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Resumen

La resistencia antimicrobiana, definida como la capacidad de un microorganismo para sobreponerse a los
efectos inhibitorios de los compuestos antimicrobianos, es uno de los principales problemas de salud publica
actualmente. Se estima que las infecciones causadas por microorganismos resistentes a los antibidticos
podran llegar a superar en niumero de muertes anuales a las principales causas de muerte hoy en dia, como
pueden ser las cardiopatias o el cancer. En el caso de las bacterias, la capacidad intrinseca que tienen para
evolucionar rapidamente en condiciones adversas les permite desarrollar mecanismos de resistencia para
superar de forma muy eficaz a los nuevos antibidticos que surgen. De este modo, desde que se descubrid la
penicilina en 1928, se han ido describiendo bacterias resistentes a los distintos antibidticos, al poco tiempo de
entrar estos en circulacion. Para solventar esta problematica, se han desarrollado numerosas alternativas al
uso de antibidticos: ya sean (i) antimicrobianas, como el uso de compuestos naturales o de péptidos
antimicrobianos, o (ii) no antimicrobianas, que se basan en potenciar la acciéon de otros mecanismos de
eliminacién de las bacterias, como es la inmunoterapia o el uso de moléculas adyuvantes para inhibir los
mecanismos de resistencia. En este escenario, en el presente trabajo se ha desarrollado una alternativa
antimicrobiana, como es el uso de un componente de aceite esencial, el farnesol, para el tratamiento de
distintas bacterias. Para solventar algunas de las desventajas tipicas de los componentes de aceites esenciales,
como son la baja solubilidad en agua, la elevada reactividad y la alta volatilidad, el farnesol se ha encapsulado
en una nanoparticula mesoporosa de silice de tipo MCM-41. Para conseguir un efecto especifico en presencia
de bacterias, se ha funcionalizado la nanoparticula con una puerta molecular proteica, la e-polilisina, que
permite la liberacion controlada especifica en presencia de las proteasas secretada por las bacterias. El sistema
nanoparticulado ha demostrado tener una gran actividad antimicrobiana frente a las bacterias gram-positivas
del estudio (Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus), a diferencia de contra las gram-negativas
(Escherichia coliy Pseudomonas aeruginosa), o que puede deberse a las diferencias existentes en la estructura
de sus paredes bacterianas. Ademds, con el propdsito de encontrar una explicacion a las diferencias
observadas en el efecto antimicrobiano frente a gram positivas y gram negativas, se ha explorado el
mecanismo de accion del farnesol frente a estas bacterias.

Este trabajo se relaciona con el Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) 3 de la Agenda 2030: garantizar una
vida sana y promover el bienestar para todos en todas las edades. Esto se debe a que la nanomedicina, en
concreto la utilizacién de nanoparticulas con fines antimicrobianos, tiene como objetivo principal reducir la
resistencia a los antibidticos, una de las amenazas a la salud publica actual.

Palabras clave: Antimicrobiano natural | componentes de aceites esenciales | nanoparticulas mesoporosas de
silice | bacterias |microorganismos | liberacion controlada | puertas moleculares.



Abstract

Antimicrobial resistance, defined as the ability of a microorganism to overcome the inhibitory effects of
antimicrobial compounds, is one of the major public health problems today. It is estimated that infections
caused by antibiotic-resistant microorganisms may exceed the number of annual deaths of the main causes of
death today, such as heart disease or cancer. In the case of bacteria, their intrinsic ability to evolve rapidly
under adverse conditions, allows them to develop resistance mechanisms to overcome very effectively the
new antibiotics that emerge. Thus, since penicillin was discovered in 1928, bacteria resistant to different
antibiotics have been described shortly after they entered circulation. In order to solve this problem,
numerous alternatives to the use of antibiotics have been developed: either (i) antimicrobial, such as the use
of natural compounds or antimicrobial peptides, or (ii) non-antimicrobial, which are based on enhancing the
action of other mechanisms of elimination of bacteria, such as immunotherapy or the use of adjuvant
molecules to inhibit resistance mechanisms. In this scenario, in the present work, an antimicrobial alternative
has been developed, such as the use of an essential oil component, farnesol, for the treatment of different
bacteria. To solve some of the typical disadvantages of essential oil components, such as low water solubility,
high reactivity and high volatility, farnesol has been encapsulated in a mesoporous silica nanoparticle MCM-
41 type. To achieve a specific effect in the presence of bacteria, the nanoparticle has been functionalized with
a protein molecular gate, e-polylysine, which allows the specific controlled release in the presence of proteases
secreted by bacteria. The nanoparticle system has shown high antimicrobial activity against the gram-positive
bacteria of the study (Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus aureus), but different activity against
the gram-negative ones (Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa), which may be due to the differences
in the structure of their bacterial walls. In addition, in order to find an explanation for the differences observed
in the antimicrobial effect against gran-positive and gran-negative bacteria, the mechanism of action of
farnesol against these bacteria has been explored.

This work is related to the sustainable development goal (SDG) 3 of the 2030 Agenda: ensuring healthy lives
and promoting well-being for all at all ages. This is because nanomedicine, specifically the use of nanoparticles
for antimicrobial purposes, aims to primarily reduce antibiotic resistance, which is one of the current public
health threats.

Keywords: Natural antimicrobials| essential oil components | molecular gates | silica mesoporous
nanoparticles | bacteria | microorganism | controlled release.
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1. INTRODUCCION
1.1  RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

La resistencia antimicrobiana (AMR, por sus siglas en inglés) ocurre cuando los microorganismos tienen o
desarrollan la habilidad para sobreponerse a la accién inhibitoria que ejercen los farmacos contra ellos. Esto
puede ser ocasionado a través de mutaciones cromosémicas que se dan de manera aleatoria a lo largo de la
vida de los microorganismos o debido a mecanismos de distinta naturaleza, como la transferencia horizontal
genética, que, en Ultima instancia, produciran cambios genotipicos y fenotipicos que llevaran a la resistencia
antimicrobiana [1]. Por lo tanto, se trata de un fendmeno natural que se desarrolla gracias a la facil y rapida
adaptacién de los microorganismos a distintos ambientes [2]. Las mutaciones relevantes surgiran por presion
selectiva positiva, y seran favorecidas debido a su capacidad para conferir resistencia a los microorganismos
gue las adquieren [3]. Estas mutaciones permiten a los microorganismos propagarse sin sufrir los efectos de
los farmacos vy, con el tiempo, se vuelven predominantes en la poblacion.

Estos farmacos se denominan como antimicrobianos y son definidos por la OMS como sustancias empleadas
para prevenir y tratar infecciones en humanos, animales y plantas [4]. En esta categoria se incluyen los
antibidticos, antifungicos, antivirales y antihelminticos, segun si se utilicen para tratar bacterias, hongos, virus
o protozoos, respectivamente. Por tanto, los antibidticos son aquellos fdrmacos capaces de reducir y controlar
la presencia bacteriana. La era moderna de los antibiéticos dio comienzo en 1928 con el descubrimiento de la
penicilina por Alexander Fleming [5]. Desde entonces, los antibidticos son considerados como uno de los
avances terapéuticos mas exitosos de la historia, ya que han sido clave para el desarrollo de la medicina
moderna y han salvado millones de vidas. Sin embargo, se han identificado resistencias a casi todos los
antibidticos que han sido utilizados hasta la actualidad [6]. Esto provoca una pérdida en la efectividad de los
tratamientos y supone una amenaza para la salud global, ya que han surgido un numero creciente de
infecciones dificilmente tratables mediante los métodos convencionales y se ha producido un incremento de
la morbilidad, la mortalidad, y de los costes de los tratamientos de estas infecciones [7]. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) ha catalogado la resistencia a los antibidticos como una de las diez principales
amenazas para la salud publica, junto con problemas como la contaminacién del aire y el cambio climatico [8].
Se estima que la ineficacia de los antibidticos podria resultar en la pérdida de diez millones de vidas para el
afio 2050 [9]. Sin embargo, a pesar de que hoy en dia la resistencia antimicrobiana se encuentra propagandose
rapidamente a escala global, los mecanismos moleculares que generan resistencias se identificaron incluso
antes de que la penicilina fuera descrita [10].

Cabe destacar que se han observado fendmenos de resistencia a los antibidticos en bacterias ubicadas en
lugares remotos, donde no ha habido intervencion humana directa. Por ello, tanto los genes que permiten la
biosintesis de antibidticos, como los que confieren resistencias, se encuentran en proceso de evolucion desde
hace billones de afios [11]. En consecuencia, los antibidticos y la resistencia a estos desempefian un papel
crucial en la naturaleza, por ejemplo, la presencia de antibidticos en concentraciones subinhibitorias actuan
como moléculas de sefializacién apoyando el proceso de quorum sensing, que se basa en la produccién,
deteccién y respuesta de moléculas extracelulares por parte de las bacterias como modo de comunicacién
entre ellas y la formacién de biofilms [5], que son definidos como poblaciones bacterianas insertadas en una
matriz autogenerada que les confiere resistencia.

Aunque la produccion intrinseca de antimicrobianos por las propias bacterias ha sido un factor que ha
contribuido a la evolucion de genes de resistencia a antibidticos (ARGs, por sus siglas en inglés), no es la Unica
responsable de la rapida propagacion de estos factores a través de las cepas, especies y ambientes, observada
desde la introduccion de los antimicrobianos como agentes terapéuticos [12]. El uso excesivo y mala
administracion de antibiéticos en la practica clinica, agroalimentaria e industrial ha agravado el problema
preexistente y ha contribuido al incremento de la permanencia de estos en el ambiente. Por ejemplo, los



antibidticos son empleados en la industria ganadera como profilacticos y promotores del crecimiento en la
cria de animales, como aditivos en la agricultura y, en el ambito de la salud, resulta frecuente no completar la
pauta de administracion por parte de los pacientes, lo que lleva a infecciones mal tratadas que reaparecen
siendo resistentes al tratamiento [13], [14].

En consecuencia, la exposicion de manera continuada de los microorganismos a los antimicrobianos ha
acelerado la evolucién de los mecanismos de resistencias y expandido el repertorio de genes de resistencia a
antibidticos presentes en los reservorios naturales [14]. Segln el nimero de antibidticos a los que es resistente
la bacteria, podemos clasificarlas en multirresistentes (MDR), extensamente resistentes (XDR) e incluso
bacterias no susceptibles a ninguna categoria antimicrobiana (panresistentes, PDR) [15].

1.1.1 MECANISMOS DE RESISTENCIA
Entre los distintos tipos de resistencia se distinguen la resistencia intrinseca, la adquirida y la adaptativa [10].

La resistencia intrinseca consiste en la habilidad para resistir a la acciéon de un antibiético especifico debido a
las caracteristicas funcionales o estructurales de la bacteria. Existen mecanismos de resistencia intrinseca de
distinta naturaleza: el ejemplo mas simple de este tipo de resistencia es la ausencia de una diana susceptible
en la bacteria para un antibidtico especifico [16]. Otro ejemplo tipico en bacterias gram negativas ocurre
cuando la composicidn y estructura quimica del antibidtico no puede penetrar a través de la membrana
bacteriana externa [17].

Por otra parte, la resistencia adquirida afecta a bacterias que eran previamente sensibles a un determinado
antibidtico [10]. Se basa en la plasticidad génica propia de las bacterias que les permite responder a una amplia
gama de amenazas ambientales, incluida la presencia de moléculas antibidticas que ponen en peligro su
existencia. De este modo, el desarrollo de resistencia adquirida puede ser resultado de una acumulacién de
mutaciones gendmicas puntuales que confieren ventaja evolutiva, o debido a la adquisicion externa de genes
de resistencia obtenidos a partir de organismos resistentes presentes en el ambiente [18]. Asi, las nuevas
células resistentes sobreviven y se dividen, dando lugar a una progenie de células resistentes [19].

