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Resumen:

Las enfermedades infecciosas, que parecian superadas desde que llegaron las primeras
penicilinas y las nuevas lineas de antibioticos, vuelven a posicionarse como una de las
prioridades de investigacion del mundo farmacéutico. Tras la aparicion de los primeros
antibidticos y derivados de éstos, las siguientes generaciones de penicilinas,
cefalosporinas, macrolidos etc., parecia que las infecciones bacterianas estaban
controladas farmacologicamente. Sin embargo, un mal uso de dichos antibidticos, tanto
en la prescripcion como en la administracion de dichos medicamentos, han dado pie a la
generacion de resistencias en los organismos que habia que eliminar: las bacterias.

Se sigue investigando mucho en nuevas moléculas y en nuevas formas de dosificar las
que ya tenemos, para intentar revertir o al menos frenar los problemas que pueden
derivar de dichas resistencias. Sin embargo, con los recursos y la tecnologia de que
disponemos hoy, no debemos cerrarnos a nuevos horizontes y nuevas soluciones a
problemas en los estamos estancados. Surge una posibilidad para la nanotecnologia, y
en particular para las nanoparticulas de silice mesoporosa, que, como veremos,
permitirian una nueva forma de administracion de antibidticos mas eficaz que las
formas convencionales, por su eficiencia a la hora de vehiculizar el tratamiento y por
sus posibilidades en la formulacién del mismo. Ademas, seria una herramienta
particularmente Util para tratar las infecciones derivadas de implantes, hoy tan comunes;
infecciones muy localizadas y dificiles de tratar por una de las resistencias mas

complejas que desarrollan las bacterias: una barrera fisica que denominamos biofilm.

Abstract:

The infectious diseases, which seemed to have been overcome since the first penicillin
and the new antibiotic lines arrived, come back up today positioning themselves as one
of the research priorities of the pharmaceutical world. After the appearance of the first
antibiotics and derivatives of these species, generations of penicillins, cephalosporins,
macrolides, etc. it seemed that bacterial infections were pharmacologically controlled.
However, a bad use of antibiotics in the prescription and in the administration, has
given the chance to resistant generations of the organisms that had to be eliminated:

bacteria.



Healthcare is still investigating new molecules and new ways to dose the ones we
already have, to try to reverse or, at least stop the problems that may derive from these
resistances. However, with the resources and technology available to us today, we must
not close ourselves to new horizons and new solutions to problems in which we are
stuck. Surge in this case a possibility for nanotechnology and, in particular for
mesoporous silica nanoparticles which, as we will review, might allow a new form of
administration of antibiotics, more effective than conventional forms, for its efficiency
when it comes to a targeting treatment.

In addition, it would be an especially useful tool to treat infections derived from
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implants. Infections very localized and difficult to treat because one of the resistances

that bacteria develop: a physical barrier that we call biofilm.

1. Introduccidn y antecedentes:

Las enfermedades infecciosas son consecuencia de proliferaciones en el huésped de
colonias de bacterias patdgenas y fueron la principal causa de mortalidad hasta el siglo
XVIII.

Desde el siglo XIX tras el descubrimiento del primer antibiotico en 1928 (del griego:

acia no se hace responsable de la in

anti significa contra, y bios, vida) por parte de Alexander Fleming: la penicilina, las
enfermedades infecciosas parecian estar controladas con investigacion y desarrollo de
nuevas terapias antibidticas. Sin embargo, un mal uso reiterado de las terapias
antibioticas tradicionales ha generado cepas de bacterias resistentes e incluso
multirresistentes a algunas de las familias de antibidticos que mas se utilizan hoy en dia,
siendo muy dificiles de tratar.

Frente a estos problemas, a lo largo del siglo XX la nanotecnologia se ha abierto
camino, como solucion para algunos tratamientos farmacoldgicos. El descubrimiento de
los fullerenos en 1985 por Harry Kroto, Richard Smalley, y Robert Curl que valié un
premio nobel, supuso un antes y un después en la investigacion nanotecnolégica. Y en
aras de buscar soluciones sanitarias para patologias de compleja resolucion, se

empezaron a desarrollar las primeras nanoparticulas farmacéuticas (cargadas con
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farmacos), siendo el Doxil en 1995 el primer farmaco liposomal aprobado por la FDA.

En esta revisién nos centraremos en el problema de las resistencias a antibioticos

(incidiendo en el biofilm) y buscaremos soluciones en la nanotecnologia, una disciplina


https://es.wikipedia.org/wiki/Harry_Kroto
https://es.wikipedia.org/wiki/Richard_Smalley
https://es.wikipedia.org/wiki/Robert_Curl
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que permite augurar un notable éxito en este tipo de tratamientos, haciendo hincapié en
las nanoparticulas de silice mesoporosa (MSNS).

