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CAPITULO 1

CONCEPTOS BASICOS:
NANOPARTICULAS, NANOTECNOLOGIA
Y NANOMATERIALES

El primer paso para comprender qué son las nanoparticulas empieza por su de-
finicién, entendida como la explicacién en un enunciado de manera exacta y clara
del significado de un concepto, y debe ser lo mas simple y clara posible (sobre todo
cuando tiene un propésito regulatorio), y debe ser al mismo tiempo inequivoca y
comprensible (Lovestam et al., 2010). Las definiciones nos son necesarias para evitar
cualquier malentendido y poder asegurarnos una comunicacién eficiente. El prefijo
“Nano” proviene del griego (vévog), donde significaba “enano”, incorporado al espafol
como prefijo que entra en la formacién de nombres y adjetivos con el significado de
‘muy pequefio’, y que en el campo de las nanociencias representa la mil millonésima
parte de algo. Nanoparticula, por tanto, describe a aquellas particulas que son mas
pequenas que 100 nanémetros.

Nanotecnologia describe a las ciencias y técnicas que se aplican a un nivel de
nanoescala, esto es, unas medidas extremadamente pequefias, “nanos”, que permiten
trabajar y manipular las estructuras moleculares y sus atomos. Con origen en la
conferencia que impartié el 29 de diciembre de 1959 Richard Feynman bajo el ti-
tulo “There’s Plenty of Room at the Bottom” (Hay mucho espacio al fondo), no es sin
embargo hasta la tltima década del siglo XX cuando se ha comenzado a aplicar a
diversos campos del conocimiento con una difusién cada vez mayor (Pal et al., 2011).
Asi, cuando utilizamos el término “Nanotecnologia” nos referimos a la tecnologia
basada en particulas muy pequefas, especificamente aquellas que se encuentran en
el rango de los nanémetros, que pretende explotar las propiedades especificas que
surgen de estructurar la materia a una (meso-) escala, caracterizada por la interaccion
de la fisica cléasica y la mecanica cuantica (Williams et al., 2005).

Siguiendo el mismo razonamiento, cuando nos referimos a “nanomaterial” esta-
mos hablando de materiales con dimensiones externas o estructuras internas de lon-
gitud en el rango de nanémetro (mil millonésima parte del metro). Estos materiales
normalmente presentan propiedades y comportamientos diferentes o adicionales
comparados con los mismos materiales fuera de la nanoescala (Authority, 2014).

No obstante, para que estas definiciones sirvan para entender los conceptos de

v io, ‘o adverti
los que vamos a hablar a lo largo de ese trabajo, se hace necesario advertir que no
existe, a dia de hoy, una definicién internacional univoca sobre lo que es una “na-
noparticula”. A pesar de la gran cantidad de definiciones que pueden encontrarse
y que han sido propuestas y discutidas, tanto por autoridades nacionales como por
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organismos internacionales y comunidades cientificas, ninguna de ellas cumple los
requisitos para uso sobre todo en el ambito legislativo (Lovestam et al., 2010).

Las definiciones que vamos a tratar son las expuestas por la Organizacién Inter-
nacional de Estandarizacion (International Organization for Standardization, ISO),
la Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico (Organization for
Economic Co-operation and Development, OECD), el Comité Cientifico de la Union
Europea de Riesgos Sanitarios Emergente y Recientemente Identificados (The Euro-
pean Union Scientific Committee on Emerging and Newly Identified Health Risks,
SCENIHR), el Centro de Investigaciéon Conjunta (Join Research Center, JRC) de la
Unién Europea (UE), y definiciones de Norteamérica y Australia.

En el caso de la definicion propuesta por la ISO, el principal problema que encon-
tramos es que habla en términos demasiado generales. Incluye todos los nano-objetos
(nanoparticulas, nanofibras y nanoplacas) y materiales de nanoestructura (incluyendo
agregados y aglomerados). La definicién de la OECD intenta ir un paso mas alla,
anadiendo la intencién de incluir propiedades fisicoquimicas tnicas a la definicién
de la ISO. El SCENIHR ve necesario tener en cuenta la distribucién del tamafo,
mientras que el JRC publicé un informe de referencia (Lovestam et al., 2010) que no
incluia una definicién especifica para los nanomateriales, pero si recomendaciones
para crear una definiciéon que permita su regulacién. En ese informe se dice que la
definicién debe tener en cuenta el tamafno como una propiedad definitoria, ademas
debe tener en cuenta la distribucion del tamafio y sélo debia referirse a materiales
particulares. La Unién Europea en el afio 2011 publicé unas recomendaciones relati-
vas a la definicién de nanomaterial basada en el informe del JRC, de la opinién del
SCENIHR vy la definiciéon de nanomateriales desarrollada por la ISO (Rec. 2011/696
de la Comisién, de 18 de octubre de 2011).

Las recomendaciones propuestas por la UE para la definicién de nanomateriales
a efectos legislativos y politicos de la Unién son las siguientes:

e Deberia incluir materiales naturales y accidentales, asi como materiales de inge-
nieria.

* Se restringe a las nanoparticulas.

® Deberian incluirse agregados y aglomerados de nanoparticulas.

¢ Deberia centrarse en el tamafio de las nanoparticulas.

e Deberia incluir un requisito de distribucién de tamafio especifico y permitir variar
el umbral de distribucién numérica en funcién de las preocupaciones ambientales,

de salud y de seguridad.

Basandose en el informe propuesto el 18 de octubre de 2011 (Rec. 2011/696 de
la Comision, de 18 de octubre de 2011), la UE recomendé que los nanomateriales se
definieran como “material natural, secundario o fabricado que contenga particulas,
sueltas o formando un agregado o aglomerado y en el que el 50% o mas de las
particulas en la granulometria numérica presente una o mas dimensiones externas
en el intervalo de tamafios comprendido entre 1 nm y 100 nm”. Esta definicién de la
Comisién Europea es un intento de crear una interpretaciéon uniforme para la iden-
tificacién de nanomateriales usando el tamafio de la particula como la tnica medida,

‘ PORTADA (X] INDICE »



LAS NANOPARTICULAS Y SUS APLICACIONES BIOMEDICAS

y estad especificamente destinada a clasificar un material como “nanomaterial” para
un proposito legislativo y politico en la Unioén Europea.

Para entender el nano-mundo debemos entender el rango de medida en el que se
mueve, ya que se mide en nanémetros y abarca sistemas cuyo tamafio esta por encima
de las dimensiones moleculares y por debajo de los macroscépicos (generalmente
>1 nm y <100 nm). A este tamano, atomos y moléculas trabajan de forma diferente,
y proporcionan una variedad de usos interesantes y sorprendentes. Los estudios de
nanotecnologia y nanociencia han emergido rdpidamente durante los Gltimos afios en
una amplia gama de productos. Ofrece oportunidades para el desarrollo de materiales,
incluyendo aquellos para aplicaciones médicas, y donde las técnicas convencionales
hayan alcanzado sus limites (Pal ef al., 2011). Y a pesar de que en la naturaleza hay
muchos ejemplos de estructuras que existen con dimensiones nanométricas (inclu-
yendo moléculas esenciales dentro del cuerpo humano y componentes de la comida),
y de que muchas tecnologias han venido involucrando estructuras de nanoescala
desde hace muchos anos, solo ha sido en los ultimos veinticinco anos cuando se ha
podido, intencionada y activamente, modificar moléculas y estructuras dentro de este
rango de tamafio (Williams et al., 2005).
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CAPITULO 2
GENERACION DE NANOESTRUCTURAS

({Cémo obtenemos una nanoparticula? La pregunta parece simple, pero esconde
una trampa saducea, y la respuesta se hace compleja. Los procesos de sintesis de
nanoparticulas son simples de comprender, pero no por ello faciles de realizar. Fun-
damentalmente existen dos enfoques diferentes para la generacion controlada de
nanoestructuras y son dos caminos opuestos. Uno de ellos parte de materiales de
mayores dimensiones y los divide utilizando poderosas técnicas de litografia hasta
obtener las particulas del tamafio que se desea, mientras que el otro, toma atomos y
moléculas individuales que se ensamblan para obtener las nanoparticulas. Estos dos
métodos se denominan respectivamente Top-down y Bottom-up (Figura 1), y ambos
presentan diversas ventajas inherentes al proceso.

Figura 1. Esquema representativo de la sintesis de nanoparticulas
(Nanoparticle synthesis technique), por Vicente Neto, 2019.
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Nanoparticle_synthesis_techniques.jpg.
Reimpresion autorizada.

2.1. TOP-DOWN

El método Top-down, como hemos adelantado, parte de un material de mayores
dimensiones y trata de descomponer una sustancia sélida. Esta sustancia sélida
puede subdividirse en molienda seca o himeda. En el caso de la molienda seca una
caracteristica importante de las particulas en los procesos de refinado de granos
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(eliminacion de las impurezas) es que su energia superficial aumenta, lo que hace
que la agregacion de particulas también aumente. En el método de molienda en
seco, la sustancia sélida es triturada como resultado de un choque, una compresion
o por friccién, utilizando para ello distintos tipos de molinos tales como el molino
de chorro, de martillos, de corte, de rodillos, de cizallamiento, de bolas o de tambor.
Dado que la condensacién de particulas pequefias también tiene lugar simultanea-
mente con la pulverizacién, es dificil obtener tamafios de particula de menos de
3 pm por refinado de grano.

Por su parte el proceso hiimedo emplea un molino cargado con pequenas esferas y
se activa mediante un eje de agitador de alta velocidad para crear un corte hidraulico
mecanico y favorecer el impacto de las particulas. Esto permite que los sélidos se
rompan suspendidos en un liquido (lodo) a medida que se bombean a través de la
camara de trituracién. El proceso hiimedo es adecuado para prevenir la condensacién
de las nanoparticulas asi formadas y, por lo tanto, es posible obtener nanoparticulas
altamente dispersas (Horikoshi & Serpone, 2013).

2.2. BOTTOM-UP

El método Bottom-up bdsicamente utiliza atomos o moléculas pequefias como
bloques de construccién de estructuras de varios niveles que realizan diversas
operaciones y es extremadamente prometedor, ya que podria conducir a que no
existan productos de desecho ni materiales no utilizados. El enfoque ascendente se
encuentra divido en dos métodos, uno de fase gaseosa y otro en fase liquida. Para
el primero, el método consiste en una deposicién quimica en fase vapor (Chemical
Vapour Deposition method, CVD) que implica una reacciéon quimica, mientras que el
segundo se trata de un método fisico de deposiciéon en fase vapor (Physical Vapour
Deposition method, PVD) consistente en la deposicién de las particulas evaporadas
que permite el bombardeo de plasma (Horikoshi & Serpone, 2013).

2.2.1. Método de la fase gaseosa

El método CVD, como hemos introducido anteriormente, implica una serie de
reacciones quimicas y minimiza la presencia de impurezas orgénicas en las particulas
en comparacién con los métodos en fase liquida. El problema es que requieren del
uso de equipos de vacio que son complicados de utilizar, y cuyo principal inconve-
niente es el alto coste y su baja productividad. La gran ventaja es que puede producir
particulas ultra pequefias de menos de 1 pm.

2.2.2. Método de la fase liquida

El método en fase liquida o PVD, se basa en el enfriamiento del material evapo-
rado. Se utiliza como punto de partida un material sélido o liquido que se evapora
y cuyo vapor resultante se enfria rapidamente, dando como resultado la formacién
de las nanoparticulas.
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La sintesis de nanoparticulas, ya sea por el método CVD o por el PVD, requiere
el uso de un equipo especifico y llevar a cabo un proceso que cumpla las siguientes
condiciones (Horikoshi & Serpone, 2013a):

* Control del tamafio de particula, distribucién de tamafios, forma, estructura cris-
talina y distribuciéon de la composicion quimica.

* Mejora de la pureza de las nanoparticulas (impurezas inferiores).

¢ Control de la agregacion.

e Estabilizacion de propiedades fisicas, estructuras y reactantes.

e Mayor reproducibilidad.

® Mayor produccién en masa, ampliacién y menores costos.
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CAPITULO 3

PROCESO DE CARACTERIZACION
DE LAS NANOPARTICULAS

Una vez que las nanoparticulas se obtienen mediante uno de los procedimientos
descritos anteriormente (Bottom-up y Top-bottom), se debe especificar el tamafio, la
morfologia y la carga de superficie deseados. Es el paso mas dificil y el mds impor-
tante ya que dependiendo de estos tres parametros, la particula presentara diversas
caracteristicas que serdn las que definan su utilizacion.

(Por qué es tan importante? Porque el promedio del didmetro de particula, su
distribucién de tamafio y su carga afectan de forma trascendental a la estabilidad
fisica y la distribucién in vivo de las nanoparticulas (Pal et al., 2011). Con el tiempo,
se han ido reconociendo los desafios inherentes que presenta la caracterizacién de
los nanomateriales; estos retos en la caracterizacién tienen el potencial de inhibir
o retrasar el impacto cientifico y tecnolégico de la nanociencia y la nanotecnologia
(Baer et al., 2013). Es un auténtico desafio el lograr una adecuada caracterizacién
de muchos tipos de nanomateriales debido a diversos factores que influyen y que
pueden tener como consecuencia un proceso de caracterizacion incompleto. Las tres
razones mas importantes por las que la caracterizacion de las nanoparticulas no llega
a buen término son:

1. Los nanomateriales presentan algunas dificultades tinicas de preparacién y and-
lisis (descritas en las siguientes secciones) que son nuevas para algunas discipli-
nas e investigadores que trabajan o investigan con nanomateriales.

2. Es un campo multidisciplinar y no todos los equipos de investigacién tienen
acceso a la gama de herramientas de caracterizaciéon necesarias para obtener
informacion potencialmente importante.

3. El rango de informacién necesario para comprender los nanomateriales puede
requerir la aplicacién de herramientas y andlisis de datos mads alld de la expe-
riencia de los equipos de investigacion, lo que a veces conduce a una aplicacién
menos que 6ptima de métodos importantes y/o una comprensién incompleta de
los datos producidos (Baer et al., 2013).

Una vez que entendemos las dificultades que presenta este proceso, debemos
entender también la importancia de la caracterizacién y, por tanto, la relevancia de
otorgarle a las nanoparticulas un tamano, una morfologia y una carga superficial
determinados.
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3.1. TAMANO Y MORFOLOGIA

La distribucién del tamafio de particula y la morfologia son los pardmetros mas
importantes en cuanto a la caracterizaciéon de nanoparticulas (Fernandez-Cruz et
al., 2019). La alta relacion superficie-volumen junto con los efectos de tamafio (efec-
tos cudnticos) de las nanoparticulas induce muchos fendmenos dependientes del ta-
mafo, como propiedades quimicas, electrénicas, magnéticas y mecanicas. El tamafo
de particula juega un papel crucial en las propiedades de las nanoparticulas y, por lo
tanto, una tarea esencial en la caracterizacién de sus propiedades es el dimensiona-
miento de las mismas. En general, hay dos métodos basicos para definir el tamafio
de particula. El primer método es inspeccionar las particulas y hacer mediciones
reales de sus dimensiones mediante microscopio electrénico de transmisién, micros-
copio electrénico de escaner, microscopio de fuerza atémica, entre otros. El segundo
método utiliza la relacién entre el comportamiento de las particulas y su tamafo, es
decir cémo sus pautas varian dependiendo de las dimensiones que presenten. Esto a
menudo implica una suposicion de tamafio esférico equivalente desarrollado usando
una propiedad dependiente del tamafio de la particula y relaciondndola con una di-
mension lineal (Akbari et al.,, 2011); para ello se mide el radio hidrodinamico, que es
el radio de una hipotética esfera soélida (esfera equivalente), mediante la técnica de
dispersion dindmica de la luz (DLS, del inglés Dynamic Light Scattering).

