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Implementacion de las nanoparticulas
en aplicaciones de diagnostico

Implementation of nanoparticles in diagnostic
applications
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Resumen

El nanodiagnostico se orienta
a la identificacion de enferme-
dades en sus estudios iniciales
a nivel celular o molecular,
e idealmente al nivel de una
sola célula, mediante la utili-
zacion de nanodispositivos y
sistemas de contraste. Esta
herramienta proporciona un
valioso aporte a la medicina,
ya que permite un diagnostico
mas rapido y exacto brindando
la posibilidad de dar un trata-
miento oportuno y adecuado.
En este sentido, la nanotec-
nologia permite obtener una
comprension fundamental
de fenomenos biologicos a
escala nanométrica. Con la
implementacion de esta nueva
tecnologia es posible crear
y manipular dispositivos vy
sistemas con nuevas propie-
dades y funciones, originados
por su tamafno nanométrico.
Esta rama ha influenciado el
area de la salud, cuyo prin-
cipal objetivo es desarrollar
herramientas que permitan
diagnosticar, prevenir y tratar
enfermedades. Patologias que
pueden ser detectadas en su
etapa inicial para asi poder
actuar de forma oportuna.

44

Summary

Nanodiagnosis allows the identification of
diseases in their initial studies at the cellular
or molecular level, and ideally at the level of a
single cell, through the use of nanodevices and
contrast systems. This tool provides a valuable
contribution to medicine, since it allows a
faster and more accurate diagnosis, offering
the possibility of giving a timely and adequate
treatment. Nanotechnology provides a funda-
mental understanding of biological phenomena
at the nano-scale. With the implementation
of this new technology, it is possible to create
and manipulate devices and systems with new
properties and functions, originated by their
nanometric size. This branch has influenced
the area of health, whose main objective is to
develop tools to diagnose, prevent and treat
diseases. Pathologies that can be detected in
their initial stage and thus be able to act in a
timely manner.

Esta rama ha influenciado

el area de la salud, cuyo
principal objetivo es desarrollar
herramientas que permitan
diagnosticar, prevenir y tratar
enfermedades
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Introduccion

La nanotecnologia es la aplicacion de la ciencia
y la ingenieria a escala atomica orientada a
estudiar el disefio, sintesis, caracterizacion
y aplicacion de materiales y dispositivos en
nanoescala. Por consiguiente, se ha conver-
tido en un area estratégica de la investigacion
altamente competitiva, con un rapido creci-
miento y un considerable potencial econémico
en diversos campos, como lo son la medicina, la
biologia, la quimica, los materiales, la energia y
el medio ambiente (Lee et al., 2012).

Existen multiples aplicaciones tecnologicas
de los nanomateriales, pero es notable que en
el campo de la biomedicina se depositen las
mayores esperanzas en usos novedosos. Esta
nueva area puede monitorizar, reparar, cons-
truir y controlar, componentes y funciones
biologicas del organismo mediante el uso de
sistemas en la nanoescala. Ademas, la denomi-
nada nanomedicina representa el punto donde
la nanotecnologia y la medicina confluyen para
generar oportunidades que permitan llevar
acabo la mejora de nuevos tratamientos ya
existentes (Barcena et al., 2009; Calero, 2015;
Lee et al., 2012).

La nanomedicina aborda tres areas principales:
el nanodiagnostico, la nanoterapia y la medicina
regenerativa. En el drea de nanodiagnostico,
las principales contribuciones se llevan a cabo
por medio de nanodispositivos y sistemas de
contraste, alli se emplean nanoparticulas semi-
conductoras, metalicas o magnéticas como
agentes de contraste para marcaje. Por ejemplo,
las nanoparticulas magnéticas presentan un
campo magnético externo, que generalmente
puede estar formado de elementos magnéticos
como el hierro, cobalto, niquel y otros oxidos.
Sin embargo, estas nanoparticulas sin recu-
brimiento suelen ser quimicamente inestables
y se oxidan facilmente en el aire, produciendo
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pérdida de la capacidad de
magnetismo y de dispersarse.
Por lo que es necesario el
recubrimiento de la superficie
de las nanoparticulas con una
capa biocompatible; este tipo
de nanoparticulas consiste
en un nucleo y una cubierta
de recubrimiento conocida
como nucleo@corteza (Core@
shell), en la cual su centro esta
recubierto por un polimero en
su superficie. Las nanoparti-
culas Core@shell tienen una
amplia gama de aplicaciones
en investigacion  biomé-
dica, debido a que este puede
presentar mayor estabilidad,
distribucion, funcionalizacion y
son mas especificas a la hora del
nanodiagnostico (Mandal, 2016).