2. Objetivos

El objetivo de esta revision es analizar la nanotecnologia, y en concreto las
nanoparticulas de silice mesoporosa (MSNs), como alternativa a los tratamientos
tradicionales en infecciones bacterianas con presencia de biofilm, por su gran capacidad

de targeting y por sus posibilidades en la liberacion de fArmacos estimulo-respuesta.

3. Material y Métodos:

Para alcanzar los objetivos propuestos en la presente memoria, el método de busqueda
bibliografica empleado para la obtencion de informacion de documentos validos y
relevantes ha sido a través de diferentes bases de datos: PubMed, OMS, Google
Académico, Sciencedirect, RSC, Elsevier.

La busqueda se realizo en inglés y castellano, introduciendo los siguientes términos:
“Nanocarriers”, “Targeting”, “Nanocarriers drug delivery”, “Nanoparticles”, “Silica
nanoparticles”, “Biofilm”, “Nanovehiculos y farmacos”, “Nanoparticulas”,
“Mesoporous silica”, “Nanoantibiotics”, “Infection”. De las publicaciones revisadas y
seleccionadas, se han incluido también varias referencias que correspondian con fuentes

primarias relevantes y articulos de revistas.

Criterios de inclusién y exclusion de las publicaciones:
» Criterios de inclusion: abstract disponible y/o texto completo disponible, lengua
espafola o inglesa, fecha de publicacion en los dltimos 15 afios.

* Criterios de exclusion: abstract no disponible, revisiones previas a los Gltimos 15 afios.

4. Resultados y discusion:

4-1. Resistencias a antibiéticos:

Podriamos definir los antibidticos como medicamentos que mediante diferentes

mecanismos de accidn tratan o previenen infecciones bacterianas.
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Definimos a su vez las resistencias como las capacidades que surgen en determinadas
bacterias, que por mutaciones o por ADN adquirido les hacer frente y en algunos casos
eliminar los antibi6ticos con los que se las trata. Estas resistencias se pueden presentar
de multiples formas. Hay algunas resistencias, que por modificaciones en la pared de la
bacteria hacen inviable la entrada del antibiotico en el interior celular del
microorganismo, y por tanto lo hacen resistente. Por otra parte, algunas bacterias poseen
ADN que codifica para unas determinadas enzimas capaces de hidrolizar e inactivar la
molécula antibidtica. Y otro tipo de resistencia mas colectiva, seria el biofilm. Una
barrera creada por secreciones de colonias bacterianas, en la que queda atrapado el
antibidtico sin poder acceder a las bacterias que estan detras de dicha barrera.

Las bacterias resistentes suponen sin duda un gran peligro para la salud publica, y
representan un reto en investigacion para poder hacerlas frente. Sin embargo, debemos
preguntarnos entonces a qué se debe el auge de dichas resistencias, y en que punto
estamos para poder solucionar o al menos actuar de la mejor manera posible frente al
problema.

La respuesta contempla distintos apartados, pero probablemente el mas importante, o al
menos el que mejor podriamos reconducir, es el mal uso de los antibioticos, asi como un
control poco exhaustivo de los mismos durante todo el proceso de tratamiento.
Debemaos tener en mente que el tratamiento de las enfermedades infecciosas difiere de
otros muchos tratamientos farmacoldgicos en que no estamos tratando receptores, o
células del huésped invariables, sino que estamos tratando organismos que pueden
mutar y que pueden adquirir ADN horizontalmente, lo que como mas adelante veremos

acrecienta atin mas el problema, porque acelera la creacion de resistencias.*

Existen como avanzamos al principio diversos mecanismos para ser resistente al
antibiotico:
e Bacterias capaces de expulsar de su interior celular la molécula antibiotica.
e Bacterias capaces de impedir la entrada a su interior celular de la molécula
antibiotica.
e Bacterias capaces de sintetizar enzimas que hidrolicen o blogueen
covalentemente la molécula antibidtica.

e Bacterias resistentes por tener un metabolismo disminuido
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e Bacterias capaces de producir una inhibicion competitiva del antibiotico (Ej:
Sintesis de acido para amino benzoico como competidor de las sulfonamidas).
e Bacterias con ADN que codifica para una version alterada del sustrato de la

molécula antibidtica. !