La adquisicion de ADN foraneo mediante transferencia horizontal de genes (HGT, por sus siglas en inglés) es
uno de los principales causantes del desarrollo de la resistencia adquirida. Clasicamente, las bacterias
adquieren material genético externo por HGT mediante tres estrategias principales: conjugacion,
transformacion y transduccién [20]. La conjugacion es el método mas importante de transferencia horizontal,
al ser el mas eficiente. Implica el contacto célula-célula mediante adhesinas o pili formados en la superficie a
través de los cuales se produce la transferencia de pldasmidos de una célula donante a una célula receptora.
Por otra parte, la transformacion se basa en la incorporacion, integracion mediante recombinacion y expresion

funcional de fragmentos desnudos de DNA extracelular. Por ultimo, en la transduccidn, los bacteriéfagos, virus
gue infectan a bacterias, median la transferencia de ADN bacteriano encapsulado en la cdpside viral desde una

célula dadora a una célula aceptora [18].

Por ultimo, la resistencia adaptativa se define como la resistencia a uno o mas antibioticos inducida por sefiales

especificas del entorno tales como estrés, estado de crecimiento, pH, etc. A diferencia de la resistencia
adquirida y la intrinseca, esta resistencia es transitoria y permite a las bacterias responder de manera rapida
y efectiva a la presencia de antibidticos, volviendo al estado original sensible una vez que la sefial ha cesado.
Surge debido a la modulacién de la expresién génica mediante cambios epigenéticos en respuesta a los
cambios ambientales [10], [14]. Un ejemplo de esto es la persistencia bacteriana. Las células persistentes son
una subpoblacion de bacterias tolerantes a los antibiéticos de manera transitoria debido a que detienen su
metabolismo en presencia del agente externo, hasta que cesa la accion de este. La aparicion de estas células
establece una poblacidon heterogéneay con ello se incrementan las posibilidades de adaptacion a los cambios
del entorno [21].



Generalmente, las alteraciones que conducen a resistencias antimicrobianas afectan a las vias de accién de los
antibioticos. Como resultado, los mecanismos de resistencia pueden catalogarse segun la ruta bioquimica
responsable dicha resistencia, siendo las mds frecuentes las (i) modificaciones quimicas de la molécula
antimicrobiana, (ii) prevencion de que el antibidtico alcance su diana, (iii) cambios en las dianas y (iv)
resistencia debido a los procesos adaptativos celulares [18].

Las alteraciones quimicas en el antibidtico (i) se basan en la accién de enzimas capaces de modificar
guimicamente la molécula antimicrobiana. Las reacciones bioquimicas mas frecuentes que llevan a la
modificacion del farmaco incluyen la acetilacién, fosforilacion y adenilacién, que consiste en la adicién de
adeninas. Independientemente de la reaccion, se provocara una interferencia estérica que disminuira la avidez
del farmaco por su objetivo. Por otra parte, las bacterias previenen de que el antibidtico alcance su diana (ii)
mediante el empleo de bombas de flujo que transportan de manera activa el antibidtico hacia el exterior [16].
Asi mismo, se disminuye la afinidad de las dianas por la droga (iii) mediante mutaciones en estas o mediante
modificaciones enzimaticas [10]. Por ultimo, en el ‘target bypass’ (iv), se sustituye la diana original por otra
estructuralmente similar, pero con menor afinidad por el antibiético, lo que provoca que el antibidtico pierda
efectividad y derive en la supervivencia de la bacteria.

1.2 ANTIMICROBIANOS

Hasta ahora, todos los antibidticos que se han introducido en la practica clinica poseen una vida util limitada.
Cuando un nuevo compuesto es introducido, resultard efectivo en primer lugar. Sin embargo, eventualmente
se ejercerd una presion selectiva hacia la supervivencia de una pequefia poblacion de bacterias con
mecanismos de resistencia para el compuesto, haciendo que este pierda su eficacia. Es por ello por lo que se
pone de manifiesto la necesidad emergente de nuevos enfoques para superar la resistencia a los antibioticos,
asi como la busqueda de alternativas a los antimicrobianos convencionales.

Se pueden establecer dos grandes grupos de alternativas a los antibidticos (Tabla 1) entre los que se distinguen
las alternativas antimicrobianas, que tienen como objetivo la muerte patdgeno o la inhibicién de su
crecimiento, es decir, que ejercen una accion directa sobre el microorganismo, y las alternativas no
antimicrobianas, que ejercen una accion indirecta contribuyendo a la debilitacion del patdgeno. Por ejemplo,
estos se centran en promover la actuacion del sistema inmunoldgico del huésped o el aumento de la actividad
de otros antimicrobianos [22].

Para combatir a los patégenos AMR con alternativas no antimicrobianas, se encuentran en desarrollo las

vacunas basadas en mRNA que inducen la amplificacién de proteinas recombinantes o antigenos [23] o
vacunas con microrganismos atenuados [24], que prepararan al sistema inmune del huésped para una futura
infeccion. También se encuentra en estudio la utilizacién de probidticos, que ayudan a reestablecer el balance
de especies bacterianas en el intestino [25]. Otra alternativa en investigacion es la terapia adyuvante,
compuestos con poca actividad antimicrobiana o carentes de ella que estimulan la accién de los antibidticos,
ayudando asi a eliminar resistencias [26].

Dentro de las alternativas antimicrobianas se distinguen: la terapia con bacteriofagos (virus especificos para

bacterias), que infectan selectivamente a las bacterias infecciosas manteniendo la integridad de las bacterias
comensales gracias a la especificidad de diana de los bacteriéfagos [27]; los péptidos antimicrobianos, que son
un grupo de proteinas pequefias que disrumpen las membranas celulares [13], [14]. ; la utilizacion de enzimas
antimicrobianas que puede emplear su capacidad proteolitica, oxidativa o de degradacién de polisacaridos
para atacar de manera directa a los patdgenos [28] y por ultimo, los compuestos naturales, que estan siendo
investigados como adyuvantes o en monoterapia, debido a propiedades como la inhibicion del fendémeno de
guorum sensing o la disrupciéon de la formacion de biofilms [29].



Tabla 1: Alternativas a los antibidticos.

Alternativas Referencias
Vacunas [23], [24], [30]

No antimicrobianas  Probidticos [25]
Terapia adyuvante [26]
Bacteriéfagos (7], [27]

o ) Péptidos antimicrobianos [27]
Antimicrobianas ) . .

Enzimas antimicrobianas [28], [31]
Compuestos naturales [32], [33]

Dentro de los compuestos naturales destacan los aceites esenciales (EOs, por su siglas en inglés), que han sido
empleados desde los inicios de la humanidad en el ambito de la medicina debido a sus propiedades bioldgicas
bactericidas, antifungicas, antiinflamatorias y antioxidantes, entre otros [34]. Estos estan formados por los
componentes de aceites esenciales (EOCs, por sus siglas en inglés), que son sintetizados en los plastos o en el
citoplasma de las plantas. Se caracterizan por tener actividad antimicrobiana, debida a sus propiedades
guimicas, en especial a los grupos fendlicos, aromaticos o grupos alcohol [33].

Respecto a su actividad antimicrobiana, se ha demostrado su accidon contra protozoos, hongos vy
predominantemente bacterias, mostrando un poder antibacteriano mas efectivo en bacterias gram positivas
en comparacién con las bacterias gram negativas [35]. Esto puede justificarse debido a que las bacterias gram
negativas suelen verse menos afectadas por los productos naturales a causa de la presencia de la membrana
externa [34]. Particularmente, en bacterias gram positivas, poseen un amplio rango de acciones inhibitorias
contra los patégenos bacterianos, ya que son capaces de penetrar en los lipidos de la membrana plasmatica
debido a su naturaleza lipofilica y alterar significativamente su estructura, establecer asociaciones con los
lipidos bacterianos que causan la pérdida de la integridad de los componentes celulares. También presentan
otros mecanismos de accién intracelulares, como son el provocar estrés oxidativo e interrumpir la respiracion
celular o disminuir el potencial de membrana de las mitocondrias, afectando al ciclo del calcio [36]. Todo ello,
deriva en la muerte de la bacteria [37].

Entre los distintos EOCs, se encuentra el farnesol (FOH), un alcohol sesquiterpénico (CisH260) que puede ser
obtenido por sintesis organica o bioldgica. Cabe destacar que también puede ser secretado como un
subproducto de la via sintética de esteroides en Candida albicans. En este caso, actla como molécula
inmunomoduladora y de comunicacion mediante quorum sensing [38]. También se encuentra presente en
aceites esenciales derivados de plantas como la rosa, la melisa o la citronela [39].

Sin embargo, a pesar de presentarse los EOCs como una buena alternativa a los antibidticos, presentan muchas
limitaciones que les impiden convertirse en una alternativa real en la actualidad. Algunas de estas desventajas
son gue no son estables cuando se exponen a factores como el calor, la humedad o la luz, son muy poco
solubles en agua, y presentan una gran volatilidad [33] Debido a su farmacocinética, son rapidamente
metabolizados, derivando en una vida media corta y en una baja biodisponibilidad [40] y en uUltima instancia,
sus efectos reales son mas débiles que los de los compuestos sintéticos [33].

Por suerte, todas estas desventajas se pueden solventar mediante el uso de la encapsulacion de los EOCs en
nanoparticulas porosas (NPs). Las NPs protegen el cargo y evita que se volatilice, incrementan su solubilidad y
estabilidad, evitan la accidén de enzimas hidroliticas y permiten la liberacidén controlada del cargo en presencia
del estimulo que se desee [40]. En consecuencia, este sistema se presenta como una alternativa a los
antimicrobianos convencionales contribuyendo a paliar el fendmeno creciente de resistencia a los antibidticos.



1.3  NANOTECNOLOGIA

La nanotecnologia, en su definicion rigida, se basa en el disefio, caracterizacién y aplicacion de materiales,
estructuras y sistemas, controlando que su tamafo se encuentre a nanoescala[41]. En los ultimos 40 afios, ha
emergido como un campo multidisciplinar en crecimiento exponencial debido a sus multiples areas de
aplicacion tales como la medicina, la agroalimentacién, los cosméticos, la dptica o la electrénica[42]

En el dmbito farmacéutico, los tratamientos convencionales penetran de manera limitada en los distintos tipos
celulares, poseen una baja retencién y se encuentran condicionados por el desarrollo de resistencias[43]. Por
ello, resulta necesario el desarrollo de nuevas perspectivas, en concreto, la nanotecnologia ha surgido en las
Ultimas dos décadas como una nueva aproximacion para el desarrollo de nuevas terapias [44]. En este
contexto, los nanofdrmacos disefiados a partir de nanomateriales podrian conferir ventajas en comparacion
con la terapia actual. Esto es debido a que las particulas comprendidas en este rango de tamafio (10-1000 nm)
presentan ventajas basadas en sus propiedades fisicoquimicas, que son muy diferentes a las propiedades que
poseen las particulas macroscopicas [43]. Por ello, la utilizacion de nanofarmacos podria permitir sobrevenir
algunos de los problemas actuales como: mejora de la liberacidon de farmacos poco solubles en agua, la
liberacion dirigida de farmacos de manera especifica segun distintos tipos celulares y tejidos o la co-entrega
de dos 0 mas farmacos permitiendo terapias combinadas. En consecuencia, las tecnologias de liberacién de
farmacos basados en nanomateriales han recibido un interés considerable, debido a la entrega de farmacos a
los tejidos y células de manera efectiva, eficaz y con una reduccién de los efectos secundarios [45].

Las nanoparticulas (NPs) se definen como dispersiones de particulas o particulas sélidas organicas o
inorgdnicas de tamafio que se encuentra en el rango de 10-1000 nm[46]. Los sistemas terapéuticos que
emplean NPs se basan en la encapsulacion del compuesto en una matriz polimérica, con el propdsito de lograr
una administracién mas precisa. Estas NPs tipicamente poseen un tamafio superior a 100 nm y un sistema
ordenado de poros que permite la carga de compuestos en su interior [43]. Algunas de las aplicaciones
potenciales de las NPs en medicina son: el tratamiento de distintos tipos de cancer evitando la utilizacién de
guimioterapia, el tratamiento de infecciones causadas por cepas de bacterias multirresistentes, la inhibicién
de la formacion de biofilms y el diagndstico de enfermedades [47].