El nanodiagnostico contribuye
a la identificacion temprana
de una manera rapida debido
a que permite un diagnostico
mas claro, una capacidad de
respuesta mas especifica y una
mayor posibilidad de trata-
mientos. Estos diagnosticos
pueden realizarse in vivo o in
vitro (Chamé, 2013; Garcia,
2012).

Nanomedicina
representa el
punto donde la
nanotecnologia y la
medicina confluyen
para generar
oportunidades
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El diagnostico in vivo es reali-
zado mediante dispositivos
que puedan penetrar en el
cuerpo con el fin de identificar
lapresenciade undeterminado
patogeno o condicion patolo-
gica. Es importante considerar
la biocompatibilidad del mate-
rial del dispositivo, ayudar a
que cumpla con un diseno que
asegure su eficiencia y mini-
mice los efectos secundarios.

Por su parte, el diagnostico in
vitro brinda una mayor flexi-
bilidad en el diseno, debido a
que permite aplicar nanoparti-
culas conjugadas con péptidos
a muestras muy reducidas en
fluidos corporales o tejidos.
Este abordaje permite llevar a
cabo una deteccion especifica
con gran precision y selecti-
vidad de defectos genéticos o
alteraciones organicas o tisu-
lares (Akers et al., 2010; Burtea
et al., 2011).

Resulta de gran interés los
recientes avances que se han
logrado en este campo, debido
a que han permitido aumentar
su sensibilidad, selectividad
de agentes quimicos y una
deteccion en tiempo real, por
ejemplo, en proporcionar un
mayor contraste en técnicas
de resonancia magnética
de imagen. Es decir que el
nanodiagnostico permite la
identificacion de diversas
enfermedades en estados
iniciales, cuando el desarrollo
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es limitado. De esta forma, esta area ofrece una
mejor capacidad a la hora del diagnostico gene-
rando una respuesta mas rapida, posibilidad de
terapias y recuperacion (Calero, 2015).

. Qué es el Nanodiagnéstico?

El nanodiagnostico permite la identificacion
de enfermedades o de la predisposicion a las
mismas a nivel celular o molecular mediante
la utilizaciéon de sistemas de contraste. Este
concepto se puede aplicar en la necesidad
social y clinica, implementando la capacidad
tecnologica para detectar enfermedades opor-
tunamente (Alharbi & Al-sheikh, 2014). Existen
dos grandes aplicaciones en este campo como
lo son: los nanodispositivos y los sistemas de
contraste (nanosistemas de imagen), estas
pueden adoptar un sistema para el diagnostico
tanto in vitro como in vivo.

Tabla 1. Resumen de los sistemas de nanodiagnéstico mas
desarrollados.

Principales sistemas de nanodiagndstico

+* Resonancia magnetica nuclear

+ Espectroscopia y fluorescensia

* Microscopios de campo préximo (AFM, STM)

+ Microscopia y tomografia elecronica

+ Marcadores y agentes de confraste - Puntos
cuanticos, nanopdrticulas magnéticas y
nanoparticulas metdlicas

« Nanobiosensores
+ Biochips gendmicos y protedmicos
+ Lab-on-a-chip

Fuente: Landin Basterra (2016).

Caracteristica de los nanodispositivos
Nanodispositivos

Los principales dispositivos de andlisis que se
estan desarrollando en el nanodiagnostico,
hasta el momento, son los nanobiosensores,
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estos son dispositivos capaces de detectar en
tiempo real, sin necesidad de marcadores fluo-
rescentes o radioactivos, todo tipo de sustancias
quimicas y biologicas con una alta sensibilidad
y selectividad (Motellobn & Bueren Roncero,
2010). Un biosensor es un dispositivo integrado
por un receptor biolégico (enzimas, ADN, anti-
cuerpos, etc.) preparado para detectar una
sustancia y posteriormente pasar a un trans-
ductor o sensor (Figura 1). El sensor permite
el reconocimiento biomolecular y es capaz de
medir la reaccion traduciéndola en una senal
cuantificable (Landin Basterra (2016).

