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Resumen—Las infecciones por bacterias formadoras de biopeliculas, como Pseudomonas aeruginosa, son una de las
principales amenazas para pacientes hospitalizados y una de las causas méas importantes de la aparicion de la enfermedad
pulmonar obstructiva cronica y de fibrosis quistica. La relevancia de estas infecciones es mayor debido a la resistencia
otorgada por la biopelicula frente a los antibiéticos convencionales. Esto hace necesario el desarrollo de nuevas terapias y
tratamientos frente a este tipo de microorganismos en la lucha contra las enfermedades infecciosas modernas. En este articulo
veremos como podemos utilizar nanoparticulas poliméricas de acido poli (lactico-co-glicélico) como nueva herramienta frente a
estas bacterias y a la biopelicula bacteriana como nueva diana para el tratamiento de estas enfermedades.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, Pseudomonas aeruginosa es una de las
principales causas de infecciones nosocomiales en el

mundo y se suele asociar a pacientes de fibrosis quis-
tica y de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), siendo en estos pacientes la principal causa de
morbilidad y mortalidad [1], [2].

La aparicion de una infeccién crénica por Pseudomonas
se debe a la formacién por parte de este microorganismo
de una estructura denominada biopelicula, constituida
por agrupaciones de bacterias adheridas a una superficie
y embebidas en una matriz polimérica [3]. Estas bacterias
tienen més probabilidades de resistir a los tratamientos
con antibiéticos debido a que el farmaco no es capaz de
difundir a través de la biopelicula [4]. Ademés, las bacte-
rias en biopeliculas presentan una fisiologia diferente a la
de células plancténicas, como por ejemplo, una tasa me-
tabolica més baja, disminuyendo la eficacia de los antibi-
o6ticos y aumentando las posibilidades de que aparezcan
cepas resistentes a los antibiéticos disponibles, lo que exi-
ge el desarrollo de nuevas lineas terapéuticas [5], [6].

Nuevos dispositivos, como las nanoparticulas polimé-
ricas, han sido estudiados para el tratamiento de infeccio-
nes bacterianas por su capacidad de encapsular y liberar
sustancias de forma sostenida [7].

2. IMPORTANCIA DE LAS BIOPELICULAS

El crecimiento en biopeliculas de los microorganismos
ha sido ampliamente estudiado y, en particular, en P. ae-
ruginosa procedentes de pacientes con infeccién bronco-
pulmonar. La matriz de la biopelicula estd compuesta
principalmente por proteinas, cadenas de polisacaridos y
ADN extracelular (eADN) [8].

Esta estructura confiere una resistencia a las bacterias
frente a antimicrobianos, permitiendo que se produzcan
episodios recurrentes tras el tratamiento debido a una
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erradicacién incompleta de la infeccion. Esta resistencia se
produce por varias causas: a) la barrera de difusién que
proporciona resistencia a la penetraciéon de los antimicro-
bianos a través de la matriz de la biopelicula, b) el lento
crecimiento de las bacterias en las biopeliculas por la limi-
tacién de nutrientes que dificulta la accion de los antimi-
crobianos y c) la activaciéon de respuestas de estrés que
provocan cambios en la fisiologia de la bacteria y la apari-
cion de fenotipos que favorecen el desarrollo de mutantes
resistentes [8].

Por ello, se ha empezado a pensar que, ademas de la
célula bacteriana, la matriz de la biopelicula puede ser
una posible diana para el tratamiento de infecciones de
bacterias formadoras de biopeliculas, ya que la sustancia
extracelular de la biopelicula se encuentra muy expuesta
y a menudo presenta una estructura porosa [9], [10].

Algunos estudios recientes han demostrado que el
eADN es clave para la formacion, estabilidad estructural
y patogenicidad de la biopelicula, al actuar como agente
de reticulacién de la matriz y como quelante de los agen-
tes antimicrobianos catiénicos, lo que puede provocar la
aparicion de resistencias a los antibiéticos [10]. Es por ello
que se ha producido un incremento de los tratamientos
con desoxirribonucleasa (DNasa), en forma de aerosoles,
dénde se ha observado que la administracién conjunta de
DNasa mejora la actividad de algunos antibiéticos redu-
ciendo la formacién de biopeliculas [11].

Estas son algunas de las causas por las cuales se estan
estudiando nuevos dispositivos capaces, no sélo de con-
trolar la liberacién de antibiético, sino también de interac-
tuar con la biopelicula con el objetivo de dafiar de manera
directa la matriz extracelular, y en particular su eADN, en
el tratamiento de infecciones persistentes, como las aso-
ciadas a fibrosis quistica.

3. NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Entre las nuevas estrategias para el tratamiento de in-
fecciones bacterianas bajo estudio, tenemos a las nano-
particulas poliméricas (NPs) biodegradables constituidas



por acido poli (lactico-co-glicélico) (PLGA), con el fin de
usarlas como vehiculos de administracién de farmacos.
Esto se debe a que estas nanoparticulas permiten la en-
capsulacién de varios compuestos con distintas propie-
dades quimicas y fisicas y a que el perfil de degradacién
del PLGA puede ajustarse variando la relaciéon entre aci-
do lactico y glicdlico, lo que permite controlar la libera-
cién del farmaco cargado [12]. Ademas, el PLGA ya ha
sido aprobado por la Food and Drug Anministration
(FDA) para varios dispositivos biomédicos, lo que facilita
la llegada a la practica clinica de estas NPs de PLGA car-
gadas con un farmaco.

