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RESUMEN

Las nanoparticulas suponen un nuevo avance en el tratamiento de enfermedades
infecciosas, de especial importancia son aquellas que logran imitar las caracteristicas de los
microorganismos patdégenos, ya que son las que mayor respuesta inmunoldgica generan, asi como
mayor efecto antimicrobioldgico. Se han intentado reunir los aspectos clinicamente mas
interesantes de las nanoparticulas, asi como sus posibles aplicaciones y aplicabilidad fuera del
laboratorio; con el objetivo de evitar y tratar una de las mayores causas de muerte y pérdida de
calidad de vida del mundo: las enfermedades infecciosas. Se ha focalizado especialmente en las
vacunas basadas en esta tecnologia, ya que suponen uno de los mayores frentes para combatir este

problema.

Palabras clave: Nanoparticulas, biomiméticas, enfermedades infecciosas, vacunas.



INDICE

1. Introduccion.
1.1. {Qué son las Enfermedades infecciosas?
1.2. Nanotecnologia: la nueva aliada de la medicina.
1.3. Las nanoparticulas con actividad antimicrobiana.
2. Objetivos.
3. Metodologia.
4. Resultados y discusion.
4.1. Vacunas basadas en la nanotecnologia (nanovacunas)
4.1.1. Vacunas basadas en “jaulas” proteicas (SAPN)
4.1.2. Vacunas de particulas similares a virus (VLP)
4.1.3. Vacunas basadas en péptidos sintetizados de novo
4.1.4. Vacunas basadas en bacteridéfagos
4.2. Otras nanoparticulas con potencial antimicrobiano
4.2.1. Nanoparticulas neutralizantes de toxinas
4.2.2. Nanoparticulas biomiméticas portadoras de farmacos
4.2.3. Microswimmers
4.3. Nanoingenieria verde
5. Conclusion.
6. Glosario.

7. Bibliografia.



1. INTRODUCCION

1.1. .Qué son las Enfermedades infecciosas?

Las enfermedades infecciosas son aquellas que estdn provocadas por bacterias, hongos,
virus o protozoos iguales o distintos a los que conforman la microbiota normal del organismo.
Para que se produzcan debe tener lugar un proceso de infeccion por parte del microorganismo, es
decir, debe multiplicarse dentro del huésped y ademas sobrepasar sus barreras defensivas (Garcia
Palomo et al., 2010).

En Espafia, estas patologias suponen un 1,4% del total de defunciones (tomando los datos
del afio 2018 publicados por el Instituto Nacional de Estadistica), esto se traduce que son la
undécima causa de mortalidad en nuestro pais (INE, 2018); aun asi, dichos valores suponen una
pérdida considerable de calidad de vida de la poblacion, que midiéndose en afios potenciales de
vida perdidos son una media de 15,33 afios entre hombres y mujeres, conformando la quinta causa
de mayor pérdida de este indice de la calidad de vida de una poblacion (INE, 2018).

El interés de conocer la epidemiologia de estas enfermedades esta, en que, segliin estos
datos, se pueden establecer unos criterios u otros con respecto a las intervenciones de Salud
Publica (Cassini et al., 2018), asi mismo, de cara al paciente es interesante conocer como le
afectan estas enfermedades para llevar a cabo una préctica clinica adecuada.

Si se revisasen los datos epidemiologicos desde principios del siglo XX, se podria observar
una tasa de mortalidad mucho mas alta a la actual, esta reduccion se logro gracias a la aparicion
del primer antibiotico: el salvarsan. A éste le siguieron las penicilinas en la década de 1920, y asi
progresivamente hasta nuestros dias (Hutchings et al., 2019).

Los antibioticos, empleados para tratar las infecciones causadas por bacterias, son un arma
de doble filo ya que un mal uso de éstos es la principal causa de la aparicion de resistencias en
estos microorganismos. En particular, Espafa es uno de los paises con los mayores porcentajes
de resistencia a antimicrobianos de la Uniéon Europea (Moruno Rodriguez, 2017) de hecho,
muchas de estas bacterias resistentes son causantes de infecciones de notoria importancia, tales
como Pseudomonas aeruginosa o Staphylococcus aureus.

Como se ha mencionado anteriormente, la principal causa de que esto ocurra es el mal uso
de los antibidticos, ya sea desde el punto de vista de la adherencia, o porque se utilice sin causa
justificada y sin ninguna limitacion; parte de ello es el bajo control que existe por parte de la
administracion de cara a la dispensacion de los antibioticos (Sdnchez Nuiiez et al., 2018), ya que
la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios (AEMPS) solo tiene en cuenta los

antibioticos que son dispensados con cargos al Servicio Nacional de Salud (SNS), sin considerar



los que son vendidos libremente por los farmacéuticos, los de uso exclusivo hospitalario o los
asociados a mutualidades como ISFAS o MUFACE.

Por otro lado, para poder atacar este problema emergente de salud, debemos conocer las
causas que lo provocan, especialmente a nivel molecular. Una de las principales causas es la
aparicion de mutaciones en la informacion genética de las bacterias, esto ocurre especialmente en
aquellas que son sensibles a antibioticos beta-lactamicos, los cuales para ejercer su accién
necesitan penetrar el interior de la célula bacteriana a través de porinas, cualquier cambio
estructural o secuencial en estas proteinas hard que varie la afinidad del antibacteriano por ella,
impidiendo que ejerza su accidon y propagandose asi la infeccion en el hospedador (Blair et al.,
2015). Del mismo modo, pueden sufrir mutaciones otras estructuras diana como los
peptidoglucanos de la pared celular o proteinas intracelulares; asi mismo, pueden generar
mecanismos que inactiven per se dichas moléculas, como por ejemplo las enzimas beta-
lactamasas. Esto hace que las bacterias queden invulnerables a la accidon farmacoldgica de estos
medicamentos.

Existen una serie de estrategias que intentan frenar y evitar este aumento de las resistencias
desde el ambito clinico, figura. 1, éstas se dividen en dos grupos: combinar los antibidticos que
hoy conocemos con otros compuestos coadyuvantes, como es el caso de la combinacion de
Amoxicilina con Acido clavulanico (el cual inhibe la accion de enzimas destructoras de los
antibioticos beta-lactdmicos); o podemos sustituir los antibidticos de accion sistémica por una
accion mas localizada, dirigiéndolos a un lugar especifico para que ejerzan su accion (Brooks y
Brooks, 2014). Ambas estrategias son de interés desde el punto de vista de la Nanotecnologia, ya
que podemos dirigir la accion de los antibidticos encapsuldndolos o podemos emplear

nanoparticulas con actividad antibacteriana intrinseca.
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Figura 1. Comparacion de las distintas estrategias bacterianas causantes de resistencias y los criterios clinicos para combatirlas
(Brooks y Brooks, 2014).



Por otro lado, ademas de las bacterias nos encontramos con los virus. Estos son el siguiente
grupo de microorganismos responsable de gran cantidad de infecciones a nivel hospitalario y
comunitario. Los virus, en realidad, no son mas que parasitos intracelulares obligados de caracter
acelular, es decir, suponen una gran controversia en la comunidad cientifica sobre su clasificacion
en seres vivos o no vivos, ya que para poder completar su ciclo bioldgico necesitan de la
maquinaria celular de otro organismo. Por tanto, desde nuestro punto de vista podemos considerar
un virus como una maquinaria molecular capaz de penetrar en una célula y emplear sus organulos
para reproducirse y en caso de que sea patdogeno provocar una infeccién y una enfermedad con
un cuadro clinico caracteristico. Asi mismo, la variedad de virus es muy abundante, sirviendo
como principal punto de clasificacion su material genético: cadena simple o compuesta, ADN o
ARN, asi como si se encuentran envueltos o no; a pesar de ello, el punto en comun de todos ellos
es la presencia de una capside que sirve para proteger y delimitar su material genético y el
contenido interno del virus (Buzén et al., 2020).

Estas caracteristicas tan especiales son las que limitan el tratamiento de las infecciones
viricas a farmacos antivirales o vacunas, ya que no pueden ser tratadas con los antimicrobianos
habituales como los que se emplean para bacterias y otros agentes patdogenos. Uno de los mas
importantes es el Aciclovir, aunque también es el causante de resistencias en determinadas cepas
de virus, al igual que pasaba con las bacterias (Coen & Whitley, 2011).

