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Actividad antimicotica
de nanoparticulas

Laura E. Castrillon Rivera, * Alejandro Palma Ramos **

RESUMEN: La terapia antifiingica tiene como principal desventaja que existen pocas moléculas
que carecen de accion citotoxica hacia las células de mamifero, ya que comparten muchas ca-
racteristicas funcionales porque también son células eucarioticas. Por otra parte, debido a la
naturaleza quimica de muchas de estas moléculas que son poco solubles en agua, este hecho
puede afectar su biodisponibilidad. Lo anterior limita su accion terapéuticay exige el disefio de
formas farmacéuticas efectivas. Por esta razon, el desarrollo de nuevas tecnologias y sintesis
de nanomateriales surge como una posible alternativa para el tratamiento de las infecciones
por hongos. En este trabajo de revision se presentan los desarrollos nanotecnoldgicos con mi-
ras a la obtencion de formas farmacéuticas eficientes y seguras de los antimicoticos como son
los liposomas, nanoparticulas de plata, nanoparticulas lipidicas sélidas, nanoparticulas poli-
méricas y microtibulos lipidicos.

PALABRAS CLAVE: antimicéticos, nanoparticulas, antiflingicos, actividad antimicética

ABSTRACT: Antifungal therapy has as major disadvantage that there is little free molecules of
cytotoxic action towards mammalian cells and which share many characteristics that are also
functional eukaryotic cells. Moreover, due to the chemical nature of many of these molecules
that are poorly soluble in water this can affect their bioavailability. This limits its therapeutic
action and require the design of effective dosage forms. For this reason, the development of
new technologies and synthesis of nanomaterials is emerging as a possible alternative for the
treatment of fungal infections. Nanotechnological developments aimed at obtaining efficient
and safe antifungal dosage forms such as liposomes, silver nanoparticles, solid lipid nanopar-
ticles, polymeric and lipid microtubules nanoparticles are presented in this review paper.
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Importancia de su divulgacion

El aumento de la incidencia de patologias en las que los hongos aparecen
como patégenos emergentes se ha asociado con la susceptibilidad en pacien-
tes que presentan cierto grado de inmunodeficiencia. Estas infecciones se
observan principalmente como hongos oportunistas. Los principales fac-
tores de riesgo para estas infecciones son la neutropenia, diabetes, cirugias,
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infecciones nosocomiales y tratamientos excesivos con antibiéticos o inmu-
nosupresores para pacientes transplantados, entre otros. La aparicién de
nuevos gérmenes asi como la aparicién del fenédmeno de resistencia hacia los
antifingicos y su elevada toxicidad ha favorecido el desarrollo de sintesis de
nuevas moléculas con potencial antifingico sin alcanzar atun los resultados
deseados. Por esta razon, el desarrollo de nuevas tecnologias y sintesis de na-
nomateriales surge como una posible alternativa para el tratamiento de las
infecciones por hongos. En este trabajo se presentan los avances logrados en
este campo donde se ha demostrado que con el empleo de nanoformulacio-
nes, un gran namero de fairmacos han mejorado su funcién terapéutica, re-
duciendo las dosis necesarias, asi como las reacciones adversas.
g

El abuso de la terapia antibidtica, el uso de inmunosupresores como terapia
contra el cdncer o para tratamientos postransplante asi como cualquier con-
dicién que favorezca un estado de debilidad inmunitaria son algunas de las
condiciones que favorecen la aparicién de infecciones entre las que se en-
cuentran las micosis (Castrillén y Palma, 2012).

Las micosis se clasifican de acuerdo con su localizacién anatémica como
micosis cutdneas, micosis subcutdneas, micosis profundas y micosis oportu-
nistas. Para su tratamiento se utilizan antifingicos (antimicéticos) que son
cualquier sustancia capaz de alterar las estructuras celulares del hongo que
logre inhibir su desarrollo, alterando su viabilidad o capacidad de supervi-
vencia.

La clasificacién de los antimicéticos como se observa en la tabla 1 se rea-
liza de acuerdo con su estructura quimica, origen (bioldgico/sintético), me-
canismo de accién (fungistatico/fungicida), via de administracién y toxi-
cidad entre otros (Allevato et al., 2007).

