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ABSTRACT: In recent decades, the development of
bacterial resistance and its therapeutic implications has
become one of the main threats to global health. There
is even talk of the emergence of a new "post-antibiotic
era" in which antimicrobial treatment will be useless,
given  the  multi-resistant  nature  of  many
microorganisms. Nanotechnology has broken with great
success in the treatment of different diseases (mainly
cancer), reaching a new conception in therapeutic
systems with a great technological impact. In this sense,
this talking focuses on the use of nanomaterials in the
treatment of bone infection in three approaches. These
include mesoporous silica nanoparticles, capable of
specifically targeting bacteria and biofilm, releasing
different drugs in a controlled manner, thus increasing
their therapeutic efficacy and reducing side effects.
Certainly, nanotechnology seems to have great potential
to overcome the problem in the treatment of infections
and revolutionise both the prevention and treatment of
these bacterial infections, and these will be discussed in
the introductory speech.
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RESUMEN: En las ultimas décadas el desarrollo de
resistencias bacterianas y sus implicaciones terapéuticas
se ha convertido en una de las principales amenazas en la
Salud Mundial. Se habla incluso de la aparicion de una
nueva “era postantibidtica” en la que el tratamiento
antimicrobiano  sera  inutil, dado el caracter
multirresistente de numerosos microorganismos. La
nanotecnologia ha irrumpido con mucho éxito en el
tratamiento de diversas enfermedades (principalmente el
cancer), llegando a una nueva concepcion en los sistemas
terapéuticos con un gran impacto tecnoldgico. En este
sentido, este discurso se centra en el empleo de los
nanomateriales en el tratamiento de la infeccion oOsea
mediante tres vertientes. Entre ellas las nanoparticulas de
silice mesoporosa, capaces de dirigirse especificamente a
las bacterias y/o al biofilm, liberar de manera controlada
distintos farmacos, aumentando asi su eficacia terapéutica
y reduciendo los efectos secundarios. Sin duda, la
nanotecnologia parece tener un gran potencial para
superar la problemética en el tratamiento de las
infecciones y revolucionar tanto la prevencion como el
tratamiento de estas infecciones bacterianas, que seran
discutidas en el discurso de ingreso.
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1. INTRODUCCION

El prefijo nano, que en griego significa pequeflo,
equivale a la milmillonésima parte de un metro. En este
discurso voy a intentar explicar la “Farmacia en pequefio”
dentro de la nanoescala que se define como el rango de
longitudes y tamafios comprendidos entre uno y cien
nanémetros. Este trabajo se ha realizado en el grupo de
investigacion de la Prof. Vallet-Regi.

2. PROBLEMATICA DE LAS INFECCIONES
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Indudablemente nos encontramos ante un inminente
envejecimiento global de la poblacion (1,2). Este
envejecimiento trae consigo que exista un incremento de
las enfermedades relacionadas con el hueso y por tanto que
el nimero de implantes aumente exponencialmente cada
afio (3). Por ejemplo, en Europa en el afio 2018 se
implantaron 1.200.000 prétesis de cadera, estimadndose un
valor de 1.700.000 para el afio 2025. Uno de los problemas
de estos implantes es la infeccion que, aunque el riesgo es
relativamente bajo, entre un 0.5 a un 2 %, conlleva serias
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implicaciones socio-econdémicas, debido a que el nimero
de prétesis implantadas es muy alto.

Nuestro compromiso como investigadores es dar
soluciones a dichos problemas ya que nuestra sociedad
demanda vivir mas y mejor.

Cuando se diagnostica infeccién en una protesis, el
tratamiento consiste en someter al paciente a una
administracion sistémica de antibioticos, muchas veces
con largas estancias hospitalarias. En la mayoria de los
casos es necesario, ademas, la realizaciéon de nuevas
cirugias e, incluso en ocasiones, el reemplazo completo de
la prétesis mediante una nueva intervencion quirtirgica. En
el peor de los escenarios se necesitard la amputacion de la
extremidad afectada e, incluso, en el 7 % de los casos de
infeccion se produce la muerte del paciente (4).

Los microorganismos causantes de estas infecciones
son las bacterias y la dificultad de su tratamiento radica en
su facilidad para evadirse de los antibidticos y del propio
sistema inmune del paciente (4,5).