Existen dos principales caracteristicas en el
biosensor, la primera es la selectividad, la cual se
caracteriza de la integracion del receptor biolo-
gico y el sensor, ocasionado que el dispositivo
interactte exclusivamente con el compuesto de
interés y no con otros de propiedades similares.
La segunda caracteristica fundamental que
hace interesante a los biosensores es la sensibi-
lidad, ya que permite realizar el analisis de una
sustancia en tiempo real y de forma directa (sin
necesidad de marcador) a diferencia de cual-
quier analisis biolégico o clinico que siempre
requiere un marcador (ya sea fluorescente o
radioactivo) (Echevarria-Castillo, 2013; Landin
Basterra (2016).

Los nanodispositivos requieren de una cantidad
de muestra relativamente baja, en micro o
nanolitros, para realizar el analisis. Esto puede
significar que los métodos a la hora de la
extraccion de la muestra en pacientes pueden
ser menos invasivos y traumaticos. Al mismo
tiempo, podrian ser facilmente introducidos en
el interior del cuerpo humano, suministrando
datos mucho mas fiables del estado de salud
real de un paciente (Grittner et al., 2013).
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Figura 1. Esquema del funcionamiento
de un biosensor.
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Fuente: Landin Basterra (2016).

En la Figura 1 se ilustra como
la muestra ingresa a un
biosensor, descomponiéndose
para tomar asi el compuesto
de interés que son reque-
ridos para unirse al receptor
bioloégico  (enzimas, ADN,
anticuerpos, etc.) que esta
preparado para detectar espe-
cificamente una sustancia, la
cual pasa por un transductor o
sensor que es capaz de medir
la reaccion de reconocimiento
biomolecular y traducirla en
una senal cuantificable.
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El desarrollo de nanobiosen-
sores se puede derivar en
nanobiosensores fotonicos o
nanoplasmonicos, que estan
basados en nanoestructuras
como nanoparticulas, nano-
tubosdecarbono,nanoalambres,
etc., los biosensores nanome-
canicos y los “lab-on-a-chip”
(Landin Basterra, 2016).

Nanosensores para el
diagnostico

Los nanosensores estan basados
en nanoparticulas, que gene-
ralmente son semiconductoras,
metalicas o magnéticas, que son
empleadas como agentes de
contraste para marcaje in vivo
(Landin Basterra, 2016).

La técnica de
hipertermia, un tipo
de tratamiento en el

que el tejido corporal
esta expuesto a

altas temperaturas
de calor para danar

y matar las células
cancerosas.
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Estos sistemas han evolucionado para crear
mayor sensibilidad y un mayor contraste en
las técnicas de imagen. Los primeros sistemas
de nanoparticulas formulados para el marcaje
celular e identificacion de zonas danadas o
tumores son las nanoparticulas magnéticas o
semiconductoras.

Los puntos cuanticos (en inglés, quantum dot
o QD) son nanoparticulas semiconductoras de
unos pocos nanometros tipicamente entre 1-50
nm, Una de las propiedades mas interesantes
de los puntos cuanticos es que, al ser ilumi-
nados, re-emiten luz en una longitud de onda
muy especifica y que depende del tamano de la
nanoparticula. Este fenomeno se conoce como
luminiscencia, por lo que son considerable-
mente Utiles como marcadores biologicos.

Las nanoparticulas magnéticas tienen un
tamano nanométrico que oscila entre 1-100 nm.
En la actualidad, son empleadas en el diagnos-
tico como agentes de contraste en las imagenes
de resonancia magnética (IRM) y en el ambito
terapéutico, como por ejemplo en la técnica de
hipertermia, un tipo de tratamiento en el que
el tejido corporal esta expuesto a altas tempe-
raturas de calor para danar y matar las células
cancerosas. En esta terapia se emplean nano-
particulas para generar calor cuando se colocan
en un campo magnético oscilante. De este
modo se induce la muerte programada de las
células cancerigenas (ver Figura 2) (Bafobre-
Lopez et al., 2013; Landin Basterra, 2016; Chen
et al., 2012).