Aunque actualmente existe una variedad limitada de antifingicos, sus
efectos adversos, fracasos terapéuticos y la aparicién de resistencia son pro-
blemas importantes que aparecen con el empleo de estos formacos. Ademas,
otras de las limitaciones para el uso de estas sustancias son su baja solubi-
lidad en solventes acuosos lo que afecta directamente su biodisponibilidad,
su elevada toxicidad por accién citotéxica hacia tejidos sanos, su rdpida de-
gradacién y aclaramiento del torrente circulatorio, muchos de ellos de dificil
acceso a través de las membranas celulares por lo que su actividad hacia mi-
crorganismos es baja y en consecuencia su efecto antibiético también. Por
esta razoén, se requiere de dosis altas para alcanzar su efecto terapéutico y,
por tanto, aumentar el riesgo de los posibles efectos adversos relacionados
con estas sustancias.

Estos problemas pueden ser evitados, en parte, utilizando asociaciones
de antifungicos, desarrollando nuevas moléculas, o bien encontrando sis-
temas de entrega de farmacos alternativos como son las nanoparticulas
(NPs) con fadrmacos a través de encapsulacién fisica, adsorcién o conjugacién
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quimica, pues esta presentacién modifica los indices farmacocinéticos y te-
rapéuticos de estas sustancias y pueden mejorar significativamente en con-
traste con el fadrmaco libre. Se han reconocido muchas ventajas en estos sis-
temas incluyendo mejoras en la solubilidad, prolongar el tiempo de vida en
circulacién sistémica, liberacién controlada y la entrega en tejidos y células
de interés y la entrega de multiples agentes terapéuticos como terapia com-
binada (Zhang et al., 2010).

Los materiales nanoestructurados tienen propiedades fisicoquimicas
Unicas como su tamario ultrapequefio (1-100 nm) y controlable, gran area de
superficie, alta reactividad, interacciones biolégicas tnicas y estructuras
funcionalizables. Estas propiedades facilitan la administracién de drogas an-
timicrobianas que rebasan algunas de las limitaciones en la terapéutica anti-
microbiana. A continuacién se presentan los principales avances en el desa-
rrollo y eficacia de estos materiales relacionados con farmacos de accién
antifingica.

Liposomas

Los liposomas son unas pequefias vesiculas huecas cuya membrana doble
estd compuesta de una doble capa de fosfolipidos. Estos fosfolipidos constan
de una cabeza hidrosoluble en forma de esfera y de una cola liposoluble. Los
fosfolipidos naturales se obtienen de la soya, y en una solucién acuosa for-
man la estructura esférica conocida como liposoma. Durante este proceso
las colas lipéfilas de los fosfolipidos entran en contacto entre ellas formando
una membrana de doble capa que es hidréfila en sus partes exteriores y lip6-
fila en su interior. Por lo tanto, el interior y el exterior de un liposoma es hi-
drosoluble y el interior de la membrana del liposoma es liposoluble (Kant
etal., 2012; Tochilin, 2005).

Los liposomas multilaminares constan de liposomas unilaminares de
distintos tamafios que estdn entrelazados: un liposoma pequefio encerrado
en otro mayor y estos dos, a su vez, encapsulados dentro de otro todavia
mayor, y asi sucesivamente. Como resultado se obtiene un liposoma multila-
minar formado por hasta 12 liposomas de diferentes tamarios, siendo lo ha-
bitual utilizar de 5 a 7 encapsulados. El tamafio de estos liposomas entrela-
zados varia entre 20 y 300 nanometros. Existe una relacién directa entre el
nivel de penetracién de los liposomas y su tamario, penetrando mas cuanto
menor el tamafio (Jesorka y Orwar, 2008).

La actividad antimicrobiana de estas estructuras se debe a que los los li-
posomas se fusionan con las membranas de los microrganismos y entregan
su carga al interior de las células. El polietilen glicol (PEG) se ha utilizado fre-
cuentemente en la superficie del liposoma para crear un escudo protector
que prolonga el tiempo de vida media de estas estructuras en la circulacién
sanguinea, formando una capa de hidratacién que retrasa el reconocimiento
y captura por el sistema reticulo endotelial (Immordino et al., 2006).
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Por otra parte, la unién de ligandos especificos como segmentos de anti-
cuerpos, aptameros, péptidos y pequenias moléculas en la superficie del lipo-
soma puede unir selectivamente a los microrganismos o a células infectadas
y liberar al firmaco para matar o inhibir el crecimiento de éstos.