Un mecanismo de defensa de las bacterias consiste en
la formacion del denominado biofilm. Cuando las bacterias
llegan a la superficie de un implante se adhieren, se
multiplican y forman colonias que se van recubriendo de
una pelicula protectora que es impenetrable a los
antibidticos y al sistema inmune y constituye el biofilm.
Otro mecanismo de defensa consiste en que las propias
bacterias fortalecen sus paredes haciéndose mas fuertes a
los antibioticos (5).

Todo esto constituye un problema de gran importancia
en el momento actual puesto que si no podemos utilizar
antibidticos, no podremos tratar las infecciones, y la
medicina actual dejaria de ser posible. De hecho, la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) advierte de una
“era postantibidtica” en la que los antibidticos seran
ineficaces y donde la muerte producida por las resistencias
bacterianas superara con creces al cancer en el afio 2050
(6,7).

La nanotecnologia ha irrumpido con mucho éxito en el
tratamiento de diversas enfermedades con el desarrollo de
la denominada nanomedicina. Esta nueva disciplina
permite: (i) un transporte selectivo en lugar de destino, (ii)
una liberacidon controlada, (iii) una mejora de la eficacia de
los farmacos albergados, (iv) una reduccion de la dosis
efectiva y de los efectos secundarios y (v) una alta
seguridad y biocompatibilidad (8-10). En este sentido, la
nanomedicina se nutre del empleo de nanomateriales para
el diagnodstico y deteccion de ciertas enfermedades entre
las que destaca el cancer. Como ya se ha comentado, el
término nanomaterial se define como un material con
cualquier dimension externa en la nanoescala (su tamafio
oscila entre 1 y 100 nm) o con una estructura interna o
superficie en la nanoescala. En la nanoescala nos
encontramos con anticuerpos, moléculas, proteinas, virus
que junto con nanomateriales como liposomas,
dendrimeros, nanocapsulas de oro, puntos quanticos,
nanoparticulas metalicas, fullerenos y nanoparticulas
mesoporosas de silice comparten la misma dimension. Los
nanomateriales tienen una relacion de darea de la
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superficie/volumen muy elevada. Por ejemplo, si tenemos
un cubo de 1 cm de arista, su area es de 6 cm? con un
volumen de 1 cm’. Si ahora este cubo lo dividimos en
cubos mas de pequefios de 0.5 cm y 0.25 cm, el area se
duplica y cuadriplica ocupando el mismo volumen. Pero
(,qué pasaria si ahora lo dividimos en cubitos de 1 nm de
arista? En este caso, la superficie de incrementa hasta
60.000.000 cm®. Por lo tanto, el 4rea superficial en los
nanomateriales es muy grande, por lo que las propiedades
de superficie se ven incrementadas y por tanto necesitamos
menos cantidad de producto para obtener un mismo efecto.

Nuestro objetivo de hoy es el tratamiento de la
infeccion mediante el uso de nanomateriales. Este trabajo
se realiza en el grupo de investigacion de la Prof. Vallet-
Regi en la Universidad Complutense de Madrid. En este
sentido, estamos abordando dos vertientes, que son: (i)
Prevenir y (ii) curar la infeccion.

En el caso de la de prevenir. Parece l6gico pensar que
si nosotros inhibimos las primeras etapas del proceso de
formacion del biofilm, este no se formara. Para ello
preparamos las superficies de los implantes metalicos con
el fin de que sean antiadherentes a las bacterias mediante
el disefio de superficies nanoestructuradas. Para curar la
infeccion, nos vamos a centrar en dos estrategias. Una es el
disefio de andamios macroporosos 3D con accién
antimicrobiana y reparadora y otra es la fabricacion de
nanotransportadores que van a atacar directamente al
biofilm y/o a las bacterias (11).

3. PREVENCION DE LA INFECCION EN
IMPLANTES METALICOS

En este apartado nosotros queremos reducir el riesgo
de infeccion con nanoestructuras. Para ello nos
“bioinspiramos” en la naturaleza y observamos que las alas
de las cigarras estan libres de bacterias, incluso cuando
estas estdn en ambientes muy contaminados (12). Esto es
debido a que las alas, cuando las observamos por
microscopia de transmision, son nanoestructuradas y estan
formadas por nanocolumnas. Estas nanoestructuras
provocan un comportamiento muy hidrofébico en Ia
superficie (superficies superhidrofobicas) que le confiere
la capacidad de repeler las bacterias (superficies
antibacterianas).