Los casos mas importantes de resistencia a farmacos antivirales, desde el punto de vista
clinico, son las del virus del VIH y del virus Influenza, causantes a nivel mundial de los casos de
SIDA y de gripe comun respectivamente. Sirven como ejemplo de los dos principales mecanismos
de resistencia que presentan los virus: en primer lugar, la incapacidad de inhibir la maquinaria
enzimatica del virus, como ocurre con la retrotranscriptasa del VIH y, en segundo lugar, la gran
capacidad de mutacidon que presentan estos patogenos. Este hecho tiene graves consecuencias
clinicas, ya que las resistencias al tratamiento establecido son las causantes de defunciones por
fracaso en el tratamiento o causan cronicidad en la infeccion comunitaria, evitando la erradicacion

de enfermedades (Bisso-Andrade, 2019).
1.2. Nanotecnologia: la nueva aliada de la Medicina

La nanotecnologia es una ciencia reciente, surgida en el afio 1.959 de la mano del fisico
Richard Feynman y no fue hasta la década de los afios 70 cuando se acufid el término de
nanotecnologia como “el estudio, la sintesis, el disefio, la caracterizacion, la producciéon y la
aplicacion a niveles atdmicos y moleculares en una escala de 1 a 100 nm, de estructuras,
dispositivos y sistemas”. De entre la multitud de aplicaciones posibles de la nanotecnologia, una

de las mas importantes e influyentes es la clinica, de ello aparece una nueva disciplina que auna



conocimientos de ambas: la Nanomedicina; cuyos principales objetivos son el tratamiento y/o
diagndstico de enfermedades (Pé4jaro Castro et al., 2013).

Desde el punto de vista farmacologico, aparece la nanoterapia que consiste en dirigir,
enmascarar o transportar farmacos desde el lugar de administracion hacia el lugar de accidn, con
ello podemos disminuir la aparicion de efectos sistémicos no deseados, asi como una terapia mas
efectiva para el paciente. Ademads de tratar enfermedades pueden ser diagnosticadas, empleando
nanoparticulas que emitan fluorescencia o transportando radiofarmacos para conseguir un
diagndstico por imagen mds eficaz; o sin embargo se pueden emplear nanosensores o biochips
que son capaces de ayudar en la diagnosis por ellos mismos. Por ultimo, otra de las aplicaciones
es la de regenerar tejidos u o6rganos dafiados (nanomedicina regenerativa) pudiendo, por ejemplo,
crear en el laboratorio minerales para huesos dafiados (Echevarria-Castillo, 2013).

Existe una gran variedad y complejidad en las distintas nanoparticulas, las cuales
constituyen la principal arma de la nanomedicina, las caracteristicas de éstas dependen de su
sintesis, purificacion o caracterizacion, del mismo modo, pueden ser organicas como las
constituidas por acidos desoxirribonucleicos (ADN) o micelas, o inorganicas como el grafeno,
los micropolimeros o particulas constituidas por metales de transicion como el oro o la plata.

Las diferentes caracteristicas que pueden presentar son las que les otorgan unos usos y

aplicaciones (Tabla I) distintas unas de otras como (Pelaz et al., 2017):

Tabla I. Breve relacion de la multiple aplicabilidad de las distintas nanoparticulas en medicina (Adaptado de Pelaz et al., 2017).

APLICACION EJEMPLOS DE NANOPARTiICULAS EMPLEADAS
DIAGNOSTICO POR IMAGEN

Tomografia computerizada Nanoparticulas de oro como agente de contraste.
Resonancia magnética Complejos paramagnéticos de Gd*>*, Mn>* o Fe’*,
Imagen por Fluorescencia Puntos cuanticos, que sustituyen fluordforos organicos tradicionales.
Medicion de glucosa en sangre Matriz de poliacrilamida para la enzima glucosa oxidasa.
Deteccion de tumores ADN funcionalizado con nanoparticulas magnéticas de Fe3Oa.

Anticuerpos funcionalizados con nanocables de silicio con una capa

DG CO ENALIE de polietilenglicol (PEG)

TRATAMIENTO IN VIVO

Tratamiento del cancer Nanocomplejos formados por micelas lipidicas o poliméricas
Transporte de moléculas a través de PLGA recubierto de quitosano en forma de aerosol para tratar
barreras biologicas enfermedades respiratorias

IMPLANTES IN VIVO

Nanomedicina regenerativa Nanotubos de carbono para crear neuroprotesis

TERAGNOSIS

Rastrear el transporte de farmacos Puntos cuanticos y nanodiamantes



1.3. Las nanoparticulas con actividad antimicrobiana.

Sin tener en cuenta, por ahora, las nanoparticulas que emulan las caracteristicas de
estructuras biologicas (bio-inspiradas o biomiméticas), nos encontramos con tres estrategias en la
nanoterapia para tratar las infecciones por microorganismos (Figura 2): nanometales y 6xidos
metalicos, antibioticos tradicionales nano-activados y otras aproximaciones.

Los compuestos de plata han sido empleados tradicionalmente para tratar quemaduras y
prevenir las infecciones asociadas a ellas, uno de los mecanismos propuestos para su actividad
antimicrobiana es su afinidad por grupos fosfato y sulfuro, interaccionando con el ADN
bacteriano, causando presuntamente, la muerte del patégeno. Pueden emplearse por si mismos,
asociados a polimeros sintéticos o en combinacion con otros antibidticos, comprobandose una

gran eficacia contra bacterias del género Staphylococcus sp. resistentes a Meticilina (MRSA).
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Figura 2. Breve esquema de las distintas estrategias de tratamiento antimicrobiano y los distintos mecanismos de accioén propuestos
(Brooks y Brooks, 2014).



El oro ha sido empleado en la medicina tradicional china y ayurvédica como revitalizante,
y aunque es considerado un material inerte para el organismo, sus nanocompuestos son capaces
de destruir bacterias y tumores por medio de calor fototérmico gracias a la irradiacion de
infrarrojos; al combinarlo con antibioticos tradicionales aparece una sinergia entre ellos, ya que
el oro facilita la aparicion de poros en la membrana celular provocando su disrupcion.

Por otro lado, el 6xido de magnesio preparado por un método de aerogel, es capaz de retener
durante una cantidad considerable de tiempo hal6genos en su interior, estas nanoparticulas se
adhesionan a las membranas plasmaticas de las bacterias, formando agregados y es entonces
cuando los halégenos encerrados en su interior destruyen las membranas plasmadticas de las
bacterias.

Otros 6xidos metalicos, como los de aluminio son responsables de expulsar radicales libres
en el interior de las bacterias, provocando la apoptosis y destruccion de la célula; el didxido de
titanio puede ser empleado como desinfectante asociado a la irradiacion ultravioleta haciendo de
este método ain mas eficaz e igualmente las nanoparticulas de monéxido de zinc pueden
emplearse en la agricultura para eliminar patdogenos en las plantas, evitando el uso de pesticidas
(Rai & Bai, 2011).

Del mismo modo, ciertas nanoparticulas pueden emplearse para modificar la distribucion
de los antimicrobianos existentes, haciendo que actuen en el lugar de la infeccion, este es el caso
de nanoparticulas basadas en polimeros, micelas, dendrimeros, nanotubos de carbono o aquellas
construidas de silices porosos, entre otras varias. Como se ha explicado anteriormente, esa
cualidad es una de las principales armas para luchar contra la resistencia a los antibioticos y
eliminar los efectos sistémicos indeseados que presentan los antimicrobianos de accion sistémica
(Wang et al., 2017).

Aunque este nuevo método de atacar a los microorganismos patdgenos ofrece ciertas
ventajas sobre los métodos actuales, implican algunos riesgos especialmente toxicoldgicos.
Algunos estudios han demostrado que existe una relacion lineal entre el tamafio de estas
nanoparticulas y su toxicidad asociada, el pequefio tamafio de las mismas y su inespecificidad
pueden hacer que atraviesen membranas biologicas dentro del organismo, también pueden
generarse especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) que implican dafios en el
ADN celular o en la maquinaria enzimatica, lo cual conduce a citotoxicidad y muerte celular o
aparicion de tumores (Castaiio et al., 2014).

Por todo lo expuesto anteriormente, en especial las ventajas que presentan las
nanoparticulas sobre el tratamiento actual de las enfermedades infecciosas son por lo que nos
centramos en las nanoparticulas que imitan estructuras bioldgicas, tanto de los patégenos hacia
los que estan indicados como de estructuras del propio organismo que recibe el tratamiento, es

decir, las nanoparticulas biomiméticas.



2. OBJETIVO

El principal objetivo que se persigue con esta revision bibliografica es el de realizar un
resumen y una recopilacion de las ultimas tendencias en Nanomedicina, con un especial énfasis
en las enfermedades infecciosas. En concreto, se ha pretendido buscar en las nanoparticulas una
solucion para un problema grave como es la resistencia a antimicrobianos, cada vez més en alza
y responsable de millares de muertes alrededor del mundo, especialmente en paises desarrollados
y con buen acceso a medicamentos, como es el nuestro.

Por otro lado, también se pretende encontrar nuevas vias de fabricacion y empleo de los
anti-infecciosos actuales, aprovechando las distintas ventajas que la Nanotecnologia es capaz de
brindar.

Como objetivo secundario, con esta pequefia revision, se busca trasmitir la aplicabilidad
potencial que presentan las nanoparticulas en la terapéutica actual y futura, para ello se ha
procurado consensuar un texto accesible desde cualquier punto de vista, ya sea mas o menos

técnico.