Todos estos mecanismos confieren por distintas vias capacidades a las bacterias para ser
resistentes a distintos tipos de antibidticos. Incluso existen bacterias multi-resistentes,
para las cuales son necesarios en su tratamiento antibioticos muy especificos y de
€scaso Uso.

Estas bacterias resistentes, que como explicamos al inicio tienen un origen genético, ven
favorecida su proliferacion cuando se hace un mal uso de los antibiéticos, creando una
pseudo seleccion natural en la cual, si no se hace un diagndéstico y un tratamiento
rigurosos, las porciones bacterianas resistentes de la infeccion derivaran en
transmisiones verticales u horizontales de su ADN a otras bacterias, aumentando el
nimero de microorganismos resistentes.

Podemos, para ejemplificar el modelo, centrarnos en un paciente al cual se le ha
diagnosticado de forma correcta clinicamente una infeccion respiratoria comun, y se le
recetan antibioticos de amplio espectro para combatirla. El paciente cumple
rigurosamente la posologia hasta el cuarto dia y viendo que los sintomas remiten, y que
se encuentra de nuevo bien fisicamente, deja de tomar los antibidticos pese a tenerlos

pautados diez dias.

En este caso, podemos ver varios momentos en los que se pueden generar resistencias:
En primer lugar, cuando utilizamos antibidticos de amplio espectro para tratar
infecciones en las cuales desconocemos la bacteria exacta causante y la sensibilidad
especifica de la misma a los antibioticos, estamos tratando de eliminar a una infeccion
que probablemente tenga bacterias a las cuales no le afecte ese antibiotico. Y, por tanto,
al final del tratamiento, aunque eliminemos la mayoria de la infeccion, nos quedara un
residuo de bacterias resistentes a ese antibidtico aungque no presenten manifestaciones

clinicas.

En segundo lugar, y siendo probablemente el problema mas frecuente, existen los casos
en los cuales los ciclos de medicacion no se cumplen en su totalidad. Y en estos casos,

tenemos muchas probabilidades de dejar alguna poblacion de bacterias que haya
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sobrevivido al tratamiento en el organismo del huésped. Esto significa que, en mayor o

menor grado, estas poblaciones son mas resistentes que las que han sido erradicadas con
una dosis inferior a la pautada de antibiotico. Por tanto, quedaran latentes en el huésped
colonias, quizé sin manifestaciones clinicas, pero con un mayor grado de resistencia que

las iniciales. Pudiéndose reavivar en el huésped o dispersar a otros.

Debemos hacer énfasis, para entender bien las resistencias bacterianas y su importancia,
en lo complicado y costoso que resulta el tratamiento para una infeccién producida por
bacterias resistentes a los principales antibiéticos. En personas mayores, 0 en personas
con el sistema inmune comprometido, tratar este tipo de infecciones resulta
particularmente dificil. De hecho, existen infecciones hospitalarias por bacterias

resistentes que causan cada vez mas muertes en estas poblaciones de riesgo.

Y es que, paraddjicamente, los microorganismos resistentes seran un reto cada vez mas
importante y a la vez més dificil de combatir. Porque ademas de los problemas que
existen sobre el mal uso de los antibioticos, las formulaciones farmacéuticas que
utilizamos hoy en dia no permiten una vehiculizacion (targeting) adecuada de las
moléculas antibioticas activas. Esto provoca que dichas moléculas no consigan acceder
en suficiente concentracion a las zonas de accion, y en ciertos casos solo consigan

destruir a las bacterias mas fragiles; potenciando de nuevo las resistencias. 2

4-2. Biofilm:

Precisamente, esa falta de targeting que deriva en una menor eficacia del tratamiento es
algo particularmente grave en los tratamientos de ciertas infecciones donde suele operar
una de las resistencias a antibioticos mas compleja: Los biofilms.

Podriamos definirlos como una barrera mecanica que surge por la secrecion de material
organico de un conjunto agrupado de bacterias. 2

Para explicar mejor los pasos y por qué estos biofilms suponen una resistencia a los
antibioticos, vamos a tratar de exponer las fases de implantacién del biofilm. (Figura 1).
En primer lugar, y trabajando con la hipdtesis de un implante de cadera, la primera fase
consistiria en la formacién de la "capa acondicionadora” sobre dicho implante, formada

por proteinas (sanguineas o de algun otro tejido) del propio paciente.
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Una vez formada esta primera capa, la segunda fase seria la adhesion inicial a esta por
parte de algunas bacterias, atraidas y pegadas a esta capa acondicionadora, por fuerzas
electrostéaticas, hidrofobicas, y por fuerzas de London y de dispersion.?