La primera nanomedicina puesta en el mercado para administracién in-
travenosa en el tratamiento de infecciones fungicas severas fue Ambisome®,
en el afio de 1991, corresponde a la formulacién de anfotericina B liposomal
unilaminar de fosfolipidos y coleserol de tamafio 80 nm la cual demostré su
actividad en el afio 1981 sobre Leishmania que es un parasito intracelular y
para el afio de 1982 se reporté su eficacia sobre los hongos Cryptococcus e
Histoplasma (Grabill et al., 1982; Taylor et al., 1982), esta presentacién per-
mitié reducir entre 50 y 70 veces la toxicidad del antifingico observada con
la formulacién tradicional (asociaciéon desoxicolato y antifungico) por lo que
su administracién en pacientes se ve aumentada 5 veces. El éxito de esta for-
mulacién se relacioné con la capacidad de los liposomas por alcanzar y con-
centrarse en las células del sistema monocito-macrofégico.

AmBisome®© ha sido aprobada por la FDA y se ha utilizado en el trata-
miento contra Candida spp, Aspergillus spp, Fusarium spp, en pacientes neu-
tropénicos y en leishmaniasis visceral. La anfotericina B (AMB) (figura 1) se
intercala en la bicapa lipidica de fosfolipidos en la membrana del liposoma.
La entrega de AMB ocurre por unién a la pared celular del hongo y a través
de mecanismos de absorcién y disgregacién de la membrana celular.

El marcaje fluorescente de AmBisome en ratones infectados con Candida
ha permitido la localizacién de estos liposomas en los sitios infectados por
este hongo.

Las formulaciones comerciales de AmB son AmBisome© son muy esta-
bles en estado de gel a temperatura ambiente con un tiempo de vida media
en sangre prolongado y buena penetracién en los tejidos. La mayor parte de
los estudios de las formulaciones disponibles se han realizado con esta pre-
sentacion (Barrrat y Bretagne, 2007).

El mayor problema de AmBisome®© sigue siendo su costo (estimado en
2004 en unos 16,000-20,000 euros/mes, frente a 127 euros para la formula-
ci6én convencional); sin embargo, se puede justificar debido a la disminucién
de los gastos derivados de los efectos adversos asociados al uso de la presen-
tacién convencional de anfotericina B (Irache, 2010).

FIGURA 1. Estructura quimica de la anfotericina B.
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Por otra parte, la toxicidad aguda que ocasiona la nistatina clasica por
via intravenosa (i.v.) impide su uso para micosis invasoras por lo que se ha
desarrollado una presentacién liposomal multilaminar de este antifingico la
cual ha demostrado buena actividad y baja toxicidad, actualmente se en-
cuentra en ensayos clinicos en fase II en los Estados Unidos y en Europa (Ca-
rrillo-Mufioz et al., 1999).

Nanoparticulas de plata (NP-Ag)

La plata tiene propiedades médicas conocidas por mds de 2 mil afios y se ha
utilizado como agente antimicrobiano. La plata se utiliza generalmente en
su forma de nitrato para inducir su efecto antimicrobiano. Las NP de plata
(NP-Ag o nanoplata son nanoparticulas de un rango de 1 a 100 nm de tama-
fio, se utilizan por el gran aumento de su 4rea superficial que se expone hacia
los microrganismos, por lo cual sus principales aplicaciones son el trata-
miento de heridas, materiales dentales, recubrimiento de materiales de ace-
ro inoxidable, textiles, tratamiento de aguas, protectores solares, ya que es-
tas particulas han demostrado baja toxicidad hacia las células humanas,
elevada estabilidad térmica y baja volatilidad (Juneyoung et al., 2010).

El mecanismo de accién antifingica de estas NPs se debe a que estas
particulas se unen a la membrana del hongo modificando su permeabilidad
y con ello alterar la viabilidad celular, o bien, pueden penetrar y modificar la
capacidad respiratoria, detener su divisién celular ocasionando asila muerte
celular. También se ha reportado que las NP-Ag pueden liberar iones de plata
que interacttian con los grupos tiol de muchas enzimas inactivindolas o bien
generar radicales libres que son extremadamente reactivos y presentan gran
actividad citotéxica (Prabhu y Poulose, 2012).

