ondas de
ultrasonido, activacién fotodinamica o sistemas especificos de administracion de

farmacos.

Centrandonos en esta Ultima estrategia, y entre las diferentes tecnologias de
administracion de farmacos que se han explorado y desarrollado para el tratamiento de
las infecciones relacionadas con las biopeliculas, la nanotecnologia desempefia un papel
importante. De hecho, durante las Gltimas décadas, se han disefiado y empleado una gran
variedad de sistemas de administracion de farmacos a escala nanométrica, que incluyen
nanoparticulas poliméricas, dendrimeros, nanoparticulas metélicas, nanoparticulas

solidas lipidicas y liposomas (figura 6). Estos nanosistemas se consideran una estrategia
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prometedora para superar la resistencia de las biopeliculas, ya que han demostrado
mejorar el acceso de los antimicrobianos a las células bacterianas, aumentando asi la

eficacia de los tratamientos (Alhariri et al., 2017).

Nanopart(culas Dendrimeros Nanocdpsulas Liposomas
poliméricas

Figura 6. Diferentes tipos de nanosistemas que pueden emplearse en la dosificacion de

farmacos (Lechuga, 2001).

El disefio de los sistemas nanotransportadores es muy variado en funcion del objetivo
perseguido, pudiendo, por ejemplo, formularse para ser activados por estimulos para
dirigirse especificamente a una zona concreta con el fin de actuar como sensores
biologicos; también se puede mejorar la solubilidad y estabilidad de agentes
antimicrobianos, asi como lograr una liberacion controlada del farmaco. Hay diversos
estudios que demuestran la mejora en la eficacia de agentes antimicrobianos combinados
con estos transportadores frente a la administracion unitaria del farmaco (Saucedo-
Pereyra, 2017).

Por tanto, de forma resumida, se exponen algunas de las ventajas que ofrecen los sistemas
nanoparticulares que incorporan antimicrobianos, frente al tratamiento convencional con

ellos:

1. Liberacién controlada y sostenida del farmaco en la zona diana de la infeccion,
aumentando la eficacia terapéutica del farmaco, minimizando los efectos secundarios

sistémicos y disminuyendo la frecuencia de administracion.

2. El farmaco puede ser incorporado en el sistema y protegerlo frente a condiciones

externas que le afecten.

3. El perfil de liberacién y degradacién puede ser modificado a partir del tamafio de las

nanoparticulas, pudiendo alcanzar cinéticas de orden cero y primer orden, sobre todo.
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4. Aumento de la biodisponibilidad del farmaco en el lugar de accion.

Por otra parte, segin su mecanismo de accion, los antibioticos nanoencapsulados, pueden
ser vehiculizados al lugar de accion siguiendo mecanismos pasivo 0 activo. El
direccionamiento activo se logra mediante la conjugacion de este o un sistema de soporte
a un tejido o a un ligando de células especificas. En cambio, el transporte pasivo se logra
mediante la incorporacion del agente terapéutico a una macromolécula o nanoparticula

que, siguiendo un mecanismo pasivo a favor de gradiente, alcanza el 6rgano diana.

Este trabajo de revisidn va a estar centrado principalmente en el analisis de los liposomas
y sus formulaciones como sistemas nanotransportadores de moléculas antimicrobianas

que van a facilitar el acceso de estas a la célula bacteriana.

Como es bien sabido, los liposomas son membranas artificiales esféricas constituidas por
una o varias bicapas concéntricas que engloban un compartimento hidréfilo interno
(Costerton et al., 2003). Los primeros estudios realizados con estos sistemas se
desarrollaron para simular el comportamiento de las membranas biologicas. Sin embargo,
con el tiempo, los liposomas se han seguido utilizando ampliamente y han extendido sus
aplicaciones a la industria farmacéutica, cosmética y alimentaria, tanto en su escala micro
como nanométrica (Costerton et al., 2003; Ingebrigtsen et al., 2016; Rushmi et al., 2017).
La encapsulacion de activos en los liposomas puede aumentar la efectividad de éstos al
ofrecer proteccion fisica contra factores ambientales o externos a la formulacion, y
mejorar parametros como la solubilidad y la interaccion con la célula diana (Rushmi et
al., 2017).

Ademas de estas ventajas que ofrecen los liposomas, existen otras caracteristicas de estas
vesiculas que las convierten en sistemas adecuados para actuar sobre las biopeliculas
bacterianas, llevando en su interior un agente antimicrobiano concreto. Estas

caracteristicas se pueden resumir en las siguientes (Malcolm, 2005):

v Son biocompatibles, y su composicion lipidica puede variar ampliamente.
v’ La superficie de los liposomas puede modificarse quimicamente mediante
la introduccion de ligandos (lectinas, anticuerpos, etc.) que los vectorizan
hacia una zona concreta. La funcionalizacion superficial con poli
(etilenglicol) evita la captacion por el sistema reticulo endotelial y también

por las biopeliculas bacterianas (Ahmed et al., 2001).
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v Capacidad para transportar farmacos tanto de naturaleza hidrosoluble
como liposoluble a las biopeliculas bacterianas, siendo igualmente
efectivos para inhibir el crecimiento de dichas biopeliculas (Robinson et
al., 2000).

v La efectividad de los farmacos administrados en liposomas es mayor
empleando concentraciones més bajas de farmaco que las equivalentes al
farmaco libre. Este uso de liposomas es particularmente ventajoso cuando
se requiere la reduccion de los efectos adversos tdxicos que son
dependientes de la concentracién del farmaco.

Los liposomas han manifestado tener un futuro prometedor en el tratamiento de
patologias pulmonares debido sobre todo a: su capacidad de solubilizar farmacos poco
solubles; proporcionar una liberacion sostenida con el tiempo, lo cual prolonga los niveles
terapéuticos locales y sistémicos; evitan la irritacion pulmonar; facilitan la liberacion
intracelular de farmacos, principalmente porque son captados por los macrdéfagos
alveolares; son capaces de acceder a dianas especificas usando ligandos de superficie o
anticuerpos; pueden ser absorbidos a través del epitelio intacto hasta alcanzar la

circulacion sistémica (Guerra-Morillo et al., 2020).

2. OBJETIVO

El objetivo de esta revision consiste en investigar el uso de liposomas como sistemas
portadores de antimicrobianos con el fin de atacar o erradicar las biopeliculas formadas
en el tejido pulmonar, asi como analizar estos sistemas como estrategia para disminuir la

resistencia microbiana.

3. METODOLOGIA

Para alcanzar el objetivo propuesto en la presente memoria, se ha empleado como método
de busqueda bibliografica la obtencion de informacion de documentos validos vy
relevantes a través de diferentes bases de datos como: Pubmed, Science Direct, Web of
Science, Catalogo Fama y Google Académico. Del mismo modo, se ha llevado a cabo

una busqueda inversa, a través de la bibliografia de dichos articulos.
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La busqueda se realizo en inglés y castellano, siendo de gran relevancia la informacion
obtenida en el primer idioma debido a que la mayoria de los articulos en esta area se
encuentran publicados en inglés. Los términos utilizados en dichas bases de datos
internacionales fueron: biofilm, liposome, cystic fibrosis, nanomedicine, nanoparticles,

entre otros.

Una vez llevada a cabo su lectura, se procedié a realizar una busqueda inversa, como ya
se ha mencionado, con el fin de obtener trabajos de interés que en la busqueda inicial no

aparecieron y, sin embargo, resultaban de interés para el tema en estudio.

De las publicaciones revisadas y seleccionadas, se han incluido también varias referencias

que se correspondian con fuentes primarias relevantes y articulos de revistas.

Tras la busqueda, se han seleccionado las publicaciones mediante la aplicacion de

determinados criterios de inclusion y exclusion:

* Criterios de inclusion: resumen disponible y/o texto completo disponible, idioma en

castellano o inglés.

* Criterios de exclusion: resumen no disponible, revisiones fechadas hace méas de 10
afios exceptuando aquellos que nos aportaban informacion bésica sobre conceptos, los

cuales han sido de fechas més antiguas.

En el apartado que se expone a continuacién, se mostraran los principales hallazgos

obtenidos tras la lectura critica de la bibliografia consultada.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Actualmente, uno de los mayores desafios en el tratamiento de infecciones por
biopeliculas estd basado en superar la resistencia y tolerancia a los agentes
antimicrobianos. La terapia exitosa en este caso estaria centrada en administrar formas
innovadoras de sustancias antimicrobianas, en una concentracion suficientemente alta,
que tenga como diana las bacterias que forman la biopelicula y posteriormente penetrar

en ella para atacar la poblacion microbiana formadora de la colonia.

Como se ha referido en el apartado de Introduccion, y dentro de los sistemas

nanoparticulares, los liposomas se presentan como candidatos atractivos para encapsular
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farmacos antimicrobianos, capaces de acceder a estas biopeliculas, debido a su
biocompatibilidad y versatilidad. Este tipo de vesiculas ofrece un futuro prometedor en
el tratamiento de las patologias pulmonares. Diversos estudios llevados a cabo tanto in
vitro como in vivo, han puesto de manifiesto que la encapsulacion en liposomas mejora
la eficacia de farmacos tanto antibacterianos como antifingicos contra una amplia gama

de patdgenos (Yilin et al., 2017).