10



3. METODOLOGIA

El método que se ha empleado para realizar la revision bibliografica es deductivo, por tanto,
se parten de conceptos generales para establecer hipotesis especificas o particulares.

En primer lugar, se partié de publicaciones en libros y otras revisiones bibliograficas para
llegar a los conceptos mas generales: Enfermedades infecciosas y Nanotecnologia; ademas se
emplearon fuentes de datos epidemioldgicos y demograficos como es el Instituto Nacional de
Estadistica de Espafia (INE). Del mismo modo, se han consultado libros en version online
disponibles en ClinicalKey o el Catalogo de la Biblioteca de la Universidad de Sevilla, debido a
la imposibilidad de realizar consultas presenciales.

Posteriormente, se han ido repasando publicaciones de autores punteros en el tema,
acotandose la busqueda al Gltimo lustro para conseguir actualidad en la revision, para ello nos
hemos servido de herramientas como PubMed, Scopus y ScienceDirect para consultas de
documentacion especifica; asi como de Google Académico, Scielo y otras bases de datos europeas
para hacer consultas mas generales que satisfacian vacios de informacion de caracter poco
especifico. Tomando como ejemplo la base de datos PubMed, a continuacion, se muestra en la
figura 3 una grafica comparativa con las distintas cifras de articulos que muestra la plataforma,

acotando a la ultima década y al ultimo lustro:

Scopus 5 afios

Scholar Google 5 anos 5500

PubMed 5 anos

PubMed 10afios

‘ ~

93% 94% 95% 96% 97% 98% 99% 100%
PORCENTAJE DE PUBLICACIONES

= Nanoparticles ® Nanoparticles + Biomimetic = Nanoparticles + Biomimetic + Infectious diseases

Figura 3. Grafica ilustrativa en la cual, el eje horizontal representa el nimero de publicaciones en valores de porcentaje de cada una
de las bases de datos, segun los parametros descritos en la leyenda. En el eje vertical se muestran las distintas bases de datos con
acotaciones al ultimo lustro (o década en caso de PubMed) para ofrecer una comparativa.
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Segun lo mostrado en la grafica, presentada en la Fig. 3 podemos apreciar varias ideas
claves:

. Los principales avances en esta disciplina, tanto en nanoparticulas, como
especificamente en nanoparticulas relacionadas con enfermedades infecciosas han tenido lugar
en los ultimos 5 afios, ya que el nimero de publicaciones acotando a una década o a un lustro
apenas variaba, y es por ello por lo que se eligio este ultimo rasante.

. PubMed es la Base de Datos con menor numero de aportaciones al tema, eso hace
que sea la escogida para la busqueda de informacion especifica, ya que las publicaciones
contenidas son bastantes mas técnicas y concretas.

. A pesar de que Google Académico es el que arroja mayor cantidad de resultados
relacionados con la revision, fue Scopus la seleccionada para la obtencion de contenido principal,
ya que refleja contenidos mejor contrastados y a criterio propio con mayor rigor cientifico.

Por ultimo, se elaboré un glosario y un listado de acronimos con aquellas palabras que
puedan ser desconocidas para el lector, por ello, vendran recogidas al final del texto siendo

sefnaladas en negrita y cursiva.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Vacunas basadas en la nanotecnologia (nanovacunas)

Las vacunas son medicamentos biologicos centrados en crear una respuesta inmune en el
organismo receptor, principalmente para combatir enfermedades infecciosas, aunque también se
estan empezando a emplear en terapias anticancerosas. De forma general, aquellas destinadas a
combatir procesos infecciosos estan compuestas de patdgenos vivos, muertos o atenuados, partes
de éstos (antigenos) o sustancias derivadas de los mismos (factores de virulencia) (Franc, 2020) .

Existen tantos tipos de vacunas, como formas de obtenerlas y aplicaciones potenciales de
las mismas. En la Tabla II, se recoge un pequeiio extracto de lo mencionado.

Tabla III. Sintesis de los distintos tipos de vacunas tradicionales que existen actualmente, como se obtienen a grandes rasgos y
algunos de los usos aprobados mas importantes. (Franc, 2020).

TIPO DE VACUNA DESCRIPCION EJEMPLOS
Patogenos debilitados por medios quimicos o fisicos, .
Atenuadas (LAV) incapaces de provocar una infeccion, pero con capacidad Tuberculosis,
e = - P P Poliomielitis o Rubéola
antigenica.
, . , . .. Tos ferina y
Patogenos destruidos por métodos fisicos o quimicos. Son L ..
. i i Poliomielitis, Hepatitis
Inactivadas (KA) mas seguras y estables que las LAV. Estan cayendo en By C (en
desuso. . .y .,
investigacion)
Solo contienen los componentes microbianos responsables .
q : - . . Meningococo,
Subunidades de la inmunogenicidad (de superficie). Se obtienen por .
- q ., . Haemophilus
inactivadas (SUV) degradacion y separacion de los componentes de los .
influenzae

Vacunas fisionables
(SV)

Toxoides (T)

Vacunas
recombinantes (RV)

Vacunas Vectoriales
(VV)

Vacunas genéticas
(ADN o ARN)

microorganismos

Similares a las SUV, lo que las diferencia es que las SV
también contienen antigenos internos.

Se elaboran a partir de toxinas proteicas producidas por
bacterias, que se desnaturalizan quimicamente.

Se aisla el gen responsable del antigeno, se introduce en
cultivos celulares y se produce en grandes cantidades
mediante biotecnologia.

Se obtienen antigenos de forma recombinante y se
introducen en vectores viricos no patégenos, que crean un
epitopo.

Se aisla el material genético del microorganismo y se
introduce en el huésped que sintetiza las proteinas asociadas
aese ADN o ARN.

Vacuna de la gripe

Difteria y Tétanos.

Hepatitis B y Virus del
Papiloma Humano

Covid-19

En ensayos clinicos de
vacunas contra el Zika
oel VIH.

Al igual que con las vacunas tradicionales, el principal objetivo de las nanovacunas es el

de proporcional al organismo las herramientas necesarias para generar anticuerpos, idealmente

neutralizantes, para poder hacer frente a las infecciones (Jackman et al., 2021).
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4.1.1. Vacunas basadas en “Jaulas” proteicas (SAPN)

Son vacunas desarrolladas a partir de nanoparticulas de proteinas autoensambladas
(SAPNS, por sus siglas en inglés: Self-Assembling Proteins Nanoparticles) estan formadas por
una serie de polipéptidos que se autoensamblan formando una esfera u otra figura tridimensional
que pretenden imitar a un virus (Indelicato et al., 2017), para generar una respuesta inmunoldgica
tan férrea como se haria ante un patoégeno real. La principal funcion de estas nanoparticulas es,
una vez formada la esfera, la presentacion de un epitopo o antigeno completo el cual es el
encargado de desencadenar la respuesta inmune o encerrar en su interior cualquier sustancia
coadyuvante al tratamiento o con implicacion inmunologica.

Las distintas partes (Fig. 4) que forman estas nanoparticulas se pueden obtener en el
laboratorio, por lo que se tiene mayor control en su produccion, ademds presentan mayor ventaja
sobre otras vacunas clasicas, ya que las propiedades fisicoquimicas pueden ser definidas antes de
su fabricacion, tienen un menor ratio en cuanto a cantidad obtenida frente a su coste y se pueden
degradar bioldgicamente ya que sus unidades basicas que estan unidas mediante enlaces no

covalentes (Zhao et al., 2017).

Péptido
antigénicco

Conjugacién

+ » Autoensamblaje »

Polipétido
autoensamblado

Figura 4. Esquema de las partes basicas de una SAPN y las dos fases principales de su obtencion y sintesis. En azul se muestra el
polipéptido susceptible de autoensamblarse al que se le une un epitopo o antigeno (en rojo) mediante una conjugacion sencilla, o in
situ en caso de obtenerlas de forma recombinante. Obtenida de (Zhao et al., 2017).

Como se ha mencionado anteriormente, estas nanoparticulas se pueden obtener
completamente empleando ingenieria genética introduciendo pldsmidos en células procariotas
(Escherichia coli) o eucariotas segun la complejidad del plegamiento del polipéptido. Este
plasmido debe contener la secuencia del polipéptido y del antigeno a presentar (Fig. 5).