3.2. CARGA SUPERFICIAL

La importancia de la naturaleza e intensidad de la carga superficial radica en que
esta determina su interaccién con el entorno biolégico asi como su interaccion elec-
trostatica con compuestos bioactivos. La estabilidad coloidal se analiza a través del
potencial zeta de las nanoparticulas. Este potencial es una medida indirecta de la
carga superficial que corresponde a la diferencia de potencial entre el plano exterior
de Helmholtz! y la superficie de corte, lo que permite predicciones sobre la estabili-
dad de almacenamiento de la dispersién coloidal. Se deben alcanzar altos valores de
potencial zeta, ya sean positivos o negativos, para garantizar la estabilidad y evitar
la agregacion de las particulas. La extensién de la hidrofobicidad superficial puede
entonces predecirse a partir de los valores del potencial zeta que, ademas, puede
proporcionar informacién sobre la naturaleza del material encapsulado dentro de las
nanocdpsulas o recubierto sobre la superficie (Pangi et al, 2003). La medicién del
potencial zeta depende de la fuerza y la valencia de los iones contenidos en la sus-
pension. La fuerza iénica alta y los iones de valencia altos comprimen la doble capa
eléctrica, lo que resulta en la reducciéon del potencial zeta. El pH y la concentracion
de iones de hidrégeno en el medio también influyen, de tal manera que cuando la
suspension es acida, las nanoparticulas adquieren mds carga positiva, y viceversa
(Cho et al., 2013).

1 Teoria de la distribucién de la carga, como una doble capa compuesta por las cargas a una dis-
tancia fija.
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CAPITULO 4
TIPOS DE NANOPARTICULAS

La ausencia de una definicién estandar no sélo tiene repercusiones a la hora de
regular, sino también en cuanto a la ausencia de una clasificacién especifica y es-
tandar, por lo que la clasificacién generalmente depende de su autor. En el presente
trabajo de revisién bibliografica, se dividen en dos categorias principales, metalicas
y no metalicas.

41. NANOPARTICULAS METALICAS

Las nanoestructuras metalicas nobles suscitan un gran interés en la comunidad
cientifica debido a sus propiedades tUnicas, entre las que se encuentran grandes me-
joras del campo Optico que tienen como resultado una mayor dispersién y absorcién
de la luz. El aumento de las propiedades 6pticas y fototérmicas de las nanoparticulas
metélicas tiene como origen la oscilacion resonante de sus electrones libres en pre-
sencia de luz, también conocida como resonancia localizada de plasmén superficial
(LSPR). Como consecuencia, la capacidad de integrar estas nanoparticulas de metal
en sistemas biolégicos ha tenido un gran impacto en los campos de la biologia y la
biomedicina (Jain et al., 2008). Es importante conocer las diferentes caracteristicas
asociadas a los tipos mas comunes de estas nanoparticulas. Las particulas metdlicas
nanomeétricas son unicas y pueden cambiar considerablemente las propiedades fisi-
cas, quimicas y biologicas a causa de su relacion superficie-volumen. Debido a ello,
hay que prestar especial atencién a su caracterizacién gracias a que las propiedades
fisicoquimicas de la particula pueden tener un impacto significativo en su interaccién
con tejidos bioldgicos (Zhang et al., 2016). A continuacién se hace una relacion de las
nanoparticulas metalicas mas importantes:

41.1. Nanoparticulas de plata

Son indudablemente los nanomateriales mas utilizados en la actualidad debido al
uso que se les puede dar como agentes antimicrobianos, en las industrias textiles, para
el tratamiento de agua/residuos, lociones de proteccién solar (Hasan, 2015) y en di-
ferentes bioinserciones. Esto obedece a sus propiedades principalmente antibacteria-
nas, antifingicas, antivirales, antiinflamatorias, anticancerigenas y antiangiogénicas?

2 Inhibicién de la formacién de nuevos vasos sanguineos a partir de otros preexistentes.
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(Zhang et al.,, 2016). La actividad biolégica de las nanoparticulas de plata (AgNPs)
depende de diversos factores entre los que se encuentran la quimica superficial, el
tamafio, la distribucién de tamanos, la morfologia de las particulas, la composicion
de particulas, el revestimiento/taponamiento, la aglomeracién y velocidad de diso-
lucién, presentando diferentes tipos de especiacion. La reactividad de las particulas
en solucién, el tipo de células y el tipo de agentes reductores utilizados para la sin-
tesis de AgNPs son factores cruciales para la determinacién de la citotoxicidad (Carl-
son et al., 2008).

Figura 2. Recubrimiento de dxido de plata en la superficie de una oblea de silicio
(Silver-Oxide Coating on the Surface of a Silicon Wafer),
por Environmental Molecular Sciences Laboratory. Licencia CC BY-NC-SA 2.0.

Pero no todo son ventajas. Su extenso uso actual ha producido un aumento del
contacto ya sea de forma directa o indirecta entre los organismos vivos y las na-
noparticulas de plata, lo que podria inducir numerosos efectos deletéreos sobre la
salud humana y el medio ambiente. Los efectos adversos (primarios o secundarios)
de las nanoparticulas de plata en los 6rganos pueden extenderse al sistema cardio-
vascular o al sistema nervioso central, causando neurotoxicidad o inmunotoxicidad
(Durén et al., 2015).

4.1.2. Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) son conocidas por su facilidad de sintesis, pro-
cedimientos de funcionalizacion sencillos usando moléculas terapéuticas, y su buena

‘ PORTADA [x] INDICE »



LAS NANOPARTICULAS Y SUS APLICACIONES BIOMEDICAS n

biocompatibilidad. Por ello, las AuNPs se utilizan en estudios inmunoquimicos para la
identificacién de interacciones de proteinas y como trazador de laboratorio en huellas
dactilares para detectar la presencia de ADN en una muestra. Estan teniendo un papel
importante para la deteccion de antibi6ticos aminoglucésidos como estreptomicina,
gentamicina y neomicina. Las nanoparticulas de oro se utilizan para detectar células
madre cancerigenas, siendo asi beneficioso para su diagndstico, asi como para la
identificacion de diferentes clases de bacterias (Hasan, 2015).

Seguramente, su caracteristica mas atractiva sea la posibilidad de convertirlas en
un método de transporte para la penetracion de la barrera hematoencefalica (BHE),
cuya relevancia se extiende mas alld del transporte de farmacos para incluir otras
aplicaciones medicinales, como la imagen, la radioterapia de tumores y la terapia
fototermal (Sela et al., 2015).

4.1.3. Nanoparticulas de aleacién

Las nanoparticulas de aleacién, como es de esperar, presentan propiedades es-
tructurales que son diferentes de sus muestras originales. Por ejemplo, en el caso de
las aleaciones formadas con AgNPs, debido a que estas particulas presentan mayor
conductividad eléctrica y, a diferencia de otros muchos metales, sus productos éxidos
presentan una conductividad relativamente mucho mejor, siendo los copos de Ag los
mas utilizados al producir dichas aleaciones. Hay que tener en cuenta, al hablar de
sus propiedades, que en el caso de las nanoparticulas bimetalicas, estas se ven in-
fluenciadas por las caracteristicas presentadas por ambos metales y se ha observado
que pueden llegar a presentar mayores ventajas que las nanoparticulas metdlicas
ordinarias (Hasan, 2015).

Uno de los problemas que presentan es su generacién, ya que requieren unas
condiciones estrictas del entorno para su sintesis, al igual que la experimentacién con
estas nanoparticulas puede llegar a ser complicada debido a la fuerte actividad de los
metales frescos (Zhong & Zhong, 2013).

En cuanto a sus usos y aplicaciones, destacan el desarrollo de un sensor electro-
quimico para la determinacién de uno de los hidrocarburos poliaromaticos priorita-
rios, el antraceno (Mailu et al.,, 2010), en aplicaciones ortopédicas (Liao et al., 2015).
También tienen un gran interés por su papel en los procesos de catalisis (Cnossen et
al., 1994), en el diagnoéstico del cancer (Zhang et al., 2014) y como biosensores.

4.1.4. Nanoparticulas magnéticas

La gran ventaja que presentan estas nanoparticulas frente a otro tipo es su bio-
compatibilidad, en concreto las nanoparticulas magnéticas como Fe;O, (magnetita) y
Fe,O; (maghemita) han sido investigadas de forma activa con diferentes fines, entre
los que se encuentran el tratamiento selectivo del cancer (hipertermia magnética?), la
clasificacién y manipulacién de células madre, la administraciéon guiada de farmacos,

* Uso de nanoparticulas magnéticas y campos magnéticos alternativos como agentes térmicos.
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la terapia génica, el andlisis de ADN e imdagenes por resonancia magnética (RM)
(Hasan, 2015). Las propiedades que se atribuyen a efectos de magnetizacién de super-
ficie y a efectos de tamafio finito estan relacionadas con la aparicién de desviaciones
magnéticas al reducir el tamafo de las particulas (Issa et al., 2013).

Hay que tener en cuenta diversas consideraciones si se desea utilizar las nanopar-

ticulas magnéticas con fines biomédicos (Batlle et al., 2011). Estas son:

1.

Las nanoparticulas magnéticas deben ser biocompatibles y no pueden presentar
en ninglin momento alguna toxicidad para el organismo.

La eleccién del tamafio con preferencia por particulas pequefias (entre 10 y
50 nm) responde a las ventajas que presentan en el organismo respecto a otras
de mayor tamafio:

a) Las nanoparticulas conservan su estabilidad coloidal y resisten la agregacion
si su interaccién magnética se reduce. Esto puede lograrse si su magnetismo
desaparece después de la eliminaciéon del campo magnético aplicado. Este
comportamiento superparamagnético sélo es alcanzable bajo cierto tamano
de particula y por encima de una temperatura denominada temperatura de
bloqueo.

b) La interaccién dipolo-dipolo esta determinada con escala 16 (r es el radio de
la particula). Esto quiere decir que las interacciones dipolares se hacen muy
pequefias cuando el tamafio de particula llega a ser muy pequefio. Lo que
permite evitar la agregacion de las particulas bajo el campo magnético.

¢) Disminuir tamafio significa obtener una mayor area de superficie para cierto
volumen (o masa) de la particula. La eficacia del recubrimiento (y también la
fijacién de ligandos) mejorara, conduciendo de esta forma a una resistencia
aun mayor a la aglomeracion, evitando la eliminacién biolégica y mejorando
la focalizacion.

d) Al ser muy pequefias, las particulas pueden permanecer en la circulacién
después de su administraciéon parenteral y pasar a través de los sistemas
capilares de 6rganos y tejidos, evitando la embolia vascular.

e) Las particulas magnéticas serdn estables en agua a pH = 7 y en un ambiente
tisiolégico.

f) Las precipitaciones debidas a las fuerzas de gravitacién pueden evitarse con
particulas de pequefio tamano.

Las particulas magnéticas deben tener una magnetizacion de saturacién alta (can-
tidad de energia magnética que puede almacenar un iman). Este es un requisito
importante por dos razones:

a) El movimiento de las particulas en la sangre puede controlarse con un campo
magnético externo moderado.
b) Las particulas se pueden mover cerca del tejido patolégico deseado.

Xiang et al., en 2017, indicaron que el Fe;O, tiene caracteristicas excelentes, tales

como alta compatibilidad con la sangre, propiedades fisicoquimicas estables, alta
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tasa de adsorcién de plomo y baja citotoxicidad. Ademas, la falta de efecto inmuno-
supresor demostrd la viabilidad y eficacia de este material para la aplicacién clinica
en hemoperfusion.

4.2. NANOPARTICULAS NO METALICAS

4.2.1. Nanoparticulas poliméricas

El estudio de las nanoparticulas poliméricas se centra en su uso como un sistema
de suministro de farmacos dirigidos y sostenidos para la administracién eficaz de
estos a la diana, con efectos secundarios minimos (Kompella et al., 2013). La forma de
unién de estas nanoparticulas a los firmacos se presenta tanto en forma de solucion
como en dispersion sélida, pudiendo adherirse a la superficie o unirse quimicamente
a las nanoparticulas que soportan la carga. Para la sintesis de estas nanoparticulas se
usa un polimero que permite mejorar su estabilidad en un entorno biolégico y ayuda
a mediar en la biodistribucién de compuestos activos, carga de farmacos, direccio-
namiento de farmacos, transporte, liberacion e interaccién con barreras biologicas.
Ademéds, estos sistemas de suministro de farmacos tienen un potencial uso en la
transferencia de agentes moleculares e inmunolégicos al sistema biolégico. Estos
se usan para la liberacion génica y para hacer péptidos terapéuticos recombinantes
sintetizados mediante la fusién de nuevos genes en las células pudiendo transferir
agentes neurotroficos para abolir enfermedades neurodegenerativas (Upadhyay, 2014).
Ademas, su capacidad de cruzar la barrera hematoencefalica (BHE) los convierte en un
componente importante para una terapia a nivel del sistema nervioso central (SNC).
Sin embargo, la citotoxicidad generada por las nanoparticulas o sus productos de
degradacion sigue siendo un problema importante en el desarrollo de farmacos. Es
mas, se ha demostrado que el uso de nanopolimeros puede llegar a presentar efectos
adversos toxicos debido a su degradacion, teniendo como consecuencia la creacién de
alteraciones que pueden tener consecuencias graves para el SNC.

4.2.2. Nanoparticulas de nanogel polimérico

Los nanogeles son hidrogeles compuestos por una red de polimeros hidréfilos a
nanoescala. En el proceso de sintesis pueden ser cargados directamente con farmaco
ya sea por equilibrio o por hinchamiento en agua, seguido de una reduccion en el
volumen de disolvente y colapso de gel, dando lugar a la formacién de nanoparticulas
empaquetadas de forma compacta. Los nanogeles se pueden usar para la liberacién
controlada de farmacos hidréfilos e hidréfobos variando la composicién, la confor-
macién de polimeros y el grado de reticulacion. La cinética de liberacién del farmaco
también puede controlarse variando la velocidad de degradacién de los enlaces cru-
zados y a través de estimulos externos, especialmente en hidrogeles sensibles a los
estimulos, cuya degradacién puede ser controlada por propiedades externas tales como
pH y temperatura. Los nanogeles catiénicos se han estudiado principalmente para
la administracion génica después de la encapsulacién espontdnea de genes cargados
negativamente y de ADN antisentido (Kompella et al., 2013).

‘ PORTADA (X] INDICE »



m Eva MARQUEZ, DAviD HERNANDEZ, MARIA PRADO MIGUEZ, FRANCISCO SOLER Y MARCOS PEREZ

4.2.3. Nanoparticulas liposémicas

Los liposomas son muy versdtiles en cuanto a la carga de farmacos. Esto es
manifiesto ya que pueden encapsular farmacos hidréfilos en el ndcleo y farmacos
lipéfilos en la bicapa, ademas de que la carga idnica del farmaco puede facilitarse
adicionalmente utilizando lipidos catiénicos o aniénicos. El farmaco encapsulado
normalmente se libera por difusion pasiva, fusién vesicular o disrupcién vesicular.
En la actualidad, la verteporfina es una terapéutica fotodinamica liposémica admi-
nistrada sistematicamente y utilizada clinicamente para el tratamiento de la neo-
vascularizacién* coroidea subfoveal (Ruiz-Moreno et al., 2006). Por otra parte, se ha
encontrado que las formulaciones liposémicas suministradas de forma intravitrea
tienen una toxicidad tisular minima y una semivida del fAirmaco mejorada reduciendo
asi la eliminacién del farmaco de la cavidad vitrea y reduciendo el nimero de apli-
caciones (Kompella et al., 2013). La estabilidad de los liposomas sigue siendo una de
las cuestiones mas importantes en el desarrollo de liposomas de farmacos, para que
su preparacion tenga como resultado liposomas fisicamente estables, la composicion
de lipidos y la relacién de farmaco-lipido han de considerarse y equilibrarse. Para
minimizar la agregacién y aumentar la estabilidad, a menudo se incluyen colesterol
o algunos fosfolipidos anidnicos o catiénicos. De este modo, para conseguir una
elevada proporcion farmaco-lipido mientras se retiene la estabilidad fisicoquimica a
largo plazo, se emplea un método de liofilizacién para obtener un polvo de farmaco-
lipido seco, que se rehidrata en una solucién acuosa inmediatamente antes de su uso
(Feng & Mumper, 2013).

4.2.4. Nanoparticulas micelares

Las micelas son los sistemas coloidales mas simples formados espontaneamente por
moléculas anfifilicas. Dependiendo de los tipos de moléculas anfifilicas, las micelas
pueden dividirse en micelas lipidicas, micelas poliméricas y micelas hibridas lipidico-
poliméricas. A baja concentracion, las moléculas anfifilicas salen al medio acuoso en
un estado separado, mientras que cuando la concentracién aumenta comienzan a
ensamblarse formando una estructura micelar, impulsadas por la disminucion de la
energia libre. La concentracién mas baja a la que se forman las micelas se denomina
concentracién micelar critica (CMC).