Estos sistemas transportadores poseen capacidad de solubilizar farmacos poco solubles,
pueden proporcionar una liberacién sostenida del mismo a lo largo del tiempo, lo cual
prolonga los niveles terapéuticos locales y sistémicos, evitan la irritacion pulmonar y
facilitan la liberacion intracelular de farmacos, principalmente al ser captados por los
macrofagos. Asimismo, poseen la capacidad de llegar a dianas especificas usando ligan-
dos de superficie o anticuerpos y tienen el potencial para ser absorbidos a traves del
epitelio intacto para alcanzar la circulacion sistémica (Guerra-Morillo et al., 2020). Sin
embargo, a pesar de las numerosas ventajas que presentan estos sistemas de
administracion, los liposomas presentan algunos inconvenientes, como la estabilidad
limitada de las vesiculas y el bajo atrapamiento de los farmacos hidrofilicos. La
estabilidad de los liposomas esta determinada por sus composiciones lipidicas, siendo el
pH vy la temperatura de almacenamiento los parametros predominantes. Esta propiedad
de los liposomas puede mejorarse mediante la adicion de antioxidantes para evitar la
oxidacion de los fosfolipidos, mientras que la hidrolisis puede verse minimizada mediante
la preparacion de dispersiones de liposomas a pH neutro, almacenamiento a temperaturas
mas bajas y la liofilizacion de las formulaciones (Rukavina y Vani, 2016). Un problema
importante asociado con la inestabilidad fisica es la liberacion de farmaco de las vesiculas
lipidicas durante el almacenamiento y administracion in vivo. De hecho, la mayor
permeabilidad de la membrana y la pérdida de contenido mas rapida se observa cuando
las bicapas estan en la fase de liquido cristalino (a una temperatura superior a la
temperatura de transicion de fases). Por lo tanto, la estabilidad de los liposomas se puede
mejorar aumentando la proporcion de fosfolipidos con cadenas de acidos grasos saturados
y mas largos, respectivamente, asi como con la adicion de colesterol, lo que resulta en
vesiculas con bicapas rigidas que tienen una temperatura de transicion mas alta. Ademas,
la carga superficial (tanto positiva como negativa) también ha demostrado afectar la
liberacién de farmaco, lo cual se convierte en una caracteristica muy desfavorable, ya que

se ha demostrado que la mejor actividad antibacteriana se logra formulando liposomas
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con carga positiva y con caracteristicas de bicapa propias de los liposomas fusogénicos,
como veremos mas adelante (Rukavina y Vani, 2016). Al mismo tiempo, la presencia de
lipidos anidnicos en las vesiculas favorece la unién de las proteinas séricas a la superficie
de las vesiculas. Otro aspecto importante que considerares el relacionado con la
inestabilidad fisica de los liposomas, su agregacion y fusién durante el almacenamiento,
que conduce al aumento del tamafio de la vesicula, que posteriormente afectard a su

actividad in vivo.

Por tanto, y en vista de todos los factores de formulacion que pueden influir en la
estabilidad y efectividad de estos sistemas vesiculares, es importante analizar coémo
afectarian las propiedades fisicoquimicas de los liposomas a su actividad frente al biofilm.

4.1. Efecto de la formulacion y propiedades fisicoquimicas de los liposomas

sobre la biopelicula

Se ha demostrado en diversos estudios de investigacion (Rukavina y Vani, 2016) que las
caracteristicas fisicoquimicas de los liposomas influyen tanto en la eficacia y prevencion
como en la erradicacion de las biopeliculas. Se puede destacar que un tamafio apropiado,
con poblacidbn monodispersa en tamafio, caracteristicas adecuadas de la bicapa,
caracteristicas de la superficie y elevada eficacia de encapsulacion, son parametros de
gran relevancia a tener en cuenta para asegurar un acceso efectivo de antimicrobianos a
las biopeliculas. No obstante, no hay que olvidar las propiedades de la biopelicula, la
compleja composicion de su matriz extracelular, asi como las caracteristicas
fisicoquimicas de los antimicrobianos encapsulados, ya sean farmacos, enzimas, metales,
etc. En la figura 7 se presenta un esquema donde se resume la informacion anterior,
destacando la importancia de optimizar las caracteristicas fisicoguimicas de los liposomas
atendiendo a su formulacion para conseguir con éxito una eficacia en la erradicacion de

las biopeliculas.
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Figura 7. Influencia de las propiedades fisicoquimicas de los liposomas en la erradicacion de la
biopelicula. Modificada de Rukavina y Vani (2016).

Como estrategia inicial para permitir y prolongar el tiempo de contacto del antibiotico
con la biopelicula mediante el uso de liposomas, se plantea favorecer la interaccion
mediante el uso de vesiculas con carga superficial opuesta a la carga superficial de las

bacterias.

Ademas, se ha demostrado que el tamario de los liposomas y el estado termodinamico de
las bicapas son responsables de la estabilidad de las vesiculas durante el almacenamiento,
liberacion y la interaccion con la biopelicula y las bacterias (Martin et al., 2015). Es por
ello por lo que la permeabilidad de las moléculas atrapadas entre las bicapas lipidicas de
los liposomas se convierte en el punto principal para desarrollar nuevas formulaciones de
liberacidn controlada (Gubernator et al., 2007; Martin et al., 2015). La mayoria de los
liposomas convencionales estudiados que son efectivos en la administracion de
antimicrobianos a las biopeliculas tienen un tamafio significativamente inferior a 500 nm,
en concreto, entre 100 y 200 nm (Liu et al., 2019). Incluso entre estos dos tamafios, se
obtuvo en un estudio llevado a cabo con cloranfenicol, que la eficacia de encapsulacion
fue menor para los liposomas de 200 nm en comparacion con las vesiculas extruidas de
100 nm. Ademas, como efecto del tamafio, la difusion de liposomas extruidos de 200 nm
en las biopeliculas fue menor en comparacion con las vesiculas extruidas de 100 nm.
Estos resultados pueden ayudar a explicar la diferencia de la eficacia en el control de las

biopeliculas bacterianas (Dias-Souza et al., 2017).
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Estudios llevados a cabo por diversos autores (Mugabe et al., 2005; Alhariri et al., 2017)
pusieron de manifiesto que la estabilidad de las formulaciones liposomales, y con ello, su
actividad antimicrobiana, dependia en gran medida de la temperatura. Para ello se
formularon liposomas con gentamicina, la cual esté indicada en el tratamiento, a corto
plazo, de las infecciones graves producidas por cepas de bacilos aerdbicos Gram
negativos y bacilococos sensibles a gentamicina, siendo las principales indicaciones la
septicemia, infecciones de la piel y tejidos blandos, infecciones de las vias respiratorias
incluyendo pacientes con FQ, infecciones del SNC, etc. Los estudios demostraron que las
formulaciones neutras y cargadas negativamente retuvieron 91% de gentamicina
encapsulada, almacenada a 4 'C después de 48 h, mientras que a 37 C, la encapsulacién
del farmaco se redujo ligeramente durante el periodo de estudio. Este efecto de la
temperatura podria explicarse por la extension en la longitud de las cadenas acilicas de
los lipidos y la presencia de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) en las formulaciones, que
contribuyé a aumentar la temperatura de transicién de fase (40 C aprox.). Se confirmé asi
que los fosfolipidos saturados con una temperatura de transicion alta, como DPPC, son
maés estables (Solleti et al., 2015). Como informacion adicional, se comprobd que la
presencia de colesterol en las formulaciones redujo la permeabilidad de la bicapa, lo que
resultd en la mejora de la encapsulacion de farmacos a una temperatura superior
(Anderson y Omri, 2004).

Finalmente, los métodos tradicionales de elaboracion de liposomas, como la hidratacion
de la pelicula lipidica, proporcionan un bajo rendimiento de encapsulacion (Costerton el
al., 2003; Frézard et al., 2011). La utilizacién de métodos alternativos, como el método
de deshidratacion-rehidratacion, proporcionan mejoras en los valores de encapsulacion
de farmacos antimicrobianos como cloranfenicol (Dias-Souza et al., 2017). Encontrar un
proceso adecuado de encapsulacion de farmacos antimicrobianos puede aumentar su
efectividad y superar los mecanismos de resistencia que implican su degradacion, por

ejemplo, debido a la hidrdlisis enzimatica.

En base a estas premisas, en el presente trabajo de revision, se ha llevado a cabo el analisis
acerca del papel de los liposomas en la eficacia de erradicacion de las biopeliculas de
infecciones pulmonares, estableciendo una clasificacion de estos de acuerdo con el disefio

y caracteristicas fisicoquimicas de los mismos.
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4.2. Influencia del tipo de liposomas en la erradicacion de las biopeliculas
4.2.1 Liposomas convencionales

Este término hace referencia a los liposomas clésicos, es decir, aquellos que no tienen
modificaciones en su superficie, compuestos por fosfolipidos con o sin adicién de
colesterol (Chol). Este tipo de liposomas puede atacar las biopeliculas por un mecanismo
de union directa, lo que les permite la liberacion posterior de las sustancias atrapadas, en

el area circundante de los microorganismos.

La composicion fosfolipidica de estas vesiculas puede ser de origen natural o de origen
sintético. Los liposomas naturales estan compuestos de fosfolipidos de origen natural,
como fosfatidilcolina, fosfatidilserina, lecitina de soja, o lecitina de yema de huevo, a
veces complementada con otros lipidos. La composicion de los liposomas de origen
sintético es muy variable, conteniendo lipidos ampliamente utilizados como la
dipalmitoilfosfatidilcolina ~ (DPPC),  dipalmitoilfosfatidilglicerol ~ (DPPG) vy
dioleilfosfatidilcolina (DOPC), entre otros.