Entre los distintos tipos de nanoparticulas, se pueden distinguir las NPs organicas y las inorgdnicas. Algunos
ejemplos de nanoparticulas organicas son los nanotubos de carbono o los dendrimeros, estas, presentan una
elevada biocompatibilidad. Por otra parte, dentro de las nanoparticulas inorganicas se encuentran aquellas
sintetizadas a partir de materiales de silice mesoporosa o nanoparticulas metalicas. En concreto, los materiales
de silice mesopososa, se definen como materiales sélidos con estructura porosa, cuyos tamafio de poros esta
comprendido entre 2 y 50 nm y se distribuyen de manera ordenada a lo largo del material [41].
Concretamente, las nanoparticulas mesoporosas de silice (MSNs) se han postulado como vehiculo
farmacoldgico novedoso y prometedor debido a sus propiedades fisicoquimicas Unicas como su elevada area
de superficie especifica (ratio superficie a masa), su volumen de carga, su notable estabilidad quimica y térmica
y su capacidad de adsorber moléculas en su superficie, permitiendo su funcionalizacion con moléculas
terapéuticas o puertas moleculares [48]. Estas propiedades permiten realizar una liberacién controlada en la
localizacion deseada y en presencia de un estimulo concreto.

Dentro de la familia de los materiales mesoporosos de silice, destaca la MCM-41 (Mobil Composition of Matter
No.41), cuya primera utilizacién se remonta a 1992 por parte de cientificos de la compafiia Mobil Oil
Corporation. Desde su descubrimiento, se han efectuado numerosos avances en el control y la modificacion
de sus propiedades [49]. Ademas, cabe destacar que la sintesis de la MCM-41 es simple, escalable y econdmica
[50], tal y como se explica a continuacion.

El procedimiento de sintesis de la MCM-41, se fundamenta en un proceso ‘sol-gel’ que implica la conversion
de mondmeros en solucion (sol) en una red sélida (gel). La sintesis del sistema se basa en la condensacion de
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tetraetil ortosilicado (TEOS), empleado como precursor de la silice, en presencia de surfactantes catidnicos en
condiciones basicas. El surfactante utilizado es el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), que actlia como
“template’ formando supermicelas, que sufriran una reordenacion en el espacio a unas condiciones de presion
y temperatura especificas. A continuacion, se adicionara el precursor de silice al medio de reaccién, lo que
provoca la polimerizacién por condensacién formando una red de enlaces siloxano. Por Ultimo, se llevara a
cabo la eliminacién del surfactante, que se puede llevar a cabo mediante la calcinacion de las MSNs, o por
extraccion del surfactante en medio acido, dejando libres los poros de la nanoparticula, y susceptibles a ser
cargados [51] (Figura 1).
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Figura 1: Mecanismo del procedimiento de sintesis de la MCM-41. Adaptacion de [53].
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Concretamente, las MCM-41 pueden ser funcionalizadas con moléculas organicas en su superficie que actdan
como puertas moleculares o ‘gated materials’. Esta aproximacion se basa en la encapsulacion y liberacion
controlada de farmacos en las NPs mesoporosas de silice, gracias a la utilizacién de moléculas organicas
funcionalizas en la superficie de los materiales de silice mesoporosa actuando como puertas moleculares que
evitan la liberacién de los farmacos y que Unicamente permiten la entrega del fdrmaco contenido en la NP en
respuesta a un estimulo especifico [52]. Entre los distintos estimulos se encuentran: pH, enzimas hidroliticas,
especies redox o caracteristicas de la diana del tratamiento (Figura 1). La composicion de estos materiales se
basa principalmente en dos subunidades: (i) un suporte inorganico poroso donde se realizara la carga del
farmaco vy (ii) entidades moleculares o supramoleculares que son funcionalizadas en la superficie externa de
la NP, que actuaran como puerta molecular [53].

Puerta Estimul
molecular MO
externo
Carga —
Soporte
poroso

Figura 2: Representacion esquemadtica de un material mesoporoso de silice cargado y funcionalizado con
puertas moleculares para su uso en liberacion controlada. Adaptacion de [50]



Estos materiales van a ser utilizados en este proyecto, donde se ha disefiado una alternativa a los antibidticos,
basada en la utilizacion de un EOC, el farnesol, con el objetivo de tratar distintas bacterias gram positivas
(Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus) y gram negativas (Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa). Con el propdsito de superar las limitaciones comunes asociadas a los aceites esenciales, como
son su alta reactividad, su alta volatilizas y su baja solubilidad en agua, se ha llevado a cabo la encapsulacion
del farnesol dentro de una nanoparticula mesoporosa de silice de tipo MCM-41. Por otra parte, para lograr un
efecto especifico en presencia de estas bacterias, se ha funcionalizado la nanoparticula con una puerta
molecular proteica, la e-polilisina (EPL). Esto, permitird una retencion en la liberacién del farnesol y una
liberacién controlada en presencia de las proteasas secretadas por las bacterias, que degradardn la puerta,
permitiendo la liberacion controlada del cargo (Figura 3). Adicionalmente, con el propdsito de entender las
diferencias observadas en el efecto antimicrobiano frente a gram positivas y gram negativas, se ha
caracterizado el mecanismo de accién del farnesol frente a las bacterias del estudio.
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Figura 3: Representacién de la apertura de la puerta molecular y liberacion de carga. Creado en
Biorender.com

2. OBIJETIVOS

Debido al panorama actual de resistencia a los antibidticos, el objetivo principal de este proyecto es la
elaboracién de una alternativa antimicrobiana basada en la utilizacién de nanoparticulas que permita la
liberacién controlada de farnesol en presencia de proteasas secretadas por bacterias.

Los objetivos especificos de este proyecto se centran en:

1. Desarrollar y caracterizar un sistema de liberacién especifica y controlada basado en nanoparticulas
de tipo MCM-41 con fines antimicrobianos.

2. Estudiar la actividad y eficacia del farnesol libre y encapsulado, como alternativa a los antibidticos
convencionales.

3. Caracterizar el mecanismo de accién del farnesol libre frente a las bacterias.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1 REACTIVOSY CEPAS BACTERIANAS

Los reactivos quimicos y disolventes empleados fueron obtenidos a partir de fuentes comerciales y se
emplearon sin purificacién adicional a menos que se especifique lo contrario.

Las cepas bacterianas que se utilizaron en este trabajo se obtuvieron de la Coleccidn Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT). En este trabajo se han utilizado las siguientes bacterias (Tabla 2): Staphylococcus epidermidis (S.
epidermidis) ATCC 35984, Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa (P.
aeruginosa) ATCC 47085 y Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922.

Tabla 2: Cepas empleadas en el estudio.

Bacteria Referencia Tipo de bacteria Medio de cultivo Riesgo biolégico
Staphylococcus ATCC 35984 Gram positiva Muller-Hinton Riesgo 1
epidermidis Broth

Staphylococcus ATCC 25923 Gram positiva Miller-Hinton Riesgo 2

aureus Broth

Pseudomonas ATCC 47085, Gram negativa Muller-Hinton Riesgo 2
ageruginosa PAo1 Broth

Escherichia coli ATCC 25922 Gram negativa Miller-Hinton Riesgo 1

Broth

3.2 CULTIVO DE BACTERIAS

Los cultivos de cada bacteria se iniciaron a partir de un cultivo primario almacenado a -80°C en el medio
indicado por la casa comercial (CECT) con un 10% de glicerol, para evitar la formacién de cristales que pudiesen
dafiar las células. Se rascé la superficie del glicerinado con un asa de siembra estéril y se resuspendié en un
tubo falcon de 15 mL con 10 mL de Miller-Hinton Broth (MHB); se incubaron los tubos a 37°C durante 16 h a
120 rpm de agitacion. Con el fin de obtener colonias aisladas para crecer los cultivos posteriores, se sembraron
las distintas bacterias en placas de agar (1,5 % p/v) de MHB estériles mediante el método de cuadruple estria.

Para la preparacién de los cultivos a partir de los cuales se realizaron ensayos de actividad antimicrobiana y
caracterizacion del mecanismo de accidn, se inocularon 10 mL de MHB con una colonia aislada de las placas
previamente crecidas. Los indculos resultantes se incubaron a 37°C durante 18 horas con agitacién de 120
rmp para obtener cultivos con una concentracion de bacterias de aproximadamente 108 unidades formadoras
de colonias por mL (CFU/mL). En funcién de los requerimientos de cada ensayo, se diluyeron los cultivos para
obtener las concentraciones de bacterias deseadas.

3.3  SINTESIS MCM-41

La sintesis de las nanoparticulas mesoporosas de silice (MSNs) tipo MCM-41 se basa en la utilizacion de TEOS
como precursor inorganico de la silice y de CTAB como surfactante catiénico. En un vaso de precipitados de 1
L, se disolvid 1,00 g de CTAB 99% (2,74 mmol) en 480 mL de H,0 desionizada, calentando a 50°C en agitacion
(500 rpm) para disolver el surfactante. Con el objetivo de basificar el medio, se adicionaron 3,5 mL de hidréxido
de sodio (NaOH) 2 M y se aumentd la temperatura a 80°C con la misma agitacién. Se cubrid el recipiente con
un vidrio de reloj para minimizar la evaporacién del disolvente y evitar la disminucién del volumen durante la
reaccion.

Alcanzados los 80°C, se afiadieron 5 mL de TEOS 98% (25,7 mmol) gota a gota (aproximadamente 5 mL min?)
y se aumentd la agitaciéon (800 rpm). La mezcla resultante, se agitd durante 2 h a 80°C. En este tiempo, la
disolucion incolora y transparente, se tornara de color blanco. Transcurrido este tiempo, se dejé enfriar a
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temperatura ambiente, se centrifugaron las nanoparticulas durante 20 minutos a 9500 rpm y se realizaron
lavados con agua desionizada hasta obtener un pH neutro (pH 6-7). El sélido obtenido se secd en estufa a 70°C
obteniendo las nanoparticulas ‘as made’. Por ultimo, con el objetivo de eliminar el CTAB del interior de los
poros, las nanoparticulas se calcinaron siguiendo un programa de temperatura que aumenta la temperatura
de 25°C a 550°C durante 5 horas y 30 minutos, obteniendo el sélido MCM-41 calcinado y con los poros
disponibles para poder encapsular los compuestos de interés.

3.4 ENCAPSULACION DE FARNESOL EN MCM-41 (MCM-FOH)

Para encapsular el farnesol en el interior de las nanoparticulas MCM-41 calcinadas se utilizd el método de
adsorcién de vapor. Para ello, se pesaron 100 mg de nanoparticulas calcinadas y se afiadieron junto con 100
mg de farnesol (113 uL, 0,5 mmol) en un vial de cromatografia tapado. Se dejé agitando vigorosamente
durante toda la noche a 40 °C. Como resultado, el farnesol se carga en los poros de las nanoparticulas gracias
a la elevada volatilidad que presentan los EOCs. El resultado de la sintesis seran las nanoparticulas cargadas
con farnesol (MCM-FOH).

3.5 FUNCIONALIZACION DE MCM-41-FOH (MCM-FOH-INCO) Y UNION DE LA PUERTA MOLECULAR
(MCM-FOH-EPL)

El procedimiento de funcionalizacién de la superficie de la MCM-41 cargada consta de dos pasos. En primer
lugar, se funcionalizé con un trialcoxisilano con un grupo isocianato (iNCO) terminal. A continuacion, se unio
la puerta molecular, que en este caso fue la e-polilisina (EPL), formando un enlace covalente entre el grupo
isocianato del INCO vy la EPL.

Para ello, se disolvieron 50 pl (0,20 mmol) de farnesol en 3 mL de acetonitrilo (ACN). A continuacién, se
afiadieron a la disolucion 100 pl de 3-trietoxisililpropil isocianato (17,53 mmol) y 100 mg MCM-FOH. Se dejé
incubando durante 5:30 h en agitacion a temperatura ambiente. Tras este tiempo, la disolucién se secé al
vacio, obteniendo nanoparticulas cargadas con farnesol y con el grupo isocianato en la superficie (MCM-FOH-
iNCO).