Normalmente no es necesaria ninguna etapa de purificacion extra ya que las factorias
celulares son capaces de sintetizar las subunidades por separado que se autoensamblan en el
periplasma, esto se consigue con un estudio complejo del plasmido a introducir. Una vez
producidas se pueden caracterizar mediante varias técnicas analiticas como el microscopio de

transmision electronica (TEM) con el cual podemos estudiar el didmetro, simulaciones de
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dinamica molecular para averiguar su estabilidad en el ensamblado, estudios del efecto Tyndall

que nos da informacidn sobre su estabilidad coloidal, etc. (Pan et al., 2020).

a

Plasmido Péptido .
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Figura 5. Esquema general de un plasmido (a) susceptible de ser empleado para la obtencion de SAPN mediante factorias
celulares, en este caso E. coli (b). Adaptada a partir de (Pan et al., 2020)

Una de las proteinas mas empleada es la ferritina, la cual es capaz de formar las
denominadas cajas de ferritina tras el autoensamblaje de 24 copias de subunidades de 20 kDa, las
cuales son facilmente modificables en el laboratorio. Ademas, poseen varias zonas donde pueden
bioconjugarse antigenos y epitopos en el mismo proceso de manipulacion génica. Estas cajas de
ferritina son esferas de 12 nm que poseen un espacio hueco de 8 nm en su interior; estas
caracteristicas las hacen susceptibles de ser empleadas como vacunas de SAPNs o como
nanoparticulas capaces de liberar farmacos en su lugar de acciéon cuando son microencapsulados
en el interior de la caja (Han et al., 2014).

Otras proteinas empleadas, y con demostrada eficacia, son las proteinas de choque térmico
un tipo de chaperonas sintetizadas por organismos termoéfilos del dominio Archaea con la
capacidad de resistir altas temperaturas ya que se autoensamblan en cajas similares a las de la
ferritina de 24 subunidades para evitar la agregacion en el interior de la célula. Asi mismo, la
subunidad E2 del complejo piruvato deshidrogenasa de Geobacillus stearothermophilus forma
agregados peptidicos de unos 24 nm con estructura dodecaédrica, también con estabilidad

térmica.
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A estos agregados proteicos se le pueden unir antigenos de determinados microorganismos
patogenos, asi como proteinas fluorescentes para emplearlos en nanodiagnosis o en vacunas
contra el cancer, todo ello atin en estudios en fase clinica (Butkovich et al., 2020).

Aunque estas proteinas presentan grandes utilidades, actualmente se tiende a emplear el
disefio computacional de proteinas segun las necesidades del investigador, lo cual presenta ciertas
ventajas como la prediccion del autoensamblaje, optimizacion de los puntos de union del epitopo
o0 caracterizacion Optima para obtener un buen rendimiento industrial y tecnologico de cara a la
fabricacion masiva de la vacuna (Marcandalli et al., 2019).

Debido a las numerosas ventajas que presenta el desarrollo de vacunas de este tipo, tales
como sencillez en su fabricacion o estabilidad del producto final, se estan investigando diversas
aplicaciones clinicas de interés para la Epidemiologia actual:

o Una vacuna contra la malaria esté siendo estudiada en la que el nticleo de SAPN
esta compuesto por mondmeros de hélices superenrolladas, con el antigeno P27 (subtipos A,
C o F) en sus extremos N- o C-terminal; en total se presentan unas 60 copias del antigeno por
cada nanoparticula. Esta vacuna ha demostrado un alto grado de eficacia ya que desarrolla una
respuesta inmunitaria similar a la que hay presente en personas que han pasado la infeccion en
lugares endémicos del parasito, asi mismo es potencialmente 1util contra las especies
mayormente distribuidas: Plasmodium vivax y P. falciparum por lo que, junto a que la
fabricacion a gran escala es posible y rentable, asi como su estabilidad; supone una gran
oportunidad de vacunar en los paises mas afectados y con menos recursos (Karch et al., 2017).

o El VIH es un virus con una extraordinaria variabilidad genética, actualmente
unos 9 subtipos son los causantes de la pandemia actual y cada uno de ellos con sus respectivos
antigenos, por lo que la estrategia actual para desarrollar una vacuna consiste en SAPN de
estructura similar a la anterior que presentan versiones del antigeno VI1V2 procedentes de
distintos grupos virales, capaces de disminuir la probabilidad de primoinfeccion. Este tipo de
vacunas (algunas en fases clinica y preclinica) suponen una nueva brecha de estudio tras el

fracaso de publicaciones anteriores con otros tipos de vacunas (Karch et al., 2021).

4.1.2. Vacunas de particulas similares a virus (VLP)

Los virus, ademas de ser las particulas infecciosas con el menor tamano, tienen dos partes
bien diferenciadas y presentes en cualquier tipo de virus: el material genético (ADN o ARN) que
es necesario para su replicacion y una envuelta proteica llamada capside; y algunos de ellos
pueden presentar envoltura lipidica (virus encapsulados) (Murray et al., 2021).

Estas vacunas de particulas similares a virus o VLP, por sus siglas en inglés (Virus-like

particles) consisten en una serie de estructuras proteicas que pretenden imitar las presentes en los
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virus reales; estas se ensamblan sin encerrar material genético del patdogeno, por lo que carecen
de capacidad infectiva.

Teniendo en cuenta todo lo anterior, el centro de estudio para el disefio de estas
nanoparticulas seran todas las capas externas de estos pardsitos (Fig. 6. a), teniendo entonces
distintos tipos de VLP:

. VLP no envueltos, es decir, los que no llevan capas lipidicas. De forma general
son los mas sencillos de producir y solo estan formados de distintas capas proteicas: los de una
sola capa pueden producirse sin ayuda de factorias celulares y los de dos capas o mas pueden
incluso necesitar ser producidas con ayuda de células eucariotas debido a su gran complejidad.

. VLP envueltos o eVLP, son aquellos que en su estructura incorporan una capa
lipidica, la cual obtienen de la célula donde se producen; esto ofrece una ventaja ya que, si
adherimos ciertos epitopos a la membrana celular de estas factorias celulares, obtendriamos
las VLP con epitopos expresados de forma similar a como lo haria el patdogeno realmente.
Igual que las anteriores, pueden estar formadas por una o varias capas de componentes
proteicos (Nooraei et al., 2021).

Este tipo de nanovacunas presenta practicamente las mismas ventajas que las de SAPN
sobre las tradicionales, salvo un par de excepciones, y es que al ser definitivamente esferas huecas
en su interior puede transportarse cierta cantidad de material genético o proteinas (Fig. 6. b), asi
como restos de la membrana plasmatica u otros componentes celulares del microorganismo
patogeno, lo cual suscita un incremento en la respuesta inmunitaria (Frietze et al., 2016).

Por otro lado, al igual que las SAPN, estas proteinas también necesitan ser producidos en
sistemas de produccion heterdloga, es decir, empleando células procariotas y eucariotas e
ingenieria genética, igual que se explico anteriormente; sin embargo, el alto grado de glicosilacion
de estas proteinas, asi como la intervencion de la ubiquitina, ha desplazado a las células
procariotas hacia un papel secundario, prefiriéndose la produccion en sistemas eucariotas como
levaduras y lineas celulares de insectos o mamiferos; este hecho conlleva un incremento de costos
pero un resultado mucho mas proéximo a las conformaciones nativas (Syomin & Ilyin, 2019).

El hecho de que gran cantidad de este tipo de vacunas ya estén comercializadas abre la
puerta a nuevas investigaciones por esta misma corriente, asi varios grupos de investigacion estan
en plenos ensayos clinicos de estas vacunas con algunas sustancias coadyuvantes (Fig. 6. ¢) como
glicoproteinas, ADN, ARN, lipoproteinas, analogos estructurales, etc. que son embebidos en las
VLP o dispersos en la formulacion para aumentar la respuesta inmunoldgica. Algunos de ellos
también ayudan en la formulacion final del producto, aumentando su resistencia a la temperatura
0 a lamucosa, lo cual hace que varias de estas vacunas puedan administrarse por via oral o nasal,

como ventaja frente a las de administracion unicamente parenteral (Cimica & Galarza, 2017).

17



(a) Entorno proteico externo: en este
caso de varias capas, enrojo se
representa el principal epitopo ante el
cual se esta vacunando.

(b) Interior hueco: en este
espacio se puede introducir
materia celular del
patdgeno para aumentar la
respuesta inmune.

(c) Coadyuvantes:
mejoran la formulacion
final de la vacuna.