Como sistema coloidal simple, se utilizan nano-portadores micelares para suminis-
trar principalmente firmacos hidréfobos, mientras que a veces también se suministran
agentes hidroéfilos o anfipaticos. El aumento de la retencion de farmacos en las micelas
probablemente se asocia con la integridad de las micelas (Feng & Mumper, 2013).
Ademas, estas micelas poliméricas contienen tipicamente polietilenglicol debido a su
capacidad para prevenir la agregacion y prolongar el tiempo de circulacién puesto que
no son reconocidas por los macréfagos del higado y, por tanto, no serdn fagocitadas
(Klibanov et al., 1990). Estos sistemas micelares son termodindmicamente estables a
la dilucién y poseen una toxicidad reducida, en comparacién con las micelas tradicio-

+ Desarrollo de nuevos vasos sanguineos a partir de otros ya preexistentes.
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nales basadas en tensioactivos, con concentraciones micelares criticas muy elevadas
(Kompella et al., 2013).

4.2.5. Nanoparticulas dendrimeras

Los farmacos pueden estar atrapados en la red de dendrimeros a través de enlaces
de hidrégeno, interacciones hidréfobas e interacciones idnicas o pueden conjugarse
mediante enlaces covalentes. Los dendrimeros de poliamidoamina son los dendri-
meros mas investigados para la administracion de farmacos y genes (Kompella et
al., 2013).

4.2.6. Nanoparticulas de quitosano

DA T00-DA

Figura 3.  Estructura quimica del Quitosano (Chitosan), por File Upload Bot (Magnus Manske).
Licencia CC BY-SA 2.5.

El quitosano o chitosano (Figura 3) es un polisacédrido lineal derivado de la quitina,
que se encuentra en el exoesqueleto de los crustaceos. El grupo amino del quitosano
experimenta facilmente protonacién en condiciones acidas y neutras, dando como
resultado una carga neta positiva. Esto hace que el quitosano sea soluble en agua y
también acttia como bioadhesivo, ya que el quitosano cargado positivamente puede
unirse a las mucoproteinas cargadas negativamente. La ventaja que supone esta in-
teraccion es la de prolongar el tiempo de permanencia de los medicamentos unidos a
quitosano en la circulacién, aumentando asi la biodisponibilidad del farmaco (Wang
et al., 2011). La administracion de farmacos a través de nanoparticulas de quitosano
puede controlarse mediante la degradacion del polimero, que puede ajustarse variando
el peso molecular y el grado de desacetilacion del quitosano. Como resultado, se ha
demostrado que las nanoparticulas de quitosano proporcionan una liberacién sostenida
que va de dias a meses (Prabaharan & Mano, 2004). Ademas, muestran propieda-
des tnicas como la mucoadhesién, consecuencia de la carga superficial positiva, lo
que le permite, por ejemplo, permanecer en la superficie ocular durante un tiempo
prolongado después de la administracion tépica, razon de que sea foco de atencion
de la oftalmologia (De Salamanca et al., 2006). Por otra parte, los grupos hidroxilo de
la estructura polisacarida del quitosano compiten con el agua en la superficie de los
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tejidos y, por lo tanto, proporcionan medios adicionales de bioadhesiéon (Kompella et
al., 2013). Ademas, presenta la capacidad de unirse a enzimas permitiendo su accion
y asi reducir costes econémicos al facilitar su uso en diversos escenarios y se ha uti-
lizado en estudios para la biorremediacién de disruptores endocrinos.

4.2.7. Nanoparticulas proteicas

La mayoria de las biomoléculas adsorbidas en la superficie de las nanoparticulas
en el plasma sanguineo son proteinas, aunque recientemente también se ha dado
noticia de algunos rastros de lipidos, aunque en proporciones bastante mas inferiores.
La adsorciéon de proteinas en la superficie de las nanoparticulas se rige por las afini-
dades de unién proteina-nanoparticula, asi como las interacciones proteina-proteina.
Cuando las proteinas interactian con nanoparticulas forman lo que se denomina
una “biocorona”. Las proteinas que se adsorben con alta afinidad forman lo que se
conoce como la biocorona “dura”, que consiste en proteinas estrechamente unidas
y de dificil desorcién. Por otro lado, aquellas proteinas que presentan baja afinidad
forman una estructura que recibe el nombre de biocorona “blanda”, y que consiste
en proteinas unidas libremente. Tanto la biocorona blanda como la dura pueden
definirse en funcién de sus tiempos de intercambio. Por norma general la biocorona
dura presenta tiempos de intercambio mucho mas altos, en el orden de varias horas.
Esto es importante para entender cémo interactiian con los sistemas biolégicos, por-
que esta biocorona permite que el sistema inmunolégico lo reconozca como propio
permitiendo su libre circulacién en el organismo. Sin embargo, la interaccién entre
esta estructura proteina-nanoparticula y la célula no es tan simple como se podria
pensar en un principio ya que depende de varios factores como son: que la membrana
celular debe poseer los receptores para las proteinas unidas a las nanoparticulas; que
las proteinas se presenten en la orientacién correcta para interactuar con el receptor; y
que la proteina unida a las nanoparticulas pueda competir eficazmente con la proteina
libre para el receptor (Rahman et al., 2013).

La albimina, una proteina situada principalmente en el plasma sanguineo, ofrece
ventajas Unicas sobre otros tipos de materiales para las nanoparticulas, ya que es
una proteina endégena. Estas ventajas consisten en el aumento de la solubilidad del
farmaco, disminucion de la toxicidad del farmaco, proteccion de los farmacos frente
a la oxidacién y aumento de la semivida del farmaco (Kragh-Hansen et al., 2002).

4.2.8. Nanoparticulas lipidicas

La mayoria de las nanoparticulas basadas en lipidos estdn disefiadas para ser mas
adecuadas y eficientes para la encapsulacién de farmacos lipdfilos. Sin embargo, un
problema significativo con estos sistemas es que los farmacos lipéfilos son a menudo,
in vivo, liberados muy rdpidamente de las nanoparticulas a causa de la rapida par-
ticién de los farmacos en la sangre debido, en parte, a la alta union proteica (Feng
& Mumper, 2013).
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CAPITULO 5

USO DE NANOPARTICULAS
EN EL DIAGNOSTICO CLINICO

Incluso cuando sus cualidades para el uso en el tratamiento y el diagndstico se
definen como casi infinitas, la mayoria de los estudios se han centrado en su uso en
el diagnoéstico por imagenes, sobre todo por parte de las nanoparticulas metalicas.
Esto se debe a sus propiedades épticas, descritas anteriormente (apartado 4.1). De-
bido a que la distribucién biolégica de las nanoparticulas depende directamente de
su tamafo, se han clasificado de acuerdo con el tamafio total de las particulas para
su uso en el diagnostico de la siguiente manera:

1. Nanoparticulas de éxido de hierro ultraparamagnético (USPIONSs) de didmetro
inferior a 50 nm.

2. Nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de hierro (SPIONs) con tamafio
de cientos de nandmetros.

3. Particulas micronizadas de 6xido de hierro (MPIO) con un didmetro superior a
1 pm.

La via de administracién depende del tamafio que presentan, por ello las dos
primeras suelen ser administradas por via intravenosa mientras que la tercera se
limita a la administracién oral debido a su gran tamafo, lo que tiene como con-
secuencia la limitacién de que sélo se puede usar para la exploracion del aparato
gastrointestinal. Existen también otras formulaciones, como las particulas de 6xido
de hierro monocristalino (MION) y 6xidos de hierro reticulados (CLIO) (Geraldes &
Laurent, 2009).

A pesar de las inversiones y los avances en cuanto al estudio de las nanoparticulas
en el diagnodstico por imagen, se piensa que todavia no se ha alcanzado su maximo
potencial en su uso en la clinica, sobre todo en el contexto de la focalizacién (Toy
et al., 2014).

5.1. APLICACIONES DE LAS NANOPARTICULAS EN LA RESONANCIA
MAGNETICA

La resonancia magnética (RM) se basa en la respuesta del spin del protén en
presencia de un campo magnético externo cuando se dispara con un pulso de ra-
diofrecuencia (RF). Los protones se alinean en una direcciéon cuando son sometidos
a este campo magnético externo y al aplicar el pulso de RF son perturbados para
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posteriormente relajarse y volver a su estado original. Existen dos procesos de relaja-
cién independientes: relajacién longitudinal (T1) y transversal (T2), estos dos proce-
sos son los que se utilizan de forma habitual para obtener las imdgenes de RM. Los
agentes de contraste consistentes en nanoparticulas presentan ciertas ventajas frente
a los utilizados de forma convencional (Zhu et al., 2013):

1. La bioestabilidad y la biodistribucién sintonizable pueden lograrse mediante
modificacion de la superficie.

2. Se pueden ajustar diferentes grados de biocompatibilidad y propiedades de imagen
por su composicién quimica, formas y tamanos.

3. Pueden identificar el objetivo deseado por conjugacion especifica con interacciones
de moléculas biolégicas, tales como anticuerpos, acidos nucleicos y péptidos.

4. La imagen multimodal también se puede lograr utilizando una combinacién de
propiedades 6pticas y magnéticas de los nanomateriales.

Figura 4. Esta imagen muestra lo que sucede cuando se usan nanoimanes para alterar
las propiedades nucleares del hidrogeno en el agua, aumentando el brillo (puntos brillantes
debajo del centro y la izquierda) en comparacion con el agua desionizada (arriba)
(Using Nano-Magnets to Enhance Medical Imaging), por National Institute of Standards
and Technology, 2007. https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Using_Nano-Magnets_to_Enhance_
Medical_Imaging_(5940526011).jpgi#file. Reimpresion autorizada.

La RM es actualmente una de las herramientas de diagndstico mas potentes en el
ambito de las ciencias médicas, ya que es capaz de adquirir informacién tomografica
tridimensional en muestras de tejido completo con una alta resolucién espacial y
temporal. A pesar de que la realizacién de una RM de un tejido nos permite observar
detalles anatémicos en los 6rganos, somos incapaces de diferenciar las células sanas de
aquellas que presentan alguna patologia, dado que las diferencias que presentan en el
tiempo de relajacion son muy pequefias. Por ello es tan importante el uso de agentes
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de contraste que permitan aumentar la sensibilidad de la imagen, y ahi es donde inter-
vienen las nanoparticulas (Zhu et al., 2013). Diversas investigaciones han demostrado
que la mejora del contraste de RM (Figura 4) con el uso de nanoparticulas magnéticas
esta altamente relacionada con su composicién, tamato, propiedades superficiales y
el grado de agregacion en el entorno biolégico. Las propiedades importantes de la
fagocitosis celular de las nanoparticulas magnéticas han ampliado las aplicaciones de la
RM mejorada por contraste mas alla de la imagen de morfologia vascular y de tejido,
permitiendo muchas nuevas aplicaciones de las nanoparticulas magnéticas de 6xido
de hierro (IONPs) para el diagnéstico por RM de enfermedades hepaticas, metastasis
de cancer a ganglios linfaticos y seguimiento in vivo de células implantadas y de los
injertos. Sin embargo, las especificidades de estas nanoparticulas magnéticas en el
diagndstico de la enfermedad son limitadas. La magnitud de los efectos del contraste
también precisa ser mejorada para conseguir una alta sensibilidad a los cambios mini-
mos en la enfermedad, y para la deteccion de biomarcadores especificos. Por lo tanto,
las nanoparticulas magnéticas funcionalizadas y disefiadas por ingenieria genética
se desarrollan para satisfacer los intereses crecientes para la generacién de imagenes
in vivo no invasivas de actividades moleculares y celulares dirigidas a una enfermedad
(Huang et al., 2012). Uno de los grandes avances que ha proporcionado la RM es,
por ejemplo, el andlisis de sistema linfatico, el cual es dificil de evaluar debido a que
sus canales y ganglios linfaticos son pequefios y no son accesibles directamente. De
hecho, la RM presenta grandes ventajas para su estudio gracias a su alta resolucién y
el hecho de que este método no presenta radiacién ionizante (Bulte & Modo, 2007).
Por desgracia, el uso de nanoparticulas como agentes de contraste también presenta
ciertas complicaciones, por ejemplo, en el caso de las nanoparticulas magnéticas de
6xido de hierro, este radica en que presentan una superficie hidréfoba y altamente
cargada negativamente lo que conduce a la agregacién y formacién de grandes racimos
que como consecuencia reducen el potencial de absorcion celular. La soluciéon que se
presenta para evitar estos inconvenientes consiste en recubrir las nanoparticulas con
estabilizadores que pueden ser tanto carbohidratos como polimeros naturales que se
afaden en el momento de la preparacién, dando como resultado una arquitectura
caracteristica nucleo-envoltura (Kasten et al., 2014).

5.1.1. Uso como agentes de contraste T1

El gadolino (Gd) es el ién metalico mas utilizado clinicamente como agente de
contraste paramagnético T1, pero los iones Gd libres son citotdxicos y se acumulan en
el higado, el bazo y el hueso. Por eso, al Gd se le aplica un proceso de quelacién que
intenta evitar esa posible toxicidad, usando grandes moléculas organicas que forman
un complejo estable alrededor del Gd, complejo que se elimina predominantemente a
través de la orina. Sin embargo, aunque el Gd se considera seguro cuando se admi-
nistra como un compuesto quelatado, el uso de algunos quelatos de Gd en personas
con enfermedad renal se ha relacionado con una complicacién rara pero grave, la
afecciéon médica conocida como “fibrosis sistémica nefrogénica”. Ademas, para cier-
tas pruebas diagndsticas como la angiografia® por RM el margen de tiempo para la

5 Estudio por imagen de los vasos sanguineos.
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obtencién de imagenes por contraste es muy estrecho, debido a que las nanoparticulas
usadas como agentes T1 presentan una mayor carga tutil paramagnética de superficie
que rotan o caen mas lentamente que los compuestos organometalicos de molécu-
las pequenas tipicamente usados como “blood-pool agentes”. Como consecuencia de
esto, de la rapida extravasacion que provoca limitaciones en la obtencién de imagenes
en alta resolucién, y debido a sus breves tiempos de circulacién sanguinea, su escasa
sensibilidad de deteccién y la preocupacién por su toxicidad, las investigaciones por
RM han cambiado a los agentes de contraste T2, especialmente a las nanoparticulas
superparamagnéticas de oxido de hierro (Estelrich et al., 2015).

5.1.2. Uso como agente de contraste T2

Por definicién, los agentes de contraste T2 interacttian con moléculas de agua
cercanas al inducir un campo magnético local en el que se acorta la relajacién trans-
versal (T2) del agua. Este efecto se evidencia como un area relativamente “oscura”
en las imagenes ponderadas en T2. La relajacion de la esfera externa, que describe el
comportamiento de relajacion de las moléculas de agua que rodean a los agentes de
contraste, es uno de los contribuyentes mas importantes al contraste de RM. Segin
el modelo de esfera externa de relajacion transversal, la relajabilidad r2 es proporcio-
nal a la magnetizacién de las particulas (M) (Cowger et al, 2015). Los agentes de
contraste T2 (o agentes de contraste negativos) disminuyen la intensidad de la sefal
de RM de los tejidos en los que se acumulan. Las nanoparticulas de 6xido de hierro
se han utilizado como agentes de contraste T2 durante mas de 25 afios. Estos Oxi-
dos de hierro pueden ser ferromagnéticos o superparamagnéticos, dependiendo del
tamafio del ntcleo de la nanoparticula. Dos 6xidos de hierro son los que se utilizan
fundamentalmente para aplicaciones biomédicas: la magnetita (Fe;O,), y su forma
oxidada y mas estable de maghemita (y-Fe,O;). El desarrollo de nanomateriales que
pueden filtrar los artefactos de RM permite la discriminacion entre las sefales pro-
cedentes de agentes de contraste o artefactos (Estelrich et al.,, 2015). Las SPION se
utilizan preferentemente para aplicaciones de RM debido a sus propiedades ya que
no retienen el magnetismo después de la eliminacién del campo magnético (Kasten
et al., 2014).