Para el anclaje de la puerta molecular a MCM-FOH-INCO, se disolvieron 100 mg de e-polilisina (0,025 mmol)
en 2,25 mL de agua. A continuacion, las nanoparticulas obtenidas en el paso anterior (MCM-FOH-INCO) se
resuspendieron en 4,5 mL de ACN y 30 ul de farnesol (0,12 mmol), que se adiciona en exceso con el objetivo
de evitar que el contenido de la nanoparticula salga hacia el exterior, es decir, que se descargue. Esta
disolucion se mezcld junto con la disolucion de EPL y se homogenizé con el sonicador brevemente. A
continuacion, se adicionaron 150 pl de trietilamina (TEA) (1,13 mmol), que se emplea como base para catalizar
la formacién del enlace urea entre el grupo isocianato y los grupos amina de la EPL y se incubd durante 3 h a
temperatura ambiente en agitacion suave. Transcurrido este tiempo, se llevaron a cabo 3 lavados con agua
destilada y se secd a vacio. Una vez secas, se obtuvieron las nanoparticulas finales cargadas y funcionalizadas
(MCM-FOH-EPL).

3.6 METODOS GENERALES DE CARACTERIZACION E INSTRUMENTOS

Las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron mediante los procedimientos estandar de caracterizacion de
sélidos, entre los que se incluyen la difracciéon de rayos X en polvo (PDXR), potencial zeta, espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) y microscopia electrdnica de transmision (TEM) La medida de la
difraccion por rayos X (PXDR) se llevd a cabo con un difractdmetro D8 Advance Seifert 3000TT empleando
radiacién CuKa en angulos bajos (1,5 < 26 < 8). Las medidas de potencial zeta se realizaron empleando el
ZetaSizer Nano ZS (Malvern). Por otra parte, la espectroscopia de infrarrojos se empled el espectrémetro FTIR
de Bruker modelo Tensor 27. Por Ultimo, para obtener las imagenes de microscopia electrénica de transmision
(TEM) se empled el modelo JEM-1400 Flash de 120 kV.



3.7 CUANTIFICACION DE LA CANTIDAD DE FARNESOL ENCAPSULADO: EXTRACCION FORZADA

Con el objetivo de determinar la concentracion de farnesol encapsulado en el sélido MCM-FOH-EPL, se realizé
una liberacion forzada a partir de dos disoluciones de concentraciones diferentes conocidas de MCM-FOH-EPL
(2000 pg/mLy 5000 pg/mL) en hexano. Para ello, se suspendieron las nanoparticulas necesarias para conseguir
las concentraciones deseadas en 1 mL de hexano y se incubaron durante 24 h, con agitacién vigorosa (1000
rpm) a 25 °C, con el objetivo de extraer toda la carga de farnesol de las nanoparticulas. Posteriormente, se
centrifugd durante 7 minutos a 12500 rpm y se midio la absorbancia del sobrenadante a 212 nm (Tabla 3). Las
medidas de UV-visible se llevaron a cabo en un espectrofotémetro JASCO V-650.

Paralelamente, se realizé una curva de calibrado empleando farnesol disuelto en hexano a concentraciones
conocidas 1000 pg/mL- 0,98 pug/mL mediante diluciones seriadas %. En la Figura 4A se muestran los datos
correspondientes a la curva de calibrado y en la Figura 4B se observa la curva de calibrado.

Empleando la curva de calibrado del farnesol libre y las medidas de absorbancia obtenidas para cada
concentracion de nanoparticulas MCM-FOH-EPL, se obtuvo la concentracion de farnesol por mg de MCM-
FOH-EPL
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Figura 4: (A) Datos de la curva de calibrado de farnesol en hexano; (B) Curva de calibrado de farnesol en
hexano: medida de la absorbancia a distintas concentraciones del compuesto.

3.8 ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La medida de la actividad antimicrobiana del farnesol libre y del farnesol encapsulado (MCM-FOH-EPL) se
determind mediante la obtencién de la concentracion minima inhibitoria (MIC). Estos datos nos permitiran
establecer la concentracidon minima a la que se inhibe el crecimiento de los microorganismos, que no implica
la muerte de estos.

Para llevar a cabo el célculo de las MIC, se partié de un cultivo fresco de la bacteria de eleccién obtenido
mediante el procedimiento descrito en el apartado 4.2. Para el ensayo se utilizé una placa de 96 pocillos para
el tratamiento con farnesol y otra placa para el tratamiento del farnesol encapsulado (MCM-FOH-EPL). En la
Figura 5 se representa el uso de la placa de 96 pocillos para los ensayos con farnesol libre y con farnesol
encapsulados.

Para llevar a cabo el ensayo, en la placa de 96 pocillos, se adicionaron 200 pl de MHB en los pocillos exteriores.
Esto, sirvié como control de evaporacidn, asegurando que la concentracidn de los pocillos de estudio no varie
evitando su evaporacion, y como control negativo. El control positivo conté Unicamente con bacterias
(columna 2). En la parte superior de la columna 11, se afiadieron 200 pl del tratamiento (bien farnesol libre o
MCM-FOH-EPL) Unicamente a los tres pocillos superiores a una concentracién 2x de la deseada (en una placa
farnesol libre y en otra placa del farnesol encapsulado MCM-FOH-EPL), ya que al afiadir la bacteria al final del
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experimento se diluye a la mitad la concentracién de todos los pocillos. En el resto de las columnas, se
afiadieron 100 pul de medio para realizar diluciones seriadas % del tratamiento hasta la columna 3, en la que
se descartaron los ultimos 100 pl.

Por una parte, para la obtencién de los valores de MIC de las MCM-FOH-EPL sobre las bacterias gram positivas
(S. epidermidis, S. aureus) y gram negativas (E. coliy P. aeruginosa), se suspendieron las NPs MCM-FOH-EPL
en medio MHB a una concentracién 2x de la concentracion inicial deseada y se realizaron diluciones seriadas
% pasando 100 pl de una columna a la anterior. El intervalo de concentraciones empleado fue de 2000-3,91
ug/mL para S. aureus y S. epidermidis y 5000- 9,77 ug/mL para E. coli y P. aeruginosa. Estas concentraciones
fueron probadas de manera empirica hasta determinar una concentracion inicial que inhibiera el crecimiento
bacteriano en alguno de los pocillos de la placa, en el caso de las bacterias gram positivas.

En el caso del farnesol libre, se empled el mismo procedimiento descrito con anterioridad. Las concentraciones
empleadas fueron 2000-3,91 ug/mL para S. aureus y 5000- 9,77 ug/mL para E. coli, P. aeruginosa y S.
epidermidis.

Una vez hechas las diluciones del tratamiento, se adicionaron 100 pl de cultivo a cada uno de los pocillos a una
concentracion de 10% CFU/mL.

Por ultimo, todas las placas se incubaron a 37 °C durante 18h. Para revelar las placas y establecer la MIC, se
afiadieron 30 pl de resazurina (0,015 % p/v) esterilizada mediante filtracion a través de un filtro de 0,22 um
en cada pocillo y se dejaron incubar a 37 °C durante 2 horas. La resazurina es un colorante que actla como
indicador redox, de modo que, durante este tiempo, las bacterias activas reducen la resazurina (inicialmente
de color azul) a resorufina (color rosa), aportando una medida cuantitativa directa de la actividad metabdlica
bacteriana. Se considerd la MIC a la concentracion mas baja de compuesto en la que no se podia observar
cambio de color de la resazurina. La determinacién de esta concentracion se llevé a cabo mediante evaluacion
visual.
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Figura 5: Esquema representativo del ensayo de MIC.

11



3.9 EVALUACION DEL MECANISMO DE ACCION
3.9.1 CUANTIFICACION DE DANO DE MEMBRANA POR ABSORCION DE CRISTAL VIOLETA

Con el objetivo de determinar si se produce dafio en la membrana de los microorganismos tras el tratamiento
con farnesol libre, se empled el colorante cristal violeta, un compuesto capaz de penetrar a través de la
membrana bacteriana, en aquellas células en las que se ha alterado la permeabilidad de esta. De este modo,
aquellas bacterias cuya membrana se encuentre alterada seran capaces de incorporar el colorante en el
interior celular tifiéndose asi de color violeta. Por el contrario, aquellas que no presenten dafios, no serdn
capaces de absorberlo, y ese, quedara en el medio, por lo que las bacterias no se tefiiran.

Por lo tanto, en este ensayo serd empleado para determinar si el compuesto libre produce alteraciones a nivel
de la membrana externa bacteriana.

Para la realizacion de este ensayos se crecié un cultivo de bacterias en medio liquido MHB el dia anterior, tal
y como se indica en el apartado 4.2. A continuacion, para cada bacteria, en una placa de 96 pocillos se hicieron
diluciones seriadas % de farnesol libre suspendido en medio MHB. El rango de concentraciones finales
empleadas fue desde 2000-3,91 pg/mL para S. aureus y 5000-9,77 ug/mL para E. coli, P. aeruginosa y S.
epidermidis. Finalmente, se afiadieron 100 ul de cada bacteria a cada uno de los pocillos y se incubd durante
18ha37°C.

Trascurrido el tiempo de tratamiento, el contenido de cada pocillo se pasé a eppendorfs de 1,5 mL, se
centrifugaron durante 5 minutos a 9500 rpm y se retird el sobrenadante con el objetivo de eliminar el medio
de cultivo. Se afiadieron 500 pl de una disolucién de cristal violeta (10 ug/mL) en agua destilada a cada uno de
los eppendorfs, se resuspendieron las bacterias tras el tratamiento con farnesol libre y se dejé incubar durante
15 minutos a 37 °C. A continuacion, se centrifugaron los eppendorfs durante 15 min a 9500 rpm y se midié la
absorbancia del sobrenadante en un espectrofotémetro UV/Vis a 590 nm. En el sobrenadante obtenido, se
podrd determinar cuanto cristal violeta ha sido absorbido por las bacterias, que se quedaran al fondo del pellet.
Las medidas de UV-visible se llevaron a cabo en un espectrofotémetro JASCO V-650.

Los datos se expresaron en porcentaje de cristal violeta absorbido, empleando la siguiente férmula:

% CV = 100 Absorbancia muestra 100
0 B Absorbancia CV

3.9.2 MICROSCOPIA CONFOCAL

Con el propdsito de investigar el mecanismo de accion del farnesol libre, se utilizé la técnica de microscopia
confocal para observar y evaluar la viabilidad de las poblaciones bacterianas segun la integridad de la
membrana celular.

Para la obtencion de imagenes se utilizé un microscopio Leica TCS SPE. Se crecid un cultivo de cada una de las
bacterias del estudio y se trataron con farnesol libre con el procedimiento indicado en el apartado 4.9.1. Las
imagenes fueron tomadas tras 24 h de tratamiento.

Las concentraciones a visualizar se transfirieron a eppendorfs para realizar una tincién bacteriana. El kit
empleado fue Baclight LIVE/dead, formado por el fluoroforo SYTO9 (Aexem = 480/500 nm), que tifie las células,
cuya membrana se encuentra intacta, de verde y por yoduro de propidio (Aexem = 490/635 nm), que tifie las
células, cuya membrana externa se encuentra alterada, de rojo. A continuacion, se visualizd la muestra a 63x
aumentos con aceite de inmersion, excitando con los laseres de isocianato de fluoresceina (FITC) (Aex = 488
nm)y rodamina (Aex = 532 nm).
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3.9.3 MICROSCOP/A ELECTRONICA DE ALTA RESOLUCION DE BARRIDO DE EMISION DE CAMPO
(HRFESEM)

Para evaluar el mecanismo de accion de la nanoparticula MCM-FOH-EPL sobre las estructuras externas de las
bacterias de estudio se tomaron imdagenes de microscopia electrénica de barrido de emisién de campo de alta
resolucion (HRFESEM). Para ello, se crecid un cultivo de cada una de las bacterias del estudio tal y como se
explica en el apartado 4.2. A continuacién, se diluyd el cultivo para tener una densidad de células de 10°
CFU/mL vy se trataron las bacterias con distintas concentraciones MCM-FOH-EPL en MHB (0, 400 y 1000
ug/mL). Los cultivos tratados se incubaron durante 18 h, a 37 °C. Las concentraciones del ensayo fueron
elegidas al encontrarse en el en el rango de concentraciones sub y suprainhibitorias para las bacterias gram
positivas.