Los reportes de actividad contra Candida albicans mencionan que estas
NP-Ag inhiben eficientemente el crecimiento de levaduras a concentra-
ciones por debajo del limite citotéxico probado en fibroblastos humanos a
concentraciones de 30 mg/mL de plata en contraste con la plata idnica que
inhibe el crecimiento a concentraciones de 1 mg/L en este mismo modelo
experimental (Pandacek et al., 2009); adem4s, se ha documentado la capa-
cidad inhibitoria de la gemacidn de esta levadura por la dispersién de la in-
tegridad de su membrana por accién de estas nanoparticulas (Kim et al.,
2009).

En relacién con la actividad antifingica comparativa de las NP-Ag con
anfotericina B y fluconazol ante C. albicans y S. cerevisiae se ha demostrado
que estas particulas muestran una actividad antifingica potente con valores
similares en las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) comparando
con los antibiéticos control (Nasrollahi et al., 2011). Otro efecto descrito
para las NP-Ag se relaciona con su accién sobre el micelio en Candida ya que
la presencia de suero induce la filamentacién la cual se inhibe significativa-
mente en presencia de estas nanoparticulas (figura 2).
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FIGURA 2. Levaduras de Candida albicans (foto izquierda); filamentacion de Candida albicans (foto
derecha).

Fuente: <http://www.infectologiapediatrica.com/blog/tag/candida-albicans>.

En la busqueda de respuestas antifingicas por estas NPs, también se ha
probado la accién citotéxica de estas nanoparticulas sobre los dermatofitos
demostrdndose su actividad en aislamientos clinicos y en cepas de referencia
de Trichophyton mentagrophytes con respuestas comprables con anfotericina
By respuestas atin mayores cuando se comparan contra el fluconazol (Keuk-
Jun et al., 2008).

Se han explorado otras acciones de estas nanoestructuras sobre hongos
fitopatégenos como Bipolaris sorokiniana y Magnaporthe grisea demostrando
que tanto las NP-Ag como los iones de plata interfieren sobre la formacién
de esporas y el desarrollo de la enfermedad promoviendo el contacto directo
de la plata con las esporas y los tubos germinativos interfiriendo con su via-
bilidad (Young-Ki y Byung, 2009).

Resulta interesante que las nanoparticulas de plata pueden ser sinteti-
zadas biolégicamente por bacterias, hongos y plantas, para el caso de los
hongos éstos atrapan los iones de plata (Ag™) en la superficie celular y por
las enzimas que ellos secretan reducen a estos iones. Aunque no se conoce
con exactitud este mecanismo, la velocidad de este proceso es lenta por lo
que actualmente se utilizan los extractos de plantas como mejores alterna-
tivas para la sintesis de estas nanoparticulas, pues lo realizan en periodos de
tiempo cortos (Savithramma et al., 2011).

Aunque las NP-Ag muestan actividad antimicrobiana considerable, tam-
bién existen reportes adversos de estas estructuras sobre el ser humano y
otros seres vivos asi como al medio ambiente por su capacidad de liberar
iones plata en fase acuosa. La plata es un acido débil y su tendencia es a reac-
cionar con bases. La mayoria de las células contienen azufre y fésforo que
son bases débiles. El 4cido desoxirribonucléico o ADN contiene estos dtomos
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por lo que estas nanoparticulas pueden reaccionar con ellos, ocasionar su
destruccién y, por lo tanto, llevar a la muerte celular.

Entre los efectos nocivos de las particulas de plata presentados en el hu-
mano son la argiria producida cuando las particulas de plata relativamente
grandes quedan atrapadas debajo de la piel y luego reaccionan con la luz
solar, convirtiendo la piel gris o azul, también puede presentarse la argirosis
que se describe como una decoloracién gris-azulada en las estructuras ocu-
lares como consecuencia de la acumulacién de plata en la cérnea (Sanchez-
Huerta et al., 2006). Del mismo modo, se han descrito efectos hepatotéxicos
por alteracién del estrés oxidativo mitocondrial alterando la permeabilidad
de iones potasio y sodio, asi como hiperplasia de ductos biliares, necrosis, fi-
brosis y pigmentacién. Otras afectaciones descritas son las células de rifién,
piel, sangre y tractos respiratorio e intestinal en repuesta alas NP-Ag (Prabhu
y Poulose, 2012).