Posterior a esto, el nimero de bacterias adheridas a la primera capa aumenta y se hace
irreversible. Es entonces cuando se ponen en marcha mecanismos de comunicacion
entre las bacterias adheridas, mecanismos que conocemos bajo el nombre de quérum
sensing. Y es ahi cuando se empieza a formar una matriz compuesta por sustancias
poliméricas extracelulares (EPS), gracias a que a través de la comunicacion inter
bacteriana (quérum sensing) los microorganismos han sido capaces de activar la
expresion de los genes que codifican para la sintesis de dichos polimeros. En cuarto
lugar, podriamos mencionar la fase de crecimiento, en la cual el proceso descrito hasta
ahora se repetiria, y permitir el crecimiento del biofilm. Y finalmente, la Gltima etapa
seria un equilibrio entre creacion del biofilm y desprendimiento de algunas partes del
mismo. Estos pedazos de biofilm desprendidos, viajan a través del medio hacia otras
capas primarias o capas acondicionadores presentes en el organismo para adherirse a

ellas y sequir el proceso. ©
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Figura 1: Etapas del Biofilm

Todo esto genera una infeccién local con posibilidad de diseminacion, que supone una
barrera mecanica para los tratamientos antibioticos tradicionales. Ademas, es una
infeccidn en la cual el nUmero de bacterias causantes es muy elevado, lo que dificulta
aun mas su tratamiento. Y finalmente, el biofilm es un caldo de cultivo de transferencia

de resistencias horizontalmente con la ayuda del quérum sensing. 3
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Algunas de las caracteristicas de la matriz polimérica, podrian ser las siguientes:
e La matriz se compone fundamentalmente de polisacaridos y de proteinas, pero
también puede contener DNA.
e La matriz acumula también sustancias del entorno que la rodea, como minerales,
proteinas sanguineas etc.
e La matriz tiene una estructura en la cual hay poros y canales de un didmetro

considerable.®

Los tratamientos antiinfecciosos en estos casos no son faciles por diferentes
circunstancias. En primer lugar, las moléculas antibiéticas administradas de forma
sistémica por vias tradicionales no consiguen atravesar la barrera que supone el biofilm,
quedandose gran parte de la concentracion, atrapada en la matriz polimérica. Ademas,
las bacterias contenidas en el biofilm, como hemos mencionado antes, pueden
desarrollar mas facilmente resistencias, y hacer frente con mayor facilidad al
tratamiento antibidtico. Casos muy estudiados como los de las ciertas bacterias del
género Pseudomonas, demuestran la importancia de los biofilms en las resistencias y en

la dificultad del tratamiento.*

4-3. Nanotecnologia:

Como vemos, las resistencias a antibioticos son diversas, y abordar los tratamientos de
infecciones causadas por bacterias resistentes es una tarea compleja. AUn mas en casos
como las infecciones en implantes, donde el biofilm supone un reto ain mayor. Por este
motivo, hablaremos ahora de una alternativa terapéutica para solventar de manera mas

eficaz este tipo de tratamientos: la nanotecnologia.

Debemos saber que existen muchos tipos de nanoparticulas para el tratamiento de
enfermedades, y aunque nosotros nos centraremos en las nano particulas de silice
mesoporosa, enumeraremos Yy describiremos brevemente otras alternativas. Sin
embargo, todas giran en torno a las mismas hipdtesis y a la resolucién de los mismos
problemas. Los tratamientos con nanoparticulas en su conjunto pretenden mejorar el
targeting y ofrecer una vehiculizacion del tratamiento mucho mas precisa, accediendo
Unicamente a las células que deseamos. En el caso de las infecciones, parece evidente

que querriamos restringir la llegada de antibioticos Gnicamente a las bacterias, o en el
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caso de que sean intracelulares, a las células que las hospedan. Sin embargo, hay
muchas otras patologias, donde el tratamiento seria mucho mas eficaz, con una
vehiculizacion méas precisa, como por ejemplo las terapias anticancerigenas. De hecho,
existen a dia de hoy ensayos y experimentos con nanoparticulas para tratar de forma
selectiva a las células cancerigenas que expresen un determinado marcador y disminuir
asi los efectos secundarios del tratamiento, aumentando la efectividad y disminuyendo