En los estudios, la conjugacién de particulas de éxido de hierro individuales da
como resultado una construccién con mayor relajaciéon de T2 en relacién con las
nanoparticulas individuales de 6xido de hierro. La flexibilidad en el recubrimiento
de nucleos de éxido de hierro con diferentes materiales poliméricos funcionalizados
también ha facilitado el desarrollo de agentes de formacién de imagenes multimo-
dales. Por ejemplo, los agentes 6pticos-RM se han desarrollado atrapando 6xido de
hierro superparamagnético dentro de particulas de lipidos dirigidas a proteinas cRGD’
marcadas con agentes fluorescentes. También se ha explorado la orientacién de teji-
dos profundos con 6xido de hierro superparamagnético para la imagen de tumores

¢ Agentes de contraste utilizados en la angiografia.
7 Proteinas que contienen Arg-Gly-Asp.
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primarios usando dianas tales como uroquinasa activador de plasminégeno® (uPA),
receptores de transferrina, receptores HER2’, receptor de quimiocina®. Ademas de
proporcionar un medio para la amplificacién de sefial, estos agentes de contraste
también pueden facilitar la deteccién de canceres dificiles de tratar mediante el ajuste
de las interacciones biofisicas (transporte intravascular) y bioquimicas (receptor diana)
de la nanoparticula y la célula tumoral (Toy et al., 2014).

Se ha informado recientemente que las nanoparticulas elaboradas con Fe;C, exhi-
ben una elevada magnetizacion (~140 emu/g), una toxicidad relativamente baja y una
sintesis relativamente sencilla. Mas importante atn, la alta magnetizacién se traduce
en una alta relajacion r2, que es 2-3 veces mas alta que en el caso de las IONPs. Estos
hallazgos sugieren un gran potencial de las nanoparticulas de FesC, como agente
de contraste T2 alternativo fundamentalmente en las exploraciones hepaticas. A la
misma concentracion de Fe, las nanoparticulas de FesC, pueden inducir con mayor
eficiencia hipotensidades al higado, lo que se atribuye principalmente a la alta relaja-
cién r2. Una observacion interesante es la acumulacién de nanoparticulas FesC, de 5
nm en los rifiones. Esto sugiere un posible aclaramiento renal de particulas de Fe;C,
de pequeiio tamafio, lo que puede servir como una ventaja en otras aplicaciones de
formacion de imagenes (Cowger et al., 2015).

5.1.3. Ventajas del uso de nanoparticulas como agentes de contraste
en resonancia magnética

La RM puede proporcionar alta resolucion espacial y es el sistema de analisis es-
tandar habitual para la obtencién de imagenes de tumores cerebrales en un entorno
clinico. Los quelatos de gadolinio tales como Gd-DTPA son agentes de contraste
usados para RM, pero tales moléculas normalmente no atraviesan la BHE. Sin em-
bargo, se estan desarrollando placas de nanoparticulas como agentes de contraste
para proporcionar mejoras con respecto a las utilizadas actualmente. Las nanopar-
ticulas de 6xido de hierro han sido ampliamente estudiadas como agentes de con-
traste T2 para la obtencion de imagenes de tumores cerebrales. El Ferumoxytol, que
consiste en nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnético recubiertas con
sorbitol carboximetil éter de poliglucosa, se ha utilizado como agente de contraste
RM junto con un quelato de gadolinio estandar para pacientes con glioma recurrente
de alto grado que reciben quimioterapia en ensayos clinicos de fase I (Cheng et
al., 2014).

Otra aplicacion de la RM ha sido para la evaluacion no destructiva del cartilago.
Numerosos estudios han informado sobre el uso del marcado de éxido de hierro su-
perparamagnético para permitir la deteccién de células mediante la RM. Asi mediante
este método se ha permitido demostrar la presencia de condrocitos marcados con
6xido de hierro superparamagnético como regiones de intensidad de sefial reducida
(Ramaswamy et al., 2009).

8 Glicoproteina sintetizada por el higado.
° Receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico humano.
10 Proteina de bajo peso molecular perteneciente a la familia de las citoquinas.
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Uno de los usos revolucionarios de la imagen de resonancia magnética (IRM) ha
sido el seguimiento de las células de trasplante en el destino in vivo. Esto es 1til para
desarrollar terapias celulares exitosas y para las diferentes estrategias de ingenieria que
tienen como finalidad la curacién de defectos de tejidos blandos o para el aumento
persistente de estos tejidos que permite la evaluacién de la eficacia terapéutica de los
trasplantes de células (Kasten et al., 2014). La aplicacion de tales métodos en el con-
texto de la ingenierfa reconstructiva puede ser particularmente ttil como un método
no invasivo y no destructivo para la monitorizacién de la distribucién celular. Tales
métodos deben permitir la visualizacién longitudinal durante un periodo de tiempo
del orden de al menos varias semanas después de su suministro, con el consecuente
potencial en el ambito de la aplicacién clinica (Farrell et al., 2008).

5.2. APLICACIONES EN LA OBTENCION DE IMAGENES
POR ULTRASONIDO

Los agentes de contraste de ultrasonido (ACU) han experimentado varias ge-
neraciones de desarrollo. Los agentes de contraste para la formacién de imagenes
moleculares de ultrasonido se componen principalmente de perfluorocarbonos, tanto
burbujas de tamafio micrométrico gaseoso como gotas liquidas. Sin embargo, estas
sondas estan limitadas por el tamafio micrométrico de la burbuja, asi como por su
corto tiempo de vida (Kempen et al,, 2015). No importa qué composiciones de nu-
cleo interno o capa externa se emplearon en los ACUs, todos comparten la misma
estructura con sélo una interfaz y, por lo tanto, sélo pueden realizar una disper-
sion/reflexion en la imagen de ultrasonido desde el punto de vista estructural,
dando lugar a la utilizacién limitada de la onda de ultrasonido. A pesar de que la
produccién de multi-dispersion/reflexién es de gran importancia, todavia sigue supo-
niendo un gran desafio técnico. Se ha propuesto un nuevo concepto de disenio basado
en estructuras de ACUs (doble dispersién/reflexion en una tnica nanoparticula) el
cual, dependiendo de las dos interfases contribuyentes, la doble dispersion/reflexion
se produce en una unica nanoparticula de silice mesoporosa'’ (NSM) (Kempen et
al.,, 2015). En comparacion con las nanoparticulas de silice pura, las NSMs poseen
muchas propiedades atractivas, tales como una gran area superficial, un volumen de
poro alto, un tamafio de poro uniforme y sintonizable, y una baja densidad de masa
(Tarn et al., 2013). Por lo tanto, desde el punto de vista de las evaluaciones de imagenes
de ultrasonido, junto con el cdlculo de la simulacién y las mediciones actsticas, el
tipo NSM acttia mucho mejor en cuanto a la mejora de la imagen de ultrasonidos en
comparacién con las nanoestructuras solidas y huecas con una sola interfaz (Zhang
et al., 2015). Estas nanoparticulas no son tan monodispersas como las nanoparticulas
de oro o tan coloidalmente estables como los nanocristales, y la falta de estas carac-
teristicas contribuye a su ecogenicidad ultrasénica (Kempen et al., 2015).

Las nanoparticulas de oro y las nanoparticulas de silice mesoporosa hueca (NSMH)
encapsuladas con perfluorohexano (PFH) se han utilizado tanto para la imagen de
ultrasonido con contraste como para la terapia quirtrgica con ultrasonido enfocado

1 Nanoparticulas con un nticleo de silice con canales regulares en su interior.
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de alta intensidad (HIFU). Se mejor¢ la estabilidad de las nanoparticulas, la capacidad
de formacién de imédgenes de los ultrasonidos, asi como la terapia HIFU, cubriendo
las NSMHs con nanoparticulas de oro y, posteriormente, mediante un recubrimiento
con una capa de polietilenglicol. Esta mejora se atribuy6 a que las nanoparticulas de
oro ancladas tienen la capacidad de poder alterar la amplitud de respuesta y absor-
ber simultdneamente la energia de ultrasonido cuando se exponen a una frecuencia
y potencia ultrasénicas apropiadas, intensificando asi las sefiales de eco actstico y
potenciando la respuesta térmica (Shi et al., 2013).

Figura 5. Micrografia de una red cristalina de nanoparticulas (Micrograph of a Nanoparticle
Crystal Lattice), por Environmental Molecular Sciences Laboratory. Licencia CC BY-NC-SA 2.0
(creative commons).

En el caso del diagndstico de cancer mediante ultrasonido, las particulas de ACU
deben ser lo suficientemente pequefias como para pasar a través de las hendiduras
endoteliales de los tumores (desde 380 a 780 nm) y lograr una imagen ultrasénica
vascular satisfactoria. En segundo lugar, las particulas se pueden cargar con un grupo
funcional especifico (tales como anticuerpo, transferrina, pentapéptido ciclico (C(RGD)
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y acido félico) de manera que puedan ser dirigidos a tejidos tumorales especificos para
su captacion por parte de las células. Estas caracteristicas deben facilitar el contraste
eficaz para la imagen ultrasénica de las células tumorales. Gracias a todo esto, las
nanoparticulas dirigidas han mostrado una mejor capacidad de formacién de imagenes
tumorales y de formacién de imdgenes por ultrasonido in vitro. Sus caracteristicas
sugieren que la nueva nanoparticula dirigida puede ser aplicable a la imagenologia
molecular ultrasénica del receptor de folato (RF) (altamente sobreexpresado en varios
tipos de tumores humanos, incluyendo cancer de higado, pero generalmente ausente
en la superficie de células normales) (Hu et al., 2016). Ademas, el ultrasonido es una
herramienta prometedora para la obtencién de imagenes en tiempo real de la entrega
celular debido a su alta resolucion espacio/temporal ya que poseen una alta profundi-
dad de imagen (Kempen et al., 2015), siendo realmente dtil rastrear las interacciones
entre nanoparticulas y células.

Las imagenes por resonancia magnética pulsatil (pMMUS) se han presentado
como una técnica de imagen molecular basada en ultrasonidos capaz de detectar la
presencia y distribucién de nanoestructuras magnéticas a través de sus respuestas
mecanicas a un campo magnético aplicado; y se ha demostrado que los agentes de
contraste magnéticos con geometrias mas grandes (es decir, nanoclusters) pueden
mejorar la sefial pMMUS (Mehrmohamamdi et al., 2011).

5.3. APLICACIONES EN TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA

Existe una amplia gama de elementos dtiles para la obtencién de un buen con-
traste en la tomografia computarizada (TC) y se han propuesto diversos tipos de
formulaciones como agentes de contraste alternativos, de uso en TC, a lo largo de los
afos, tales como quelatos de gadolinio o grupos de tungsteno. El material utilizado
para generar contraste para la TC suele estar en el ntcleo de la particula. El yodo,
el oro o el bismuto son los elementos generadores de contraste utilizados con mayor
frecuencia, sin embargo, se ha investigado el uso de diversos elementos tales como
bromo, tantalio, platino, iterbio, itrio, gadolinio, tungsteno y otros. En el uso de na-
noparticulas de oro como contraste de TC en experimentos in vitro, la hematologia,
la quimica sanguinea o la histologia no mostraron signos de toxicidad, aunque la
microscopia electrénica de transmision y la espectrometria de masas por plasma si
mostraron una retencién hepatica persistente hasta tres dias después de la inyeccion
(Cormode et al., 2014).

Por su parte, el bismuto es considerado como uno de los elementos pesados que
presentan una mayor biocompatibilidad (a pesar de que en su forma idnica es téxica
a 0.2 M) (Luo et al., 2012) y es mucho mas barato que el oro. Sin embargo, en com-
paracion con las nanoparticulas de oro, se sabe mucho menos sobre su sintesis, en
términos de control del tamafio, la forma y la quimica superficial (Cormode et al., 2014).

Las AuNPs han demostrado ser adecuadas como agentes de contraste para la
imagen por TC debido a su elevado nimero atémico, su coeficiente de absorcién, su
tamafio y su morfologia (Tian ef al., 2015). Las AuNPs se utilizan de forma modificada
junto con quelatos de Gd, sin embargo, este enfoque normalmente conduce a una
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Figura 6. Imagen obtenida con CT mediante el uso de nanoparticulas (SPECT-CT of radioactive
nanoparticles in mouse), por McLaughlin et al.,, 2013. https://commons.wikimedia.org/wiki/
File:SPECT-CT_of _radioactive_nanoparticles_in_mouse.png. Reimpresion autorizada.

carga util de centro magnético bajo (Gd*®) por particula y limita la funcionalizacion
adicional. Para superar estas limitaciones, algunos autores describen un método para
combinar AuNPs y nanoparticulas GAMOF (estructura metal-organica de gadolinio)
a través de un procedimiento de modificacién de polimero. El desarrollo de estos
nuevos nanocompuestos no sélo ofrece un excelente contraste tanto en la TC como
en la RM, sino que también proporciona un tiempo de circulacién potencialmente
mayor en comparacién con los agentes de contraste de moléculas pequenas utilizados
actualmente (Tian et al, 2015). Incluso a concentraciones muy bajas de AuNP, hay
manifiestos cambios de atenuacién visibles en la imagen de TC llevada a cabo en un
estudio con cerdos, en el que no se observaron anomalias en el andlisis bioquimico o
en el examen macroscépico o microscépico de los tejidos. Se observé que las GA-AuNP
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(nanoparticulas de oro estabilizadas con goma ardbiga'?) se distribuyen rdpidamente
desde el torrente sanguineo a los siguientes tejidos, en orden de predominio: higado,
pulmén, rifiones y bazo (Boote et al., 2010).

Los sistemas de TC con alta resoluciéon (Micro-TC) se han convertido en una
herramienta extremadamente importante en la investigaciéon de animales pequefios.
Micro-TC produce imagenes anatémicas no invasivas, tridimensionales, de alta reso-
lucién, que pueden proporcionar una gran cantidad de informacién sobre la funcién
normal de los animales y la patologfa. La creciente disponibilidad y el bajo costo de
los escéneres de micro-TC prometen aumentar en gran medida el uso y el impacto
de esta técnica en estudios de animales pequenos (Ashton et al., 2015).

2 Goma arabiga: polisacarido obtenido de la resina.
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CAPITULO 6

APLICACIONES TERAPEUTICAS
DE LAS NANOPARTICULAS

Las nanoparticulas, de un tiempo a esta parte, se consideran una de las grandes
y mas prometedoras herramientas para el diagnéstico médico. Diferentes actividades
de investigacién relacionadas con el cancer han demostrado que la NP puede hacer
a las células cancerosas mas vulnerables a los tratamientos convencionales e incluso
destruirlas por si mismos (Figura 7). Sin embargo, no sélo en esta enfermedad se
han logrado grandes avances, sino en otros tratamientos como es el caso de las 1l-
ceras del pie diabético, uno de los problemas mas graves que afectan a los pacientes
con diabetes mellitus, o en el tratamiento de la tuberculosis. Ademas, se han hecho
avances prometedores en el caso de sus aplicaciones como vehiculo de farmacos,
abriendo puertas para tratamientos menos invasivos y mas especificos.

6.1. USO DE NANOPARTICULAS EN TRATAMIENTO

Las nanoparticulas magnéticas se usan en la terapia tumoral, siendo introducidas
selectivamente en las células tumorales y, posteriormente, aumentada su temperatura
usando un campo magnético oscilante para alcanzar cerca de 43 °C (esta temperatura
es conocida por hacer a las células tumorales mas sensibles a la radiacién y otros
tratamientos). Los ferrofluidos de nanoparticulas se han usado en el tratamiento de
tumores sélidos y posteriormente como magnetoliposomas en sistemas de suministro
de farmacos y/o péptidos y en el diagnéstico y tratamiento de enfermedades (Issa
et al, 2013). Como se ha referido antes, las nanoparticulas tienen una relevancia
significativa en el tratamiento del cancer, particularmente en lo que respecta a la
administracion del farmaco.

Un estudio reciente con ratas establecié que las nanoparticulas Pt (NH;) 4Cl,/SiO,
causan aproximadamente una reduccién de tamafio del 73 % del glioblastoma mul-
tiforme (GBM). Los autores asumieron que la actividad anticancerigena de Pt (NHa)
4CL,/Si0, provenia de la muerte de las células cancerosas a través de radicales libres
inducidos en el ADN (Lépez et al.,, 2011). En el caso de las nanoparticulas de oro la
mayoria de sus aplicaciones biolégicas consisten en su uso como agente pasivo, ya
sea como una sonda para microscopia electrénica o como un vehiculo para depositar
biomoléculas en las células. Mukherjee ef al. (2005) demostraron que las nanopar-
ticulas de oro se pueden utilizar como agentes activos para interferir directamente
con los procesos celulares y poseen capacidad antiangiogénica. El resultado de estas
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Figura 7. Uso de nanoparticulas magnéticas de oxido de hierro en la terapia de cdncer
de pancreas guiada por imagen (Tumor-Targeted Magnetic Iron Oxide Nanoparticles
for Image-guided Pancreatic Cancer Therapy), por National Institute of Heath.
Licencia CC BY-NC 2.0 (creative commons).

propiedades antitumorales se debe a la inhibiciéon del VEGF165" que es el encargado
de la formacion de nuevos vasos sanguineos esenciales para el crecimiento y la pro-
gresion de los tumores.