El deterioro ambiental de estas particulas se relaciona con la incapa-
cidad de discriminacién entre los diferentes microrganismos presentes en
el medio, destruyendo aquellos que son benéficos a la ecologia. Otra accién
de las nanoparticulas de plata recae sobre las bacterias desnitrificantes al-
terando el proceso de desnitrificacién que involucra la conversién de ni-
tratos en gas nitrégeno, esencial para las plantas por lo que la pérdida de
denitrificacién a través de la reduccién de la productividad de las plantas
puede llevar a la eutroficacién de rios, lagos y destruir ecosistemas ma-

rinos (ibid.).
Nanoparticulas lipidicas solidas (SLN y NLC)

Las nanoparticulas s6lidas (SNLs) son una forma alternativa en la adminis-
tracién de fadrmacos lipofilicos, son sistemas particulados coloidales con una
proporcién de 70-95% de agua, con didmetros de 50 a 1000 nm compuestos
de lipidos en fase sélida a temperatura ambiente y surfactantes para emulsi-
ficacién, son elaborados a partir de lipidos fisiolégicos que tienden a gelificar
y a expulsar el firmaco durante el almacenamiento, tienen capacidad de car-
ga limitada, son biodegradables y con buena tolerancia. La adicién de lipidos
liquidos en los que el fairmaco es mas soluble genera nuevos sistemas nano-
particulares conocidos como acarreadores lipidicos nanoestructurados
(NLC) (Garzomn et al., 2008).

Se utilizan preferentemente para farmacos poco solubles en agua y son
utilizados preferentemente como productos del cuidado de la piel ya que
tienen propiedades oclusivas que permiten formar una capa delgada que re-
duce la evaporacién del agua y retiene la humedad en la piel y prolonga la
residencia del firmaco en el estrato cérneo, por esta razén se promueve
la penetracién de moléculas en este tejido. Estos preparados son estables en
aguay su facilidad para prepararlos hace posible su produccién a gran escala

y de manera reproducible.
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FIGURA 3. Estructura quimica del ketoconazol.
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Los desarrollos nanotecnoldgicos relacionados con antimicéticos se han
reportado principalmente para los azoles y su posible uso en aplicacién t6-
pica para las infecciones superficiales por hongos, entre los que se encuen-
tran el ketoconazol clotrimazol, miconazol, econazol, oxiconazol y tioco-
nazol, extremadamente insolubles en agua y susceptibles para la degradacién
por oxidacién e hidrélisis por agentes quimicos, lo cual limita su biodisponi-
bilidad y, por tanto, sus efectos antifungicos (Paolicelli et al., 2011; Souto
et al., 2004; Souto y Miller, 2000; Sanap y Mohanta, 2013).

Nanoparticulas poliméricas

Una de las propuestas tecnoldgicas mds prometedoras para mejorar el trata-
miento antifingico son los sistemas de liberacién y vectores farmacéuticos
entre los que destacan las nanoparticulas (NPs) poliméricas, éstas son par-
ticulas sélidas, biodegradables y coloidales con tamarios de 10 a 1000 nm e
incluyen a las nanoesferas y nanocédpsulas cuya diferencia reside en si el far-
maco es absorbido en la superficie de la esfera o se encuentra encapsulado.
Estas nanoparticulas poliméricas son muy estables, se adaptan facilmente a
los procesos industriales de fabricacién y se puede controlar su tamafio por
sintesis modificando sus propiedades seleccionando la longitud de su poli-
mero, surfactante y solvente orgdnico y modificar su superficie para modular
sus propiedades.

Existen dos tipos de nanoparticulas poliméricas, una estd formada por
el autoensambe espontdneo de copolimeros que contienen segmentos hidro-
filicos e hidrofébicos, estos tltimos forman un nucleo que incorpora los far-
macos hidrofébicos mientras que los segmentos hidréfilos protegen este ni-
cleo de la opsonizacién y degradacién. El otro tipo consiste en polimeros
lineales de polialquilacrilatos y polimetilmetacrilato que forman nanocap-
sulas a través de un método de polimerizacién de emulsiones.