Una vez se encuentren situadas en el sitio de
interés, las nanoparticulas pueden ser liberadas
de forma localizada, evitando los efectos secun-
darios de la administracion sistémica en el
organismo. Para conseguir la especificidad en su
accion, las nanoparticulas deben estar biofun-
cionalizadas, esto quiere decir que presentan
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una modificacion en la superficie del material,
permitiendo incidir en el comportamiento de
las células para que entren en contacto a fin de
mejorar la respuesta en el organismo y permitir
asi un mejor diagnoéstico (Conde et al., 2014; Li
et al., 2013; Ruiz et al., 2013).

En la Figura 2 se ilustra la manera en que la
nanoparticula interacttia como agente tera-
péutico con el ligando, el cual se relaciona con
la célula de cancer, produciendo muerte celular
mediante hipertermia en respuesta a la aplica-
cion de un campo magnético externo, donde
el nacleo magnético de las nanoparticulas
permite que estas puedan ser dirigidas hacia
las zonas de interés especificas, en nuestro
caso las ceélulas cancerigenas, llevandolas asi
a su muerte para de esta manera generar mas
células sanas.

Diagnostico in vitro

El diagnostico in vitro puede ser llevado a cabo
mediante biosensores o dispositivos integrados
conteniendo sensores. El biosensor permite
el reconocimiento biomolecular y es capaz
de medir la reaccion traduciéndola en una
senal cuantificable. Este tipo de dispositivos
es citado en la Tabla 1, dispositivos que suelen
ser revestidas con biomoléculas capaces de
unirse a sustratos especificos como proteinas,
ADN complementarios, secuencias genodmicas
o moléculas con adhesion y de reconocimiento
receptor-ligando. Estos dispositivos son
capaces de servir como plataforma de diag-
nostico y ello permite detectar biomarcadores
con mayor sensibilidad de la que se ha podido
obtener con los métodos actuales.

Por otra parte, este tipo de diagnostico nos
ofrece una mayor capacidad para reconocer
y capturar células de los tejidos danados,
quedando marcadas magnéticamente por las
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Figura 2. Esquema ilustrativo del
funcionamiento y aplicacion de las
nanoparticulas magnéticas  para
terapia en medicina.

Calentamiento magnético

O Nanoparticula magnética
4 Ligando: péptido o anticuerpo

- Célula sana

- Célula de cancer

Fuente: Calero (2015).

nanoparticulas, lo que facilita
su captura utilizando imanes.
Por lo tanto, se amplian
los limites de deteccion de
células tumorales y aumenta
la posibilidad de realizar un
mejor diagnostico de certeza
temprano (Landin Basterra,
2016).

Diagnostico in vivo

Eldiagnostico in vivo con el uso
de nanoparticulas presenta
resultados con mejores carac-
teristicas debido al diagnostico
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por imagen a nivel molecular.
Una imagen molecular puede
definirse como la medida,
caracterizacion y diagnostico
in vivo de procesos biolo-
gicos celulares o moleculares.
Para realizar la proyeccion
de estas imagenes se deben
emplear agentes moleculares
acoplados a técnicas de diag-
nostico de imagen.

La visualizacion de estas
moléculas in vivo requiere
que cumplan unos para-
metros como lo son: la
disponibilidad de dispositivos
de imagen meédico, ligandos
de alta afinidad para la molé-
cula de agentes de contraste,
capacidad de alcanzar una
concentracion optima y un
tiempo suficiente para ser
detectable en la imagen,
empleo de estrategias quimicas
o biologicas para su amplifica-
cion, asi como la disponibilidad
de técnicas de imagen con una
suficiente sensibilidad, resolu-
cion y velocidad.

1} preparacidn del paciente:
Se sithia sobre [a camilla con
a

Figura 3.
E.Squema IIH.Stra_ las  bobinas  receptoras
necesarias segdn el tipe de
tivo del equipo s aie » oo
de resonancia delaparato.
magnéUCd * principales
S

2} creacién del campo
elactromagnético. Las
bobinas principales crean un
campa magnético en el
interior del tuba.
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Ademas, el diagnoéstico in vivo habitual-
mente requiere que los dispositivos puedan
ser penetrados en el cuerpo humano, permi-
tiendo identificar y cuantificar la presencia de
un determinado patdégeno o patologia. Esto
puede presentar una serie de problemas que
pueden estar asociados con la biocompatibi-
lidad del material, pero también requiere de un
sofisticado disefio para garantizar su eficacia
y minimizar los posibles efectos secundarios
(Landin Bacerra, 2016).