Hou et al. (2017) cargaron una nanoparticula de ntcleo revestido de acido hia-
lurénico modificado que interacciona con el receptor proteina quinasa 3 (RIP3) en
combinacién con cloroquina (CQ) para eliminar células de cancer de colon. En el
estudio se descubrié por primera vez que CQ regulaba la expresién de RIP3 en células

13 Factor de crecimiento endotelial vascular.
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cancerigenas CT26. El RIP3 puede participar en la autofagia relacionada con CQ y
juega un papel importante en la necroptosis, que suele ir acompafiada de autofagia, lo
que sugiere que CQ y RIP3 pueden estar estrechamente relacionados. En este estudio,
los experimentos in vitro e in vivo confirmaron que la combinacién de mRIP3 (ratén)
y CQ tiene un efecto inhibitorio significativo contra tumores.

En el caso de la tuberculosis (TB), se observd que la terapia basada en nano-
particulas podria ofrecer una ventaja potencial sobre su tratamiento convencional,
ya que tiene un gran potencial para disminuir el régimen de farmacos y mejorar el
cumplimiento del paciente. Y no sélo eso, sino que ademas el uso de estas nanopar-
ticulas es una de las medidas prometedoras adoptadas actualmente para mejorar la
vacunacién contra la tuberculosis. En general, incluso a dosis terapéuticas bajas, la
biodisponibilidad y la utilidad son superiores, ademds de que el periodo de quimio-
terapia también puede reducirse (Nasiruddin et al.,, 2017).

Figura 8. Nanopariculas en metdstasis cerebral
(Nanoparticles in brain metastases), por National Institute of Health.
Licencia CCDPM 1.0 (creative commons).
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6.2. APLICACIONES EN LA ADMINISTRACION DE MEDICAMENTOS

Figura 9. Administracion de farmacos mediante el uso de nanoparticulas
(Drug delivery to diffuse intrinsic pontine glioma), por Daniel Mietchen.
Licencia CC BY 4.0 (creative commons).

La combinacién de nanoparticulas y componentes bioldgicamente activos suscita
un gran interés debido a las propiedades sinérgicas que estan siendo explotadas por
esta nueva tecnologia (Kemp & Linhardt, 2010). Las nanoparticulas tienen la capa-
cidad de administrar numerosos farmacos (Figura 9) y genes en diversas partes del
cuerpo de forma especifica durante un periodo prolongado de tiempo. Se prefieren
las nanoparticulas basadas en polimeros para la liberacién de farmacos debido a su
baja toxicidad, a la liberacién sostenida, biodegradablilidad y la presencia de lugares
disponibles para realizar diversas modificaciones. La mayoria de las nanoparticulas
basadas en polimeros desarrolladas para sistemas de administraciéon de farmacos
tienen un tamano medio de aproximadamente 100-200 nm, y se preparan a partir
de polimeros naturales o sintéticos. Por otra parte, estos nanomateriales utilizados
como via de transporte de farmacos o “nanocarriers”, pueden proteger los farmacos
de su metabolismo rdpido en la circulacién sistémica, asi como de la depuracién
llevada a cabo por el higado, el rifién y el sistema reticuloendotelial, lo que mejora
aun mas la estabilidad de los farmacos y la especificidad de la diana (Devulapally &
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Paulmurugan, 2014). También aumentan la sensibilidad y la selectividad en compara-
cién con los agentes diagnésticos mdas convencionales (Kompella et al., 2013).

Para ello se han desarrollado sistemas de liberacion controlada. La biomolécula
se dispone en el interior de la estructura nanoparticulada y se bloquea la salida del
poro mediante una serie de polimeros o moléculas evitando la liberaciéon prematura.
La liberacion de la biomolécula solo sucederd cuando la nanoparticula sea expuesta a
un estimulo, el cual provoca la apertura del poro. Los estimulos pueden diferenciarse
entre internos (pH, enzimas, red-ox...) y externos (ultrasonidos, luz, temperatura...).
La Figura 10 muestra el proceso de liberacién del farmaco.

pH
Luz

Enzimas

Figura 10. Proceso de liberacion de un farmaco. Adaptado de Mora-Rasimundo et al. (2016).

El sistema inmune innato facilmente reconoce y destruye el material extrafio que
entra en la circulacién del cuerpo. En ausencia de camuflaje, las nanoparticulas inte-
ractian con las proteinas de la sangre, lo que resulta en un aclaramiento del sistema
fagocitico mononuclear que reduce drasticamente la vida media de la nanoparticula
(Babu et al., 2014). Se han desarrollado muchos estudios con polietilenglicol (PEG)
tratando de resolver este problema. El PEG es un polimero hidréfilo con una carga
neutra que forma una capa densa sobre la superficie de la nanoparticula que genera
un escudo estérico necesario para evitar que las proteinas de la sangre se unan a la
superficie de las nanoparticulas. Esto, efectivamente, retrasa la depuracion fagocitica
y confiere tiempo de circulacién prolongado para las nanoparticulas (She et al., 2013).
No obstante, es importante destacar que el PEG no es biodegradable, debido al peso
molecular de sus cadenas, influyendo en la depuracién renal (Babu ef al., 2014).

A pesar de los beneficios que confiere el PEG, se sospecha que la PEGilacién*
induce respuestas inmunes e hipersensibilidad, especialmente cuando se incluye un
agente inmunoestimulador. Se ha demostrado que los poliaminoacidos (como el acido
poliglutamico), los glicopolimeros y las polioxazolinas (POx) ayudan a las moléculas

% Unién de un polietilenglicol a un farmaco.
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y a las nanoparticulas a evadir la depuracién del sistema reticuloendotelial. Otros
factores que afectan a la interaccion reticuloendotelial son el tamafio, la composicién,
el potencial zeta (cuanto mas cercana es la nanoparticula a la neutralidad (= 10 mV),
mds rapida es la penetracién en el tejido), y la forma de las nanoparticulas (Ernsting
et al., 2013).

Las nanoparticulas de lipidos sélidos y los liposomas ofrecen un valor potencial
como sistemas topicos de administraciéon de farmacos, ademas de las nanoparticulas
poliméricas y aquellas basadas en metales. Sin embargo, como demuestra el pequefio
numero de estudios clinicos avanzados, el impacto clinico de las nanoparticulas y las
mallas de fibra como sistemas de administracién de fdrmacos tépicos o transdérmi-
cos han sido limitados. Se requieren mas estudios cuantitativos en el area de la to-
xicidad de las nanoparticulas. Ademas, no existen comparaciones de piel sana versus
piel enferma en el contexto de la eficiencia de penetracion de las nanoparticulas. Poco
se sabe sobre los mecanismos de transporte de las nanoparticulas a través de las tres
capas principales de la piel. Otra observacion interesante es que muy pocos estudios
usan controles comercialmente relevantes, por ejemplo, el efecto de una formulacién
de un farmaco de nanoparticulas se compara a menudo con pacientes sin ningin
tratamiento o con uno de formulacién libre en lugar de usar concentraciones de
oro “estandar” como punto de referencia. En consecuencia, hay muchas preguntas
interesantes sin respuesta y desafios técnicos que proporcionan una oportunidad
significativa para estudios de investigacion adicionales (Goyal et al., 2016).

Las nanoparticulas también se usan para el tratamiento y manejo de enfermeda-
des del segmento posterior del ojo tales como retinopatia diabética, retinoblastoma,
retinitis pigmentosa y neovascularizacién coroidea debido a la dificil tarea asociada a
la anatomia y fisiologia de las barreras oculares (Kompella et al., 2013). En realidad,
el ojo es un excelente objetivo para el desarrollo de terapias genéticas. Las nanopar-
ticulas basadas en polipéptidos, particularmente CK30-PEG, se estan convirtiendo
en excelentes candidatos para ser vehiculos de administraciéon de genes retinales.
La incorporacién de estrategias de ingenieria de vectores disefiadas para mejorar
los perfiles de expresion plasmidica puede ayudar a mejorar el rescate fenotipico en
fotorreceptores de vastago y cono y en células del epitelio pigmentario retinal (Conley
& Naash, 2010).

Figura 11. Imagen de la reduccion de la inflamacion producida por el uso de nanoparticulas
(Nanoparticles Reduce Inflammation after Injury), por National Institute of Arthritis
and Musculoskeleta. Licencia CC BY-NC-SA 2.0 (creative commons).
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Maés recientemente, las nanoparticulas de silice mesoporosa (MSN) han demos-
trado ser adecuadas transportadoras para el suministro intracelular de acidos nuclei-
cos. Mora-Raimundo et al. (2019) aprovecharon la alta capacidad de carga de estas
MSN para cargar sus poros con osteostatina, un péptido osteogénico. En dicho es-
tudio se comprobd que este sistema podia administrar eficazmente esclerotina y
osteostatina dentro de las células, con el consiguiente aumento de marcadores os-
teogénicos con un efecto sinérgico. La administraciéon conjunta de ambas moléculas
ayudo6 a la formacién de hueso, siendo por tanto una alternativa potencial para tratar
la osteoporosis.
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CAPITULO 7

POSIBLES APLICACIONES
DE LAS NANOPARTICULAS EN EL CAMPO
DE LA VETERINARIA

Aunque hay pocos estudios enfocados directamente en la medicina veterinaria,
todo lo anteriormente indicado también es aplicable, ya que la medicina veterinaria y
humana estan estrechamente relacionadas y, paso a paso, esta tecnologia llegard a
las clinicas y hospitales veterinarios para dar el mejor tratamiento a los pacientes.
Por lo tanto, los avances en este campo deben ser seguidos de cerca, ya que pueden
ser utilizados en beneficio de la Veterinaria y tarde o temprano tendran un impacto
en el mundo animal.

Si bien muchas investigaciones y desarrollos importantes estdn enfocados a la
agricultura, hay muchas visiones de futuro en aplicaciones para suministro de far-
macos, diagnoéstico y tratamiento de enfermedades, nutricién animal, manejo de
desechos de animales, cria de animales y preservacién de identidad.

Entre otras razones, el hecho de que la nanotecnologia haya adquirido gran rele-
vancia se debe a que la administracién de farmacos por via parenteral es inadecuada
para muchos farmacos nuevos, como aquellos que usan proteinas recombinantes,
que tienen semividas cortas, permeabilidad pobre en membranas y son severamente
toxicos cuando se administran sistematicamente en grandes dosis. Estas dificultades
en la administracién de farmacos basados en proteinas fueron las responsables del
empefo en el desarrollo de sistemas de administracién de farmacos que pudieran
ser introducidos en el cuerpo de tal manera que sus niveles terapéuticos pudieran
mantenerse sin producir efectos secundarios indeseables (Dai et al., 2005), y es ahi
donde entran en juego las nanoparticulas.

Las NPs como transportadores también han mejorado su biodisponibilidad y la
selectividad de farmacos, incluso en tratamientos muy complicados como la malaria
cerebral por infeccion por Plasmodium falciparum (Waknine-Grinberg et al., 2013).
Las nanoparticulas suponen una potente herramienta para reducir el riesgo de resis-
tencia a los farmacos tradicionales en el caso de la Parasitologia, evitando algunos
de los mecanismos de resistencia, aumentando la biodisponibilidad de los farmacos y
potenciando el objetivo del tratamiento (Allahverdiyev et al., 2013). Ademads, las par-
ticulas de vidrio revestidas con oro activo cominmente conocidas como “nanoshells”
(nanocascaras) podrian ayudar a la medicina veterinaria a mejorar el tratamiento
contra parasitos, facilitando el “encontrar” al pardsito y la liberacién del farmaco,
destruyendo fisicamente la infestacion. También las nanoshells pueden ser ttiles
como biosensores, en el estudio de huésped-parasito. Los nanodispositivos pueden
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permitir el diagnostico de pardsitos en los rebafos, lo que permite a los veterinarios
sugerir un manejo adecuado de la salud (Cruz & Molento, 2015).

Otra de las ventajas del uso de las nanoparticulas en el ambito veterinario es su
potencial de diagndstico rdpido. Un diagnéstico seguro de las enfermedades de los
animales a veces puede hacerse sobre la base de signos o sintomas clinicos, pero
un diagndstico preciso suele requerir pruebas diagndsticas especificas, que pueden
realizarse en clinicas veterinarias de punto de atencién, pero a menudo implican
acceso a un laboratorio de diagnéstico. El diagnéstico y tratamiento tempranos de las
enfermedades no sélo reducen el riesgo de que el paciente animal desarrolle com-
plicaciones a largo plazo, sino que, para algunas enfermedades con un tratamiento
rdpido, también reducirdn su transmisién a otros animales y a los seres humanos.
Los recientes desarrollos biotecnoldgicos, incluyendo micro y nanotecnologias, han
conducido a la proliferaciéon de nuevas pruebas de diagnodstico rapidas y eficaces
que prometen una mejor gestién y control de las enfermedades infecciosas en los
animales (Bollo, 2007).

El futuro de las nanoparticulas prevé el desarrollo de dispositivos a nanoescala
que tendran la capacidad de detectar y tratar una infeccién, deficiencia de nutrientes
u otro problema de salud mucho antes de que los sintomas sean evidentes en la
macroescala. El veterinario serd capaz de conocer el estado de cada animal, tanto de
la condicién fisiolégica como de los niveles de ciertos compuestos, mediante la in-
yeccién de nanoparticulas en un animal y posterior rastreo de las mismas (tras dias,
semanas o meses) simplemente pasando un detector sobre el cuerpo del animal,
conociendo asi si este presenta alguna enfermedad o trastorno fisiolégico. El sensor
que se encuentra en el animal, ya sea mediante la ingesta del mismo o por implan-
tacién, continuard enviando datos durante toda la vida del animal, e incluso poste-
riormente al sacrificio para rastrear productos de origen animal (Scott, 2007).
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CAPITULO 8

TOXICIDAD PRESENTE
EN LAS NANOPARTICULAS

Figura 12. Autoensamblado (Self-assembling nanoparticles), por Argonne National Laboratory.
Licencia CC BY-NC-SA 2.0 (creative commons).

Nuestro conocimiento actual de los efectos de las nanoparticulas sobre la salud
es limitado, pero sugiere que pueden ejercer efectos adversos en aquellos 6rganos
que sirven de puerta de entrada al organismo, como los pulmones, la piel y el tracto
gastrointestinal. Ademas, algunas nanoparticulas pueden escapar del sistema inmune
y trasladarse desde su punto de insercion, teniendo diversos efectos sobre otros
6rganos diana claves (Mo et al., 2016). Los factores determinantes en la evaluacion
del peligro después de la exposicién a las particulas son la composicién quimica, la
dosis y la ruta de administraciéon/exposicién. Sin embargo, en el caso de los nano-
materiales, también hay que tener en cuenta factores adicionales como el tamafo,
la superficie, la solubilidad, el autoensamblado (Figura 12), los efectos cuanticos, las
nanoestructuras, la concentracién y la agregacion (Oberdorster et al., 2005). Estudios
anteriores sugirieron que los impactos biolégicos de las nanoparticulas estan signi-
ficativamente influenciados por una serie de caracteristicas fisicoquimicas tnicas de
los nanomateriales ya sea individualmente o cuando se presentan como agregados.
Es de gran importancia comprender como estos factores afectan la toxicidad de los
nanomateriales, debiendo ser esta, idealmente, tan baja que no haya dafios a los
organismos o al medio ambiente (Mo et al., 2016). En esta revisién analizaremos la
toxicidad potencial que presentan dependiendo de su forma de administracién, asi
como del tipo de nanoparticula.
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Figura 13. Vias de exposicion a las nanoparticulas y enfermedades asociadas (Pathways
of exposure to nanoparticles and associated diseases as suggested by epidemiological,
in vivo and in vitro studies), por Cristina Buzea, 2007 (Buzea & Pacheco, 2007).
https://commons.wikimedia.org/wiki/File: Nanotoxicology.jpg. Reimpresion autorizada.