Para la preparacién de la muestra se dispusieron 20 ul de cultivo a la concentracion deseada en una placa de
2x2 cm de acero inoxidable pulido y se dejé secar en la estufa. La muestra se fijé durante 1 h con glutaraldehido
3 %y se lavd tres veces con agua destilada. Con el objetivo de deshidratar la muestra, se sumergié en un
gradiente de etanol a concentraciones crecientes (10/20/30/40/50/70/80/90/100 %) durante 10 minutos por
cada concentracion. Por dltimo, se dejé secar la muestra en la estufa para poder visualizarla al microscopio
Zeiss modelo Ultra 55.

3.9.4 ENSAYO DE MODULACION DE LA ACTIVIDAD RESPIRATORIA MEDIANTE LA TASA DE REDUCCION
DE RESAZURINA

Con el fin de observar cambios en la actividad respiratoria en las bacterias, se empled la resazurina, ya que, si
las bacterias son metabdlicamente activas, seran capaces de reducir la resazurina (color azul) a resorufina
(color rosa), y la velocidad de transformacién sera proporcional a la actividad respiratoria.

El tratamiento se llevd a cabo de manera idéntica al protocolo descrito en el punto 4.9.1. En este caso, se
realizaron los tratamientos por duplicado para realizar mediciones de la actividad respiratoria a tiempos
distintos: tiempo inicial de adicién de resazurina (T,) y tiempo en el que se visualice el cambio de color de azul
a rosa (T1), que corresponde con la reduccidon de resazurina a resorufina.

Trascurridas 18 h tras el tratamiento de farnesol libre en las cuatro bacterias descritas en el apartado anterior,
se transfirié el contenido de cada uno de los pocillos a eppendorfs, para posteriormente afiadir 30 ul de
resazurina (0,015% p/v) en agua destilada previamente esterilizada por filtracién con un filtro de 0,22 um. Los
eppendorfs correspondientes a T, se centrifugaron inmediatamente después de adicionar la resazurina
durante 7 minutos a 12500 rpm, se recuperd el sobrenadante y se midié la fluorescencia en el
espectrofotdmetro a Aex = 540 Nnm y Aem = 580 nm. Las medidas de fluorescencia se realizaron con un
espectrofotémetro JASCO FP-8500.

Por otra parte, el resto de eppendorfs, se dejaron incubando en agitacién a 37°C hasta que se observé un
cambio de color en la resazurina en los viales tratados (T1). Con esto, nos aseguramos de que, si no se produce
cambio no sea por falta de tiempo de incubacion. Tras ello, se centrifugaron durante 7 minutos a 12500 rpm,
se recupero el sobrenadante y se midié la fluorescencia con los pardmetros especificados anteriormente.

Los datos se expresaron en porcentaje de reduccién de resazurina en funcidon de la concentracion de
tratamiento, empleando la siguiente férmula:

Afluorescencia

A Reduccion resazurina = -
Atiempo
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3.10 ANALISIS ESTADISTICO

Los ensayos de MIC han sido realizados por triplicado (N=3) para comprobar la reproducibilidad de los
resultados obtenidos. Cabe destacar que en el ensayo de MIC, en cada placa multipocillo habia tres réplicas
del tratamiento, lo que resulta en N=9. Para la representacién de los datos, se emplean los valores de la media
y las barras de error indican la desviacion tipica de las medias.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1  SINTESIS Y CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL SISTEMA DE LIBERACION (MCM-41)
El objetivo principal es comprobar que se ha llevado a cabo una correcta sintesis de la nanoparticula final a

través de los distintos pasos de sintesis (Figura 6). De este modo, se podrd seguir el proceso de sintesis
asegurando que se lleva a cabo una correcta formacion del enlace urea que permite la unién entre el grupo
isocianato y las aminas de la EPL. Asi, la correcta formacion de este enlace permite la apertura de la puerta
molecular en presencia de las proteasas secretadas por las bacterias.
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Figura 6: Esquema representativo del proceso de sintesis y carga de la nanoparticula final MCM-FOH-EPL.
Creado en Biorender.com

Para comprobar la correcta sintesis y carga de la nanoparticula disefiada, se procedio a la caracterizacion del
material mediante las técnicas de difraccion de rayos X, espectroscopia de infrarrojos, medida del potencial Z
y microscopia electrénica de transmision.

La técnica de difraccion de rayos X es una técnica no destructiva empleada para la caracterizacion de
materiales cristalinos. Se basa en el analisis del patrén de difraccion de rayos X al incidir el haz sobre una
muestra en polvo. En este caso, serd empleada para comprobar la evolucién del sistema a lo largo del proceso
de sintesis y el ordenamiento de la estructura porosa.

Concretamente, la NP MCM-41 puede entenderse como una estructura empaquetada hexagonal con poros
bidimensionales que da lugar a un difractograma caracteristico formado por cuatro conjuntos de planos, los
denominados planos de Bragg (100), (110), (200), (210). La Figura 7 arriba confirma la estructura hexagonal
ordenada, debido a la presencia de estos planos caracteristicos. Tras calcinarse la muestra, se produce la
eliminacién del surfactante, y esto provoca la contraccion del sélido. En el caso del difractograma del medio
de la Figura 7, se observa un desplazamiento de los planos y un ensanchamiento de los planos (110) y (200),
debido a la condensacion de los grupos silanol (Si-OH) de la superficie del material y la contraccion de la
mesoestructura por la calcinacién. El difractograma de la nanoparticula final MCM-FOH-EPL (Figura 7 abajo)
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confirma gue se mantiene la estructura del soporte, ya que se observa la presencia del pico correspondiente
al plano de difraccién (100). Al igual que en la nanoparticula calcinada, este pico muestra un desplazamiento
en comparacién con la MCM-41 en su estado original (“as made”), debido a que el proceso de carga y
funcionalizacion se lleva a cabo después de la calcinacion de la nanoparticula. Por lo tanto, se puede concluir
gue estos procesos no han modificado la estructura de la nanoparticula. También es importante destacar que
los planos correspondientes a (100) y (200) no son visibles en el difractograma de la nanoparticula final MCM-
FOH-EPL, debido a la obstruccién de los poros del material causada por la carga de farnesol y la
funcionalizacion de la EPL.

[1 0 0}
—MCM-41 as made
(110)(200) (210)
MCM-41 calcinada
(100)
MCM-FOH-EPL
(110) (200) (210)
(100)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
26

Figura 7: Difractograma de rayos X en polvo de los sélidos MCM-41 ‘as made’, MCM-41 calcinada y MCM-
FOH-EPL.

Respecto a la microscopia electronica de transmision, TEM, es una técnica basada en los fendmenos fisico-
atémicos que se producen cuando un haz de electrones con aceleracidon colisiona frente a una muestra. La
imagen se formara a partir de los electrones que son capaces de atravesar el sélido. En este trabajo, el TEM
se emplea para obtener imagenes de las NPs que aporta informacion sobre su tamafio, morfologia externa y
tamafio y geometria de los poros. En la Figura 8A, donde se muestra una imagen de TEM de las NPs MCM-41
calcinadas, se aprecia como el didametro de la nanoparticula se encuentra comprendido entre 146-177 nm,
mientras que el didmetro del poro es de 2,24 nm. Por lo tanto, se verifica que las nanoparticulas de tipo MCM-
41 calcinadas presentan una estructura esférica, el diametro de su poro se encuentra entre 1-10 nm vy su
didmetro total es de aproximadamente 100 nm, lo que corresponde con los datos bibliograficos para este tipo
de NPs. En la Figura 8B, también nanoparticulas de tipo MCM-41 calcinadas, se contempla que los canales se
disponen de forma hexagonal en el interior de la nanoparticula, caracteristica tipica de las MCM-41.
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Figura 8: Imagenes al TEM de (A) MCM-41 calcinada con medida del didametro del poro y del diametro de la
NP; (B) Visualizacién de la estructura hexagonal del poro MCM-41 calcinada.

Por otro lado, la espectroscopia infrarroja se fundamenta en la obtencién de un espectro que refleja las
vibraciones moleculares obtenidas a partir de las vibraciones caracteristicas de cada enlace quimico. El
espectro resultante es distintivo de cada muestra y permite su identificacién. La silice MCM-41 calcinada
presenta un espectro asociado a los enlaces Si-O-Si, Si-O-R y Si-OH. En la Figura 9A se muestra el espectro de
MCM-41 calcinada tipico, donde se puede visualizar en 3500 cm™ el estiramiento del enlace Si-OH. Se puede
visualizar la vibracién correspondiente al agua adsorbida a aproximadamente 1600 cm™. En 1400-1000 cm™
se puede visualizar las vibraciones de los enlaces Si-O-Si (1060 cm™) y Si-OH. Por ultimo, el estiramiento Si-O
se puede visualizar a 435 cm™. A continuacion, se analiza el IR de la MCM-41 cargada con farnesol (Figura 9B)
y se observa que se ha realizado correctamente la carga con farnesol debido a la presencia de picos en 3000
cm? correspondientes a los grupos -OH del farnesol. También se analiza el IR de la MCM-41 cargada con
farnesol y funcionalizada con el isocianato y puede observarse la aparicion de vibraciones en la zona de
espectro de 1700-1400 cm™ relacionadas con el anclaje del isocianato (Figura 9C). Cabe destacar que en los
distintos pasos del procedimiento de sintesis mostrado en la Figura 9B y 9C, se puede observar que aparece
un espectro similar, por lo que la estructura no se ha alterado a lo largo del proceso de sintesis de la NP final.
Por ultimo, en la nanoparticula final MCM-FOH-EPL (Figura 9D) se puede observar el grupo carbonilo de la
lisina a 1715 cm™ mientras que las bandas observadas a 2971 y 2874 cm™ corresponden a las vibraciones de
los grupos -CH,-de la cadena de aminodcidos.
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Figura 9: Espectroscopia de infrarrojos de los distintos compuestos resultantes de las etapas de sintesis.

A continuacion, se realizaron las medidas del potencial Z de los distintos materiales a estudio. La medida de
potencial Z aporta informacion sobre la carga superficial y se define como la diferencia de potencial eléctrico
entre el medio de dispersion (fase movil) y las particulas que se encuentran en este (fase estacionaria). En este
trabajo fue empleado para hallar informacion sobre los cambios de carga superficial a lo largo de las distintas
etapas de sintesis. Los datos de potencial Z obtenidos para cada etapa de sintesis, se recogen en la Figura 10A.
Todas las medidas fueron realizadas por triplicado.

A B
0
Particula Potencial Z {mV) MCM-81 calcinada MCM-FOH MCM-FOH-CNOD MCM-FOH-EPL
MCM-41 calcinada -18,47 £0,55 5
MCM-FOH 27,53+1,24
MCM-FOH-INCO 31,43+ 1,04 10
MCM-FOH-EPL 27.20=2,00

-20

Potencial Z (mV)

25

—

-30

—

-35

Figura 10: (A) Valores de potencial Z para cada etapa de sintesis de MCM-FOH-EPL. (B) Representacion de la
medida de potencial Z.