Las nanoesferas cargadas con anfotericina B recubiertas con surfactante
poloxamero 188 han demostrado baja eficacia terapéutica contra C. albicans
comparada con la droga libre debido a la toxicidad presente por acumulacién
en higado y rifién en animales neutropénicos.

Los azoles (econazol y clotrimazol) aumentan su biodisponibilidad
cuando se encapsulan en nanoparticulas de un polimero sintético (polilac-
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tide-co-glicolido o PLG) o en un polimero natural (alginato estabilizado con
quitosan), estas formulaciones fueron probadas en ratén y los antifungicos
fueron analizados en plasma por cromatografia de liquidos de alta resolu-
cién. Estos farmacos se detectaron en pulmones, higado y bazo hasta 8d
cuando se presentaron en forma encapsulada, en cambio la droga libre fue
eliminada en 12 horas, por tanto la biodisponibilidad oral fue mejorada con
el uso de estas particulas (Pandey et al., 2005).

En otro trabajo se evalué la capacidad del econazol encapsulado en
nanoparticulas de alginato para reducir la carga hasta 90% en pulmones y
bazo de ratones infectados con la bacteria M. tuberculosis, y debido a que su
biodisponibilidad es pobre por via oral, el econazol puede ser admninistrado
a dosis alta y frecuente por dos veces por dia cuando se ofrece con esta pre-
sentacién (Ahmad et al., 2007).

Por otra parte, se ha demostrado la capacidad antifingica contra T. ru-
brum de nanocdpsulas y nanoemulsiones con el aceite esencial de Melaleuca
alternifolia en modelo de infeccién en ufia en donde las nanocdpsulas mos-
traron mejor efecto (Flores et al., 2013).

Microtubos lipidicos

Los microtubos lipidicos consisten en bicapas empacadas concentricamente
que se autoensamblan de un lipido diacetilenico, glicolipidos y fosfolipidos,
forman cilindros de menos de 1mm de didmetro durante un proceso de en-
friamiento controlado. Las interacciones quirales entre las moléculas de lipi-
dos causan que las bicapas giren y formen una estructura tubular. Estas es-
tructuras sirven parala liberacién sostenida de agentes bioactivos, se cargan
con agentes bajo condiciones acuosas, son embebidas en hidrogeles de aga-
rosa, son biocompatibles, seguros, no inducen procesos inflamatorios y son
capaces de proporcionar la entrega hacia sitios especificos para proteinas,
péptidos y acidos nucléicos. A la fecha se han disefiado microtubos con pro-
teinas como el factor transformante-3, factor de crecimiento neural y protei-
nas de alto peso molecular como cininégeno (Rawat et al., 2008).

Esta nanoestructura se ha utilizado para la incorporacién de anfoteri-
cina B en microtubos formados de 4cido 12-hidroxiestearico (12HSA) cuando
se mezcla con etanolamina en medio acuoso, su actividad antifingica de-
mostré resultados similares al preparado comercial de AmB (Fungizonei)
que son micelas formadas con el detergente deoxicolato de sodio utilizadas
en forma sistémica administrado por una perfusién lenta diluida al 5% con
glucosa (Salerno et al., 2013).

Conclusion

En afios recientes, la encapsulacién de drogas antimicrobianas con actividad
antifingica en sistemas de nanoparticulas ha emergido como una alternativa
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promisoria que aumenta la eficacia terapéutica y minimiza los efectos inde-
seables de estas drogas.

Las NP pueden imitar o modificar procesos biolégicos y brindar solu-
ciones a viejos problemas asociados con la solubilidad, biodisponibilidad, in-
munocompatibilidad y citotoxicidad de muchos medicamentos de uso tradi-
cional. Sin embargo, a pesar del progreso en la nanotecnologia aplicada a los
antifingicos se ha observado como limitacién para su uso la liberacién pre-
matura del formaco de estas nanoparticulas o la falta de la capacidad de
blancos especificos parala entrega de estos antimicrobianos, por lo que se re-
quiere la construccién de nanoestructuras con ligandos especificos que
direccionen la captura para lograr mayor eficacia en la actividad de estas sus-
tancias (Oropeza et al, 2012).
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