Estos lipidos contienen una cabeza polar hidrofilica y varias cadenas lipidicas
hidrofobicas. Dado que la cabeza hidrofilica de algunos de estos fosfolipidos es
eléctricamente neutra (Wang et al., 2020), el potencial superficial de los lipidos es
eléctricamente neutro, que se corresponde en general con potenciales zeta comprendidos

entre — 10y + 10mV, como se recoge en la figura 8.

Anionic Uncharged Cationic
-30 mV 30 mv

-10mv 10mv

Stable Instable Stable
suspensions suspensions suspensions

Figura 8. Potenciales zeta de los liposomas. Las dispersiones de liposomas se consideran
inestables cuando su potencial zeta esta entre - 30 y + 30 mV (Manaia et al., 2017). Los
potenciales zeta comprendidos entre -10 y + 10 mV se consideran liposomas no cargados. Tomada
de Wang et al., (2020).
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Los liposomas que se encuentran en forma de dispersion coloidal requieren potenciales
zeta mas negativos que — 30 mV 0 mas positivos que + 30 mV, con el fin de experimentar
una repulsién electrostatica de doble capa suficiente para generar sistemas estables.
Ademas de la estabilidad de la dispersion, también la estabilidad de la bicapa lipidica en
un liposoma se afecta cuando se utilizan lipidos altamente cargados (Kaszuba et al., 2010)
0 debido a la oxidacion de los lipidos de la membrana. La inestabilidad inducida por la
oxidacion de los liposomas se puede prevenir agregando agentes reductores a los lipidos

de la membrana, como ya se menciono anteriormente.

Por tanto, dada la importancia de este factor, cuantificado mediante la medicion de los
potenciales zeta, en la estabilidad de las dispersiones de liposomas y su interaccion con
el entorno, incluidas las proteinas o las bacterias, los liposomas se vienen formulando con
fosfolipidos que poseen radicales cationicos y anionicos, con el fin de ajustar su carga

superficial (Kamaly et al., 2012).

Por ello, dentro de este grupo de liposomas convencionales resaltamos las siguientes
aportaciones. Joshi y Misra (2001) llevaron cabo un estudio sobre la budesonida
liposomal (EPC-Chol) en una formulacién en polvo seco. Se descubrié que este sistema
mantuvo los niveles de farmaco deseados en los pulmones por un tiempo prolongado,
posiblemente permitiendo una mejor eficacia del farmaco y menores efectos adversos
(Velino et al, 2019).

Posteriormente al estudio llevado a cabo en 2001, se destaco el efecto del ADN, F-actina,
acido lipoteicoico (LTA) vy los lipopolisacaridos (LPS) sobre la actividad bactericida de
antibioticos como tobramicina y polimixina B libres para tratar pacientes con FQ (Alipour
et al, 2009). Se encapsularon dichos antibioticos en liposomas con el fin de mostrar una
inhibicion antibiotica menor en comparacion con los antibacterianos libres. Los agentes
antibacterianos policationicos, como los aminoglucosidos y las polimixinas, requieren
vias de captacion especificas para la entrada y erradicacion de bacterias Gram negativas.
Los antibi6ticos cationicos aumentan la permeabilidad de la membrana externa bacteriana
al desplazar los iones magnesio y unirse a los LPS. Sin embargo, en el esputo con FQ,
altamente iénico, la elevada afinidad de las endotoxinas y glicoproteinas bacterianas
polianidnicas excretadas de los globulos blancos lisados hacia los antibidticos cationicos
disminuye en general la interaccién con la bacteria en los pulmones. Es por ello por lo

que los liposomas pueden crear un entorno protector para los agentes antibacterianos,
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minimizando tales interacciones y, posteriormente, manteniendo una concentracion
constante de farmacos en los pulmones. En este estudio se pudo demostrar que el
atrapamiento o encapsulacion de ambos antibi6ticos en los liposomas redujo la inhibicion
de estos hasta 100 veces y ademas redujo las unidades formadoras de colonias (UFC) de
P.aeruginosa en el esputo 4 veces respecto a los antibidticos administrados de forma

convencional.

Centrandonos ya en este grupo concreto de liposomas, segln la carga superficial que
adquieran mediante la adicién de lipidos cargados en las bicapas, se pueden categorizar

en: liposomas neutros, anidnicos, cationicos y zwitterionicos.

e Liposomas neutros

Varios grupos de investigacion han evaluado los potenciales de los liposomas
convencionales en la erradicacion de P. aeruginosa (el principal patdégeno en los
pulmones de los pacientes con FQ, que crece en pequefias colonias formando
biopeliculas) en estudios in vivo tanto en animales de experimentacion como en ensayos
clinicos. Asi, Meers et al. (2008) investigaron el potencial de penetracion en biopeliculas,
el mecanismo de liberacion del farmaco y la actividad antimicrobiana in vivo de
liposomas neutros con DPPC/Chol cargados con amikacina y disefiados para su
nebulizacion y administracion por inhalacién. Con el fin de visualizar la penetracion en
la biopelicula, los liposomas se prepararon marcados con carbocianina fluorescente y se
monitorizaron mediante fluorescencia o microscopia laser de barrido confocal. En este
estudio se observo que las vesiculas con un diametro medio de aproximadamente 300 nm
penetraron facilmente en la biopelicula y a través de la mucosidad infectada por P.
aeruginosa, mientras que las vesiculas con tamafios superiores a 1 um no pudieron
hacerlo. Ademas, se llevaron a cabo estudios paralelos también in vivo para observar los
resultados de penetracion en el biofilm mediado por el esputo y ramnolipidos presentes
en el sobrenadante de la biopelicula. Como resultado se obtuvo una liberacion sostenida
de amikacina dando lugar a un rendimiento superior in vivo y, por tanto, una mayor
eficacia de la amikacina liposomal inhalada en comparaciéon con la formulacion del
farmaco libre. Hemos de saber que los ramnolipidos en las biopeliculas de P. aeruginosa
y el esputo de la FQ, debido a las caracteristicas biotensioactivas, desencadenan asi la
liberacién de la amikacina de los liposomas. Debido a que la concentracion de

ramnolipidos es mayor en la proximidad de la biopelicula, los liposomas liberan el
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antibidtico en el sitio de la infeccion, consiguiendo asi una liberacién dirigida al lugar
concreto de la infeccion (Rukavina y Vani, 2016).

La mejoria en la efectividad de amikacina liposomal (Arikace®) para el tratamiento de
infecciones bacterianas por biopeliculas ha sido confirmado en estudios clinicos,
habiendo pasado las Fases Il y Il de ensayos clinicos en pacientes con FQ, con
infecciones por P. aeruginosa, demostrando su tolerabilidad, seguridad, actividad
bioldgica y eficacia (Clancy et al., 2013).

e Liposomas cationicos

Los liposomas cationicos se pueden disefiar con lipidos naturales o sintéticos con
radicales cationicos, como el ion amonio (Gottenbos et al., 2001; Lu et al., 2007), sulfonio
(Ghattas y Leroux, 2009) o fosfonio (Popa et al., 2003; Chang et al., 2010). Como se ha
comentado anteriormente, se requieren valores de potencial zeta de + 30 mV
aproximadamente para conseguir dispersiones estables. Se han propuesto los liposomas
cationicos como sistemas adecuados de liberacion de farmacos debido a su interaccion
electrostatica con areas o superficies cargadas negativamente, como la piel o dientes, a

cuyas superficies se encuentran bacterias asociadas (Nguyen et al., 2013).

Robison et al. (2000) han destacado que cada bacteria presente en la biopelicula se
adsorbe de forma independiente y que el grado de adsorcion se reduce significativamente
para los liposomas anionicos en comparacion con las vesiculas cargadas positivamente,
empleando formulaciones del mismo rango de tamafios. Este resultado llevo a concluir
que las formulaciones cationicas, en general, resultan ser mas efectivas contra bacterias
cargadas negativamente debido a su interaccion iénica y a la fusién con la envoltura
celular bacteriana (Drulis-Kawa y Dorotkiewicz-Jach, 2009). A lo largo de esta revision
podremos ver distintas formulaciones liposomales que, mediante adicion o
modificaciones varias dan lugar a liposomas cationicos que establecen interaccion

electrostatica con las membranas.

e Liposomas anidnicos

Estos liposomas pueden encapsular mas eficazmente antimicrobianos con carga positiva
(Messiaen et al., 2013) y prolongar su tiempo de liberacion (Kaszuba et al., 1995;
Robinson et al., 1998; 2000; Tang et al., 2009). Algunos estudios han demostrado que los

liposomas aniénicos compuestos de DPPG y DOPC podrian cargarse con cantidades ocho

24



veces mas altas de antibioticos que los liposomas basados en lipidos naturales sin carga
(Messiaen et al., 2013; Wang et al., 2020).

Las biopeliculas de P. aeruginosa tienen carga neta negativa; por lo tanto, la interaccion
de antibidticos cargados positivamente con los polimeros de la matriz constituyente de la

biopelicula evitaria la penetracion de antibioticos, como gentamicina, en la bacteria.

Este problema puede solventarse mediante la encapsulacion de tobramicina,
aminoglucésido eficaz contra cepas bacterianas Gram negativas y Gram positivas, en
liposomas. En un estudio que se llevé a cabo encapsulando el farmaco en liposomas
cargados negativamente, se apreci6 una inmovilizacion de células bacterianas debido a la
atraccion electrostatica de los liposomas, que llevé a la penetracion del farmaco y la
muerte celular. Un resultado positivo adicional de este estudio fue la mayor carga de
tobramicina en los liposomas anionicos (ocho veces mayor) que en los liposomas neutros
naturales debido a la interaccion electrostatica entre los lipidos cargados negativamente

y el farmaco (Messiaen et al., 2013).