Al examinar la Figura 10B, que corresponde a una representacion de los datos de potencial Z obtenidos para
cada una de las etapas de la sintesis, se puede observar que las NPs iniciales de MCM-41 calcinadas presentan
un potencial negativo debido a la presencia de grupos silanolato en su superficie. Después, el procedimiento
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de carga con farnesol hace que continuemos teniendo potencial negativo debido a los silanolatos de la
superficie, ya que el farnesol se encuentra cargado en los poros. Respecto a la formacién de la nanoparticula
MCM-FOH-INCO, se obtiene un potencial Z negativo debido a los grupo isocianato de la superficie después de
la union a la MCM-41. Por ultimo, al anclar la puerta molecular de la e-polilisina, las aminas de la EPL
interaccionaran con el grupo isocianato para formar un enlace urea. Por lo tanto, Unicamente quedaran libres
los grupos carboxilo terminal de la e-polilisina, lo que resulta potencial Z similar al solido con iNCO.

4.2  CALCULO DE LA CANTIDAD DE FARNESOL ENCAPSULADA EN MCM-FOH-EPL

Para poder comparar los resultados que se obtengan en los estudios de actividad antimicrobiana entre el
sistema final (MCM-FOH-EPL) y el farnesol libre, es necesario conocer la cantidad de carga de las particulas. A
partir de la ecuacion obtenida de la curva de calibrado realizada en el apartado 4.7 (Figura 4) y la medida de
absorbancia de farnesol procedente de la extraccién forzada a partir de las dos disoluciones de
concentraciones diferentes de MCM-FOH-ELP (5000 y 2000 ug/mL) (Tabla 3), se ha determinado la cantidad
de farnesol encapsulado por cada pg de nanoparticula completa (MCM-FOH-EPL).

Cabe destacar que el farnesol libre actta de forma polinomial, esto se debe a que es un aceite y por lo tanto,
es soluble en el hexano.

El valor medio de carga de farnesol obtenido fue 0,163 ug de farnesol por cada pg de MCM-FOH-EPL. Teniendo
en consideracion esta relacién, podra determinarse la cantidad de farnesol que inhibe el crecimiento de las
bacterias en los tratamientos con MCM-FOH-EPL posteriores.

Tabla 3: Medida de la absorbancia a distintas concentraciones de [MCM-FOH-EPL]

[MCM-FOH-EPL] Absorbancia

(g/mL) [FOH] (ng/mt) (212 nm)
5000 815 1,71
2000 326 1,54

4.3 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
Para analizar la actividad antimicrobiana del farnesol libre y de la MCM-FOH-EPL, se determind la
concentracion minima de tratamiento a la que se inhibe el crecimiento del microorganismo (MIC). Los valores
de la MIC tras el tratamiento para cada una de las bacterias se recogen en la Figura 11. Esto, nos permite
comparar los valores de MIC del tratamiento con farnesol libre y con MCM-FOH-EPL.

En el caso del tratamiento con MCM-FOH-EPL (Figura 11A), no se pudo determinar la MIC en las bacterias
gram negativas, ya que por mucho que se aumentase la concentracion, no se observaba inhibicién del
crecimiento, por lo que se denomind como superior a 5000 pug/mL, ya que esta fue la mayor concentracion
probada en los ensayos. Por el contrario, en el caso de las gram positivas si que fue posible determinar la
concentracion a la que el tratamiento inhibid su crecimiento tras 18 h. Para S. epidermidis se obtuvo un valor
de MIC de farnesol encapsulado en MCM-FOH-EPL de 40,83 pg/mL, mientras que para S. aureus, se situd en
108,93 pg/mL. Por lo tanto, se muestra que el compuesto es mas efectivo contra S. epidermidis que contra S.
aureus al inhibirse el crecimiento de S. epidermidis a menores concentraciones del tratamiento. Esto podria
deberse a que S. epidermidis podria secretar mayor cantidad de proteasas que permitieran una mejor apertura
de la puerta molecular de la EPL.

En el caso del tratamiento con farnesol libre (Figura 11A), tampoco se pudo determinar la MIC para las
bacterias gram negativas, situdndose en valores superiores a 5000 ug/mL. Por el contrario, en bacterias gram
positivas, el tratamiento fue mas efectivo en S. aureus (73 pg/mL) que en S. epidermidis (117,19 ug/mL), a
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diferencia del tratamiento con MCM-FOH-EPL, ya se requiere menor concentraciéon de farnesol para inhibir el
crecimiento de S. aureus que de S. epidermidis.

Comparando ambos tratamientos (Figura 11B), se observa que ninguno de los tratamientos resulta eficaz para
E. coli como para P. aeruginosa, ya sea utilizando farnesol libre o farnesol encapsulado en nuestro sistema
MCM-FOH-EPL. Sin embargo, se evidencia una mejora en el tratamiento con farnesol encapsulado en S.
epidermidis, en comparacion con el farnesol libre. En el caso de S. aureus, ocurre lo contrario, el tratamiento
con farnesol libre resulta mas efectivo que el farnesol encapsulado, ya que presenta un valor de MIC mayor
en el caso del tratamiento con MCM-FOH-EPL. Esto podria deberse a que S. aureus podria secretar una menor
cantidad de proteasas, lo que impidiera la correcta apertura de la puerta molecular, por ello, el tratamiento
con MCM-FOH-EPL, resultaria menos efectivo.

A Bacteria MIC (pg/ml)
MCM-FOH-EPL Farnesol
S. epidermidis 2504+ 0 (40,83 pg farnesol) 117,19+ 0,055
5. aureus 667,00+0,29 (108,93 ug 73£0,048
farnesol)
E. coli >5000 >5000
P. geruginosa >5000 >5000
B 6000 -
5000 -
4000 4~
~
7

100
Jml N

S.epidermidis S.aureus Ecoli® P.aeruginosa *

m MCM-FOH-EPL FOH

Figura 11: Resultados de los ensayos de MIC. (A) Valores de MIC para cada una de las bacterias, se incluyen
los ug/mL de farnesol necesarios para inhibir el crecimiento para ambos tratamientos (FOH libre y MCM-
FOH-EPL); (B) Representacion grafica de los valores de MIC. *En el caso de P. aeruginosa y E. coli, el valor de
la MIC supera los 5000 pg/mL

Por lo tanto, entre las bacterias estudiadas, se muestran distintos resultados en funcion de su naturaleza
estructural. Se corrobora que las bacterias gram negativas son mas resistentes al tratamiento, mientras que
las bacterias gram positivas si que son susceptibles a los distintos tratamientos estudiados. S. epidermidis y S.
aureus son bacterias gram positivas que cuentan con una capa gruesa de peptidoglicano y carecen de
membrana lipidica externa. Por el contrario, E. coliy P. aeruginosa, bacterias gram negativas, tienen una capa
delgada de peptidoglicano rodeada por una membrana lipidica externa [54]. Esto demuestra que la presencia
de la doble membrana en bacterias gram negativas, influye a la hora de la incorporacion del tratamiento, tanto
en el caso del farnesol libre como en el caso de MCM-FOH-EPL, haciéndolas mas resistentes a este. Para
intentar demostrar esto, se ha caracterizado parte del mecanismo de accion del farnesol, principalmente el
efecto sobre las estructuras externas de las bacterias, tanto gram positivas como gram negativas.
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4.4  EVALUACION DEL MECANISMO DE ACCION
4.4.1 CUANTIFICACION DE DANO DE MEMBRANA POR ABSORCION DE CRISTAL VIOLETA

El cristal violeta (CV) es un compuesto quimico que se emplea como colorante e indicador de pH. Este
compuesto es capaz de penetrar en a través de la membrana bacteriana en aquellas células en las que se ha
alterado la permeabilidad. Por lo tanto, en este ensayo serd empleado como una estimacion indirecta para
comprobar si el mecanismo de accién del farnesol esta relacionado con la modulacién de la permeabilidad de
la pared bacteriana.

En el caso de las bacterias gram negativas, debido a la falta de determinacion de la MIC en el ensayo
anteriormente descrito, todos los datos de absorcién de cristal violeta corresponden a concentraciones
subinhibitorias. Al examinar la Figura 12Ay 12B, donde se observa el porcentaje de absorcion de CV respecto
ala concentracién de farnesol libre en P. aeruginosa y E. coli respectivamente, se puede observar que a medida
gue aumenta la concentracién de tratamiento, el porcentaje de absorcién de cristal violeta también aumenta,
lo que indica un incremento en la permeabilidad de la membrana. Ademds, comparando E. coliy P. aeruginosa
entre si, se puede determinar que P. aeruginosa es mas sensible a bajas concentraciones de farnesol (19,53-
625 ug/mL), debido a que se requiere una menor concentracion de farnesol para llegar al mismo porcentaje
de absorcién de CV que en E. coli. Por ejemplo, para alcanzar un 60% de absorcién de CV, se requeriran 312,5
ug/mL de farnesol en el caso de P. aeruginosa y 2500 ug/mL en el caso de E. coli.

Por otra parte, en las bacterias gram positivas (S. aureus y S. epidermidis), se pudo determinar la concentracion
minima inhibitoria (MIC), lo que permite realizar un analisis diferenciado para concentraciones subinhibitorias
y suprainhibitorias.

En el caso de S. epidermidis, cuya MIC para el farnesol libre es de 117,19 pg/mL, para concentraciones
subinhibitorias, se produce un aumento en la absorcién de cristal violeta (Figura 12C), lo que indica un
incremento en la permeabilidad de la membrana. Por otro lado, en concentraciones suprainhibitorias, se
evidencia una disminucion en el porcentaje de absorcion de cristal violeta (CV).

En S. aureus, la MIC se encuentra en 72,92 ug/mL. Para concentraciones subinhibitorias (7,81-62,5 pug/mL), se
observa una disminucién en el porcentaje de absorcidon de cristal violeta (Figura 12D). Por otro lado, a
concentraciones suprainhibitorias (62,5- 2000 pg/mL), también se evidencia una disminucion en el porcentaje
de absorcién de cristal violeta.
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Figura 12: Representacion de la cuantificacion de dafio a la membrana mediante absorcidn con cristal violeta
en (A) P. aeruginosa (B) E. coli (C) S. epidermidis (D) S. aureus en funcion de la concentracion de farnesol libre.
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Tomando en consideracion los resultados obtenidos, se concluye que en el caso de las bacterias gram
negativas, se produce un aumento de la absorcion de cristal violeta a concentraciones subinhibitorias, esto,
indicaria un aumento de la permeabilidad de membrana por el dafio ocasionado por el tratamiento con
farnesol. Cabe destacar que la mayoria de las bacterias, siguen estando vivas, ya que se trata de un ensayo a
concentraciones subinhibitorias

Por el contrario, en gram positivas, concretamente en S. epidermidis, se produce un aumento de la
permeabilidad de membrana a concentraciones subinhibitorias. Esto implica que, aunque no se inhibe el
crecimiento bacteriano, el farnesol si ejerce su accién sobre la membrana de S. epidermidis, permitiéndoles
una mayor captacion de cristal violeta. La disminucién del porcentaje de absorcidon a concentraciones
suprainhibitorias se encuentra relacionada con la muerte de las bacterias, ya que, al lisarse, pierden su
capacidad de absorcion de cristal violeta. En el caso de S. aureus, la disminucién de captacidon de absorcién de
cristal violeta se produce tanto a concentraciones subinhibitorias como suprainhibitorias, la hipotesis
planteada es que se deba a un disminucion en el nimero de células debido a la muerte de estas. Esto,
posteriormente, fue demostrado con las imagenes de microscopia confocal.

Con el objetivo de reforzar los resultados obtenidos se llevé a cabo un experimento de microscopia confocal.

4.4.2 MICROSCOPIA CONFOCAL

La microscopia confocal permite obtener imagenes de un Unico plano confocal. Se basa en el principio de que
este microscopio es capaz de eliminar la luz procedente de los planos fuera del foco. En este caso, esta técnica
es empleada para comprobar la integridad de membrana de las bacterias tras el tratamiento con farnesol libre
a diferentes concentraciones. Al emplear la tincion bacteriana Baclight LIVE/dead, se comprobaré la viabilidad
de las poblaciones bacterianas, de modo que aquellas con la membrana alterada se tefiirdn de yoduro de
propidio adquiriendo un color rojo mientras que las que tengan la membrana intacta se tefiiran de SYTO9
adquiriendo coloracion verde. De este modo, se podran corroborar los resultados obtenidos en el ensayo de
cristal violeta.