8.1. TOXICIDAD DEPENDIENTE DE LA FORMA DE ADMINISTRACION

8.1.1. Inhalaciéon

La disposicion relativa de las particulas inhaladas en las regiones nasofaringea, tra-
queobronquial y alveolar del tracto respiratorio depende del tamafio de las particulas,
las especies animales y la estructura del tracto respiratorio. Ademads, la relacion entre
tamafio y disposicién es compleja (APAVM, 2014). Se ha comprobado que, durante
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una administracién por inhalacién, la exposicién a nanoparticulas de 6xido de titanio
(TiO2NPs) (Figura 14) resulta en niveles aumentados de estrés oxidativo, inflamacién
pulmonar y engrosamiento intersticial de ratas. Ademads, la exposicién a TiO2NPs
induce infiltracién de células inflamatorias, enfisema pulmonar, edema, congestion,
hemorragia, engrosamiento del intersticio pulmonar y apoptosis en pulmoén de ratén.
La tumorogénesis pulmonar puede estar asociada con inflamacién pulmonar crénica
y deterioro de la funcién bioquimica (Hong et al., 2017).

\E.g_: i
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Figura 14. Nanoparticulas de TiO2 recubierta de carbono
(SEM: TiO2 nanoparticles coated with carbon), por Argonne National Laboratory.
Licencia CC BY-NC-SA 2.0 (creative commons).

En la administracién intratraqueal tnica o multiple de nanoparticulas de 6xido
de niquel (NiONPs) en ratas, la toxicidad se detectd a partir de la observacién de los
cambios de peso pulmonar, el lavado broncoalveolar y los eximenes histopatolégicos.
El examen citolégico del lavado broncoalveolar revela aumentos en el recuento total
de células, neutrofilos, eosindfilos y linfocitos, indicando una respuesta inflamatoria,
mientras que el aumento de macréfagos indica la fagocitosis de las particulas en
todos los grupos tratados con NiO. Ademads, los resultados bioquimicos del lavado
mostraron cambios en los parametros que indican lesién pulmonar y respuesta in-
flamatoria (Senoh et al., 2016).

Duan et al. (2015) demostraron que las NiONPs no sélo accedian a las células
BEAS-2B® sino que también aumentaron el nivel de Ni* celular, lo que proporciona
una base para el andlisis de los efectos téxicos de las NiONPs. La activacion de la
caspasa-3, asi como el nimero cuantitativamente elevado de células apoptoéticas,

5 Células epiteliales bronquiales humanas.
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indicaron que las NiONPs provocaban apoptosis en estas células epiteliales de las
vias respiratorias. Las razones probables de que el niquel suprima SIRT1' y por tanto
se produzca el aumento de la apoptosis fueron las siguientes:

1. Lainhibicién inducida por el niquel de la cadena respiratoria mitocondrial condujo
a una disminucién de la relaciéon NAD/NADH (He et al., 2013).

2. La disfuncién en el metabolismo energético inducida por el niquel, especialmente
la disminucién de ATP, puede activar la proteina quinasa AMPactivada (AMPK),
cuya activacién puede fosforilar SIRT1 a una forma inactiva (Lee et al., 2012).

3. El niquel es un imitador de hipoxia como se prueba por su capacidad de causar la
acumulacién de HIF-1a%. El HIF-1a activado, aumenta la glucdlisis y disminuye
adicionalmente el nivel de NAD.

En el caso de las nanoparticulas de plomo, cuando estas llegan al organismo por
inhalacion, este elemento compite con el calcio e interrumpe la regulacién del meta-
bolismo celular mediante su unién a los receptores, compitiendo con el calcio como
segundo mensajero, bloqueando los canales de calcio y la bomba de calcio-sodio y,
por tanto, el transporte de este, asi como compitiendo con las proteinas de unién.
Las nanoparticulas de Pb inhiben el crecimiento de los cristales de hidroxiapatita'®,
al menos una parte, a través de la regulacion a la baja de CaSR” y RANK®. CaSR es
un miembro de la superfamilia del receptor de proteina G, sensor responsable de la
modulacién de la liberacién de parathormona y calcitonina en respuesta a los cam-
bios en los niveles de calcio en la sangre. También es un sensor de espectro bastante
amplio de moléculas catiénicas pequefias capaces de transducir sefiales en respuesta
a cambios en la concentracién de metales pesados (Leonas et al., 2016).

8.1.2. Exposicién oral

Conceptualmente, para ser absorbida intacta desde el tracto gastrointestinal, una
particula administrada en la dieta (nanoescala o microescala) debe resistir primero
la disolucién y degradacién en el estdmago y el intestino, y ser capaz de pasar a la
superficie apical de las células epiteliales que recubren la mucosa, siendo esencial
que deban disolverse. La disolucién se puede definir como un proceso dindmico
por el cual una particula, que tiene alguna solubilidad en el ambiente local, entra
en una fase de solucién para formar una mezcla homogénea. La tasa de disolucion
estd influenciada por el tamafio, la concentracién de solutos, el area superficial, la
morfologia superficial, la energia superficial, las propiedades de la capa de disolucién
y la agregacion (Borm & Miiller-Schulte, 2006).

Se ha notificado que el tratamiento oral con nanoparticulas de 6xido de zinc
(ZnONPs) durante 14 dias puede perturbar el metabolismo energético y producir

1 Gen relacionado con la longevidad.

7 Factor inducible por hipoxia.

¥ Cristal principal de huesos y dientes.

¥ Receptor de deteccién de calcio.

2 Proteina transmembrana de la superfamilia del receptor de TNF (factor de necrosis tumoral).
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deterioro mitocondrial y de la membrana celular en rifién de rata a través de la in-
duccién de nefrotoxicidad (Wang et al., 2017). No sélo se identificé que las ZnONPs
podrian producir toxicidad durante el desarrollo prenatal después del tratamiento oral
durante un periodo de 15 dias, sino que se encontr6 que la exposicién por inhalacion
a estas NPs durante 3 dias conducia a un dafio severo en el higado y el pulmén, y
también que podrian elevar la pérdida de lactato deshidrogenasa (LDH) y causar ge-
notoxicidad a los fibroblastos de embriones de ratén primarios. Ademas, las ZnONPs
produjeron un estrés oxidativo intracelular, fuga de la membrana celular y dafio al
ADN en células epiteliales de pulmén humano, mientras que los efectos a largo plazo
de la exposicién oral a ZnONPs apenas se han estudiado (Wang et al., 2017).

En el articulo de Lee et al. (2016) se hizo una evaluacién comparativa de la toxi-
cidad y biodistribucion en ratas tras la exposicion oral subcrénica a nanoparticulas
y microparticulas de cobre. Al considerar las nanoparticulas de cobre (CuNPs),
el estudio de su toxicidad en dosis repetidas in vivo demostré6 que una alta area
superficial y una alta solubilidad podrian contribuir a las respuestas toxicolégicas
al causar sobrecarga de Cu en los lugares de acumulacién de las particulas. Las
CuNPs afectan a los glébulos rojos de la sangre, el higado, el rifén y los 6rganos
inmunes (bazo y timo), asi como a los érganos reproductores masculinos accesorios
(Lee et al., 2016).

Lee et al. (2016) compararon la distribucién y toxicidad de diferentes nanoparticulas
de 6xido de vanadio (VONPs) tras la exposicion oral. Las nanoparticulas de S-V,Os
y S-V,O; tienen mayor tendencia a la acumulacién en los tejidos en comparaciéon con
otras nanoparticulas de vanadio (VNPs), y los niveles de acumulaciéon se presentan
en mayor cantidad en el siguiente orden: corazén > higado > rifidén > bazo. Como
consecuencia de la administracién de estas nanoparticulas, la homeostasis redox de los
tejidos se alter6 mas claramente en el corazén que en el rifiéon y el bazo, mostrando
una alta distribucién. Ademads, los niveles de Na* y K* en los tejidos se elevaron no-
tablemente en el corazén de ratones expuestos a nanoparticulas de S-V,O5 y S-V,O5 y
en el rifién de ratones expuestos a nanoparticulas de S-V,O;, los niveles de Ca?* tam-
bién estaban claramente alterados en tejidos de ratones expuestos a todas las VONPs.
Estas alteraciones son importantes ya que la homeostasis de los iones (electrolitos),
como Na', K* y Ca*, es esencial para los organismos vivos, especialmente con respecto
a la fisiologia y funcién celular, y los niveles de estos iones en los tejidos pueden
influir a su vez en los niveles de otros iones (Park et al., 2016).

8.1.3. Absorciéon dérmica

En la revision realizada en la literatura reciente, no hay informacién disponible
sobre la toxicidad de nanoparticulas en cuanto a la absorcién dérmica. Se utilizan en
todo tipo de productos que estdn en contacto constante con la piel y tienen ventajas
significativas que mejoran todas sus cualidades, llegando a ser la piel una ruta de
entrada de NPs importante, tanto a nivel ocupacional como de los consumidores.
Sin embargo, aun cuando se ha demostrado que son capaces de atravesar la barrera
dérmica, no se conoce con claridad cual es el mecanismo utilizado para ello y no
existe un nimero significativo de estudios que definan la posible toxicidad que puede
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presentar su aplicacion en la piel. Existe el riesgo, al igual que en los otros casos,
de que una vez hayan penetrado en el organismo puedan presentar diferentes ca-
racteristicas toxicas a un nivel celular, con diversas consecuencias para la salud. De
ello se deriva la importancia de realizar estudios en profundidad sobre los efectos
adversos que pueden presentar debido a la exposicion continua que sufre la mayor
parte de la poblacion.

Una de las nuevas clases mas importantes de nanoparticulas multifuncionales
son los nanomateriales de carbono (nanotubos de carbono (CNT), de pared simple
(SWCNT) y de pared multiple (MWCNT)), debido a su gran variedad de aplicaciones.
En realidad, no hay datos sobre la absorcién dérmica de CNT en la literatura pero
se ha comprobado, con estudios in vitro, que los SWCNT inducen la respuesta de
apoptosis / necrosis celular. El tipo de NP va a influir en la posible toxicidad, asi, en
el informe final del proyecto NANODERM (NANODERM, 2007) se afirmé que no
es de esperar la aparicién de efectos adversos para la salud por la aplicacién tépica
de protectores solares que contienen nanoparticulas de TiO2 para una piel sana, sin
embargo ciertos estudios han confirmado una interaccion entre las células dérmicas
humanas y las nanoparticulas basadas en carbono (Crosera et al., 2009).

8.1.4. Administracién parenteral

En el libro titulado “Consideraciones reglamentarias para nanopesticidas y na-
nomedicamentos veterinarios”, publicado por el gobierno australiano (A.P.AV.M,
2014), se present6 un extenso resumen sobre los problemas derivados de la admi-
nistracién parenteral, revelando las diferencias entre una nanoparticula desnuda y
una de enlace. La principal preocupacién sobre las nanoparticulas en la administra-
cién parenteral es el tiempo que permanecen en el sistema circulatorio y su biodis-
tribucién en el organismo. Cuando la nanoparticula no esta unida a una proteina,
desaparece del sistema sanguineo en pocos minutos por el sistema de fagocitos
mononucleares. El problema aparece cuando las nanoparticulas estan recubiertas
por una proteina, con una posterior formaciéon de una “biocorona” proteica que es
reconocida como “amiga” por las células inmunes, facilitando asi su distribucién
y permanencia en el organismo. Aunque en un principio esta caracteristica puede
parecer una ventaja, lo cierto es que, si las NPs presentan cualquier toxicidad, estas
pueden estar efectuando su accién durante periodos de tiempo indeterminados.

La unién de las proteinas de la sangre y opsoninas (moléculas que se unen a
células, microorganismos o particulas para facilitar su fagocitosis por células fa-
gociticas) a las particulas de nanoescala depende de las propiedades superficiales
de la particula, asi que el que las nanoparticulas se unan a las proteinas depende
substancialmente de las caracteristicas superficiales, principalmente la hidrofobici-
dad y la carga, pero existen otros factores como son los constituyentes del nicleo, el
tamano, la forma y la curvatura, que influyen mayoritariamente en la cantidad de
proteina unida pero no con la identidad de la proteina. Por lo tanto, la opsonizacién
diferencial puede explicar las diferencias en las tasas de depuracion y el secuestro
de macrofagos de las particulas.
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8.2. TOXICIDAD DEPENDIENTE DEL TIPO DE NANOPARTICULA

8.2.1. Nanoparticulas de oro

Figura 15. Nanoparticulas de oro en el citosol (Gold Nanoparticles in Cell Cytosol),
por National Institutes of Health (NIH). Licencia CC PDM 1.0 (creative commons).

En general, la toxicidad de las AuNPs depende de sus dimensiones fisicas (como
el tamafio y la forma) y la quimica superficial (como el recubrimiento). La bioseguri-
dad del oro metdlico es bien reconocida y se ha utilizado in vivo desde los afios cin-
cuenta (Zhang et al., 2010). Sin embargo, las nanoparticulas de oro funcionalizadas
muestran una citotoxicidad obvia (Goodman et al.,, 2004). Para clarificar estos pro-
blemas, se estudié en detalle la citotoxicidad de las nanoparticulas de oro en lineas
celulares humanas y los resultados mostraron que no son tdxicas hasta 250 mM,
mientras que el oro i6nico presenta citotoxicidad a 25 mM (Connor et al., 2005). Una
de las razones por las que el estudio de su bioseguridad es tan importante es por-
que estas AuNPs se pueden encontrar en la sangre y en las células de médula 6sea
hasta 14 dias después de su administracién oral, lo que indica un largo tiempo de
circulacién sanguinea. Se ha sugerido que la interaccién producida entre las AuNPs
y las proteinas esté estrechamente relacionada con la toxicidad que pueden llegar a
presentar (Chithrani et al., 2006).

No solo se ha demostrado que las AuNPs se asocian fuertemente con proteinas
esenciales de la sangre (como la albiimina, el fibrinégeno, la y-globulina, la histona y
la insulina), y mientras que el grado de union entre las nanoparticulas y las proteinas
aumenta, el grado de cooperatividad de las particulas disminuye con el aumento del
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tamafio (Lacerda et al.,, 2009). También se conoce que estas interacciones, tales como
una unién reforzada, pueden inducir un cambio conformacional de las proteinas
(Zhang et al., 2010). Ademas, la superficie de las nanoparticulas de oro estabilizadas
con citrato probablemente contiene una variedad de proteinas séricas, y muchas de
estas proteinas séricas son conocidas por ser absorbidas por las células (Shenoy et
al., 2006).

En un estudio de toxicidad (Sung et al., 2011) por inhalacién subcrénica enfocado
en el uso de nanoparticulas de oro en ratas (un aspecto importante de este estudio es
que la superficie de las nanoparticulas utilizadas no se modificé y no se oxidé) se
encontré que no hubo diferencias significativas relacionadas con la dosis para los
valores hematolégicos y las mediciones bioquimicas sanguineas. Los aumentos en
las concentraciones de oro en el tejido pulmonar y renal del grupo de dosis mas alta
en comparacion con el grupo control fueron estadisticamente significativos (p <0,01).
Curiosamente, hubo una diferencia de género en las concentraciones de oro en los
rifiones, demostrando asi una mayor acumulacién por parte de las hembras. Aparte
de los pulmones y los rifiones, no se observé aumento dependiente de la dosis de
nanoparticulas de oro en sangre, higado o bulbo olfativo de las ratas tanto en machos
como en hembras. A pesar de que, en relacion al desarrollo de inflamacién pulmonar,
no hubo cambios significativos en el nimero total de células, macréfagos alveolares,
PMN, o linfocitos de cualquier animal expuesto, si hubo un aumento significativo
de los linfocitos en hembras a dosis media y alta. En el caso de la albimina, la LDH
y la proteina total en el lavado broncoalveolar no aumentaron significativamente ya
sea en machos o hembras. Uno de los parametros que se vio alterado fue la prueba
de funcién pulmonar, hubo cambios significativos en el volumen tidal y el volumen
minuto durante los 90 dias de exposicién a nanoparticulas de oro (p<0,01-0,05).

8.2.2. Nanoparticulas de plata

La toxicidad de la plata estd estrechamente relacionada con su transformacién en
medios biolégicos y ambientales, incluyendo la oxidacion superficial, la liberacién de
iones de plata, y la interacciéon con macromoléculas biolégicas. Una de las lesiones
mads conocidas causadas por AgNPs es la argyria?, aunque el mecanismo causante
de la lesion sigue siendo desconocido. Al igual que en el caso de las nanoparticulas
de oro la mayor preocupacién es que estas nanoparticulas pueden interactuar con
membranas celulares y causar toxicidad. La adsorcién de nanoparticulas de plata en
la superficie bacteriana, o la interacciéon con proteinas extracelulares, depende del
pH, del potencial y de la concentracion de NaCl (McShan et al., 2014), también la
concentracion de cloruro, asi como el contenido de carbono afecta a la aglomeraciéon
de la plata y la formacién del complejo que afecta a su toxicidad (Kaiser et al., 2017).