Con el fin de mejorar el efecto antimicrobiano de este grupo de farmacos, Alhariri et al.
(2017) evaluaron la actividad antimicrobiana de formulaciones de liposomas neutros y
anidnicos que contenian gentamicina, en comparacion con gentamicina libre. La actividad
antimicrobiana se examind midiendo parametros microbiol6gicos como la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima Bactericida (CMB) contra varias
cepas bacterianas Gram negativas y Gram positivas. Los resultados demostraron que las
CMI y CMB de la gentamicina encapsulada en liposomas anionicos fueron
significativamente mas bajas que las de la gentamicina libre, al inhibir el crecimiento de

las cepas bacterianas analizadas.

Anteriormente, un estudio demostré que los liposomas cargados negativamente que
contenian DPPC/ Sal sodica de 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosforilglicerol (DMPG) y
cargados con aminoglucdsidos (tobramicina, gentamicina) exhibieron una actividad
antibacteriana mejorada (Beaulac et al., 1998). Alhariri y colaboradores llevaron a cabo
diferentes formulaciones de lipidos cargados negativamente, neutros y con colesterol en
diferentes proporciones molares con un total de 20 mg/mL de contenido de lipidos, es
decir, 7.5 mg de DPPC; 10.5 mg de DMPG; 2 mg de colesterol en una relacién molar
2:3:1 (al que denomind NELG-1), se prepararon 6.3 mg de DPPC; 12 mg de DMPG; 1.7
mg de colesterol en una relacién molar 2:4:1 (llamado NELG-2) y 15.8 DPPC; 4.2 mg de
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colesterol en una relacion molar 2:1 (denominado NLG) a través del método de
deshidratacion-rehidratacion de vesiculas. En este estudio, se encapsulé gentamicina en
estas formulaciones liposomales con el fin de estudiar y analizar su efecto frente
infecciones pulmonares y concretamente sobre la formacion de biopeliculas por P.
aeruginosa. EIl aumento de la proporcion de fosfolipidos cargados negativamente en las
formulaciones de liposomas (NELG-1 y NELG-2) desempefi6 un papel importante en el
aumento de la eficacia de encapsulacion de gentamicina en comparacion con los
liposomas neutros, debido a una interaccion entre la gentamicina cargada positivamente
y los liposomas cargados negativamente. Estos resultados pueden explicarse por el inicio
de una fuerza de interaccion electrostatica entre las moléculas cargadas positivamente,

como la gentamicina y los fosfolipidos cargados negativamente.

Ademas, se observo que en presencia de lavado broncoalveolar (LBA), esputo y plasma
humano, la liberacion del farmaco de la formulacion varié (Alhariri et al., 2017). NLG
mantuvo una cantidad razonable de gentamicina en estos entornos. NELG-1 y NELG-2
perdieron su contenido de gentamicina a medida que se incrementaba la carga negativa.
Esto se explica por la avidez de las formulaciones negativas para interactuar con las
lipoproteinas, la albumina, las inmunoglobulinas y las fosfolipasas presentes en LBA,
esputo y plasma, que tienen la capacidad de desestabilizar los liposomas dependiendo de
la composicion lipidica o la carga electrostatica. Es sabido que los liposomas que
contienen DPPC se unen a menos proteinas y son en general, mas estables que un
liposoma cargado negativamente (Hernandez-Caselles et al., 1993). Este estudio llego a
concluir con los datos obtenidos que los liposomas neutros aumentan la actividad
antimicrobiana de la gentamicina contra las bacterias planctonicas, mientras que los
liposomas cargados negativamente aumentan la encapsulacion del farmaco y mejoran

significativamente su actividad frente a la comunidad de biopeliculas.

e Liposomas zwitteridonicos

Estos liposomas se caracterizan porque presentan potenciales zeta dependiente del pH, y
no muestran una carga concreta. Ello se debe a que los lipidos que conforman la bicapa
son de naturaleza zwitterionica, por lo que tienen grupos funcionales acidos y alcalinos
(Hu et al., 2019; Makhathini et al., 2019) que permiten la inversidén de carga por debajo
y por encima de su punto isoeléctrico (Vila-Caballer et al., 2016; Liu et al., 2019). Esta

caracteristica permite la elaboracién de liposomas que se encuentren cargados
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negativamente en condiciones de pH fisiologico y adquieran carga positiva en
condiciones del entorno mas acidas. Asi ocurre con los liposomas de poli
(metacriloilsulfadimetoxina) (PSD), desarrollados por varios autores (Ghattasy Leroux,
2009; Lu et al., 2018). La carga negativa a valores de pH fisiol6gicos ayuda al transporte
de estos liposomas a través de la circulacion sanguinea sin interaccién importante con
otros componentes sanguineos cargados negativamente (Hamal et al., 2019), mientras que
la adquisicion de una carga positiva dentro del ambiente &cido de una biopelicula facilita
una mejor interaccién con bacterias cargadas negativamente alli existentes, como han
demostrado algunos autores en sus estudios (Robinson et al., 2001; Nederberg et al., 2011;
Ng et al., 2013).

4.2.2. Liposomas fusogénicos

Los liposomas fusogénicos, también conocidos como Fluidosomas, han sido disefiados
en este campo de la investigacion con el fin de mejorar la administracion y accion de
antimicrobianos, ya que facilitan la fusion de las membranas liposomales con las

bacterianas.

Se trata de vesiculas que, por su composicion, pueden fusionarse con membranas
biologicas, lo que aumenta la internalizacion del farmaco en las células. Las bicapas de
estos liposomas contienen una fraccion optimizada de lipidos que causan alteraciones en
el empaquetamiento y la formacion de la bicapa de fosfolipidos. La presencia de lipidos
asimétricos, como fosfatidiletanolamina, o lipidos con cadenas acilicas mas cortas,
proporcionan una mayor fluidez de la bicapa lipidica pudiendo, de esta forma,
desestabilizar las membranas biologicas (Forier et al., 2014; Scriboni et al., 2019) asi
como inducir la disminucién de la temperatura de transicion de la membrana (Rukavina
y Vani, 2016). Por tanto, en comparacién con los liposomas convencionales, tipicamente
compuestos de membranas rigidas, los liposomas fusogénicos se caracterizan por bicapas

lipidicas relativamente fluidas.

Con estos liposomas, se ha descubierto que la actividad bactericida de la tobramicina
liposomal depende principalmente de la fluidez de la membrana liposomal. Asi, Forier et
al. (2014) demostraron que los fluidosomas, con una temperatura de transicion de fase
(Tc) de aproximadamente 30 °C, mostraron una reduccion significativa de la viabilidad

de la biopelicula de P. aeruginosa en comparacién con el antibiotico libre.
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Como ya se ha indicado anteriormente, P. aeruginosa es conocida por causar infecciones
pulmonares cronicas en pacientes con FQ y en pacientes que padecen bronquiectasias sin
FQ, pero también pueden causar infecciones relacionadas con heridas y dispositivos o
material quirdrgico (catéteres, prétesis implantables). En este sentido, algunos autores
mostraron que empleando fluidosomas como sistemas de administracion de
antimicrobianos como tobramicina, gentamicina y amikacina, se consiguid la
erradicacién completa de la enfermedad pulmonar crénica, que cursaba con infeccién por
P. aeruginosa (Glnday et al., 2014; Hadinoto y Cheow, 2014). Estos estudios, en los
cuales se evalud la actividad antimicrobiana in vivo en ratas, confirmaron que el
antibiético permanecia principalmente en los pulmones tras la administracion de la
formulacion en liposomas, a diferencia de las formulaciones con el farmaco libre, donde
se apreciaba una menor persistencia del farmaco en este 6rgano, lo que probablemente

reduciria los efectos secundarios y la toxicidad sistémica (Forier et al, 2014).

Las formulaciones de liposomas de tobramicina han sido ampliamente estudiadas con el
fin de incrementar su eficacia antimicrobiana a nivel pulmonar y reducir su toxicidad a
nivel sistémico. Tras los primeros estudios que mostraron un aumento significativo en el
tiempo de residencia del farmaco a nivel pulmonar, tanto para ratas sanas como
infectadas, en comparacion con la administracion de tobramicina libre (Beaulac et al.,
1996), se han incorporado nuevos estudios que analizan los efectos de la composicion
liposomal en la cinética de liberacion del farmaco y la eficacia mediante el desarrollo de
fluidosomas, compuestos de DPPC:DMPG en una relacion variable de 10:1 a 15:1
(Velino et al, 2019). Los resultados del estudio mostraron que la administracion de
fluidosomas cargados de tobramicina en ratas infectadas, condujo a una erradicacion
completa del patégeno en comparacion con liposomas convencionales y con el antibi6tico
sin liposomar. Ademas, la deteccion de bajos niveles de farmaco en los rifiones tras el
tratamiento sugirié una posible nefrotoxicidad reducida. Efectivamente, la tobramicina
medida en los pulmones transcurridas 16 h desde la Gltima dosis de antibidtico
administrada, adquirié unos valores de concentracion mayor o igual a 27 pg/mg de tejido
en las formulaciones de liposomas. Asimismo, se detectaron niveles bajos de farmaco en
los rifiones (0,59 a 0,87 pg/mg de tejido) tras administrar el antibiético encapsulado,
mientras que los valores fueron de 5,31 pg/mg de tejido en los rifiones en el caso del

antibiético libre.
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Por tanto, los resultados de los diferentes estudios sugieren que la administracion local de
liposomas fluidos con tobramicina encapsulada podria mejorar en gran medida el
tratamiento de la infeccion pulmonar cronica en pacientes con FQ. Ello requeriria la
optimizacién de las formulaciones en cuanto a capacidad de encapsulacion del farmaco,
la fluidez adecuada que permitiera una modulacion en la liberacién del antibi6tico y la
posible interaccion con la membrana externa bacteriana por mecanismos de fusion, asi
como la persistencia pulmonar. Se destaca que la carga negativa de los fluidosomas puede
favorecer su reactividad y se ha demostrado que con una Tc similar a la descrita
anteriormente de 30°C aproximadamente, la carga negativa tiende a mejorar la estabilidad
fisica de los liposomas al reducir la capacidad de agregacion (Grit and Crommelli, 1993).