la toxicidad.®

Otra de las caracteristicas comunes de las nanoparticulas es que permiten un tratamiento
con diferentes lineas de accion. En contraposicion a los antibioticos tradicionales, en los
que las moléculas que componen la formulacidn solamente desarrollan uno o dos
mecanismos (Ej. amoxicilina y clavulanico), en los tratamientos con nanoparticulas
podemos incorporar multiples y simultaneos mecanismos de accion, formulando el
contenido de las particulas con multiples moléculas con distinto origen. Esto supondria,
por ejemplo, poder incorporar en un mismo tratamiento desde 6xido nitrico hasta
multiples compuestos metalicos antibacterianos (compuestos con plata, cobre, titanio,
zinc, magnesio...). Y también multiples agentes antimicrobianos con distintos

mecanismos de actuacion (macrolidos, betalactamicos, fluoroquinolonas etc.). &7

Todo esto hace que los tratamientos con nanoparticulas en infecciones puedan ser mas
eficaces en todos los sentidos: mas precisos en el lugar de accion, y mas letales a la hora

de eliminar las bacterias y por lo tanto la infeccion.

Como avanzabamos, existen distintos tipos de nanoparticulas. Algunas de origen
organico y otras de origen inorganico; aqui un listado de algunas de ellas: ®’

e Liposomas:
Los liposomas son esferas de naturaleza lipidica con un diametro que puede ir desde 20
nm hasta algunos micrémetros. Su exterior esta formado por una bicapa biomolecular
de lipidos (pudiendo variar el namero de capas: MLVs, LUVs etc.) imitando la
membrana celular, y conteniendo en el interior un espacio acuoso. Entre sus principales
ventajas podemos destacar que, al estar hecho por productos de origen organico, no
toxico, no inmunogénico y biodegradable, son muy aptas para el uso sanitario. Ademas,
pueden contener tanto drogas hidrofilicas como hidrofébicas, o incluso una mezcla de

ambas. Y podemos, a la hora de sintetizar estos liposomas, variar la naturaleza lipidica

10
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de su composicion, para hacerle variar su comportamiento frente a un pH o una
temperatura determinada. Resultan particularmente Gtiles en infecciones hepaticas e
infecciones en el bazo. 8°

e Nanoparticulas sélido-lipido (SLNSs):
Las nano particulas solido-lipido pueden ser consideradas como un hibrido entre las
nano particulas poliméricas y los liposomas. A diferencia de estos Gltimos, las nano
particulas sélido-lipido no tienen una estructura biféasica, estan constituidas por un Core
solido-lipido estabilizado por surfactantes; lo que les confiere, una ventaja frente a los
liposomas: estabilidad a largo plazo. &°

e Nanoparticulas poliméricas:
Las nanoparticulas poliméricas son particulas s6lidas hechas a partir de una matriz
polimérica (nanoesferas), o de una coraza polimérica (nanocapsulas). Su tamafio puede
oscilar entre los 10 y los 1000 nm (siendo las medidas mas comunes las comprendidas
entre 50 y 350nm), y el origen de los polimeros que se utilizan para su construccion
puede ser tanto natural (albimina, colageno, gelatina Etc..) como sintético (PLA, PLGA
Etc..).®

e Dendrimeros:
Son macromoleculas definidas, que presentan una estructura altamente ramificada
formada por un nucleo y multiples ramas. Su estructura molecular les permite cargar
diferentes agentes activos. &°

e Nano tubos de carbono:
Se trata de monocapas de grafeno enrolladas en forma de cilindros. Presentan una
elevada superficie especifica que permite anclar una amplia variedad de moléculas
terapéuticas. ’

e MSNs: las estudiaremos en profundidad méas adelante.

Debemos recalcar que todas estas nanoparticulas, para ser unos nanotransportadores de

farmacos eficientes, deben seguir y cumplir una serie de criterios:

e Ser capaces de liberar el farmaco en el sitio correcto del cuerpo.
e Poder contener farmacos en cantidad suficiente, para alcanzar concentraciones
terapéuticas en las células o tejidos con la patologia a tratar, incluso en formas

de liberacion modificada.

11
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e Tienen que ser inertes frente al farmaco que encapsulan y protegerlo frente a su
posible degradacion o metabolismo por parte del organismo.
e No debe producirse la salida del farmaco encapsulado hasta que alcance su

target.®

4-4. Nanoparticulas de silice mesoporosa:

Para ejemplificar la nanotecnologia como solucion avanzada y eficiente en tratamientos
de diversas patologias, entre las cuales la infeccion bacteriana, en esta revision nos
centraremos en las nanoparticulas de silice mesoporosa (MSNSs). Aungue en gran
medida, el modus operandi para el desarrollo y la busqueda de soluciones para los
tratamientos con nanotransportadores, es comun al resto.