Ema ef al. (2017) estudiaron la toxicidad reproductiva de las nanoparticulas de
plata en ratones revelando datos importantes como son la identificacién de AgNPs
en fetos después de la administracién oral y en el saco vitelino visceral después de la
inyeccion intravenosa en las hembras de ratén durante la gestacion temprana. También

2 Enfermedad que cursa con coloracién grisacea de piel y érganos.
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se identificaron las AgNPs en la descendencia postnatal de las ratas administradas
oralmente durante los periodos de gestacién y lactancia temprana. Otro de los datos
que se pudieron obtener fue que, tras la inyeccién intravenosa e intraperitoneal ma-
terna, los niveles de Ag se incrementaron en embriones de ratén y crias neonatales
de rata y se detectaron AgNPs marcados con radio en placenta, leche materna y
descendientes pre y postnatal después de la administracién oral materna. Las AgNPs
afectaron a los porcentajes de células de espermatogonias, espermatocitos primarios,
espermatidas y espermatozoides. Sin embargo, las AgNPs no afectaron el nimero de
células de Sertoli ni el diametro de los tibulos seminiferos, pero si disminuyeron el
numero de células de Leydig y la calidad del esperma, asi como se vieron afectados
los niveles séricos de testosterona y hormona luteinizante (LH). Estos hallazgos in-
dican que las AgNPs tienen efectos adversos sobre la espermatogénesis, y que altas
dosis de AgNPs afectan los niveles de hormonas sexuales, disminuyen el nimero de
células de Leydig y alteran la morfologia y la motilidad de los espermatozoides. Las
AgNPs causaron alteraciones histopatoldgicas, incluyendo inflamacién, apoptosis y
foliculos atrésicos y degenerados en los ovarios (Elnoury et al., 2013).

Los caminos de las nanoparticulas que entran al cerebro se dividen generalmente
de dos maneras: via el nervio olfativo o la penetracién de la BHE. En el caso de la pe-
netracion a través de la BHE la exposicién a Ag* produce alteraciones en esta mediante
la secrecién de citoquinas especialmente cuando se administran en co-tratamiento
con lipopolisacarido; ademas, el Ag* presenta mayor permeabilidad a la BHE que las
AgNPs y sin embargo un menor ratio de traslocacion célula-célula. Estas evidencias
indican que los efectos especificos de las particulas también deben ser considerados
para evaluar la toxicidad de las AgNPs en la BHE (Chen et al., 2016).

Existen pocos estudios de toxicidad de AgNPs en el tracto gastrointestinal que
evaltien el impacto potencial en términos de exposicién aguda. Sin embargo, el es-
cenario de exposicién real es la exposicion a largo plazo a dosis bajas de AgNPs, que
pueden dar como resultado diferentes consecuencias bioldgicas en comparacién con la
exposicion aguda a dosis altas. En el estudio sobre las diferencias entre la exposicion
prolongada y aguda a las AgNPs, se descubrié que la exposicion tanto a corto como
a largo plazo inducia una inhibicién estadisticamente significativa de la proliferacion
celular. La muerte celular marcada solo se observé después de la exposicién a corto
plazo. La exposicién a dosis altas a corto plazo también indujo la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), dafio mitocondrial, filtracién de la membrana
celular, apoptosis e inflamacion (nivel de IL-8), mientras que la exposicién a dosis
bajas a largo plazo indujo inicamente inflamacién. Uno de los hechos mds impor-
tantes en este estudio fue, de manera similar a otros informes, el que los diferentes
efectos biologicos a corto y largo plazo de las AgNPs son también dependientes de
las lineas celulares (Chen et al., 2016).

8.2.3. Nanoparticulas magnéticas

La mayoria de los estudios publicados muestran que las IONPs (nanoparticulas
magnéticas de 6xido de hierro) de menos tamafio son mas toxicas que las grandes;
sin embargo, el estudio de Toropova et al. (2017) ha demostrado que las IONPs mas
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pequefias eran menos toxicas en comparacion con las IONPs que contenian SiO, con
didmetros mayores. Sus resultados indicaron que la presencia de ndcleo o carcasa de
silice aumentaba sustancialmente la toxicidad de las IONPs. Se podria sugerir que
el silice de alguna manera modula la interaccién de IONPs con las células diana y/o
afecta la distribucién/degradacion intracelular de nanoparticulas aumentando asi su
efecto perjudicial. Los depdsitos intracelulares de IONPs se encontraron predomi-
nantemente en células binucleadas, una observacién que apoya atin mas la conexién
entre IONPs y la citoquinesis alterada. En conclusién, las nanoparticulas analizadas
inducian cambios dosis-dependientes en la morfologia celular, la viabilidad, y la tasa
de apoptosis.

En el caso de la administracién intravenosa de Ang2-CMNP (nanoparticula mag-
nética de quitosano) se observé congestion pulmonar crénica e inflamacioén pulmonar,
y quedd demostrado mediante la tincién azul prusiana la presencia de agregados
celulares en el interior de los pulmones (el grupo de control y el grupo expuesto a
dosis baja no presentaron tal anormalidad). Los andlisis de sangre revelaron que el
numero total de glébulos blancos en cada grupo de tratamiento era significativamente
mayor en comparaciéon con el grupo control. Por lo tanto, se puede sugerir que el
6rgano diana para la toxicidad inducida por Ang2-CMNP son predominantemente los
pulmones, siendo consecuencia de la accion repetida de particulas a los pulmones la
induccién de inflamacién pulmonar crénica y fibrosis leve. Se puede presumir que la
razén del dafo pulmonar inducido por Ang2-CMNP es que cuando un gran nimero
de microparticulas entra en la circulacién de los ratones, primero llegaran a los pul-
mones y la agregacién de las particulas bloqueara entonces los vasos pulmonares, lo
que conducira a la congestion pulmonar aguda observada (Shan et al., 2017).

8.2.4. Nanoparticulas metalicas

En cuanto a las nanoparticulas metdlicas se ha podido observar toxicidad testicular,
en concreto en las células de Sertoli (SCs), alterando su viabilidad, y dependiendo esta
de la concentracion de TiO,NPs a la que se vean expuestas las células y el tiempo de
exposicién. Como resultado, al aumentar ambos factores, la viabilidad celular dismi-
nuye significativamente. También se ha demostrado que las TiO,NPs no sélo entran
en el citoplasma, sino también en los nticleos celulares de las SCs de rata en cultivos
primarios. Uno de los problemas derivados de las TiO,NPs es la inhibicion signifi-
cativa en las SCs de los niveles intracelulares de Ca*? tanto de ATPasa (activada por
Ca*?/Mg?)? como de la ATPasa® transportadora de Ca*2. Ademads, las SCs en res-
puesta a la administracion de TiO,NPs dan como resultado respuestas inflamatorias
incrementadas e inmunidad comprometida en los testiculos que causan una reduccién
en la espermatogénesis en seres humanos y animales (Ye et al., 2017).

Recientemente, un estudio in vitro encontré que las TiO,NPs indujeron cambios
apoptoticos tanto en las mitocondrias como en el reticulo endopldsmico, incluyendo
una elevacion en la generacién de especies reactivas de oxigeno y reduccion en las

2 Enzima activada por Ca®? y Mg® cuya funcién es la hidrélisis de ATP.
% Enzima cuya funcién es el transporte activo de calcio.
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actividades de superéxido dismutasa?, catalasa y glutatién peroxidasa. Por otra parte,
se observo que se producia una disminucién en el potencial de la membrana mito-
condrial y liberacién de citocromo C en el citosol, asi como un aumento tanto de
Bax®, de la caspasa-3 (proteina regulada por la glucosa) y de la proteina homdloga
C/EBP?, al igual que de la expresion de la proteina caspasa-12 y la desregulacién de
las proteinas en las SCs de ratén en cultivo primario (Hong et al.,, 2016).

Las nanoparticulas de 6xido de niquel (NiONPs) disminuyeron la actividad me-
tabdlica celular en las células SH-SY5Y (linea celular que simula el sistema nervioso)
con disfunciones mitocondriales y lisosémicas. Las NiONPs inducen dafios signi-
ficativos en el ADN, dependiendo de la concentracién, e inducen dafios oxidativos
con un aumento significativo en los niveles de malondialdehido”. En general, las
NiONPs generan estrés oxidativo de forma significativa en el intervalo de concentra-
cién de 50-150 mg/ml teniendo como consecuencia un aumento en el porcentaje de
células apoptdticas de una manera directamente proporcional a la dosis (Abudayyak
et al., 2017).

Horie et al. (2016) estudiaron el estrés oxidativo pulmonar causado por instilacion
intratraqueal e inhalacién de NiONPs. En ese estudio, ambas formas de administra-
cién indujeron estrés oxidativo pulmonar; sin embargo, el estado de estrés oxidativo
pulmonar en la fase inicial fue diferente entre ambas, incluso cuando la cantidad
de NiO en el pulmén era similar. Como diferencia entre ambas formas de administra-
cién, la instilacion intratraqueal causé un mayor estrés oxidativo pulmonar, mientras
que, por el contrario, la inhalacién provocé un estrés oxidativo mds suave y continuo,
que condujo a la induccién del sistema antioxidante.

% Enzima antioxidante.

% Proteina que interviene en la apoptosis mediante la induccién de la liberacién de citocromo C.
% Factor regulador de la inflamacién.

¥ Subproducto derivado del metabolismo de los lipidos.
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CAPITULO 9
LEGISLACION DE LAS NANOPARTICULAS

Las propiedades que poseen los nanomateriales pueden dar lugar a nuevas for-
mas de riesgo, que pueden ser desconocidas e incognoscibles. Desconocido porque
hasta ahora apenas se ha llevado a cabo una evaluacién de riesgos (menos del 2%
del dinero invertido en investigacién relacionada con la nanotecnologia se dedica al
analisis de riesgos); e incognoscible, porque el conocimiento cientifico sobre la eva-
luacién de sustancias quimicas no ha seguido el ritmo del conocimiento cientifico en
nanotecnologia. Actualmente no podemos evaluar todas las propiedades inherentes
de todos los nanomateriales (Vaughan, 2012), debido a las limitaciones existentes en
las técnicas analiticas.

Esa problematica implica la necesidad imperiosa de regular el uso de nanomateriales
y nanotecnologia, y sin embargo, no es una tarea facil por muchas razones. Hasta la
fecha, las iniciativas regulatorias para controlar el uso de la nanotecnologia han sido
limitadas, con grandes lagunas en los marcos regulatorios actuales que hacen que la
nanotecnologia no esté cubierta en su totalidad. Esto se debe en parte al hecho de
que existe un concepto erréneo de que los nanomateriales son equivalentes al mismo
material en su tamafo natural, pero también a los grandes intereses que subyacen en
esta drea, ya que quienes controlan y regulan el mercado de la tecnologia tienen un
potencial econémico inimaginable y, obviamente, cuanto menos regulacién hay en
ese mercado, mayor es la libertad de uso y comercializacion de este tipo de productos.

La regulacién de la nanotecnologia es dificil, por lo que es necesario encontrar un
equilibrio entre sus beneficios y sus riesgos potenciales. El progreso cientifico, técnico
y social depende de esto en muchos aspectos, pero nunca se debe abandonar el control
de la seguridad en el uso previsto y la proteccién del medio ambiente. Actualmente
se estan realizando muchos esfuerzos para minimizar los riesgos asociados con la
sintesis y el uso de nanomateriales y para aprovechar los numerosos beneficios de
la nanotecnologia. Las organizaciones e instituciones estan prestando una atencion
preferente a este tema, ya que entienden que existen numerosos productos basados
en nanoparticulas que no llegan a la comercializacién debido a la reticencia de los
consumidores a su uso, o la falta de control adecuado, o a la legislacién vigente
(CarbonInspired2.0, 2012). En este sentido, en las tltimas décadas, existen numerosos
proyectos (GUIDEnano, MARINA, NanoMILE, NANoREG, NanoREG I, GRACIOUS,
BIORIMA...) trabajando en diferentes aproximaciones basadas en las propiedades
fisicoquimicas de los nanomateriales, como la agrupaciéon o Read-across, para evaluar
el peligro de las mismas tanto en la salud humana como ambiental.
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Uno de los foros mas importantes para el desarrollo de estandares en esta drea
es la ISO, cuyo Comité Técnico de Nanotecnologia estd compuesto por 32 paises
que colaboran en cuatro grupos de trabajo: Terminologia y nomenclatura; Medicién
y caracterizacion; Aspectos de salud, seguridad y medio ambiente; y Estandares de
especificacion de materiales para ciertos nanomateriales. Entre sus programas estrella
se encuentra el llamado Proyecto Versalles para Estandares y Materiales Avanzados
(VAMAS, por sus siglas en inglés), creado en 1982 para acelerar el comercio de
productos de “alta tecnologia” mediante el desarrollo de bases técnicas para cédigos
de practicas y especificaciones para materiales avanzados (http:/www.vamas.org/).
Canadd, Francia, Alemania, Italia, Japon, el Reino Unido y los Estados Unidos se
unieron al proyecto en 2008, uniéndose a Corea del Sur, Australia, Brasil, Taiwan,
India, México y Sudafrica (ETCgroup).

La legislacién aplicable a las nanoparticulas varia segin el pais, pero en este
trabajo nos centraremos en tratar la legislacién a nivel europeo y su transposicién a
nuestro pais, ya que esa preocupacién nos es mas cercana.

9.1. LEGISLACION EN LA UNION EUROPEA

En el seno de la UE, la posicién respecto del uso y a la regulacién de las na-
notecnologias no ha sido pacifica, como veremos mas adelante. Para la Comisién
Europea (CE) ha habido suficiente legislacién sobre el tema, una afirmaciéon que no
fue compartida por todos los Estados Miembros, los sindicatos, la sociedad civil, las
instituciones publicas de ciencia y los comités cientificos que han exigido continua-
mente la adopcién de medidas.

Un punto de inflexién en este aspecto fue hecho por Suecia cuando utilizé su
Presidencia del Consejo de la UE en 2009 para tratar de regular mas severamente la
nanotecnologia, proponiendo un plan de cinco puntos para “salvar la falta de cono-
cimiento en nanoseguridad; actualizar los métodos de prueba; promover la nanotec-
nologia sostenible; buscar la implementacién de sistemas obligatorios de presentacion
de informes; y fortalecer la cooperacién internacional” (Comisién Europea, 2009).

En esa misma direccién siguié Bélgica, que en 2010 presentd cuatro propuestas
(ETCgroup):

e Definir la obligacién de informar al consumidor sobre la presencia de nanomate-
riales en los productos de consumo.

¢ Identificar la via reguladora mas apropiada dentro del contexto de la UE para la
evaluacion y la gestién de riesgos.

e Alentar a los Estados Miembros a que asuman su responsabilidad y formulen es-
trategias nacionales integradas y medidas concretas a favor de la gestién de riesgos.

* Informar, monitorizar y, al mismo tiempo, regular la propiedad intelectual de los
nanoproductos.

En abril de 2009, con una abrumadora mayoria, los miembros del Parlamento
Europeo criticaron el estudio de la Comision sobre los aspectos regulatorios de la
nanotecnologia, considerando que la legislacion actual es insuficiente para abordar los
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riesgos de la nanotecnologia al tiempo que exige la notificacién obligatoria de todos
los nanomateriales, especialmente los informes obligatorios de seguridad quimica, e
insistié en que los nanomateriales que presentan un riesgo para los trabajadores o
los consumidores no deberian recibir aprobacién comercial. Por dltimo, el Parlamento
notificé a la Comisién su rechazo a los plazos propuestos por ella para la revision
normativa y exigi6 un registro oficial de los nanoproductos (con evaluaciones de
seguridad) y el etiquetado de los nanoproductos para el consumo (ETCgroup).

En vista de esta situacion, la Comisién reconocio las deficiencias de la legislacién
de la UE, su actuacién en la promocién de medidas para minimizar la exposicién de
las personas a los trabajadores, los consumidores y el medio ambiente a particulas
nanométricas y su falta de apoyo de investigacién a dicha exposicién.

Un ejemplo del retraso en la redaccién de legislacion especifica seria que hasta
2011, la UE no habia publicado una recomendacién especifica (Recomendacién
2011/696/UE) sobre la definiciéon de nanomaterial, que deberia utilizarse en las di-
versas reglamentaciones europeas.