4.2.3. Liposomas modificados

Las aplicaciones de los liposomas, particularmente de aquellos que presentan tamafos
inferiores a 100 nm, a menudo se ven obstaculizadas por la escasa estabilidad que poseen
estas vesiculas debido a que sufren fendmenos de fusion y/o agregacion espontaneos,

resultando en pérdidas de carga Util e incremento de sus dimensiones.

Con el fin de superar este inconveniente, se han empleado varias estrategias, como
optimizacion de la composicion de liposomas y adicion de agentes estabilizadores en su
formulacion (Yilin et al., 2017).

De forma global, la alteracion de la composicion y concentracion de lipidos en la bicapa
ha demostrado tener efectos significativos sobre el grado de adsorcion en diferentes
patogenos. En el caso, por ejemplo, de biopeliculas de S. aureus, dichas propiedades
modifican la efectividad de los farmacos encapsulados (Jardeleza et al., 2014). Dado el
grado de dificultad de la penetracién de la matriz de biopeliculas por los antimicrobianos,
por ejemplo, a nivel topico, debido a que se origina una gran combinacion de barreras
fisicas y metabdlicas, asegurar que las dosis de los farmacos sean eficaces, difundan
adecuadamente y lleguen a las células bacterianas formadoras del biofilm, resulta clave
para conseguir una erradicacion efectiva de las biopeliculas. Asimismo, se ha demostrado
que las propiedades bacterianas, como la hidrofobicidad de la pared celular, afectan a la
penetracion de los liposomas y, por lo tanto, la movilidad del farmaco a través de la matriz

de biopeliculas (Habimana et al., 2001).

29



La estearilamina (SA) es un lipido cargado positivamente ampliamente utilizado en la
formulacion de liposomas con el fin de aportar carga positiva superficial. Sus
caracteristicas de rigidez aportan estabilidad a las vesiculas formadas (Guerra-Morillo et
al, 2020). Su aplicacion en la erradicacion de las biopeliculas bacterianas se fundamenta
en la interaccidn electrostética con la carga opuesta de la superficie de la membrana
bacteriana o la carga bioldgica negativa de los compuestos de la matriz. Aunque la unién
a compuestos de la matriz podria ser realmente desventajosa debido que se veria
dificultada la interaccion directa de los liposomas con la superficie bacteriana, podrian
permanecer como reservorios para ir liberando de forma prolongada los agentes
antimicrobianos en las inmediaciones directas de las biopeliculas (Forier et al, 2014). En
algunos estudios se ha descubierto que la cantidad de estos liposomas depositados en la
biopelicula dependia de la fuerza ionica del medio circundante, la temperatura y la
hidrofobicidad de las bacterias, de forma que se adsorbian mas liposomas a una fuerza
ionica mas baja, a temperaturas mas altas y cuando las bacterias eran mas hidrofobas.
Cabe sefialar que, aunque se adhieren menos liposomas a temperaturas mas bajas, la
fuerza de adsorcién era mayor, lo que es consistente con una interaccion electrostatica.
Por otra parte, el contenido de SA en los liposomas tuvo efectos importantes en la
efectividad de las formulaciones ya que, a elevada concentracion, SA puede separarse de
los liposomas y unirse a las bacterias, reduciendo asi la capacidad de union de los

liposomas a la célula bacteriana (Kim et al., 1999).

En 2008 se llevd a cabo un estudio en el cual se coencapsulé Galio y Gentamicina en
liposomas. El objetivo de dicha administracion conjunta fue mejorar la eficacia
antimicrobiana de este aminoglucésido frente a bacilos aerdbicos Gram negativos y
bacilococos. El galio ha demostrado ser un agente eficaz inhibidor del crecimiento y
formacién de biopeliculas por P. aeruginosa (Halwani et al., 2008). Este metal es
reconocido debido a sus similitudes quimicas con el hierro, de forma que puede sustituir
a este en muchos sistemas biolégicos e inhibir, por tanto, procesos dependientes de hierro.
La interrupcion del metabolismo del hierro aumentaria la vulnerabilidad de la mayoria de
las bacterias infecciosas, ya que es un elemento esencial para el crecimiento y
funcionamiento de enzimas claves, como las involucradas en la sintesis de ADN y

proteinas, transporte de electrones y en el estrés oxidativo.

La encapsulacién del galio en los liposomas ofrecia ademas la ventaja de reducir su

toxicidad, la cual limita su uso clinico. El perfil toxicoldgico de este metal, de forma
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individual, hizo que disminuyese la viabilidad de las células expuestas a €l, mientras que,
al encapsularlo en los liposomas, este efecto desaparecid, como se puede apreciar en la
figura 9. Probablemente, la presencia de las bicapas de fosfolipidos de los liposomas evita

el contacto directo del galio con las células pulmonares.
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Figura 9. Efecto de la formulacion de liposomas de galio (Lipo-Ga) sobre la viabilidad celular.
El porcentaje de viabilidad de las células pulmonares A549 se midié después de 24h de incubacion
con Ga libre (barras blancas) y Lipo-Ga (barras negras) a 7.5, 15,30 y 60 uM de Ga. Las células
A549 no tratadas actuaron como control positivo. Adaptada de Halwani et al. (2008).

El estudio puso de manifiesto que la CMI de la formulacion de liposomas con galio y
gentamicina combinados era significativamente menor (8 mg/L) respecto a una
formulacion de galio asociado a gentamicina (32 mg/L), y ésta menor a gentamicina libre
(64mg/L). Se destaco que la formulacion liposomal fue la Gnica que conseguia eliminar
las cepas en forma de biopelicula y, con ello, la resistencia bacteriana (Halwani et al.,
2008).

El mecanismo de accion de la formulacidn anterior esta relacionado con la supresién de
las moléculas de QS que, como se menciond en el apartado de introduccion, se trata de
una serie de moléculas analogas a la acil-homoserinas lactonas (AHL) que se definen
como vias de comunicacion para la formacion de biopeliculas. Asi, se demostré que la

formulacion liposomal suprimia la produccion de AHL sin matar las bacterias.
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Esta formulacion supuso una nueva estrategia para los liposomas como sistemas
transportadores de dos farmacos en una misma formulacion, que consiguid: reducir la
CMI de gentamicina con el consiguiente ajuste de dosis, reducir la toxicidad del galio y
capacidad para prevenir la formacion de biopeliculas y la resistencia bacteriana que estan
asociadas a la infeccién pulmonar crénica de pacientes con FQ (Halwani et al., 2008).
Estos estudios in vitro requieren un modelo animal para seguir evaluando la viabilidad de

la propuesta.

4.2.4. Liposomas de superficie modificada

Una de las estrategias propuestas para combatir las infecciones relacionadas con
biopeliculas es el uso de liposomas modificados en la superficie. Estas modificaciones se
pueden llevar a cabo mediante diversos mecanismos. Globalmente se podrian clasificar
en: modificacion superficial por interacciones idnicas o por union covalente de ligandos.
En el primer grupo se englobarian las formulaciones utilizando: enzimas (lisozima,
serratiopeptidasa) y polisacaridos (quitosano). En el segundo grupo se incorporarian:
poliéteres (polietilenglicol), proteinas (lectinas) o anticuerpos, a la superficie del

liposoma.

Como se ha referido inicialmente, las intervenciones convencionales con antimicrobianos
para erradicar biopeliculas son con frecuencia ineficaces debido, en la mayoria de los
casos, a la produccidon de sustancias poliméricas extracelulares en la biopelicula, y que es
considerado el mecanismo mas comun de resistencia antimicrobiana (Epstein et al., 2011;
Jiang et al., 2011; Ghosh et al., 2015). Las sustancias poliméricas extracelulares pueden
adsorber o reaccionar con moléculas antimicrobianas, disminuyendo su penetracién en la
biopelicula y, por lo tanto, la interaccion con los microorganismos (Dias-Souza et al.,
2017).

Con el fin de favorecer la penetracion de las formulaciones a través de la biopelicula y su
contacto con el microorganismo, Fu et al. (2019) propusieron modificar la superficie de
liposomas con quitosano, polisacarido cationico cuya estructura quimica se muestra en la

figura 10.
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Figura 10. Estructura quimica del quitosano. Tomada de Rodriguez-Hamamur et al. (2010).

Con ello, ademas de mejorar la estabilidad de las formulaciones, la carga positiva de
quitosano podria facilitar la interaccion electrostatica con la membrana bacteriana y con
ello, el acceso del farmaco a las células, mejorando asi la actividad antibacteriana.
Ademas, las caracteristicas hidrofilicas del quitosano favorecen la encapsulacion de

farmacos en liposomas y mejoran las interacciones de los farmacos con las bacterias.