Figura 6: Representacion esquematica del entorno de una vacuna de VLP en este caso no envuelta, en el que puede observarse el
entorno proteico exterior (a) cuya principal funcion es la presentacion de antigenos; el interior hueco (b) el cual puede contener
determinados compuestos que potencien la accion inmune; y los adyuvantes de la vacuna (c) que pueden ir dentro o fuera de la VLP,
que sirven para mejorar la respuesta de la vacuna en general. Extraido y editado de (Klimek et al., 2018)

Por otro lado, hay abiertas varias lineas de investigacion para desarrollar nuevas vacunas
basadas en VLP:

o Al igual que con las vacunas basadas en SAPN, muchas otras de VLP que
pretenden erradicar el VIH han fracasado anteriormente. Estas nanoparticulas han
evolucionado desde pequeios conglomerados proteicos hasta el ideal actual de eVLP que son
capaces de presentar antigenos en su superficie como lo haria un microorganismo real. En
cambio, algunos grupos de estudio han estado empleando proteinas procedentes del virus de
la inmunodeficiencia del simio (VIS), ligeramente diferente al humano, esto ha generado una
respuesta inmunologica poco especifica, y por tanto poco eficaz; por tanto, el principal desafio
es generar VLP que sean lo mas parecidas posible a las proteinas estructurales del VIH (Chen
et al., 2020).

o  El virus del Zika (emergente), el virus Chikungunya, el virus de la Fiebre
Amarilla y el virus de la Encefalitis Japonesa son transmitidos por mosquitos de los géneros
Aedes sp. 'y Culex sp., estos arbovirus estan ampliamente distribuidos cuyas zonas endémicas
se superponen unas con otras, por lo que se esta trabajando en una vacuna tetravalente frente
a los cuatro virus, denominada CJaYZ. Se producen en factorias celulares proteinas
estructurales de los cuatro virus (proteinas NS2B3 del Virus del Zika y una CprME por cada
uno los otros tres virus descritos), asi obtenemos cuatro proteinas diferentes por separado a las
cuales se les ha comprobado su capacidad antigénica en formulaciones monovalentes,
bivalentes y tetravalentes y para todas ellas se obtuvo una respuesta inmune robusta (Garg et
al., 2020).
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Como se ha mencionado con anterioridad, en la actualidad existe una gran variedad de
vacunas basadas en VLP que ya estan en el mercado y que, por tanto, estan siendo empleadas
para combatir enfermedades de importancia sanitaria como la Hepatitis o el Virus del Papiloma
Humano, algunas de ellas se recogen en la Tabla III:

Tabla III. Algunos ejemplos de vacunas basadas en VLP disponibles actualmente en el mercado y algunos datos importantes como
el tipo de células en el que se producen, adyuvantes empleados, de que se compone la estructura de la VLP y el antigeno que muestra
en superficie. Abreviaturas: Al (aluminio), HBsAg (Antigeno de superficie del virus de la hepatitis B), SHBs, MHBs y LHBs (Proteina

S, M y L respectivamente del antigeno de superficie del virus de la Hepatitis B), CHO (c€lulas de Ovario de Hamster Chino), HPV
(Virus del Papiloma Humano), HEV (Virus de la Hepatitis E). Extraida de (Qian et al., 2020).

FACTORIA .
VACUNA CELULAR ADYUVANTE VLP ANTIGENO
Heptavax-B® No (se obtiene de .
H Al HBsA. HB

(Merck y Co.) plasma) idréxido de 565 SHBs

Levaduras
E ix-B® . .
( Gnégg)l X (Saccharomyces Hidréxido de Al HBsAg SHBs

cerevisiae)
R bivax HB®
(hflce(ltlcli( ;VZ);) Levadura (S. cerevisiae)  Sulfato de Al HBsAg SHBs
Sci-B-Vac® Mamiferos (células . SHBs, MHBs,
(SciGen) CHO) Hidroxido de Al HBsAg LHBs
Gardasil® Sulfato de hidroxifosfato HPV6/11/

Levadura (S. S HPV
(Merck y Co.) evadura (S. cerevisiae) ;o 16/18 VLP
Cervarix® Células de insectos (Hi-5  AS04 (hidroxido de Aly

HPV HPV16/18 VLP

(GSK) ™) MPL)
Hecolin® . . PP

Bacteria (E. coli) Hidréxido de Al HEV HEV p239
(Innovax)

4.1.3. Vacunas basadas en péptidos sintetizados de novo

Al contrario que ocurria en los dos casos anteriores, estos péptidos no estan disefiados
basandose en el autoensamblaje natural de las proteinas, sino que son construcciones proteicas
sencillas que se limitan a estructuras secundarias de a-hélice y laminas  (Nguyen et al., 2021)

como las representadas en la figura 7.
(B) _a [|© "’j

<

Figura 7. Representacion de las estructuras secundarias proteicas mas comunes. (A) a-hélice con enlaces intramoleculares en naranja.
(B) Esquema de o-hélice. (C) Hélice superenrollada (coiled coil). (D) Representacion de tres cadenas de proteinas formando una hoja
plegada B, puentes de hidrogeno intermoleculares representados en naranja. (E) Tres laminas P paralelas entre si. (F) Representacion
del colageno de su triple hélice levogira, formada por tres a-hélices enrolladas sobre si mismas. Extraida de (Nevagi et al., 2018)
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El disefio de estas vacunas se basa en emplear herramientas informaticas para obtener
secuencias cortas de péptidos que sean epitopos potenciales para ser reconocidos por linfocitos
de tipo B y tipo T (Lohia & Baranwal, 2020).

La sencillez de este tipo de vacunas hace que presenten ciertas ventajas sobre el resto, ya
que no es imperativo que sean sintetizadas en factorias celulares ni generar estructura terciaria ni
glicosilaciones, ademas su pequefio tamafio hace mas sencilla su entrada en el interior de las
células por ejemplo mediante endocitosis. Sin embargo, suelen ser necesarios ciertos mecanismos
que mejoren sus caracteristicas farmacologicas como es la microencapsulacion o la proteccion
mediante liposomas (Hos et al., 2018).

Por otro lado, esta técnica puede aplicarse para generar nanofibras proteicas como la Coil29
que son capaces de presentar antigenos en su superficie, esto abre la posibilidad de desarrollar
vacunas monovalentes y polivalentes en funcién del niumero y tipo de epitopos distintos que
presenten (Wu et al., 2017).

Muchos candidatos a vacunas basados en péptidos sintéticos siguen en estudios preclinicos.
Uno de ellos es un péptido candidato para tratar la Brucelosis, una enfermedad zoondtica causada
por bacterias del género Brucella spp. que causa graves pérdidas econdémicas cuando afecta a
animales de consumo y ademas posee un tratamiento poco efectivo en caso de humanos. Esta
posible vacuna consiste en un péptido que retne tres epitopos distintitos en una sola molécula:
Subunidad B de la toxina del colera (CTB) como coadyuvante, epitopos sensibilizantes de
linfocitos B y de linfocitos T; que son separados entre si mediante secuencias de aminoacidos
espaciadoras que también modulan la respuesta inmune (Saadi et al., 2017).

Del mismo modo, un estudio en la Universidad de Quebec ha revelado que la insercion de
epitopos claramente inmunogénicos en fibrillas amiloideas puede suponer una oportunidad
relevante para la obtencion de vacunas. En este caso han conseguido expresar el epitopo
inmunogénico E2EP3 del virus Chikungunya en extremos de estas fibrillas amiloideas
uniéndolas mediante conexiones flexibles de Glicina. Esto hace que estos péptidos puedan ser
fagocitados por macrofagos, sin necesidad de coadyuvantes en la vacunacion (Babych et al.,
2018).

4.1.4. Vacunas basadas en bacteriéfagos

Los bacteriofagos (o fagos) son un grupo bastante heterogéneo de virus que infectan
bacterias, presentan un ciclo bioldgico bastante peculiar que se inicia con la adsorcion del virus a
la pared bacteriana, a continuacion el material genético del virus es introducido en el interior de
la bacteria mediante una serie de maquinarias enzimaticas, y alli empieza a multiplicarse el

genoma virico para generar nuevos viriones; a partir de este punto se dan dos situaciones, que a
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grandes rasgos consisten en la entrada en una fase de latencia o en la destruccion de la célula
liberando al exterior las nuevas copias del virus (Hyman & Abedon, 2019).

Al aumentar el nivel de complejidad con respecto a las nanoparticulas anteriores, existe
una mayor diversidad con respecto a las implicaciones clinicas, de hecho, con los fagos tenemos
tres tipos posibles de vacunas para desarrollar (Zalewska-Pigtek & Piatek, 2021):

o Vacunas de ADN basadas en fagos. Se copia el gen del antigeno de interés dentro
del genoma del fago y este material genético queda protegido por la capside del virus. Son
vacunas con un bajo coste de produccion, eficaces y estables, que pueden ser incluso
administradas por via oral.

o Vacunas de fagos presentadores de antigenos. Durante la clonacion, se fusiona la
secuencia de un antigeno con la secuencia que da lugar a las proteinas de la capside del virus,
obteniéndose un fago con antigenos en su superficie. Son de especial utilidad en la creacion
de bibliotecas de fragmentos de fagos.

o Vacunas hibridas. Combinan ambas técnicas, obteniéndose un fago muy similar
a uno real. Penetran facilmente la célula y relativamente menos en el nucleo (en desarrollo),
lo que genera una respuesta inmune mejor que con los fagos heterdlogos no hibridos.

La gran diversidad estructural, mostrada en la figura 8, hace que sea un grupo de virus
interesante de estudio, pero principalmente nos centraremos en los fagos filamentosos y en los

que presentan capside y cola.
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Figura 8. (A) Representacion esquematica de bacteriofagos y la correlacion de su estructura con la familia a la que pertenecen, se
pueden distinguir cuatro tipos basicos: con capside y cola, con capside y sin cola, filamentosos y de estructura variada. (B) Detalle de
fagos con capsides y cola, y sefializacion de las distintas partes. Extraida de (E. White & v. Orlova, 2020).