Por este motivo, se han llevado a cabo ensayos en los
que se han estudiado NPs de PLGA cargadas con cipro-
floxacino (CPX), un antibiético de la familia de las fluoro-
quinolonas, y recubiertas con DNasa I, con el propésito
de combinar una liberacién controlada del farmaco con la
capacidad de destruir la matriz de la biopelicula [13]. Al
mismo tiempo, se sintetizaron otras NPs con distintas
composiciones para comparar sus propiedades fisicas,
obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1
COMPOSICION Y PROPIEDADES DE LAS DISTINTAS NPs
PLGA- | PLGA-PL- | PLGA-PL- | PLGA-PL-
CPX CPX DNasa I CPX-DNasa I
.. Co Poli-lisina Poli-lisina
Recubrimiento - Poli-lisina DNasa I DNasa I
Actividad DNasa I
- - 32.0 26.2
(ug ADN/mg NPs/h)
%p/p de CPX 0.26 0.24 = 0.17
Tamafio (nm) 213.6 272.5 265.0 251.9
Indice de polidis- 0.085 0.101 0.099 0.122
persion
Potencial Zeta | )4, 1170 | 1335+5099 | +308+070 | +289+143
(mV)

En los ensayos de liberacién in vitro del CPX encapsu-
lado en las NPs, se comprob6 cémo después de la primera
hora, se liberaba entre el 40 y el 50% de la carga total de
CPX de todas las NPs pero que posteriormente no se
comportaban de la misma manera, ya que aquellas que no
estaban recubiertas con poli-lisina (PL) liberaban su con-
tenido total de farmaco al cabo de 12h mientras que las
NPs que estaban recubiertas con PL y con PL-DNasa I,
mostraron una liberacién més controlada y constante del
farmaco restante, habiendo liberado a las 12h respectiva-
mente el 60 y el 80% del contenido de CPX (Figura 1) [13].
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Fig. 1. Porcentaje de CPX liberado respecto al tiempo [13].

También se ha estudiado la actividad antibacteriana de
estas NPs cargadas con CPX frente a P. aeruginosa y Stap-
hylococcus aureus por medio de la determinacién de la
concentracién minima inhibitoria (CMI), utilizando como
control CPX no encapsulado, que sugirieron una buena
actividad antibacteriana de las NPs frente a P. aeruginosa.
En base a los resultados, se estudié la capacidad de las
NPs para inhibir la formacién de biopeliculas mediante el
uso de “peg lids” y, como puede verse en la Figura 2a,
para concentraciones tan bajas de CPX cargado como
0.0156 pg/ml, la formacién de la biopelicula disminuy6
en mas del 80%, llegando a valores del 100% a concentra-
ciones de CPX mayores de 0.125 pg/ml [13].

En otro ensayo se estudi6 la actividad anti-biopelicula
de las diferentes NPs cargadas con CPX frente a biopeli-
culas de P. aeruginosa formadas tras 48h, usando de nuevo
“peg lids”, dénde todas las NPs mostraron una inhibicién
de més del 50% de la biopelicula en las concentraciones
mas altas de CPX (0.5 pg/ml) pero pudo observarse una
disminucién dréstica de la biopelicula del 95% a concen-
traciones de CPX de 0.0078 pg/ml al usar NPs de PLGA
recubiertas con PL y DNasa I, mostrando asi la mejor ac-
tividad anti-biopelicula, tal y como se observa en la Figu-
ra 2b.
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Fig. 2. (a) Representacion del porcentaje de biopelicula formada en
presencia de concentraciones variables de CPX encapsulado. (b)
Representacion del porcentaje de biopelicula no destruida en pre-
sencia de concentraciones variables de CPX encapsulado [13].

A estos estudios se le sumaron estudios de citotoxici-
dad, que indicaron ausencia de efecto citotéxico de todas
las NPs utilizadas, y un estudio de la capacidad de elimi-



nacién de biopelicula formada tras 48h con administra-
ciones repetidas de NPs cargadas con CPX (1 dosis/dia,
durante tres dias consecutivos). En este tltimo, se observo
que la actividad anti-biopelicula mas alta la presentaban
las NPs de PLGA-PL-CPX-DNasa I, las cuales eran capa-
ces de eliminar més del 95% de la biopelicula en el se-
gundo dia de tratamiento a concentraciones de CPX de
0.0156 pg/ml, llegando incluso a eliminar el 99,8% de la
biopelicula a concentraciones de CPX de 0.25 pg/ml [13].

4. CONCLUSIONES

Como se puede observar por los distintos resultados
obtenidos tras los diversos estudios con NPs de PLGA
cargadas con CPX y recubiertas con PL y DNasa I, parece
ser que podriamos estar hablando de la préxima genera-
cién de farmacos empleados para el tratamiento de este
tipo de infecciones, ya que estos son muy prometedores.
Sin embargo, atin queda camino por recorrer para llegar a
esa meta, ya que aln es necesario refinar los parametros
de fabricacién de estas NPs para mejorar la eficiencia de
la encapsulaciéon de CPX, ademads de realizar las valida-
ciones en modelos in vivo necesarias. Aun asi estas NPs
podrian representar un gran paso hacia adelante en el
tratamiento de infecciones por bacterias formadoras de
biopeliculas.
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