El estudio se propuso con el objetivo de intentar aumentar la efectividad antibacteriana
de la polimixina B y reducir su toxicidad. Para ello, se prepararon liposomas cargados de
polimixina B modificados con quitosano (LPC). Sus propiedades fisicoquimicas de
tamafo y carga superficial permitieron obtener una eficacia de encapsulacion y carga de
farmaco elevadas. Ademas, los perfiles de liberacion mostraban mecanismos de

liberacidn sostenida en el caso de los liposomas modificados con quitosano (figura 11).
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Figura 11. Perfiles de liberacion in vitro de polimixina (PMB) a partir de una solucion a partir de
liposomas de PMB modificados con quitosano (LPC) a las 1, 2, 3, 6, 9, 12, 24 y 48 horas.
Adaptada de Fu et al. (2019).

Con relacién a la efectividad antibacteriana de la formulacion, se obtuvo que la CMI del

crecimiento visible de las células de biopeliculas de LPC frente a Acinetobacter
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baumannii (AB) era 8 + 2 pg/mL, mientras que la de PMB fue de 32 £+ 2 pg/mL, como
se refleja en la figura 12. Ello sugiere que los LPC aun no pudieron eliminar eficazmente
a AB productora de biopelicula resistente a la polimixina B, aunque tuvo cuatro veces

mas eficacia anti-biopelicula que el farmaco solo.
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Figura 12. Efectos antibacterianos de diferentes tratamientos sobre Acinetobacter baumannii
productora de biopeliculas in vitro. Valores de concentracién minima inhibitoria de crecimiento
visible de biopelicula (CMIB). A) Solucién de polimixina B (PMB) y liposomas de polimixina B
recubiertos con quitosano (LPC), siendo n=3. Tomada de Fu et al. (2019).

Con el fin de mejorar la erradicacion de la biopelicula, en este estudio se incluyo la
formacién de canales temporales en el biofilm por cavitacion mediante aplicacion de
ultrasonidos. Ello induciria la penetracion de LPC en las biopeliculas y la disgregacion
de las bacterias planctonicas, de las biopeliculas. Efectivamente, los resultados in vitro
indicaron que el efecto antibacteriano sinérgico de las microburbujas de ultrasonidos en
combinacién con LPC que contenian 2 pg/mL de polimixina B fue suficiente para
eliminar casi por completo Acinetobacter baumannii productora de biofilm resistente a

farmacos. Estos resultados fueron confirmados por ensayos morfologicos (figura 13).
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Figura 13. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de biopeliculas de Acinetobacter baumannii.
A) Control de biopelicula; B) microburbuja de ultrasonido; C) solucion de polimixina B; D) liposoma
cargado de polimixina B modificado con quitosano; E) microburbujas de ultrasonido y liposoma cargado
de polimixina B modificado con quitosano. Tomado de Fu et al. (2019).

En estudios posteriores se verificara la toxicidad bioldgica de los LPC y se desarrollaran
modelos animales de infeccion pulmonar de biopelicula de Acinetobacter baumannii o
modelos animales con infecciones del tracto urinario e infecciones de la piel y tejidos
blandos con el fin de evaluar si el efecto sinérgico de LPC junto a la aplicacion de
ultrasonidos puede mejorar el efecto antibacteriano de polimixina B y reducir su toxicidad

para tratar las infecciones sistémicas o locales (Fu et al., 2019).

En estos ultimos afios, Yilin et al. (2017) llevaron a cabo un estudio que incorporaba
lisozima (figura 14), enzima que dafia las células bacterianas catalizando la hidrolisis de
las uniones beta 1,4 entre los residuos de &cido N-acetilmurdmico y N-acetil-D-

glucosamina en un peptidoglicano.

35



Figura 14. Representacion grafica de la estructura de lisozima (Fuente: Carrillo, 2013).

Esta enzima, que se encuentra cargada positivamente, se afiadié, ademas, estabilizando
liposomas de gentamicina cargados negativamente mediante interaccion electrostatica, en
el tratamiento de la FQ. Estos autores encontraron que la gentamicina liposomada
asociada a la lisozima (LLG) fue mas efectiva para alterar las biopeliculas preformadas,
construidas a base de bacterias patdogenas Gram negativas, que la lisozima o la
gentamicina por si solas. Como se muestra en la figura 15 (a y b), tanto la gentamicina
como la lisozima solas ejercieron un efecto leve sobre la biomasa y las células vivas de
biopeliculas de P. aeruginosa tras 24h de tratamiento, en comparacion con el grupo
control. En cambio, el tratamiento con gentamicina liposomada asociada a lisozima
(LLG) redujo notablemente tanto la masa de biopelicula como los recuentos de células
viables. El estudio también se llevo a cabo utilizando biopeliculas producidas por una
especie bacteriana Grampositiva, S. aureus (figura 15c y d), obteniendo resultados

similares al anterior.

Los resultados obtenidos se corroboraron mediante estudios de microscopia de
fluorescencia, cuyas imagenes se recogen en la figura 16. En ella se muestran fotografias
de biopeliculas de P. aeruginosa (figura 16 a) y de S. aureus (figura 16 b) tras ser
sometidas a la adicion de una solucion de gentamicina, lisozima y liposomas de
gentamicina con lisozima (LLG). Se observd que las biopeliculas tratadas con LLG
exhibieron solo unas pocas colonias bacterianas aisladas en lugar de una estructura de
biopelicula, como se pudo observar en el resto de imagenes, cuyas muestras fueron

tratadas con gentamicina y lisozima.
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Figura 15. Efectos inhibitorios de LLG en la formacién de biopeliculas por P. aeruginosa (a, b)
y S. aureus (c,d). Tomada de Yilin et al. (2017).
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Figura 16. Microscopia de fluorescencia de biopeliculas de P. aeruginosa (a) y S. aureus (b).
Como control se utilizaron biopeliculas incubadas con caldo de triptona-soja (TSB). Escala de la
barra: 10 um. Tomada de Yilin et al. (2017).

Mediante Microscopia Electronica de Barrido (MEB) también se evaluaron los cambios
en la morfologia de la superficie de P. aeruginosa (patdgeno en forma de varilla, figura
17 a) y S. aureus (patdgeno de forma redonda, figura 17 b) cuando se trataron con las
diferentes formulaciones. Mientras los grupos control mostraron una distribucion
altamente organizada y bien definida, en las biopeliculas tratadas con LLG, las paredes
celulares se arrugaron y dafiaron, la forma y el tamafio de las células cambiaron

drasticamente, y solo se observaron unas pocas células bacterianas dispersas. En general,
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estos resultados indicaron claramente que LLG aportaban ventajas frente la resistencia
bacteriana, debido a la alteracion de las biopeliculas existentes formadas por

microorganismos Gram negativos y positivos.

Gentamicin

Figura 17. Microscopia electrdnica de barrido del biofilmde P. aeruginosa (a) y S. aureus (b).
Las biopeliculas incubadas con TSB se usaron como control. Escala de la barra: 1 um. Tomada
de Yilin et al. (2017).

El desafio de eliminar infecciones provocadas por P. aeruginosa, como en el caso de la
FQ, permanece sin demasiados cambios debido fundamentalmente al rapido desarrollo
de la resistencia a los antibidticos. Se ha demostrado que la escasa penetracion de
farmacos en las densas biopeliculas formadas juega un papel vital en el tratamiento
efectivo de la infeccion (Yilin et al., 2017). Por tanto, la terapia antibidtica actual de

biopeliculas contra P. aeruginosa requiere la investigacion de nuevas estrategias.

La resistencia a los antibiéticos y la sintesis de varios factores de virulencia durante la
formacién de la biopelicula de P. aeruginosa estd mediada principalmente por dos
sistemas de deteccion de QS quimicamente distintos: 1-acil-homoserina lactonas y 2- las
4-quinolonas. Entre todas las quinolonas, solo PQS (2-heptil-3- hidroxi-4-quinolona) se
aisla en el liquido del lavado broncoalveolar en los pulmones con FQ, lo que sugiere la
posible asociacién de PQS con infecciones por P. aeruginosa y posterior dafio
inflamatorio a los tejidos respiratorios del huésped en pacientes con FQ. El papel de PQS
en las biopeliculas de P. aeruginosa es bien conocido: PQS mejora la formacion de la
biopelicula estimulando dos reguladores conocidos: RhIR/C4-HSL y RpoS (Diggle et al.,
2003). Ademas, PQS regula la sintesis de ADN extracelular (ADNe), el cual actia como
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una interconexion célula—compuesto que mantiene predominantemente la estructura 3D
y la arquitectura de la biopelicula (Whitchurch et al., 2002). Este ADNe también se aisla
en concentraciones muy elevadas en muestras de esputo de pulmones con FQ (hasta 20
mg/mL), lo que sugiere la existencia de microcolonias ricas en ADNe de P. aeruginosa
en los pulmones con FQ. Alarmantemente, biopeliculas enriquecidas con ADNe
mostraron hasta 640 veces mas resistencia a los antibi6ticos que los cultivos planctonicos
(Mulcahy et al., 2010). Por todo ello PQS se convierte en un objetivo clave para combatir
este tipo de infecciones relacionadas con P. aeruginosa. En este sentido, Bandara et al.
(2016) han propuesto la utilizacion de farnesol (figura 18), compuesto organico de origen
natural que se encuentra presente en numerosos aceites esenciales de plantas, del que se
ha demostrado que inhibe la sintesis de PQS (McAlester et al., 2008).