Por tanto, y teniendo en cuenta lo anterior, la principal aplicacion de los fagos filamentosos
como el fago M13, fd o fl es la creacion de librerias de fragmentos de fagos o librerias de

péptidos, con sus importantes aplicaciones biotecnologicas, ya que al no presentar capside no

21



pueden afiadirse péptidos de gran peso molecular sino pequefios epitopos para el reconocimiento
celular. Esto no ocurre con pequefios fagos con cdpside (pero sin cola) como el MS2 o el QP cuya
principal aplicabilidad es el desarrollo de vacunas portando antigenos en su superficie, ademas de
ello y fuera del contenido de este texto, con el pequefio fago QP se han desarrollado vacunas para
enfermedades no infecciosas como Alzheimer, diabetes, cancer o alergia.

Por otro lado, estudios preclinicos con bacteriofagos con cépside y cola como el T4, T7 o
A han generado varios candidatos a vacunas bastante importantes, esto es gracias a la posibilidad
de emplear estos fagos tanto como presentadores de antigenos como modelos de vacunas hibridas,
lo cual es aplicable a enfermedades infecciosas y no infecciosas como céancer, diabetes o terapia
génica (Tao et al., 2019).

Una ventaja clara de los fagos frente al resto de nanovacunas descritas con anterioridad es
precisamente la produccion de los mismos en biorreactores, pues solo hay dos variables a tener
en cuenta: la relacion entre el flujo de bacterias (generalmente E. coli) y de fagos que se debe
realizar de forma continua y en distintas etapas para evitar mutaciones en ambas poblaciones, y
en segundo lugar, se deben emplear fagos con ciclo litico, y en caso de ser de ciclo lisogénico
deben emplearse condiciones en el sistema de produccion que propicien el salto del estado de
latencia al ciclo litico. Aun asi, gracias a un modelo de prediccion matematico se ha conseguido
desarrollar un sistema de produccion en cadena que genera gran cantidad de bacteriofagos de
forma optimizada (Jurac et al., 2019).

Que los bacteriofagos sean especificamente parasitos bacterianos hace que sen una
alternativa para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias resistentes a los antibioticos
(aunque no se descarta su aplicacion en infecciones virales), sin embargo, ciertos estudios
demuestran que el mecanismo de infeccion de los bacteriofagos podria de algin modo aumentar
la mutagenicidad de las bacterias que infectan, ya que estas intentan protegerse de la infeccion
por fagos, esto podria desencadenar en un problema mayor si de alguna forma se aumenta la
resistencia de las bacterias a los tratamientos posibles. Sin embargo, se ha demostrado que
aquellas cepas bacterianas que han desarrollado una resistencia al tratamiento con fagos también
han sufrido una perdida en la capacidad patogénica, ya que sus factores de virulencia también han
disminuido (Oechslin, 2018).

Actualmente, varios candidatos a vacunas se estan probando en modelos animales, tales
como:

o  Unavacuna contra la infeccion por SARS-CoV-2, de especial importancia desde
que la OMS declarase la pandemia asociada a este virus. El equipo de Zhu et al. (2021) ha
desarrollado una vacuna hibrida mediante técnicas de CRISPR, obteniendo un fago T4 que
expresa el antigeno S (proteina de la espicula externa del SARS-CoV-2) en la superficie del
fago, asi como ciertas particulas viricas con implicacion en la respuesta inmunitaria y

descubiertas en pacientes que han pasado la enfermedad, que se encuentran encapsuladas
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dentro de la capside. Han logrado una respuesta inmunologica robusta en los modelos
animales. Otros aspectos destacables es que no necesita adyuvantes por lo que se reducirian
los posibles efectos secundarios que presentan otras vacunas actuales y, ademas, serviria como
modelo para otras vacunas polivalentes ya que los costes de investigacion, desarrollo y
fabricacion a gran escala son relativamente bajos.

o  El colera es una enfermedad producida por el bacilo gram negativo Vibrio
cholerae resistente a antibidticos y que causa multitud de muertes y brotes endémicos. Algunos
estudios buscan tratar esta enfermedad empleando terapias basadas en fagos, durante el
desarrollo se comprobd que este bacilo es facilmente capaz de generar resistencias tanto a
antibidticos como a la terapia con bacteridfagos, ademas, es posible que el propio organismo
genere anticuerpos contra los fagos; por tanto, se esta estudiando en la posibilidad de inocular
una vacuna con una mezcla de fagos con distintas mutaciones, para intentar erradicar las
bacterias multirresistentes y poder controlar la enfermedad (Hsueh & Waters, 2019).

o  Otro bacilo aerobio gram negativo como Pseudomonas aeruginosa es
responsable del mayor nimero de infecciones nosocomiales con pronodstico grave. Es una
bacteria oportunista que presenta multirresistencia a antibioticos, con especial implicacion
clinica en el area de quemados. Esta resistencia multiple a varios tipos de antibioticos hace
necesaria la investigacion de nuevos métodos para el tratamiento y la profilaxis, uno de ellos
es emplear bacteriofagos, que presenta tres posibles vias de contencion. En primer lugar, la
vacunacion para prevenir la infeccion o un avance peligrosamente grave, se ha estudiado tanto
con un coctel de varios tipos de bacteridofagos para combatir la resistencia, como con fagos
especificos por separado, los cuales han demostrado la mayor eficacia. En segundo lugar, se
ha estudiado en modelos animales la administracion por via inhalatoria de extractos desecados
de fagos, lo cual ha demostrado gran eficacia con buenos resultados antibacterianos sin
perjudicar el tejido pulmonar. Y por ultimo, emplear fagos junto a antibidticos genera una
sinergia (Phage-Antibiotic Synergy, PAS) entre ambos tratamientos, en especial con

Ppiperacilina y ceftazidima (Horcajada et al., 2019).

4.2. Otras nanoparticulas con potencial antimicrobiano

Aunque las vacunas representan una estrategia eficaz para tratar y prevenir enfermedades
provocadas por microorganismos, en ciertas ocasiones es necesario explotar nuevas vias de
tratamiento, especialmente que actien in situ y directamente sobre el agente etiologico o sus

efectos en lugar de promover una respuesta inmunitaria para ello.
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Algunas de las siguientes nanoparticulas se han mencionado anteriormente sin tener en
cuenta una cierta modificacion que las asemeje a componentes biologicos, sin embargo, a

continuacion, se muestran algunos ejemplos méas especificos.

4.2.1. Nanoparticulas neutralizantes de toxinas

En el apartado anterior, mencionabamos el colera (producido por Vibrio cholerae) como
una de las enfermedades bacterianas responsable de un mayor numero de muertes. Uno de los
factores que hace tan dificil de tratar es que el bacilo secreta endotoxinas que causan fuertes
diarreas, las cuales son las realmente culpables de la mortalidad.

Para llevar a cabo esta estrategia se produjeron nanoparticulas de PLGA recubiertas de
ganglidésido GM1 (Fig. 9.A), un esfingolipido naturalmente presente en las células del intestino a
los que se une la toxina colérica y provoca la salida masiva de iones cloruro de las células
epiteliales del intestino lo cual desemboca en brotes intensos de diarrea (Fig. 9.B).

Por tanto, con estas nanoparticulas obtenemos un elemento neutralizante que evita que las
toxinas liberadas por la bacteria lleguen a su destino, ya que quedan adheridas a su superficie, por

lo que la infeccion podria darse de forma asintomatica o con sintomas de poca gravedad (Das et

al., 2018).
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Figura 9. (A) Esquema de sintesis de nanoparticulas autoensambladas de gangliésido GM1 y PLGA y estructura basica de la misma
y didmetro aproximado. (B) Modo de accion de la toxina colérica per se en comparacion con el modo de accion en presencia de
nanoparticulas GM1-PLGA (en negrita los mecanismos celulares acentuados). Extraida y adaptada de Das et al. (2018).

Otra estrategia para obtener nanoesponjas capaces de neutralizar toxinas bacterianas es la
sintesis de nanoparticulas de PLGA recubiertas de la membrana de eritrocitos. El nicleo de PLGA
se obtiene mediante nanoprecipitacion con acetona y el exterior conformado por las membranas
de los globulos rojos se obtienen exponiendo las células a medios fuertemente hipotonicos;

uniendo ambos elementos por sonicacion.
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Estas nanoparticulas, que pueden emplearse junto a antibidticos para conseguir una sinergia
entre ambos métodos, ha demostrado una amplia eficacia frente a cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA), dicha bacteria es responsable de importantes infecciones
crénicas con grandes cargas a la salud publica; ya que sus toxinas se dirigen directamente a los
glébulos blancos y globulos rojos para evadir la respuesta inmune cuando infecta el organismo,

creando poros en sus membranas celulares, provocando la muerte celular (Chen et al., 2019).