En nuestro caso hemos querido imitar este tipo de
nanoestructuras sobre la superficie de implantes metalicos.
En este caso particular hemos utilizado la aleacion de
Ti6A14V, ampliamente utilizada en clinica para prétesis de
cadera. Para ello hemos fabricado superficies
nanoestructuradas sobre estos implantes mediante una
técnica sostenible (pulverizaciéon por magnetréon), sin
utilizar quimicos y con baja energia. El resultado es que
sobre estos implantes metalicos se ha depositado una capa
formada por nanocolumnas de titanio muy similar a las
alas de la cigarra. Estas nanocolumnas le confieren al
implante un cardcter mas hidrofébico en comparacion con
el metal desnudo (13,14). Con el fin de determinar su
capacidad para inhibir las bacterias, se han realizado
estudios de adherencia bacteriana con una cepa comercial
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de Staphylococcus aureus. Los resultados a diferentes
tiempos de incubacién nos muestran que cuando el titanio
esta desnudo se produce una progresiva colonizacion del
implante por parte de la bacteria, llegando aparecer
colonias grandes en la superficie tras 24 horas. Por el
contrario, con el titanio recubierto con dichas
nanoestructuras, el escenario es completamente distinto,
apareciendo solo algunas bacterias en la superficie.
Asimismo, se han realizado estudios de formacion del
biofilm y hemos observado que con el titanio desnudo se
produce una completa formacion del biofilm con Ia
aparicion de la matriz protectora de mucopolisacarido. Por
el contrario, en el titanio nanoestructurado no hay
presencia alguna de biofilm (13). Con el fin de determinar
el comportamiento de este tipo de superficies sobre células
osteoblasticas, hemos realizado estudios de adhesion con
preosteoblastos, mostrando una completa adhesion celular
en este tipo de nanoestructuras y, por tanto, evidenciando
su buena biocompatibilidad (13).

Nos encontramos con  superficies con un
comportamiento selectivo frente a bacterias y a
osteoblastos. La diferencia radica fundamentalmente en la
forma, tamafio y proceso de adhesion de estas dos células.
Las bacterias son mas rigidas, de menor tamafio que las
células osteoblasticas, y se adhieren fundamentalmente por
una atraccion electrostatica. En cambio, el osteoblasto es
mas grande, flexible, y su mecanismo de adhesion es mas
complejo, interviniendo mecanismos especificos a través
de integrinas.

4. CURACION: DISENO DE ANDAMIOS 3D
MULTIFUNCIONALES

En este apartado pretendemos diseflar y fabricar
andamios que al mismo tiempo que liberen diferentes
antibidticos, también regeneren el tejido 6seo que ha
quedado destruido por la accidon de las bacterias. Para ello
utilizamos técnicas de prototipado rapido que permiten
terapias personalizadas a través de un disefo digital (15).
Nuestro equipo de investigacion ha propuesto una nueva
metodologia para la fabricacion de andamios con
porosidad jerarquizada desde lo macro a lo nano. En este
sentido es de gran relevancia, ya que la estructura del
hueso también presenta una estructura jerarquizada (16).
Hemos obtenido un andamio compuesto por una
bioceramica con poros grande de 400 pm, con macroporos
de 30-80 um con interconexiones de 1-10 pm y con una
estructura ordenada de mesoporos de tamafio de 10 nm
(17). La metodologia utilizada nos permite introducir un
“coctel” de antibidticos, los cuales vamos a localizar en
diferentes compartimentos del andamio con el fin de
obtener diferentes cinéticas de liberacion (18). En este
caso hemos mezclado una cerdmica mesoporosa, que
contiene el antibiotico levofloxacino, con una solucion
polimérica de polivinilalcohol, que contiene vancomina.
De esta manera, se obtiene una pasta que se puede extruir
por la técnica de prototipado y formar el andamio 3D
macroporoso. Con el fin de obtener una liberacion
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temprana y rapida de un antibidtico especifico para el
biofilm, hemos recubierto la parte externa del andamio 3D
con una pelicula de gelatina que contiene el antibidtico
rifampicina, que es especifico del biofilm (17). De esta
manera, la rifampicina actuaria en una primera etapa
debilitando al biofilm y dejando paso a la accién
combinada del levofloxacino y la vancomicina. Los
estudios de liberacion in vitro de los diferentes antibioticos
nos muestran una cinética diferente en funcién del
compartimento en el que esta alojado cada antibidtico.
Podemos destacar una rapida liberacion de rifampicina que
se libera en tan solo 1 hora de incubacion, debido a que
estd localizada en un recubrimiento externo de gelatina. En
el caso del levofloxacino y vancomicina, tienen una
cinética mucho mas sostenida en el tiempo y simultanea.