El efecto de las nanoparticulas que tiene en las
imagenes de resonancia magnética

La resonancia magnética de imagen es una de
las técnicas mas utilizadas en la actualidad, ya
que es sensible y no invasiva. Esta técnica no
implementa radiacion ionizante sino campos
magneéticos. Para este caso, las nanoparti-
culas introducidas al cuerpo como agentes de
contraste se alinean con los momentos magné-
ticos nucleares de los atomos de hidrégeno
presentes en el agua. De esta manera, incre-
mentan las sefiales de los atomos de hidrégeno
del agua. En funcion de la proporcion de agua
de los diferentes 6rganos se pueden diferenciar
algunos 6rganos de otros, o los tejidos normales
de los patolégicos (ver Figura 3) (Calero, 2015; Li
et al., 2013).

Molécula de agua

tial
w
3) rormacién de wickeos de éQ //

&
ao-

ahta energla. 1as moléculas
de agua del paciente estin v
formadas por dtomos de

hidrogeno.

En presendia del campo

magnético, los dtomos
Controles de hidregeno
adquieren energia.

5) eormacién de la
imagen. Las  sefiales
recibidas son
interpretadas para crear
una imagen de los tefidos.

cada punto es una
interpretacién  de la |
intensidad de la sefial,
del tiempo que tarda en
recibirse,

Sistema de elevaciin de I
camilla
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El empleo de estas nanoparticulas como
agentes de contraste para imagenes de reso-
nancia magnética, permitira a futuro una mejor
interpretacion y caracterizacion de las lesiones,
al aumentar la intensidad de la sefal de tejidos
afectados cuando se compara con los tejidos
sanos de alrededor (ver Figura 4) (Calero, 2015).

Figura 4. Esquema ilustrativo de la comparacion de
imagenes por resonancia magnética (IRM) de cerebro
empleando diferentes agentes de contraste.

Fuente: Rovaris et al. (2012).

En la Figura 4 se evidencian los diferentes
agentes de contraste como gadolinio (Gd)
y nanoparticulas magnéticas (USPIO). En la
imagen izquierda se puede evidenciar que no
se emplean agentes de contraste. La imagen
del centro usa gadolinio, mostrando asi tres
lesiones realzadas; mientras que la imagen
derecha utiliza USPIO. Esta muestra las mismas
tres lesiones anteriores, junto con tres lesiones
adicionales.

Al comparar el gadolinio (Gd), uno de los
medios de contraste mas empleados, y USPIO
a la hora del diagnostico, es posible observar
discrepancias en la visualizaciéon de una lesion
por resonancia magnética. En la Figura 4 se
observan mas lesiones con USPIO (flechas
blancas) en comparacion con Gd (flechas
blancas), indicando una mayor sensibilidad al
emplear USPIO (Rovaris et al., 2012).

* Fuente Figura 3: Tomada de la Figura 3 del articulo "Resonancia magnética de 3 teslas”. Pag. 4-6 publicado en
Noticias de la Clinica Universitaria de Navarra. Namero 58. Cuarto trimestre 2006. ISSN: 1139-8892. [https:/

www.cun. i is ticias-cun/n38]
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BIOCOMPATIBILIDAD DE
LAS NANOPARTICULAS

En general, las nanoparticulas
en su composicion deben
presentar unas caracteristicas
especificas como: el tamano,
la forma, la rigidez, la carga,
la conductividad, la porosidad
y la compatibilidad con el
organismo. El tipo de super-
ficie y la carga superficial
juegan un papel fundamental
en la biocompatibilidad de las
nanoparticulas y en su inter-
nalizacion dentro de las células
(Calero et al., 2014; Chen et
al., 2012; Panariti et al., 2012;
Thakor & Gambhir, 2013).