4.2.2. Nanoparticulas biomiméticas portadoras de farmacos

Algunos microorganismos patogenos tienen la capacidad de ocultarse en el espacio
intercelular o intracelular, esto hace que algunas terapias farmacologicas tradicionales sean
imprecisas y poco eficaces frente a ellos. Para paliar este problema se han formulado
nanoparticulas en forma de liposomas, es decir pequeias esferas lipidicas que imitan las
membranas celulares que son capaces de transportar firmacos hidréfilos e hidréfobos; o
nanoparticulas basadas en polimeros que pueden ser modificados quimicamente para satisfacer
cualquier necesidad clinica, por lo que podriamos obtener nanoparticulas a la carta, tal y como
hemos visto anteriormente (Aparna, Biswas, and Jayakumar 2019).

Un tipo muy especifico de liposomas son los exosomas, unas vesiculas externas que las
células son capaces de producir y por lo que contienen proteinas, lipidos y cargas celulares
especificas, esto hace que sean notablemente biomiméticas. Del mismo modo, son una
herramienta clave del sistema inmunitario para generar su respuesta frente a patdgenos por lo que
suponen una importe via de inmunomodulacion. Del mismo modo, pueden camuflarse
nanoparticulas en membranas de exosomas, lo cual dirige la quimioterapia hacia el lugar de accidon
(Lu and Huang 2020). Estas vesiculas han demostrado una amplia utilidad como portadoras de
farmacos o péptidos y ADN exdgenos lo cual hace que sean buenos candidatos para la
quimioterapia en enfermedades infecciosas o de vacunas especificas (Gutierrez-Millan et al.
2021).

Por otro lado, si unimos la técnica de neutralizacion de toxinas y la de encapsulacion de
farmacos, obtenemos nanoparticulas ampliamente selectivas capaces de neutralizar el patogeno
en si o sus productos y a la vez lograr una liberacion de farmacos controlada in situ. Este es el
caso del trabajo de Angsantikul et al. (2018) en el que han recubierto unas nanoparticulas de
PLGA con farmacos embebidos en la membrana celular del epitelio gastrico para el tratamiento

de la infeccion por Helicobacter pylori (Fig. 10).
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Figura 10. Obtencion y mecanismo de accion sugerido para las nanoparticulas frente a la infeccion por H. pylori. Obtenida de
(Angsantikul et al. 2018)

Esta bacteria es prevalente en mas del 50% de la poblacion humana y es la principal
responsable de ulceras pépticas, gastritis inflamatoria y cancer gastrico. La terapia actual consiste
en un triplete farmacoldgico compuesto por un IBP, Claritromicina y Amoxicilina/Metronidazol.

El uso de estas nanoparticulas se basa en que la adherencia de la bacteria al epitelio gastrico
es un paso limitante para la infeccion, al recubrir las nanoparticulas con las membranas de estas
células conseguimos que se adhieran a las bacterias, por lo que los farmacos del nucleo de PLGA

se liberen directamente sobre los microorganismos patogenos.

4.2.3. Microswimmers

Los microswimmers son unas nanoparticulas sintéticas capaces de desplazarse por si
mismas o con la ayuda de otras particulas como bacterias. Esta capacidad de movimiento les
confiere caracteristicas mejoradas con respecto a las nanoparticulas anteriores, permitiendo una
administracion dirigida de farmacos, genes, agentes de imagen o ADN. Algunos de ellos se
desplazan accionados por reacciones cataliticas mediadas por perdxidos o acidos o bases fuertes,
lo cual supone un problema ya que se generan compuestos toxicos de manera secundaria.

Es por ello por lo que el equipo de Park et al. (2017) han embebido estas nanoparticulas a
bacterias de la especie Escherichia coli no patogénicas para aprovechar sus cualidades intrinsecas
de movilidad, y es que E. coli presenta flagelos que ayudan a la bacteria a desplazarse en funcion
de gradientes electroquimicos. Estos dispositivos se basan en nanoparticulas de PEM cargadas
de farmacos y optimizadas para unirse a las bacterias, las cuales también pueden modificarse
genéticamente para dirigirse a un lugar concreto del organismo, en donde el fAirmaco es liberado
en funcion de las condiciones fisicoquimicas del entorno.

Estas nanoestructuras presentan multitud de aplicaciones clinicas potenciales como el
diagnodstico por imagen, liberacion dirigida de farmacos, microcirugia, fertilizacion asistida,
terapia celular, quimioterapia y por supuesto, vacunacion. En este caso pueden obtenerse vacunas

de administracion oral mediante la fabricacion secuencial de microswimmers, es decir, en forma
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de particulas multicapa, donde una nanoparticula de magnesio es recubierta por didxido de titanio,
ésta con una membrana de gloébulo rojo presentadora de antigenos que se recubre de una capa
mucoadhesiva de quitosano y todo ello se protege con una capa entérica para asilar el dispositivo
del pH gastrointestinal. Asi la nanoparticula se libera en el intestino delgado por cambios de pH,
alli el medio intestinal activa la propulsion auténoma que facilita la penetracion de la pared
intestinal, una vez conseguido esto el quitosano asegura una mucoadhesion firme para asegurar
la liberacion del antigeno y conseguir el efecto deseado, potenciando la respuesta inmunoldgica

(Bunea y Taboryski, 2020).

4.3. Nanoingenieria verde

Las nanoparticulas anteriormente descritas presentan grandes ventajas sobre la
farmacologia antiinfecciosa actual, pero al igual que cualquier otra factoria quimica genera graves
efectos negativos sobre el Medio Ambiente. Recientes investigaciones han descrito diversos
protocolos de obtencioén de nanoparticulas de una forma clinicamente util, pero responsable con
el entorno.

Segun Qidwai et al. (2018) estos métodos prometen una serie de ventajas sobre los métodos
quimicos tales como: mayor rendimiento econémico, no es necesario afadir estabilizadores ni
agentes reductores, menor consumo energético y, ademas, una mejor eficacia antimicrobiana.
Aunque algunas formas de produccion empleando bacterias, levaduras u hongos ya se ha descrito
anteriormente en aquellas vacunas que se obtienen por técnicas biotecnolodgicas, es de especial
interés aquellas que se obtienen a partir de extractos vegetales.

Existen varios métodos de obtencion de nanoparticulas a partir de plantas, como la
reduccion de los iones metalicos en disolucidon acuosa del extracto vegetal que contiene los
agentes reductores, poniéndose en contacto con una solucion de la sal metalica en el laboratorio,
se obtienen directamente las nanoparticulas; otro método seria emplear dispositivos
microfluidicos en los que se hace pasar la mezcla de extracto vegetal y sal metalica junto con
aceites por capilares de vidrio u otro material con lo cual podemos controlar el tamafio de las
particulas; o podemos emplear el método in vivo, mediante el cual se expone la planta a la sal
metalica en el medio de crecimiento, entonces la planta se encarga de reducir el metal y
acumularlo en sus distintos 6rganos en forma de nanoparticulas. Una vez obtenidas, pueden
modificarse exteriormente para distintos propositos como diagnosis, deteccion o adhesion de
sustancias y otras aplicaciones biomédicas (Qiao y Qi, 2021).

Asi pues, aunque existen estudios de nanoparticulas metalicas obtenidas a partir de plantas
con importantes aplicaciones antimicrobianas, también se ha estudiado su uso como larvicidas en
el caso de mosquitos de la familia Culicidae, estos organismos en su fase adulta son los principales
vectores de enfermedades infecciosas graves como malaria, dengue, fiebre amarilla o filariasis.

Los principales géneros responsables de esta transmision de enfermedades son: Aedes spp.,
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Anopheles spp. y Culex spp. que causan graves problemas de salud humana y veterinaria a nivel
mundial (Foster y Walker, 2018). Este método de control bioldgico ofrece grandes ventajas sobre
los empleados anteriormente, ya que no inutilizan las fuentes de agua disponibles y no necesitan
la introduccion de especies exdgenas en los ecosistemas acuaticos donde se desarrollan las larvas.

Para la obtencidn de las nanoparticulas se emplearon diversos extractos y subproductos de
los organos vegetales como el latex, rizomas, extractos alcoholicos o acuosos; y nitrato de plata
(AgNOs) como fuente metélica primordial. Como principal desventaja, nos encontramos con que
estos biocidas también pueden afectar a los organismos larvicidas naturalmente presentes en el
ecosistema, aunque varios estudios han demostrado baja o nula toxicidad para estos organismos,
frente a una considerable actividad larvicida seguida de un aumento en la eficiencia depredadora.
En definitiva, se ha conseguido abrir nuevas lineas de investigacion para conseguir larvicidas
respetuosos con el Medio Ambiente y eficaces en el control de vectores de enfermedades (Kojom

Foko et al. 2021).
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5. CONCLUSION

Las enfermedades infecciosas son uno de los mayores desafios de la Farmacia y la
Medicina, desde que apareciesen de alglin modo estas diciplinas; ya que son producidas por
elementos invisibles para el ojo humano pero que causan graves estragos en la Salud Publica.
Gracias a los avances en la ciencia durante los siglos XIX y XX, conseguimos ganar varias
batallas contra estos microorganismos, pero no asi la guerra o erradicaciéon completa. Las
constantes mutaciones y variaciones en el material genético hacen que estos mintisculos enemigos
burlen nuestras defensas, posicionando estas enfermedades entre las responsables de gran
cantidad de muertes o cronicidad de los estados patologicos.