En primer lugar, debemos destacar que las MSNs son un tipo de nanoparticulas solidas
(NPs) de un tamafio de entre 100 a 150 nm (Afadir menor de 50 y mayor de 300) y con
un alto nivel de biocompatibilidad demostrado. De hecho, los materiales de silice
mesoporosa son altamente utilizados en bioceramicas para implantes inteligentes que
permitan un tratamiento mas eficaz a las posibles infecciones sobre los mismos.®
Ademas, su elevada area superficial dota a estas nanoparticulas de una mayor capacidad

de carga que otras NPs.®

Figura 2: MSNs observadas con microscopia electronica de transmisién

Caracteristicas: ®
» Diametro de poro: 2 - 50 nm
«  Area superficial elevada: +/- 1000 m2 -g-1
* Volumen de poro: +/- 1 cm3 -g-1

12
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* Orden de poro: +/- 2,5 nm

En los tratamientos con nanoparticulas, la via de administracion mas comun es la
intravenosa. Esto implica que, desde el primer minuto, los nanotransportadores, estaran
en contacto con la sangre, fluido constituido entre otras, por una gran cantidad de
proteinas y de células del sistema inmune.

Teniendo esto en cuenta, debemos saber que en la sangre, de entre todas las proteinas
potencialmente reactivas con los transportadores, destacan las opsoninas. Estas
proteinas se encargan de anclarse a las particulas ajenas al cuerpo para facilitar su
deteccion por parte de las células del sistema inmune (como los macréfagos), ya que de
otra forma no podrian detectar dichas particulas.

Para evitar esto, en el caso de las MSNs el método mas utilizado, se llama
PEGilacion,es un tipo de funcionalizacion (como veremos mas adelante) y consiste
fundamentalmente, en el recubrimiento de la nanoparticula con un polimero: el
Polietilenglicol ( y derivados). Enmascarando la particula (oculta los grupos reactivos
de silanol) y evitando asi la adhesidn de las opsoninas a los nanotransportadores,

aumentando su vida media. 1°

4-4.1 Obtencion MSNs:

Para la obtencion de nanoparticulas de silice mesoporosa se recurre al método de stéber
modificado; cuyo procedimiento estandar consiste en mezclar un precursor de silicato,
generalmente tetraetilortosilicato (TEOS), con un surfactante catiénico, siendo el mas
utilizado el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), a una temperatura comprendida
entre 30 y 60 C° en medio basico (pH = 11). Las nanoparticulas se forman mediante el
proceso de sol-gel catalizado en medio basico segln dos reacciones principales:

hidrdlisis y condensacion.®?

0 r
E10  OEt y eto 75t y  +TEOS Et0  OFEt EtO  OE OEt  OEt
S, ————= si-0-fl ——= 5i 8 ——— Et0-5i-0-Si-O0Et

EtD - EIOH EtD ©OH EtO# OEt -E104
EID  OEt OEt .~ OEr OEt

Figura 3: Reacciones para la sintesis de MSNs
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En primer lugar, se produce la hidrolisis del alcoxido, obteniéndose una suspension

coloidal que contiene particulas de tamafio inferior a 100 nm, se forman grupos silanol
(Si-OH) y se libera el alcohol correspondiente (Figura 3). En segundo lugar, los grupos
silanol condensan y polimerizan formando estructuras unidas por enlaces siloxano (Si-

S O-Si) con eliminacién de agua y alcohol (es en esta segunda etapa cuando se forma un

gel). En este momento las micelas, formadas por el surfactante actian a modo de molde
y darén origen a la formacién de los poros (Figura 4). Es en esta etapa cuando podemos
afiadir agentes expansores, como el DMHA, para modular (en este caso agrandar) el

tamarfio del poro. Se situaran en el interior de las micelas, aumentando su tamafio, y por

ion contenida en el mi.

consiguiente, también el del poro.*2

El surfactante cationico atrae las cargas negativas de las especies de silice, las cuales se
concentran alrededor de las micelas formando una estructura de silice tubular. Hay que
sefalar que el tamafio, la forma y la regularidad de las nanoparticulas dependen de
diversas variables como son la temperatura, la velocidad de adicidn, la agitacion y la

cantidad de catalizador utilizado respecto a la de TEOS.®

condensation of
silica source

>l
@ silica source Vel surfactant

Figura 4: Proceso de sintesis de las MSNs

4-4.2 Funcionalizacién:

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la in

Uno de los aspectos esenciales a tener en cuenta para el disefio de las nanoparticulas,
debe ser una vehiculizacion (targeting) activa, que permita al nanotransportador,

reconocer determinados marcadores en determinadas células donde actuara liberando el
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farmaco. Y dotar a las MSNs de marcadores para permitir una vehiculizacion (entre
otras funciones) es lo que se conoce como: funcionalizar la nano particula. Siendo el
segundo paso en la cadena de sintesis. Y éste proceso se puede realizar por distintos
mecanismos, en funcion del momento a lo largo de la sintesis en el que marquemos las

nanoparticulas:

e Método post-sintético: Permite modificar la superficie de la MSNs incorporando
grupos funcionales por silanizacion. Los grupos silanol superficiales (Si-OH),
actian como puntos de anclaje por tratamiento con un siloxano funcionalizado con
el grupo deseado. Sin embargo, con este método la distribucion de los grupos

funcionales suele ser heterogénea. ®1!

e Método de co-condensacion: Este método implica una funcionalizacion desde el
principio de la sintesis, donde afiadimos un siloxano funcionalizado junto con el
precursor de silice (TEOS) Ej: DAMO-T!14, Este método es capaz de distribuir
homogéneamente grupos organicos en la superficie interna de los poros. Ademas,

permite controlar mas facilmente la morfologia de las MSNs. 511

En este sentido, existen distintos tipos de marcadores para la funcionalizacion de la

superficie de las MSNs. Algunos de estos serian:

e Proteinas: Por ejemplo, la transferrina para vehiculizacion a ciertos tipos de
tumores que sobre expresan los receptores complementarios.

e Anticuerpos: Son proteinas, pero que pueden reconocer de forma mas especifica,
antigenos presentes en patdgenos o células tumorales. Sin embargo, una de sus
mayores limitaciones, es su baja estabilidad en condiciones fisiologicas.

e Oligopéptido: Son una alternativa a los anticuerpos. Sin ser de naturaleza
inmunogénica, son mas estables y, por tanto, garantizan una mayor eficacia en
ciertos tratamientos.

e Aptameros: Son macromoléculas capaces de reconocer receptores en otras
superficies celulares o en biomoléculas. Estan constituidos por una cadena de
oligonucledtidos, con bajo poder inmunogénico y con alta estabilidad en el medio

fisiologico.
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e Pequefias moléculas: Como principal ventaja, por su tamafio y su facil
acoplamiento a la superficie de las nanoparticulas, se puede conseguir mayor

densidad en el recubrimiento utilizando moléculas de tamafio pequefio. *°

Todos con caracteristicas diferentes y Gtiles segun el tipo de tratamiento; son capaces de
reconocer otros marcadores presentes en las células diana de nuestro tratamiento,
anclandose, accediendo a su interior o permaneciendo alrededor de ellas para actuar
localmente de forma mas eficaz. Esto tiene especial relevancia en tratamientos
anticancerigenos dénde, con este tipo de tratamientos, se puede disminuir la toxicidad
de los citostéaticos.

4-4. 3 Extraccion y llenado:

Posteriormente debemos proceder a la eliminacion del surfactante de los poros de la

MSNs para asi poder proceder con el llenado, y para ello, existen dos métodos:

e Calcinacion: Consiste en un tratamiento térmico que precisamente por diferencia
térmica, induce la eliminacion del surfactante

e Eliminacion por solvente: Se utiliza un disolvente que disminuye las interacciones
entre le agente tensoactivo y la pared de silice, lo que permite eliminar el

surfactante. Es el método mas utilizado y no afecta a la estructura de las MSNS.

Finalmente, con la MSNSs sintetizada y funcionalizada, se procede a cargar el interior de
los poros con el farmaco que elijamos empapando las MSNs en una solucion con el
farmaco de eleccion: En este caso un antibidtico como por ejemplo el levofloxazino?13,

(Aunque podriamos utilizar otro tipo de farmacos como el topotecan, un citostatico).®

4-4.4 Liberacién modificada:

Siguiendo en esta linea, como avanzamos al principio, los nanotransportadores no sélo
deben ser capaces de llegar al lugar al que nosotros queramos, sino también deben ser
capaces de liberar el farmaco en dicho lugar y frente a determinados estimulos. Una vez
sintetizadas las MSNSs y llenadas con el farmaco que deseamos, existen una serie de
moléculas y mecanismos con los que podemos dotar a las MSNSs de una liberacién

modificada del farmaco. Un ejemplo muy concreto serian unas compuertas que se
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abriesen y dejaran libre al farmaco en zonas donde el pH fuese acido en unos valores
determinados, como lo es en las zonas de infeccion. Y es que parametros como el pH, la
temperatura, determinadas enzimas, glutation, campos magnéticos o radiacién
ultravioleta, pueden generarnos una serie de estimulos (diferenciando entre estimulos
externos e internos) en las nanoparticulas, que las induzcan a liberar su contenido.