Estudios in vitro

Las nanoparticulas pueden
presentar cierto grado de
citotoxicidad dado a que se
pueden acumular intracelu-
larmente e incluso es posible
encontrarlas en organulos
subcelulares como la mito-
condria y el ntcleo. Por tanto,
las nanoparticulas pueden
llegar a interferir en procesos
importantes como la produc-
cion de energia mitocondrial
o la expresion de genes al
comprometer las funciones
de la membrana celular, mito-
condrial y nuclear (Jeng &
Swanson, 2006; Naqvi et al,
2010; Nel et al., 2006).
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Hay también efectos citotoxicos que pueden
ser generados por el estrés oxidativo que es
uno de los dafios celulares mas cominmente
asociados a la presencia de nanoparticulas en
el interior de las células. El estrés oxidativo es
causado por un incremento de la produccion de
las especies reactivas de oxigeno o moléculas
inestables en el organismo, que generan la
oxidacion de componentes celulares seguida de
una respuesta proinflamatoria y dafios al ADN
que llevan a la célula a sufrir muerte apoptotica
(Albrecht et al., 2004; Jeng & Swanson, 2006;
Oberdorster et al., 2007).

Sin embargo, los efectos citotoxicos son Ginica-
mente observados cuando hay una exposicion a
altas concentraciones de nanoparticulas supe-
riores a los 100 ug/mL (Gojova et al., 2007). Por
tanto, el uso de concentraciones bajas de nano-
particulas es esencial para evitar el dano celular
produciendo menor efecto citotoxico y estrés
oxidativo (Naqvi et al., 2010) .

Las nanoparticulas mas utilizadas en investiga-
ciones para posibles aplicaciones biomédicas
son aquellas compuestas de oxido de hierro ya
que son las mas biocompatibles, y de las que
se conocen en mayor profundidad los efectos
secundarios. Las nanoparticulas ferromagné-
ticas tienen con un tamano menor a 50 nm,
confiriéndoles propiedades superparamagné-
ticas (Calero, 2015; Li et al., 2013). Generalmente,
estas nanoparticulas se componen de un
ntcleo magnético formado por 6xido de hierro
en forma de magnetita (Fe304) o maghemita
(I-Fe203) (Estelrich et al., 2015; Chen et al., 2012;
Villanueva et al., 2009) y una cubierta superfi-
cial modificada con determinados polimeros
biodegradables que permiten aumentar la esta-
bilidad y biocompatibilidad de estas (Figura 5).
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Figura 5. Nanoparticula biofunciona-
lizadas.
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Estudios in vivo

La biodistribucion de las
nanoparticulas se ha evaluado
en diferentes modelos que
han demostrado que la via de
administracion de nanoparti-
culas tanto inhalatoria como
intravenosa, depende de su
diametro para que puedan
penetrar al tejido de interés
(Kwon et al.,, 2008). Ademas,
dependiendo de las rutas que
emplee, las nanoparticulas
pueden llegar a interactuar
con componentes de la matriz
extracelular y la membrana
plasmatica (Majetich, 2006;
Oberdorster et al., 2005, 2007).

Estudios previos han demos-
trado en modelos animales,
la biocompatibilidad de las
particulas de 6xido de hierro
en concentraciones menores
a 0,1- 10 pg/mL, mientras que
concentraciones mayores a
100 pg/mL pueden generar
citotoxicidad. Las vias de
administracion mas utilizadas
son la via intravenosa o inha-
latoria, llegando a acumularse
en tejidos, pero sin producir
alteraciones considerables en
analisis histolégicos (Majetich,
2006).

Por altimo, se puede decir que la dosis imple-
mentada, la composicion del nicleo magnético
de las nanoparticulas, su tamano, la composi-
cion quimica de la superficie de recubrimiento
y la forma de administracion de la nanoparti-
cula, pueden jugar un papel concluyente en el
resultado final de la biocompatibilidad de las
nanoparticulas.

Conclusion

El nanodiagnoéstico representa un tema de
interés en la actualidad. El principal objetivo
de esta area es proporcionar una mejora en el
diagnostico clinico puesto que presenta una
mayor sensibilidad, selectividad y una detec-
cion en tiempo real de agentes quimicos y
biologicos. Entre los abordajes metodologicos
se encuentran los nanosistemas de imagen y
los nanodispositivos, los cuales estan capaci-
tados para una deteccion molecular especifica.
Por tanto, esta area se destaca por su potencial
impacto en la salud publica pues brinda diag-
nosticos mas eficientes, disminuye los efectos
secundarios al organismo y acelera la imple-
mentacion de un tratamiento oportuno.
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