CHs CHs CHs
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Figura 18. Estructura quimica del farnesol. Tomada de
http://www.plantasyhongos.es/glosario/sesquiterpenos.htm

El estudio tuvo como objetivo formular liposomas encapsulando ciprofloxacino como
antibiotico y modificar su superficie uniéndole farnesol natural, con el fin de erradicar la
biopelicula de P. aeruginosa. De esta forma, se consiguié que dicha formulacién
disminuyera la CMI y CMB respecto a liposomas encapsulados Unicamente con el
antibiotico y una diferencia aun mas drastica con respecto a la administracion de
ciprofloxacino libre. Los resultados para la CMI obtenidos fueron: ciprofloxacino
liposomal combinado con farnesol 0.128 mg/mL, liposomas con ciprofloxacino
solamente 1.31mg/mL vy ciprofloxacino libre 16 mg/mL, favoreciéndose asi la
eliminacion de la biopelicula. Hemos de destacar que los liposomas formulados estaban
débilmente cargados positiva o negativamente y por ello favorecian asi la interaccién con
la biopelicula y posterior penetracion mas eficazmente del farmaco comparado con el

farmaco libre.

En los ultimos afios se esta explorando la eficacia de la fluoroquinolona levofloxacino

(LFX) en el tratamiento de infecciones bacterianas en pacientes con FQ (Purnima et al.,
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2017). A pesar de los resultados alentadores iniciales, la solucion de levofloxacino en
aerosol no mostré ninguna mejora con respecto a la terapia estandar para la FQ
(tobramicina inhalada) en los ensayos clinicos de fase I11. Con el fin de mejorar la eficacia
antibacteriana a nivel pulmonar, se propuso su encapsulacién en liposomas modificados
con serratiopeptidasa (SRP), la cual es una enzima proteolitica con antecedentes
conocidos de actuar como un agente disruptor de la biopelicula (Purnima et al., 2017). En
primer lugar, los resultados mostraron que la combinacion de LFX y SRP fue més efectiva
en la interrupcion de la biopelicula de S. aureus que LFX solo. Ademas, se revel6 que la
combinacion de polvo seco que contenia LFX liposomal combinado con SRP para la
terapia inhalatoria tras la administracion intratraqueal en ratas, desempefia un papel vital
en la erradicacion de la biopelicula, mejorando asi la resistencia y eficacia antibidtica, en
ratas infectadas por S. aureus. Cuando se combinaron ambos compuestos en una misma
formulacion liposomal, se proporciond una carga de farmaco importante a nivel
intracelular en el lugar de la infeccion en el que SRP actua al romper la capa de
biopelicula. Como resultado de ello, se sugiere la actividad antimicrobiana y antibiofilm
sinérgicas de LFX en combinacion con SRP contra S.aureus, segun lo avalaron los

parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos del estudio.

Otra estrategia de modificar la superficie de los liposomas consiste en la union mediante

enlaces covalentes de compuestos a nivel superficial de los liposomas.

En esta linea, son interesantes las aportaciones de Brenner (2017) quien llevo a cabo la
union covalente de anticuerpos a la superficie de liposomas con el fin de obtener
inmunoliposomas. El desarrollo de estas uniones covalentes se apoyé en investigaciones
previas llevadas a cabo por Robinson et al. (2000) con la lectina, proteina ampliamente
utilizada para funcionalizar estas vesiculas lipidicas. A modo de informacion general, se

detallan las etapas fundamentales del mecanismo de union de ambas estructuras:

1. En la preparacion de liposomas se incorpora un lipido reactivo, por ejemplo, el
derivado m-maleimidobenzoyl-N-hidroxisuccinimida (MBS) de
dipalmitolfosfatidiletanolamina (DPPE-MBS).

2. Derivatizacion del anticuerpo con N-succinimidil-S-acetiltioacetato (SATA) para

generar grupos -SH libres.
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3. Conjugacién del anticuerpo derivatizado con el liposoma. La conjugacion se
produce por reaccion de los grupos -SH libres en el anticuerpo y el maleimido del
grupo DPPE-MBS.

Este método descrito se puede adaptar a la unidn de cualquier proteina a la superficie del
liposoma. SATA reacciona con los grupos amino terminales en los residuos de lisina, de
modo que el nmero de sitios potenciales para la derivatizacion variara de una proteina a
otra. En principio, solo se requiere un residuo de lisina para la derivatizacién y la posterior
conjugacion. EI nimero de moléculas de anticuerpos por liposoma de 100 nm de diametro
que incorporan 16% en moles de DPPE-MBS, es de aproximadamente 25.

Este tipo de formulaciones se presenté como estrategia para facilitar la focalizacion de
los liposomas al lugar de accion, permitiendo asi erradicar mas facilmente la infeccion
bacteriana. En esta linea se han llevado a cabo estudios para mejorar la mortalidad en el
sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA). Hasta el momento no existe ningun
farmaco aprobado para tratar esta patologia, y ello puede ser debido a tres causas
fundamentalmente: (1) los pacientes con SDRA son fragiles a causa de la disfuncion
organica multiple simultanea, por lo que no toleran bien los efectos secundarios de los
medicamentos; (2) la administracion de medicamentos inhalados se ve impedida por la
columna de liquido de naturaleza proteica que cubre los alvéolos lesionados; y (3) SDRA
es heterogénea en su fisiopatologia subyacente, por lo que es poco probable focalizar

hacia una Unica diana que mejore la mayoria de los pacientes.

Para hacer frente a esta situacion, se han desarrollado liposomas dirigidos al endotelio
pulmonar (LEP), como se recoge en los estudios de Brenner (2017). Estos liposomas, de
aproximadamente de 100 nm, estan recubiertos con anticuerpos que se unen al endotelio
capilar pulmonar de manera que, tras su administracion por via intravenosa, hacen que el

farmaco se concentre predominantemente en los alvéolos (figura 19).
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Figura 19. Liposomas funcionalizados con anticuerpos dirigidos hacia el endotelio pulmonar
(LEP). LEP se componen de liposomas (bicapas de fosfolipidos de didmetro aproximadamente
100 nm; marrén), farmacos cargados (circulos rojos) y anticuerpos (azul, con formas de Y).
Tomada de Brenner (2017).

Esta hipotesis se ha probado tanto en modelos animales sanos como en modelos animales
que presentan patologia grave y espacialmente heterogénea similar al SDRA severo. Al
concentrar los farmacos en el fluido de los alveolos, LEP resolveria el reto farmacologico
(1). Ademas, al administrarse por via intravenosa, resuelven el desafio (2). Finalmente,
como los LEP pueden cargarse con varios farmacos, se podria solucionar el tercer y

altimo reto anteriormente presentado, con la terapia combinada.

Las infecciones del tracto respiratorio pueden tratarse eficazmente manteniendo
concentraciones elevadas de farmaco en los pulmones cuando se administran por via
pulmonar. Son ya varios estudios los que han demostrado que los antibioticos pueden
administrarse de manera segura por inhalacién, ya sea en forma de polvo seco (Traini y
Young, 2009) o utilizando nebulizadores. La nebulizacion sigue siendo una opcion
terapéutica interesante en el tratamiento de patologias respiratorias en pacientes
hospitalizados en los que su cooperacién en el uso del dispositivo de inhalacion puede ser
limitada (Purnima et al., 2017). Los sistemas liposomales de antibioticos cuando se
administran por via pulmonar tienen el potencial de proporcionar un mayor tiempo de

retencion del antibidtico a nivel pulmonar.

Hace unos 20 afios, Vladimir Muzykantov descubrié que el recubrimiento de sistemas
nanoparticulares con anticuerpos dirigidos contra epitopos endoteliales (por ejemplo,
moléculas de adhesion plaqueto-endoteliales (PECAM)) favorecia la acumulacién de
estos nanotransportadores en los pulmones (Muzykantov et al., 1999). Recientemente se

ha demostrado en estudios llevado a cabo por Brenner en 2017, que los LEP dirigidos con
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PECAM se acumulan en los pulmones de ratones en unos niveles 300 veces superior a
los liposomas sin funcionalizar y al farmaco libre. Ademéas, como se menciond
anteriormente, los LEP parecen concentrarse en los alveolos, superando asi los problemas

farmacoldgicos por los que se veia afectado el SDRA.

Curiosamente, la adicion de 1.6% en moles de lipidos-PEG produjo un potencial zeta
préximo a cero. Sin embargo, las dispersiones de liposomas que contienen PEG-lipidos
se describieron como estables (Kataria et al., 2011), presumiblemente debido a la

estabilizacién y repulsion estérica.
4.2.5. Formulaciones comercializadas de liposomas

El defecto genético que caracteriza a la FQ origina en los pacientes una mucosidad espesa
que se acumula en los pulmones y que favorece el crecimiento de microorganismos, como
P. aeruginosa. Esta bacteria forma una biopelicula en el pulmon, que dificulta la
penetracion del sistema inmunitario y de los antibioticos, como se representa

esquematicamente en la figura 20.

Pulmén normal Via aérea normal con Capa epitelial pulmonar con
una capa de moco fina una capa de moco fina

; Via aérea con una capa de Establecimiento de biofilms en las

Pulmon con FQ mOCo gruesa y pegajosa e células epiteliales pulmenares,

infeccion bacteriana adhesion de moco a la superficie,
dafio celular

Figura 20. Representacion esquematica de un pulmén con FQ. En un pulmén normal, las
células epiteliales de las vias aéreas estan recubiertas con una fina capa de moco, mientras
gue en un pulmdn con FQ estas células estan recubiertas de un moco denso y pegajoso que
incluye un biofilm de bacterias, lo que promueve dafio celular y problemas respiratorios.
Tomada de Hollmanny Perkins (2017).
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En el tratamiento de esta patologia se han venido proponiendo interesantes estrategias.
Entre ellas, el uso de nanosistemas como los liposomas podria ser una alternativa valida
para superar la gruesa capa de moco que se forma en el interior de la region alveolar, asi

como la biopelicula bacteriana (Ong et al., 2019).