No existen actualmente normativas europeas especificas sobre el control y regu-
lacién de los nanomateriales/nanoparticulas, sino que sobre ellos se aplican las nor-
mativas generales sobre productos quimicos (Reglamentos 1907/2006, 1272/2008 y
649/2012).

Uno de los pasos mas importantes en la regulacién de esta materia por parte de
la UE se ha llevado a cabo principalmente a través del llamado Reglamento REACH
(Reglamento 1907/2006) que constituye el marco regulatorio de las sustancias y pre-
parados quimicos, incluyendo los nanomateriales, en la Unién Europea. Se trata de
un reglamento adoptado para mejorar la proteccién de la salud humana y el medio
ambiente frente a los riesgos planteados por los productos quimicos, al tiempo que
mejora la competitividad de la industria quimica de la UE. También fomenta métodos
alternativos para la evaluacién de peligros de sustancias con el fin de reducir el nimero
de ensayos en animales y se crea la Agencia Europea de Sustancias y Preparados
Quimicos (ECHA, https://echa.europa.eu/es/home).

En principio, el objetivo de este sistema de registro es garantizar que la carga del
ensayo sobre la seguridad de los nanoproductos recaiga en sus fabricantes y pro-
cesadores porque, para cumplir con la normativa, las empresas deben identificar y
gestionar los riesgos relacionados con las sustancias que se fabrican y comercializan
en la UE. Las empresas deben demostrar como se puede usar la sustancia de forma
segura y deben informar sobre las medidas de gestién de riesgos a los usuarios.

Sino es posible gestionar el riesgo, las autoridades pueden restringir el uso de esas
sustancias aplicando, segun el caso, diversas limitaciones. A la larga, las sustancias
mas peligrosas deberian reemplazarse por otras menos dafinas. Con este fin, REACH
establece procedimientos para la recopilacién y evaluacién de informacién sobre las
propiedades y los peligros de las sustancias. Ademas, las autoridades pueden prohibir
sustancias peligrosas si la gestion del riesgo no es posible. También pueden decidir
restringir el uso o hacerlo depender de una autorizacion previa.

Para mejorar el sistema, se apoyaron en la Agencia Europea de Sustancias y Pre-
parados Quimicos (ECHA), creada en 2006, cuya tarea principal es garantizar el uso
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seguro de sustancias quimicas y garantizar la aplicacion de la legislacion de la UE
en este dmbito, beneficiosa para la salud humana, el medio ambiente, la competi-
tividad, y la innovacién en Europa. Su forma de trabajar es examinar los registros
de los productos quimicos que reciben de la industria y analizarlos para determi-
nar si cumplen con las regulaciones. También colabora con los gobiernos nacionales
de la UE, centrdndose en las sustancias mas peligrosas y sefialando donde se ne-
cesita un mayor nivel de gestion del riesgo para proteger a las personas y el medio
ambiente. En ciertos campos, la agencia toma sus propias decisiones; en otros, emite
opiniones y ofrece consejos para ayudar a la CE en la toma de decisiones (Unién
Europea, 2017).

Con respecto a las reglamentaciones especificas actuales relacionadas con la segu-
ridad de los productos quimicos a nivel de la UE, ademas del Reglamento REACH,
destacamos lo siguiente.

9.1.1. Reglamento (CE) N.° 1272/2008 sobre clasificacién, etiquetado y envasado
de sustancias y mezclas (CLP, Reglamento 1272/2008)

Se ha venido promulgando legislacién sobre este tema desde 1967, cuando se re-
conocid que las disposiciones sobre clasificacion, envasado y etiquetado de sustancias
quimicas en el mercado, especialmente los desechos de productos quimicos industria-
les deberian armonizarse dentro de la Comunidad para eliminar las barreras. Desde
entonces, se han adoptado varios instrumentos legislativos comunitarios para lograr
y mantener un alto nivel de proteccién de la salud humana y el medio ambiente en
el contexto del mercado interior (MSSI, 2017).

Su objetivo es garantizar una comunicacion clara de los peligros de los produc-
tos quimicos a los trabajadores y consumidores de la UE mediante la clasificacién y
etiquetado de productos quimicos utilizando un método de clasificacién y etiquetado
de productos quimicos basado en el Sistema Globalmente Armonizado (SGA) de las
Naciones Unidas. El sistema es que las empresas deben determinar los riesgos poten-
ciales para la salud humana y el medio ambiente de estas sustancias y mezclas antes
de la comercializaciéon de sus productos quimicos y deben clasificarlos de acuerdo
con los peligros identificados. Los productos quimicos peligrosos también deben eti-
quetarse de acuerdo con un sistema armonizado, de modo que los trabajadores y los
consumidores tengan informacioén sobre sus efectos antes de manipularlos.

Los peligros de los productos quimicos se indican mediante indicaciones estandari-
zadas y pictogramas en las etiquetas y fichas de datos de seguridad. Por consiguiente,
cuando un proveedor identifica una sustancia con “toxicidad aguda de categoria 1
(oral)”, la etiqueta incluird la indicacién “Peligro en caso de ingestién”, la palabra
“Peligro” y un pictograma que contenga una calavera y dos tibias entrelazadas.

9.1.2. Reglamento (UE) N.° 649/2012 del consentimiento fundamentado previo
(PIC, Reglamento 649/2012)

Es una respuesta al Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
(PNUMA) y la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimen-
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tacién (FAO) a la creciente preocupacion por la produccién, comercio y uso creciente
de productos quimicos.

Esta norma regula la importacién y exportacién de determinadas sustancias qui-
micas e impone obligaciones a las empresas que desean exportar a terceros paises
y fue aprobada para aplicar en la UE las disposiciones del Convenio de Rotterdam
sobre el procedimiento de consentimiento fundamentado previo aplicable a de-
terminados plaguicidas y productos quimicos peligrosos, sujeto al comercio inter-
nacional.

El objetivo del reglamento es promover la responsabilidad compartida y los es-
fuerzos conjuntos en el movimiento internacional de productos quimicos peligrosos
y proteger la salud humana y el medio ambiente brindando a los paises en desarro-
llo informacién sobre el almacenamiento, transporte, uso y eliminacién de pro-
ductos quimicos peligrosos en condiciones de seguridad. Se aplica a los productos
quimicos prohibidos o rigurosamente restringidos enumerados en el Anexo I que
contienen productos quimicos industriales, plaguicidas y biocidas. La exportacion de
estos productos quimicos esta sujeta a dos tipos de requisitos: notificaciéon de expor-
taciéon y consentimiento expreso. El Reglamento PIC entr6 en vigor el 1 de marzo de
2014, cuando la ECHA asumif la responsabilidad del trabajo administrativo y técnico
relacionado con el nuevo Reglamento.

El consentimiento expreso es valido para las exportaciones realizadas durante los
siguientes tres aflos, a menos que se estipule lo contrario en los términos del consen-
timiento expreso en si. Durante estos tres afios, cualquier empresa de la UE podra
exportar el mismo producto quimico al pais que haya dado su consentimiento explicito
(siempre que los términos del consentimiento lo permitan), pero ain debera cum-
plir con los requisitos de notificacién y presentacién de informes anuales. La ECHA
mantiene una base de datos actualizada de todas las notificaciones y respuestas de
consentimiento explicito (ECHA, 2017).

9.2. NORMATIVAS DE NANOTECNOLOGIA EN ESPANA

En Espafa las Autoridades Competentes para la aplicacion de la legislacion qui-
mica en el ambito de la Administracion General del Estado son el Ministerio de
Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad en materia de salud humana y el Ministerio
de Agricultura y Pesca, Alimentacién y Medio Ambiente con respecto a los aspectos
ambientales (MSSI, 2017).

La legislacién en nuestro pais es basicamente la que existe en Europa, ya sea me-
diante la aplicacion directa de los Reglamentos y Decisiones que se aprueban, dada
su vinculacién inmediata, o mediante la incorporacion en el Derecho espanol de las
Directivas comunitarias.

Un ejemplo de esto es la aplicacién directa de los Reglamentos que rigen REACH
y la transposicién de Directivas en Reales Decretos que adaptan reglamentaciones
tales como notificaciones de nuevas sustancias, envases, etc. a los estdndares REACH
(Carbonlnspired, 2012).

‘ PORTADA (X] INDICE »



m Eva MARQUEZ, DAviD HERNANDEZ, MARIA PRADO MIGUEZ, FRANCISCO SOLER Y MARCOS PEREZ

9.3. REGULACION DE LA NANOTECNOLOGIA POR SECTORES

Dado que son muchas las areas en las que las nanoparticulas y la nanotecnolo-
gla se pueden utilizar para la mejora y la eficacia de diferentes productos manu-
facturados, en la presente revision nos centraremos especificamente en los sectores
de alimentacién, cosméticos y medicina, que son aquellos donde quizds exista una
mayor preocupacion sobre su uso y comercializacién, y cuya regulacién examinamos
detalladamente a continuacion.

Alimentacion

Desde 2006, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha seguido
la evolucion de la nanotecnologia dentro de su competencia: asesoramiento cientifico
independiente y apoyo técnico a los gestores de riesgos, incluyendo revisiones del
estado actual del conocimiento y los Gltimos avances en nanotecnologia en alimen-
tos y piensos. Ademas, desde 2010, la EFSA, junto con los Estados miembros, han
establecido una red de evaluacién de riesgos para la nanotecnologia en alimentos y
piensos (Funez et al., 2016).

En lo que respecta a los aditivos para alimentos y piensos y los materiales en
contacto con los alimentos, han sido regulados por la Unién Europea en varios re-
glamentos y se mencionan especificamente en las siguientes normas:

* Reglamento (CE) N.° 450/2009 sobre materiales y objetos activos e inteligentes
destinados a entrar en contacto con alimentos (Reglamento 450/2009).

® Reglamento (UE) N.° 10/2011 sobre materiales y objetos de plastico destinados
a entrar en contacto con alimentos (Reglamento 10/2011), y sus diversas modifi-
caciones.

® Reglamento (UE) N.° 1169/2011 sobre informacién alimentaria facilitada al consu-
midor y modificacién de diversas normas comunitarias (Reglamento 1169/2011), y
sus modificaciones.

e Reglamento (UE) N.° 2015/2283 sobre nuevos alimentos (Reglamento 2015/2283).

Cosmética

Que Europa progrese lentamente en la regulacion de los ingredientes nanométricos
de los cosméticos se debe, en gran medida y a nivel institucional, a la insistencia
del Parlamento Europeo. Las tacticas dilatorias por parte de la industria, cuando se
le solicité brindar informacién, han contribuido a la determinacién de los parlamen-
tarios, dando lugar a las demandas de etiquetado y un registro publico que deberia
estar operativo desde 2014. Por lo tanto, en 2009 se aprobé el Reglamento (CE) N.°
1223/2009 (Reglamento 1223/2009), que exige un control especifico de los productos
que pueden contener materiales insolubles o biopersistentes (nanomateriales), que se
utilizan en protectores solares o productos para el cabello.

Sin embargo, a pesar de ser un avance, también es cierto que atiin no es suficiente,
ya que, si bien requiere que cualquier cosmético que contenga nanomateriales deba
indicarlo en la etiqueta, esta obligacion es limitada y a menudo ineficaz porque bastara
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con poner “(nano)” al lado del ingrediente correspondiente en la lista de ingredientes,
sin mas explicaciones.

Sanidad

La nanomedicina se define como la aplicacién de la nanotecnologia a la ciencia de
la salud, que se dedica al estudio, tratamiento y curacién de enfermedades a través
de instrumentos, estructuras, dispositivos o farmacos de dimensiones nanométricas
que permitiran avances muy significativos en todas las areas y especialmente en el
nanodiagnéstico, nanoterapia y medicina regenerativa.

Aqui, como en otros campos, este uso de la tecnologia en medicina y farmacia
no esta exento de peligro. La especialista europea en nanotecnologia Ineke Malsch
ha destacado la necesidad de una regulaciéon legal sobre su uso, con el desarrollo de
leyes globales para esta tecnologia, que comenzé a probarse en cosméticos sin haber
medido los riesgos para la salud. Segtn ella, “podemos desarrollar mejores medica-
mentos, comenzar a combatir las grandes enfermedades de nuestro tiempo como el
cancer y la diabetes, pero igualmente podemos hacer mucho dafio por el deseo de
satisfacer ciertas ideas, como con el uso de la nanotecnologia cosmética. En ese caso,
es necesario ver como avanzar, antes de desarrollar productos, en mecanismos de
evaluacién a nivel de toxicidad, por ejemplo” (Unimedios, 2011).

En la UE, la regulacién de la industria de medicamentos y dispositivos médicos
se basa en las directivas y reglamentos comunitarios. Para la aprobacién de medica-
mentos hay una agencia reguladora a nivel europeo, la Agencia Europea de Medi-
camentos (EMEA), que lleva a cabo la monitorizacién y control de estos productos
(Gonzalez et al., 2006).

Las directivas y normativas comunitarias méas importantes sobre medicamentos
y dispositivos médicos son:

® Directiva 2001/83/CE sobre el cédigo comunitario sobre medicamentos para
uso humano (Directiva 2001/83) y sus modificaciones. Ha sido completada por
varios Reglamentos y transpuesta parcialmente en Espafia por el Real Decreto
686/2013.

e Reglamento (CE) N.° 726/2004 por el que se establecen procedimientos comunita-
rios para la autorizacién y supervisién de medicamentos de uso humano y veteri-
nario y se crea una Agencia Europea de Medicamentos (Reglamento 726/2004) y
sus diversas modificaciones.

e Reglamento (UE) N.° 2017/745 sobre dispositivos médicos (Reglamento 2017/745).

® Reglamento (UE) N.° 2017/746 sobre dispositivos médicos de diagndstico in vitro
(Reglamento 2017/746).

El sistema legal que se ha configurado en la UE requiere que, para introducir un
nuevo producto en el mercado, no solo el recurso debe ser aprobado por las agen-
cias reguladoras de salud, sino que el nuevo producto debe estar sujeto a regulacién
durante todo su ciclo de vida, que incluye la etapa de produccién, desarrollo clinico,
seguridad del paciente, eliminacién de productos, y seguridad ambiental.
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En Espana, el control y aprobacién de los medicamentos se realiza a través de la
Agencia Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios. Por otro lado, el Insti-
tuto de Salud Carlos III, a través de su Agencia para la Evaluacion de Tecnologias
Sanitarias en coordinacién con la Direccién General de Cohesion del Sistema Nacio-
nal de Salud y Alta Inspeccién, decide sobre la introduccion sistematizada de nuevas
tecnologias en la practica clinica del Sistema Nacional de Salud. El referente legal
inmediato es el Real Decreto 63/1995, de 20 de enero, sobre la prestacion sanitaria
del Sistema Nacional de Salud, que establece la necesidad de evaluar la seguridad y
eficacia clinica. Para el estudio de los aspectos regulatorios y de toxicidad relacionados
con la Nanomedicina, la Plataforma Espafiola de Nanomedicina (http://nanomedspain.
net/) ha creado un grupo especifico de trabajo. Ademas, la seguridad es tratada por
cada uno de los grupos de trabajo de la plataforma (Gonzélez et al., 2006).

En términos de legislacién especifica, Espafia ha transpuesto las normativas
comunitarias a través de diferentes reales decretos y leyes, siendo especialmente
importantes los siguientes estandares:

e Real Decreto Legislativo 1/2015 por el que se aprueba el texto refundido de la
Ley de Garantias y Uso Racional de Medicamentos y Productos Sanitarios (Real
Decreto Legislativo 1/2015).

¢ Ley 10/2013 por la que se incorporan al ordenamiento juridico espafol las Direc-
tivas 2010/84/UE sobre farmacovigilancia y 2011/62/UE sobre prevenciéon de la
entrada de medicamentos falsificados en la cadena de suministro legal, y se mo-
difica la Ley 29/2006 de garantias y uso racional de los medicamentos y productos
sanitarios (Ley 10/2013).

® Real Decreto 1246/2008 que regula el procedimiento de autorizacion, registro y
farmacovigilancia de medicamentos veterinarios fabricados industrialmente (Real
Decreto 1246/2008).

e Real Decreto 1345/2007 por el que se regula el procedimiento de autorizacion,
registro y condiciones de dispensacion de los medicamentos de uso humano fa-
bricados industrialmente (Real Decreto 1345/2007).
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