En el caso de la bacteria E. coli, tal y como se observa en la Figura 13A, en ausencia de tratamiento todas las
células son viables ya que presentan color verde, lo que estaria indicando un crecimiento normal. A medida
gue se incrementa la concentracion del tratamiento (Figura 13By Figura 13C), se observa un aumento en el
numero de tefiidas con ioduro de propidio (rojas). Esto se debe a un incremento en la permeabilidad de la
membrana plasmatica tras el tratamiento con farnesol. Estos resultados son consistentes con los obtenidos
en el ensayo de cuantificacién de dafio de la membrana mediante cristal violeta. Por ultimo, en la Figura 13D,
después de aplicar el tratamiento con la concentracién maxima de farnesol probada (5000 pg/mL), se observa
un aumento en el numero de células muertas en comparacién con el nimero de bacterias vivas, pero aun se
encuentran presentes. Esto confirma que las concentraciones utilizadas son subinhibitorias, es decir, no son

suficientes para inhibir completamente el crecimiento bacteriano.

Figura 13: Imagenes de microscopia confocal de E. coli (A) Sin tratamiento; (B) Tratadas con 1250 pg/mL de
farnesol; (C) Tratadas con 2500 pg/mL de farnesol; (D) Tratadas con 5000 pg/mL de farnesol.
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En la bacteria P. aeruginosa, al ser también una bacteria de tipo gram negativa se observa la misma tendencia
que E. coli, lo que, de nuevo, corrobora los resultados obtenidos en el ensayo de cristal violeta. En la Figura
14A, al no estar tratada todas las bacterias presentan su maxima viabilidad y crecimiento. A medida que
aumenta la concentracion de farnesol (Figura 14B, 14Cy 14D), se incrementa la permeabilidad de membrana
debido a la accion de este, lo que derivara en la aparicion de bacterias tefiidas de rojo, y, por consiguiente,
con ambas membranas dafiadas. Por ultimo, en la Figura 14D, a concentraciones maximas de tratamiento
(5000 pg/mL), la proporcion de bacterias muertas respecto a las bacterias vivas es mucho mayor que en el
caso de las concentraciones de tratamiento de 312,5 ug/mL y 1250 ug/mL. Cabe destacar que se visualizan
mas células totales en la Figura 14D que en la 14C debido al campo escogido, pero, se muestra una mayor
proporcion de células muertas con respecto de las vivas en el caso de la Figura 14D. Es importante resaltar
gue todavia se observa crecimiento bacteriano, lo que indica que la concentracién utilizada sigue siendo
subinhibitoria.

Figura 14: Imagenes de microscopia confocal de P. aeruginosa (A) Sin tratamiento; (B) Tratadas con 312,5
ug/mL de farnesol; (C) Tratadas con 1250,0 pug/mL de farnesol; (D) Tratadas con 5000,0 ug/mL de farnesol.

En S. epidermidis, al tratarse de una bacteria gram positiva y haberse determinado la MIC del farnesol (117,19
ug/mL), se observard un comportamiento diferencial en funcidn de si se realiza tratamiento a concentraciones
subinhibitorias o suprainhibitorias. La Figura 15A, presenta una viabilidad celular maxima, ya que todas las
células se encuentran tefiidas de SYTO9. En el caso de la Figura 15B, cuya concentracién de tratamiento es de
78,125 pg/mL, al tratarse de una concentracion subinhibitoria, se visualiza cdmo empiezan a aparecer algunas
células dafiadas, pero estas, son muy inferiores al nimero de células vivas, lo que estaria indicando un
aumento en la permeabilidad de la membrana interna, incrementando el dafio a las bacterias. Esto, concuerda
con el incremento en la absorcion de cristal violeta mostrado en la Figura 12C. Por el contrario, a
concentraciones suprainhibitorias (156,250 pg/mLy 312,500 ug/mL), tal y como se muestra en la Figura 15C
y la Figura 15D respectivamente, se observa una disminucién notable en el nimero de células debido a la
inhibicion del crecimiento de estas bacterias o lisis de estas, que, al encontrarse totalmente desintegradas, ya
no apareceran en el plano. Por lo tanto, esto derivaria en una disminucion de la absorcidon de cristal violeta,
como refleja el dltimo tramo de la Figura 12C (156,250-5000 pg/mL).
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Figura 15: Imagenes de microscopia confocal de S. epidermidis (A) Sin tratamiento (B) Tratadas con 78,125
ug/mL de farnesol (C) Tratadas con 156,250 pg/mL de farnesol (D) Tratadas con 312,500 ug/mL de farnesol.

En el caso de S. aureus, cuya MIC para el farnesol es de 72,92 ug/mL, se observa en la Figura 16A una viabilidad
maxima debido a la falta de tratamiento. A concentraciones subinhibitorias (31,25 pg/mL), como se muestra
en la Figura 16B, se produce una notable disminucién en el nimero de bacterias, lo que concuerda con la
disminucion en la cantidad de cristal violeta absorbido mostrado en la Figura 12D, que estaria debiéndose a la
disminucion del nimero de células vivas. A concentraciones suprainhibitorias (62,50 ug/mL y 125 pg/mL),
como se muestra en la Figura 16C vy Figura 16D, también se observa una disminucion en el nimero de células
vivas. Sin embargo, en la Figura 16D, se observa una proporcién mucho mayor de células con dafio en la
membrana en comparacion con las células con la membrana intacta.

Figura 16: Imagenes de microscopia confocal de S. aureus (A) Sin tratamiento (B) Tratadas con 31,25 pg/mL
de farnesol (C) Tratadas con 62,50 ug/mL de farnesol (D) Tratadas con 125,00 pug/mL de farnesol.

Como conclusién, de lo expuesto anteriormente, se puede deducir que las imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal confirman los datos obtenidos a partir del ensayo de cuantificacion de dafio de
membrana mediante cristal violeta. También se observa que a concentraciones subhinhibitorias se produce
un aumento en el dafio a la membrana interna de las bacterias, ya que para que el ioduro de propidio entre a
la célula es necesario que atraviese todas las barreras externas, siendo la membrana interna, en Ultima
instancia, la que impediria la entrada del compuesto si estuviese intacta.

4.43 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE ALTA RESOLUCION DE BARRIDO DE EMISION DE CAMPO
(HRFESEM)

El HRFESEM una técnica que proporciona informacion detallada sobre la superficie de la muestra a analizar.
Se basa en la emisién de un haz de electrones que barren la muestra, generando diversos tipos de sefiales que
son capturadas por detectores. En este caso, el FESEM fue empleado para comprobar el mecanismo de accién
del tratamiento MCM-FOH-EPL sobre las estructuras externas de las bacterias y determinar las diferencias
existentes entre bacterias gram positivas y gram negativas tras el tratamiento. Esto es posible gracias a la gran
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resoluciéon de las técnicas de microscopia electrénica, ya que nos permiten ver diferencias muy sutiles para
facilitar el estudio del mecanismo de accién.

Tal y como se puede visualizar en la Figura 17A, que muestra una imagen obtenida mediante HRFESEM de P.
aeruginosa, se puede visualizar como en ausencia de tratamiento, esta, no presenta ningun dafio en la
membrana, como cabria esperar al tratarse de un control. Cabe destacar que la superficie arrugada de la
bacteria se debe a fallos en el proceso de fijacidn, ya que al no permanecer el glutaraldehido el suficiente
tiempo como para deshidratar la membrana externa y al realizar el gradiente de alcohol para deshidratar la
superficie de manera progresiva, la superficie ha colapsado, mostrando asi un aspecto arrugado. Por el
contrario, tras un tratamiento con 1000 pg/mL de MCM-FOH-EPL (Figura 17B), a pesar de no inhibirse el
crecimiento de la bacteria se puede visualizar una alteracién en la pared bacteriana y la morfologia de la célula.

Figura 17: Imagenes de HRFESEM de (A) P. aeruginosa en ausencia de tratamiento (control); (B) P.
aeruginosa tratada con 1000 pg/mL de MCM-FOH-EPL.

A continuacion, de igual modo, se realiza el mismo tratamiento (MCM-FOH-EPL) a las mismas concentraciones
(0, 400 y 1000 pg/mL) a las bacterias gram positivas del estudio con el objetivo de determinar si se puede
encontrar alguna diferencia entre bacterias gram positivas y gram negativas a nivel de membrana.

Se puede comprobar que tanto para S. aureus (Figura 18A) como para S. epidermidis (Figura 18D), en ausencia
de tratamiento, ambas membranas permanecen intactas.

Centrandonos en S. aureus, cuya MIC tras el tratamiento con MCM-FOH-EPL es 667,00 pg/mL, se puede
visualizar cémo en la Figura 18B, el tratamiento con una concentracion subinhibitoria (400 pg/mL) del
compuesto tiene un efecto sobre S. aureus presente en el medio. No obstante, también se observan células
vivas, por lo que se concluye que a concentraciones subinhibitorias, hay tanto bacterias dafiadas como
integras.

Por otro lado, en la Figura 18C, se observa que el tratamiento con una concentracién de 1000 pg/mL del
compuesto tiene un efecto mas pronunciado en S. aureus, ya que este valor estd por encima del de la MIC. Se
puede apreciar una deformacién de la membrana de la bacteria.

En el caso de S. epidermidis, cuya MIC es de 250 pg/mL, los tratamientos, tanto 400 pg/mL (Figura 18E), como
1000 pg/mL (Figura 18F), corresponden a concentraciones suprainhibitorias en las que se inhibe el crecimiento
de la bacteria. Esto se evidencia en la Figura 18E (tratada con 400 ug/mL) y en la Figura 18F (tratada con 1000
1g/mL), donde se observa una notable afectacion de la membrana plasmatica.
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Figura 18: Imagenes de HRFESEM de (A) S. qureus en ausencia de tratamiento (control); (B) S. aureus tratado
con 400 pug/mL de MCM-FOH-EPL; (C) S. aureus tratado con 1000 pg/mL de MCM-FOH-EPL; (D) S.
epidermidis en ausencia de tratamiento (control); (E) S. epidermis tratado con 400 pg/mL de MCM-FOH-EPL;
(F) S. epidermidis tratado con 1000 pg/mL de MCM-FOH-EPL.

Por lo tanto, de lo expuesto anteriormente se puede concluir que el sistema MCM-FOH-EPL afecta a la
integridad de las membranas de las bacterias gram positivas y gram negativas, mostrandose un efecto
diferencial en el caso de la bacteria S. aureus, en funcidon de si el tratamiento se realizd a concentraciones
subinhibitorias o suprainhibitorias. Cabe destacar que no se muestran imagenes de E. coli, ya que los
resultados no fueron concluyentes.

4.4.4 ENSAYO DE MODULACION DE LA ACTIVIDAD RESPIRATORIA MEDIANTE LA TASA DE REDUCCION
DE RESAZURINA

En este ensayo, se permite comprobar las diferencias en la actividad respiratoria de las células en funcién de
la concentracion de farnesol, gracias a la reduccion de resazurina a resofurina. La reduccidon mencionada se
lleva a cabo durante la respiracion aerobia de las células vivas, donde se produce un intercambio de electrones
entre el NADH (agente reductor) y la resazurina (agente oxidante). Es decir, sera reducido por las células
metabdlicamente activas.

A continuacién, con el objetivo de determinar si existen diferencias en la modulaciéon de la actividad
respiratoria entre bacterias gram positivas y gram negativas tras el tratamiento con farnesol libre, se medira
la tasa de reduccién de resazurina.

Para P. aeruginosa, no se observa una tendencia clara en la reduccion de la actividad metabdlica en
concentraciones subinhibitorias (Figura 19A). Esto, se debe a la escasez de bacterias presentes en la muestra.

25



Para E. coli, todo el ensayo se realizé a concentraciones subinhibitorias. Primeramente, se muestra una brusca
disminucion de la actividad metabdlica (hasta un 32,58%) a bajas concentraciones de farnesol (0-312,5 pg/mL).
A continuacién, conforme aumentan las concentraciones de farnesol (312,5-5000 pg/mL) estabiliza el
porcentaje de reduccion de resazurina (Figura 19B), a pesar de repuntar una subida en 1250 pg/mL.