En 2008, Meers et al. (2008) desarrollaron una formulacién liposomal de amikacina

inhalada (Arikace®), de la que se destacaron las siguientes caracteristicas:

e Estabilidad liposomal. La formulacién liposomal de amikacina se puede
administrar como una solucién nebulizada, reteniendo el farmaco en los
liposomas y demostrando un mecanismo de liberacion sostenida en pulmones
normales no infectados.

e Penetracion del liposoma. Los liposomas, de tamafio homogéneo, pueden penetrar
en el esputo y el biofilm, lo que sugiere su capacidad para acceder a sitios de
infeccidn en los pulmones de pacientes con FQ.

e Liberacion del farmaco. Se ha identificado un posible mecanismo de liberacion
de amikacina mediado por factores de virulencia bacteriana, pudiendo los
ramnolipidos desempefiar un papel prominente.

e Eficacia. La inhalacion de amikacina liposémica nebulizada en esta forma resulta
significativamente mas eficaz en la reduccion de la carga bacteriana en un modelo
de infeccidn crdnica por P. aeruginosa crénica que una dosis similar de amikacina
libre, posiblemente como resultado de la liberacion mediada por factores

asociados con la infeccién bacteriana.

Arikace® se presenta como una formulacion de liposomas de amikacina, farmaco
aminoglucdsido empleado en el tratamiento de infecciones provocadas por P. aeruginosa
en la FQ. Esta formulacion encapsula amikacina en el compartimento acuoso de

liposomas neutros compuestos de DPPC y colesterol.

Posteriormente al desarrollo de dicha formulacion, ya en 2015 Ehnsa y Clancy,
propusieron que estos liposomas, cuya composicion se asemeja a la del surfactante
natural, actlan protegiendo a la amikacina, cargada positivamente, de las mucinas
polianidnicas que son caracteristicas del esputo de la FQ. Debido a su tamafio uniforme
(300 nm aprox.), se ha demostrado que los liposomas penetran en la matriz del esputo, en
el cual son retenidos y posteriormente lisados por los ramnolipidos de P. aeruginosa. Esta

accion de lisis hace que el farmaco se libere en el sitio donde se encuentran las bacterias.
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Los datos farmacocinéticos concluyeron que los liposomas desarrollados poseian una
vida media pulmonar prolongada (varias horas) en relacion con el antibidtico libre, lo que
permite reducir la frecuencia de dosificacion a una vez al dia y la acumulacion del

farmaco en la via aérea inferior.

Estudios realizados en un modelo preclinico de ratas con infeccion pulmonar por P.
aeruginosa demostraron que, si bien los liposomas de amikacina pueden acumularse en
los macrdfagos alveolares, dicho efecto no se asocié con defectos de los macr6fagos en
la sefializacion de citocinas o la funcion de eliminacion de patdgenos, lo que apunta hacia
el uso potencial de estos sistemas para tratar patdgenos intracelulares, como infecciones
por micobacterias no tuberculosas en pacientes con y sin FQ.

Los estudios clinicos en fase Il indicaron que hubo una mejora significativa en los
sintomas respiratorios informados por los pacientes asociados con el tratamiento de los
liposomas de amikacina, de forma que el 67% de los sujetos que estaban en el grupo de
dosis altas de la formulacion (560 mg) informo sintomas respiratorios mejorados en
comparacion con el 36% de los sujetos tratados con placebo (p <0.01). Hubo una
reduccion rapida y sostenida en densidad de P. aeruginosa proveniente del esputo en los
grupos de dosis mas alta. En comparacion con los medicamentos que estan aprobados o
en desarrollo, esta formulacion constituye una terapia potencial Unica para su uso en
pacientes con infeccion crénica por P. aeruginosa por numerosas razones (Ehsan y
Clancy, 2015).

Las micobacterias no tuberculosas (MNT) causan infecciones pulmonares en pacientes
con dafio pulmonar estructural, inmunidad deteriorada u otros factores de riesgo. La
administracion de antibioticos a los lugares especificos de estas infecciones constituye un
obstaculo importante de la terapia porque las infecciones pulmonares por MNT pueden
persistir en forma de biopeliculas 0 como infecciones intracelulares dentro de los
macrofagos. Los tratamientos inhalados pueden mejorar el acceso de los antibi6ticos a
los pulmones, pero conseguir su distribucion a través de los pulmones y posibilitar la
penetracion en biopeliculas y macrofagos se convierten en desafios importantes a
estudiar. Por ello, Zhang et al. (2018) desarrollaron una dispersion liposomal de
amikacina para inhalacion (ALIS) y descubrieron que esta formulacidn penetré de manera
eficaz a través de las biopeliculas de MNT, reduciendo el nGmero de micobacterias

viables de una forma concentracion-dependiente. Ademas, los autores encontraron que la

45



captacion de amikacina por los macrofagos se incrementd al menos 4 veces en la
formulacion liposomal comparado con el farmaco libre, a la vez que se retuvo mas
amikacina a las 24 h en las vias respiratorias y el tejido pulmonar en relacién con la
amikacina libre inhalada (Zhang et al., 2018). Estos datos demuestran que los liposomas
penetraron eficazmente las biopeliculas de MNT, mejorando la internalizacién de
amikacina en los macrofagos, tanto in vitro como in vivo, y reteniendo el farmaco en el
interior de las vias respiratorias y el tejido pulmonar. Este estudio, que se encuentra en
estudios clinicos de fase I11 representa un nuevo enfoque de tratamiento prometedor para
pacientes con enfermedad pulmonar refractaria por MNT.

Una vez inhalado, ALIS debe dispersarse en los pulmones y penetrar a través de la
mucosidad para llegar a las areas infectadas. Los macrofagos pulmonares de ratas a las
que se les administro ALIS mostraron niveles de amikacina de 5 a 8 veces mas altos en
comparacion con las células de animales que recibieron amikacina libre en dosis bajas,
aungue la dosis depositada inmediatamente tras la nebulizacion no fue significativamente
diferente entre los grupos. Ademas, el grupo ALIS exhibié concentraciones de amikacina
significativamente mas altas en el liquido de lavado broncoalveolar y el tejido pulmonar
en relacion con el grupo de dosis bajas de amikacina. Estos resultados muestran que la
formulacion de ALIS retiene la amikacina dentro de los macréfagos, las vias respiratorias
y el tejido pulmonar significativamente mejor que la amikacina libre, favoreciendo por

tanto la erradicacion de la biopelicula (Zhang et al., 2018).

Por todo ello, la nanomedicina representa una oportunidad extraordinaria para la mejora
de las terapias actuales y para el desarrollo de opciones de tratamiento innovadoras para
la FQ. La gran cantidad de investigacion sobre el desarrollo de nanoparticulas como
nanoportadores para la vehiculizacidn de genes y farmacos directamente a los pulmones
por inhalacion tiene la oportunidad de modificar los tratamientos sintomaticos para
pacientes con FQ, asi como aquellos basados en moduladores de CFTR y terapia génica.
Debido al entorno peculiar en el que deben operar las terapias, que se caracteriza la
existencia de barreras bioldgicas (tracto pulmonar, moco, epitelios, biopelicula
bacteriana), el uso de nanotecnologias para mejorar la administracion de medicamentos
0 terapias genéticas parece ser formas extremadamente prometedoras. Sin embargo,
aunque varios nanosistemas ya fueron probados con resultados exitosos con
medicamentos aprobados por la FDA, aun queda mucho por explorar (Di Mauro et al.,
2016; Miragoli et al., 2018).
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5. CONCLUSIONES

1. Con el fin de solventar la barrera de difusion tanto quimica como fisica que supone la
matriz de exopolisacéridos a la penetracion de antimicrobianos, se ha demostrado que
mediante la encapsulacién en liposomas con carga opuesta a la superficie de las bacterias,
se protege al farmaco de posibles interacciones quimicas y electrostaticas que impiden la
penetracion del farmaco en la biopelicula.

2. Los Fluidosomas consiguen erradicar completamente la biopelicula aumentado la
persistencia y favoreciendo la liberacién del farmaco contenido en su interior, gracias a

su fluidez de membrana.

3. Tanto la modificacion como la adicion de agentes externos a la vesicula liposomal,
ademas de estabilizar las formulaciones, se ha comprobado que suprimen sefiales que
inactivan a los antimicrobianos, disminuyendo las CMI de los antimicrobianos
encapsulados en liposomas frente a los antimicrobianos libres. Tanto es asi que favorecen
la interaccion generalmente electrostatica de la formulacion con las bacterias que forman
parte de la biopelicula y permiten una mayor eficacia y efectividad frente a dichas

bacterias que forman parte de los biofilms.

4. A nivel pulmonar, se ha demostrado que los liposomas proporcionan una liberacion
sostenida con el tiempo, lo cual prolonga los niveles terapéuticos locales y sistémicos,

evitando la irritacion pulmonar y los efectos adversos asociados a dichas antibioterapias.

5. Todos estos hechos generalmente favorecen la disminucion de la resistencia a los

antibioticos que frecuentemente se estan generando.
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