Los resultados de actividad antimicrobiana frente a un
biofilm de S. aureus nos muestran una mayor eficacia
antimicrobiana cuando el andamio contiene la
combinacion completa con los tres antibidticos,
demostrando la eficacia del andamio multiterapia. Por
ultimo, los estudios de biocompatibilidad muestran una
total colonizaciéon del andamio 3D por las células
osteoblasticas, demostrando su alto poder para la
regeneracion dsea (17,18).

5. CURACION: DISENO DE
NANOTRANSPORTADORES ANTIMICROBIANOS

En este apartado se pretende abordar el disefio y
fabricacion de nanotransportadores que tengan la
capacidad para internalizar dentro de la bacteria o del
propio biofilm y liberar el agente antimicrobiano que esté
albergado en su interior, aumentando asi su eficacia. Para
ello, vamos a utilizar las nanoparticulas mesoporosas de
silice. Estas nanoparticulas son “cuasi-esféricas”, de
aproximadamente 100-150 nm de didmetro y estan
formadas en un interior por un entramado de canales
mesoporosos de tamafio de 2-3 nm. Este entramado
mesoporoso ordenado, semejante a un panal de abejas, les
confiere unos valores de superficie y volumen de poro
muy altos y, por tanto, la capacidad para albergar gran
cantidad de farmacos en su interior. Asimismo, estas
nanoparticulas son biocompatibles, muy robustas y
estables. Por 1ltimo, una de las propiedades mas
importante de estos nanosistemas es su capacidad para ser
funcionalizadas, lo que permite una gran versatilidad para
el disefio de estos nanosistemas. De tal manera que
podemos anclar en su superficie agentes de vectorizacion
para poder guiarlas especificamente al sitio de accion, asi
como componentes estimulo-respuesta para poder
controlar la liberacién del fairmaco albergado a demanda
(20,21).

En cuanto a la vectorizacion a la bacteria. Teniendo en
cuenta que la pared de la bacteria tiene cargas negativas,
hemos disefiado, en el grupo de investigacién, un
nanosistema que contenga en su exterior carga positiva con
el fin de que exista una atracciéon electrostatica con la
bacteria. A la hora de elegir este agente de vectorizacion
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tenemos que tener en cuenta una serie de caracteristicas:
(i) que sea un agente no téxico; (ii) que contenga cargas
positivas; y (iii) que tengan muchos puntos de anclaje para
mejorar su internalizacion (22). En este sentido hemos
funcionalizado 1la superficie de las nanoparticulas
mesoporosas de silice con un dendrimero policatiéonico de
tercera generacion y hemos introducido levofloxacino en
el interior de los poros. Los resultados obtenidos muestran
que estos nanosistemas tienen capacidad para internalizar
dentro de la bacteria, mejorando la eficacia antimicrobiana
del antibidtico frente al biofilm (23,24).

Por otro lado, otro reto que hemos desarrollado en el grupo
de investigacion es la capacidad para internalizar en el
propio biofilm. Para ello hemos funcionalizado Ila
superficie con una lectina biocompatible, que es un
polisacarido que tiene gran afinidad por la capa externa de
mucopolisacérido del biofilm. Los resultados muestran una
buena internalizaciéon en el biofilm y un efecto sinérgico
con el antibidtico albergado en su interior, llegando a una
total destruccion del biofilm (25).

6. CONCLUSIONES

Por tanto, en este discurso hemos mostrado algunas de
las estrategias centradas en el uso de los nanomateriales
para el tratamiento de la infeccion, abordando desde la
prevencién a la curacion. Nuestro grupo de investigacion
colabora estrechamente con diferentes hospitales de la
Comunidad de Madrid con la idea de desarrollar terapias
personalizadas y a medida para cada paciente. La idea es
obtener una base de datos con todos los casos de infeccion
en proétesis de los distintos hospitales, recopilando tanto las
cepas causantes de la infeccion como los tratamientos
efectuados. Por otro lado, se desarrollaran nanosistemas
con alta eficacia a cada una de las cepas aisladas creando
asi una libreria de nanomedicinas. Esta libreria serd el
soporte para estas terapias personalizadas.
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