Atendiendo a tres mecanismos principales de liberacion:

e Apertura por eliminacién de un grupo bloqueante: Se trata de anclar un grupo
blogueador en los poros de la MSNs mediante un enlace (covalente) reactivo capaz
de escindirse o sufrir isomerizacion a través de un estimulo, liberdndose asi la carga
contenida.

e Apertura mediante polimeros: En este caso, para bloquear los poros de las MSNs se
utiliazrian polimeros anclados mediante absorcion o union covalente a la superficie
de las MSNs. Envuelven fuertemente la superficie externa de las nanoparticulas
taponando la salida de los poros.

e Apertura mediante valvulas: En este caso debemos hablar del concepto de una
nanovalvula, donde una molécula inmovilizada se uniria covalentemente a la matriz

de silice (eje) asi como a una molécula ciclica que actuaria a modo de tapdn. -7

Mediante dichos mecanismos surgen, como avanzabamos, distintos tipos de

liberaciones modificadas:*®

e Liberacion inducida por cambios de PH: En estos casos, se utilizan para recubrir las
nanoparticulas y mantener el farmaco en el interior, polimeros con grupos
funcionales que puedan actuar como &cidos y bases debiles. De este modo, jugando
con los estados “neutro” e “ionizado” de las moléculas, podemos conseguir
diferentes configuraciones en el polimero. En el caso de las formas neutras, tienden
por lo general a interaccionas menos con el medio y a mantener la estructura globular
entorno a la nanoparticula. Sin embargo, la forma ionizada tiende a interaccionar mas
con el medio acuoso y a perder la estructura inicial y liberar el farmaco. (Estimulo
interno).t’

e Liberacion inducida por cambio de temperatura: Utilizaremos en estas situaciones

una combinacion de nanoparticula y polimeros termolabiles. De esta forma, un
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aumento de la temperatura interno (producido por tumores, inflamaciones,
infecciones) o uno externo, facilitaran la liberacion localizada del farmaco. °
Liberacion inducida por presencia de enzimas: Las enzimas son capaces de realizar
procesos de hidrolisis a determinados polimeros. Para estos casos, se deben recubrir
los nanotransportadores con polimeros susceptibles de ser hidrolizados por las
enzimas presentes localmente en la zona donde queremos que el farmaco sea
liberado. (Estimulo interno)*®1®

Liberacién inducida por glutation/ reacciones Redox: Este tipo de liberacion esta
disefiada para actuar a nivel intracelular. Esto se debe a que los compartimentos
intracelulares contienen glutation y, en el caso de algunas células cancerigenas, en
niveles mucho mas altos que los normales. El glutation actiia como agente reductor
de puentes disulfuro, y por ello, si dotamos a los nanotransportadores de una
cobertura que dependa de dichos puentes para mantener el farmaco en el interior, en
presencia de glutation, los puentes se romperan y se liberara el farmaco. (Estimulo
interno)*®:2

Liberacion inducida por radiacion: Para conseguir este tipo de liberaciones
modificadas, empleamos MSNPs modificadas con componentes organicos
susceptibles de sufrir modificaciones estructurales por radiacion, como el
azobenzeno, el pyreno o el nitrobenceno. (Estimulo externo)’

Liberacion inducida por campos magnéticos: En estos casos se usan campos
magnéticos como estimulos externos que modifiquen la configuracion del

recubrimiento de las nanoparticulas. (Estimulo externo)!”

Este tipo de liberaciones, combinadas con el targeting activo permiten un tratamiento
mucho mas localizado y por tanto mucho mas eficaz frente a las infecciones bacterianas.

Como avalan muchos experimentos con este tipo de nanoparticulas. 31416

5. Conclusion:

Las nanoparticulas de silice mesoporosa parecen una prometedora alternativa a los
tratamientos antibidticos tradicionales en infecciones bacterianas de dificil acceso.
Su capacidad de targeting activo y su capacidad para liberar el farmaco que contiene
respondiendo a estimulos concretos (tanto internos como externos) permiten un

tratamiento mas eficaz, mas eficiente y mas localizado que los clasicos. Son muchos
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los experimentos y los grupos de investigacién que apuntan en esta direccion. Sin
embargo, todavia quedan muchos ensayos y pruebas a realizar antes de que esta

prometedora nanotecnologia se convierta en realidad terapéutica.
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