Por tanto, ha surgido la Nanotecnologia con una férrea implicacién clinica, ademas de las
otras muchas utilidades que potencialmente presenta. Esta ciencia reciente podria suponer un
nuevo arma para combatir enfermedades infecciosas emergentes o que son viejas conocidas, pero
que no hemos podido vencer; aunque también posee especial utilidad contra otras patologias
importantes como el cancer, el Alzheimer, etc.

Lanecesidad de buscar ayuda en la nanotecnologia es el constante aumento en la resistencia
a los antimicrobianos, la principal via de tratamiento que tenemos contra las infecciones. Y es que
en las nanoparticulas se ha reunido todo el conocimiento clinico y tecnoldgico disponible para
crear ventajosos tratamientos capaces de ejercer su accion en el lugar de la infeccion, luchar contra
uno o varios tipos especificos de patodgenos y posiblemente desterrar la Farmacologia actual a un
papel secundario, ya que existen nanoterapias prometedoras contra patologias graves.

Desde que el padre de la Microbiologia, Louis Pasteur descubriese y acufiase el término
vacuna, éstas constituyen una herramienta en constante desarrollo para protegernos y tratarnos de
las infecciones. De ese modo, se han expuesto algunos casos de vacunas basadas en
nanoparticulas actualmente en estudio o comercializadas que presentan importantes mejoras con
respecto a las tradicionales, tales como la infeccion sobre la cual van dirigidos, el proceso de
industrializacion, asi como aquellas que afectarian al usuario final: el paciente.

Y es que el proceso de vacunacion es una practica clinica sencilla, de bajo riesgo para el
receptor y con un efecto antimicrobiologico exacerbado en comparacion con la terapia
farmacologica clésica; y es que el sistema inmunitario es plenamente capaz de eliminar cualquier
causante de enfermedad presente en el organismo si se le proporcionan las herramientas
adecuadas.

Sobre ese aspecto se ha trabajado en las investigaciones expuestas, que persiguen la mayor
biosimilitud posible, un aspecto clave en la inmunomodulacion, haciendo que las nanoparticulas
se parezcan lo mas posible a un sistema infectivo natural, lograndose asi un efecto natural,

duradero e inocuo para el paciente.
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Por otro lado, la manera de obtener estas vacunas (principalmente basadas en proteinas) es
industrialmente rentable, ya que emplea tecnologia recombinante bien conocida y optimizada,
con lo cual se podrian obtener lineas de produccion capaces de surtir de vacunas desde el pais
mas prospero hasta aquel con menos recursos, lograndose asi una mayor calidad de vida en los
paises subdesarrollados y el control de enfermedades causantes de una gran mortalidad.

Del mismo modo, estas terapias también presentan un claro beneficio econémico de cara a
la produccion de alimentos de origen animal ya que, si tenemos una ganaderia mas sana y
prospera, se obtendra un mayor rendimiento en la produccién y mayor calidad en los productos,
lo cual también repercute en la Salud del consumidor.

Estos tratamientos podrian llegar a desbancar a los actuales, pero mientras tanto forman
una gran alianza contra las infecciones graves, ya que logran un efecto sinérgico importante y de
mayor importancia que las asociaciones de farmacos actuales, ya que son capaces de actuar en el
lugar especifico donde el microorganismo causa estragos, pudiendo neutralizar toxinas o al propio
microorganismo.

Por ultimo, estas nanoparticulas pueden producirse en grandes industrias quimicas o de una
manera mas respetuosa con el medio ambiente, esto también ayudaria a paliar un problema como
es el cambio climatico.

En definitiva, las nanoparticulas componen un vasto campo de investigacion de especial
interés clinico, que va desde la profilaxis al tratamiento de enfermedades, especialmente
infecciosas, gracias a ello podriamos estar a punto de conocer tratamientos para graves
infecciones como el VIH, el célera, la Fiebre Amarilla, el dengue o la covid-19. Si esto llegase a
ocurrir se traduciria en un aumento drastico de la esperanza de vida como ya ocurri6 en el pasado

cuando surgieron los antimicrobianos.
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6. GLOSARIO

Antigeno P27: secuencia de 27 aminoacidos contenida en la proteina Tex1 (Trophozoite exported
protein) de Plasmodium spp., que es esencial en el proceso de infeccion del parésito.

Antigeno V1V2: es una zona conocida y bien delimitada de la proteina HIV-1 Env, que en el ensayo
clinico RV144 (fallido) se demostr6 que estaba involucrada en la reduccion de la probabilidad de
infeccion, es decir, que otorgaba profilaxis.

Autoensamblado: es un fendmeno espontaneo que existe en la naturaleza a escala tanto macromolecular
como micromolecular en la que una serie de unidades se ordenan formando una determinada
estructura o patron.

Bibliotecas de fragmentos de fagos: son colecciones de bacteriofagos presentadores de antigenos que
estan detalladamente catalogadas. Son de especial utilidad en el desarrollo de biofarmacos,
especialmente anticuerpos y vacunas, ya que poseen la capacidad de unirse y aislar anticuerpos o
proteinas de una mezcla compleja.

Ceftazidima: es un antibiotico del grupo de las cefalosporinas de tercera generacion de uso hospitalario,
controlado y solo empleado cuando se agotan otras vias de tratamiento. Se suele emplear solo
para infecciones graves por P. aeruginosa para evitar resistencias, aun asi, es de gran espectro:
gram-negativas, gram-positivas y anaerobios.

Ciclo lisogenico de bacteriofagos: Durante un ciclo lisogénico el virus entra en estado de latencia y su
genoma queda insertado en el del hospedador bacteriano.

Ciclo litico de bacteriofagos: los fagos con ciclo litico producen una infeccion rapida del hospedador
que concluye en la lisis de la célula y la liberacion al exterior de nuevas copias del virus.

CRISPR: son las siglas en inglés de Clustered Regularly Interspaced Short Palindromics Repeats o
Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente Espaciadas. Son una serie de
técnicas que emplea enzimas endonucleasas como Casp9, que sirven como “tijeras moleculares”
que reconocen y escinden ciertas regiones del ADN palindromicas, esto permite eliminar ADN
indeseado e introducir un determinado gen de interés. De especial utilidad en Biotecnologia para
modificar plasmidos y vectores de transcripcion para optimizar la obtencion de productos en
biorreactores.

Efecto Tyndall: fenomeno fisico que explica como las particulas coloidales en una disolucion o gas son
visibles porque reflejan o refractan la luz.

Epitopo: es la porcion de una macromolécula que es reconocida por el sistema inmune y a la que se
unen especificamente los anticuerpos, los receptores de las células B o de las células T.

Esfingolipido: son lipidos complejos derivados de la esfingosina (aminoalcohol insaturado de 18
carbonos) presente en la membrana celular y actian como segundos mensajeros de diversos

procesos celulares.
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Fibrillas amiloideas: son polimeros insolubles formados por subunidades proteicas de bajo peso
molecular que provienen de precursores solubles que adquieren una estructura secundaria
anormal en laminas [ antiparalelas.

Fluordforo o fluorocromo: es la parte o zona de una determinada molécula encargada de emitir
fluorescencia.

Paramagnetismo: es la propiedad que posee un determinado material por la cual tiene una mayor
permeabilidad magnética que el vacio, y es atraida hacia las zonas de mayor energia de un campo
magnético.

Piperacilina. antibiotico beta-lactamico de tipo ureidopenicilina de amplio espectro, eficaz contra P.
aeruginosa por via intravenosa en asociacion con inhibidores de la [-lactamasa como
Tazobactam.

PLGA: copolimeros formados por unidades monoméricas de acido lactico y acido glicélico.

Sonicacion: es una técnica de laboratorio consistente en la aplicacion de ondas de ultrasonidos de baja
frecuencia y alta intensidad a un medio liquido o pastoso. Las fuerzas generadas rompen particulas
y gotitas, interrumpen las células e inician reacciones quimicas. Por lo que se utiliza para
homogeneizacion, molienda himeda, dispersion, emulsificacion, extraccion. ..

Teragnosis: creacion a partir de dos raices que son: “tera” de terapia y “gnosis” de diagndstico, se refiere,
por tanto, al arte de tratar y diagnosticar en la misma operacion.

Ubiquitina: es una pequeiia proteina presente en células eucariotas con un papel principal en la
ubiquitinacion, un determinado tipo de modificacion postraduccional en el que se modifican la
estructura y funcion de una proteina o se degradas las mal sintetizadas.

Virus Chikungunya: es el agente etiologico de la fiebre Chikungunya, una enfermedad transmitida por
mosquitos del género Aedes spp. Aparece un brote de fiebre alta acompanada de artralgia y

mialgia. Aunque no es mortal por si mismo, los dolores pueden durar varios dias, meses o afios.
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