En el caso de S. epidermidis, a concentraciones subinhibitorias (0-78,125 pg/mL) se observa una reduccion en
la actividad respiratoria progresiva que llega hasta el 15,57%. Por el contrario, a concentraciones
suprainhibitorias (a partir de aproximadamente 100 ug/mL) se estabiliza |a tasa de reduccién de la resazurina
en un 20% (Figura 19C). En estas concentraciones, la bacteria experimenta la muerte y pierde su actividad
respiratoria, lo que resulta en la falta de reduccién de la resazurina. Esto, lo podemos corroborar con el ensayo
de microscopia confocal, donde la Figura 15Cy 15D muestran una disminucion notable del nimero de células
en el rango de concentraciones mencionadas con anterioridad.

Por ultimo, en el caso de S. aureus, se produce una disminucion de la actividad respiratoria (hasta 8,71%) a
concentraciones subinhibitorias (hasta aproximadamente 15 pg/mL) para posteriormente estabilizarse en
porcentajes de alrededor de 15%. (Figura 19D). Por lo tanto, se estaria produciendo una muerte celular, como

se puede comprobar en la Figura 16D.
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Figura 19: Representacion del porcentaje de reduccion de resazurina en: (A) P. aeruginosa; (B) E. coli; (C) S.
epidermidis; (D) S. aureus.

De los resultados obtenidos anteriormente se puede concluir que el tratamiento con farnesol reduce la
actividad respiratoria de las bacterias gram positivas y gram negativas. Ademas, se requieren concentraciones
mucho mayores para que se produzca una estabilizacion en la tasa de reduccion de resazurina en el caso de
la bacteria gram negativa E. coli (1200 pg/mL) en comparacion con las concentraciones necesarias en S.
epidermidis (100 ug/mL) o S. aureus (15 pg/mL), lo que concuerda con que esta sea mas resistente al
tratamiento con farnesol. Por otra parte, comparando los resultados obtenidos en bacterias gram positivas,
se puede visualizar como para S. epidermidis, se requiere mayor concentracion de farnesol para alcanzar el
mismo porcentaje de reduccidn de resazurina que en S. aureus. Por ejemplo, para alcanzar un 20% de la tasa
de reduccion de resazurina en S. aureus, se requieren 7, 81 ug/mL de farnesol, mientras que para alcanzar ese
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mismo porcentaje en S. epidermidis, se requieren aproximadamente 40 pug/mL de tratamiento. Por lo que se
puede concluir que habrd menos bacterias metabdlicamente activas en el caso de S. aureus y que el
tratamiento serd mas eficaz en esta bacteria, como se demuestra al comparar las MICs (Figura 11).

Por ultimo, cabe destacar que en la Figura 19A, se muestra el porcentaje de reduccion de resazurina para P.
aeruginosa. Estos resultados no son concluyentes ya que no se estaria produciendo una correcta reduccién de
la resazurina debido a la poca concentracién bacteriana de la muestra.

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS
Como consecuencia de la problematica actual de resistencia a los antibidticos convencionales, surge la

necesidad de obtener nuevos enfoques terapéuticos que sean empleados en monoterapia o como adyuvantes
para mejorar la eficacia de los antibidticos actuales. En este trabajo se ha propuesto la nanomedicina como
propuesta alternativa a los tratamientos antimicrobianos actuales. En concreto, se ha disefiado un dispositivo
de liberacidon controlada de farmacos antimicrobianos (MCM-FOH-EPL), basado en la apertura de la puerta
molecular EPL en presencia de las proteasas secretadas por bacterias. Para comprobar la integridad del
material, se ha llevado a cabo una caracterizacion a través de XDR, potencial Z, IRy TEM. Las medidas obtenidas
en todos los experimentos para cada uno de los pasos de sintesis correspondian con los datos se debian
obtener y por lo tanto se concluyd que el material se encontraba bien sintetizado.

Una vez preparado el material, se ha estudiado la actividad antimicrobiana del sistema MCM-FOH-EPL
mediante la obtencién de su concentracion minima inhibitoria en bacterias gram negativas (E. coli, y P.
aeruginosa y en bacterias gram positivas (S. aureus y S. epidermidis). Ademas, estos mismos analisis se
realizaron con el EOC libre, el farnesol, con el objetivo de determinar si existe mejora entre el tratamiento con
el compuesto libre o encapsulado.

De este modo, se han confirmado las diferencias en el tratamiento con farnesol libre y farnesol encapsulado
en funcion del tipo de bacteria. En el caso de las bacterias gram negativas, no fue posible determinar la
concentracion minima inhibitoria que se asume que se debe a la presencia de una membrana externa que
confiere resistencia adicional a este tipo de bacterias. Esto se corrobora con los datos bibliograficos que
determinan que las bacterias gram negativas son mas resistentes a los productos naturales debido a la
presencia de la membrana que las protege de los compuestos antibacterianos [34], [55]

En cambio, se observd una respuesta positiva a los tratamientos en bacterias gram positivas debido a la
ausencia de membrana externa, lo que facilité la penetracion de los compuestos. En el caso de S. epidermidis,
se demostré que el compuesto encapsulado era mas eficaz que el compuesto libre, mientras que en S. aureus,
se observé que el compuesto libre funcionaba mejor que el compuesto encapsulado. Esto podria deberse a
un aumento en la cantidad de proteasas liberadas en el caso de S. epidermidis que permitieran la apertura de
la puerta molecular EPL, liberando de manera controlada el farnesol encapsulado en su interior.

Por otra parte, se intentd caracterizar el mecanismo de accion del farnesol para poder explicar que las
diferencias de actividad antimicrobiana se debian a la distinta naturaleza de las bacterias. Para ello, se
realizaron ensayos de absorcién de cristal violeta, microscopia confocal, HRFESEM y ensayos de modulacion
de la actividad respiratoria mediante la tasa de reduccion de resazurina.

En el ensayo de absorcion de cristal violeta, se evidenciaron nuevamente las diferencias entre el tratamiento
en bacterias gram positivas y gram negativas. En P. aeruginosa y E. coli, se observé un aumento en la absorcion
de cristal violeta, lo que indica que, aunque no se encontrd una concentracion que inhibiera el crecimiento, el
farnesol afecta la permeabilidad de la membrana, lo que hace que las bacterias sean mas susceptibles a su
captacion, aungue no resulte en su muerte. En cambio, en bacterias gram positivas se pudo realizar un andlisis
diferenciado segun si la bacteria crecia a concentraciones subinhibitorias o suprainhibitorias. En el caso de S.
epidermidis, se observd que cuando la bacteria era capaz de crecer, aumentaba la permeabilidad de la
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membrana debido a la incorporacion de farnesol. Sin embargo, a concentraciones suprainhibitorias se
producia una disminucién en el porcentaje de cristal violeta captado. Se observd un patrén similar para S.
aureus a concentraciones suprainhibitorias, mientras que a concentraciones subinhibitorias también se
observd una disminucién en la absorcion de cristal violeta. Estos resultados, coinciden con los resultados
bibliograficos para las bacterias gram positivas, que indican que estas son mas susceptibles al tratamiento con
sustancias naturales.

Con el objetivo de comprobar las hipdtesis expuestas, se realizd microscopia confocal tras el tratamiento con
farnesol libre. Los resultados mostraron que en bacterias gram negativas, tanto en E. coli como en P.
aeruginosa, a medida que iba aumentando la concentracion de tratamiento, iban aumentando el nimero de
bacterias con las membranas dafiadas, pero al tratarse de concentraciones subinhibitorias en ambos casos,
seguian apareciendo un gran numero de bacterias con las membranas intactas. En el caso de las bacterias
gram positivas, a medida que aumenta la concentracion de farnesol, se produce una disminucion del nimero
de bacterias vivas, especialmente notable a concentraciones suprainhibitorias, lo que coincide con los
resultados obtenidos en el ensayo de absorcion de cristal violeta.

También, para confirmar la accion del dispositivo MCM-FOH-EPL sobre las bacterias, se realizaron
visualizaciones de estas bacterias mediante HRFESEM de muestras sin tratamiento y con tratamiento (400
pg/mL y 1000 ug/mL) de farnesol. En las muestras tratadas de bacterias gram negativas, en P. aeruginosa se
pudo observar dafio en la membrana, mientras que en las muestras de control se observé una membrana
intacta. Por el contrario, no se pudieron obtener imagenes concluyentes de E. coli. En bacterias gram positivas,
concretamente en S. aureus, a concentraciones subinhibitorias (400 ug/mL) se pueden observar bacterias cuya
membrana esta intacta y otras en las que se encuentra dafiada. A concentraciones suprainhibitorias, se
observard dafio en todas las membranas. En S. epidermidis, ambas concentraciones de tratamiento ocasionan
importantes alteraciones de membrana al tratarse de concentraciones suprainhibitorias.

Por ultimo, con el objetivo de visualizar diferencias en la actividad respiratoria tras el tratamiento con farnesol
libre, se realizd un ensayo de tasa de reduccién de resazurina. Se demostré que para bacterias gram negativas
se requiere mayor concentracién de tratamiento para producir una disminucién en el porcentaje de
resazurina, y, por lo tanto, de la actividad respiratoria. Ademas, se concluyé que S. aureus es mas sensible a
concentraciones bajas de farnesol en comparacién con S. epidermidis, al producirse una disminucién mas
rdpida en la tasa de resazurina reducida.

Tomando en consideracion lo expuesto con anterioridad, los objetivos de este trabajo se han cumplido con
éxito:

1. Se ha desarrollado y caracterizado un sistema de liberaciéon controlada basado en nanoparticulas
mesoporosas de silice encapsuladas con un antimicrobiano natural, farnesol, y funcionalizadas con la
proteina EPL para controlar la liberacién del farnesol.

Se ha analizado la actividad antimicrobiana de las farnesol libre y encapsulado.
Se ha comenzado un estudio de la caracterizacion del mecanismo de accion del farnesol libre
siguiendo cuatro ensayos diferentes.

Como perspectiva de futuro, cabria repetir los ensayos de determinacién del mecanismo de accion para poder

obtener resultados mas clarificadores, asi como realizar otros que permitieran determinar cémo actua el
farnesol libre y el compuesto en MCM-FOH-EPL en cada bacteria, algunos de los propuestos podrian ser la
cuantificacién de dafio de la membrana externa con n-fenil-naftilamina (NPN) o cuantificacién del dafio de la
membrana interna con yoduro de propidio.
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7. ANEXOI.

Anexo al Trabajo de Fin de Grado: Relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de
la agenda 2030

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto Medio Bajo No
Proced
e

ODS 1. Fin de la pobreza. X

ODS2. Hambre cero. X

ODS 3. Saludy bienestar. X

ODS4.  Educacién de calidad. X

ODS 5. lgualdad de género. X

ODS 6. Agua limpiay saneamiento. X

ODS7. Energia asequible y no contaminante. X

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico. X

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras. X

ODS 10. Reduccién de las desigualdades. X

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles. X

ODS 12. Produccién y consumo responsables. X

ODS 13. Accidn por el clima. X

ODS 14. Vida submarina. X

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres. X

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas. X

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

El objetivo principal de este trabajo esta vinculado al Objetivo de Desarrollo Sostenible nimero 3 de la Agenda
2030, el cual busca asegurar una vida saludable y promover el bienestar. En este contexto, se aborda el tema
de la nanomedicina, especificamente el uso de nanoparticulas con propiedades antimicrobianas. Asi, el
propdsito principal de este proyecto es combatir y reducir la resistencia a los antibidticos, una de las
preocupaciones mas importantes en el ambito de la salud publica en la actualidad mediante el uso de la
nanotecnologia. Por lo tanto, el desarrollo de este TFG se encuentra en linea con el Objetivo de Desarrollo
Sostenible numero 3 de la Agenda 2030.
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